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Resumo

KROLL, J. E. Explorando a Complexidade do Transcriptoma Humano. 2013. 60 f. Tese
(Doutorado) - Instituto de Matemática e Estatística, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013.

O splicing alternativo é um processo no qual moléculas idênticas de pré-mRNA são proces-
sadas de diferentes formas. Ele é fundamental em organismos complexos, pois é responsável por
criar uma ampla diversidade de proteínas a partir de um número relativamente pequeno de ge-
nes. Contudo, poucas proteínas advindas do splicing alternativo já foram identificadas, visto que
a maioria dos espectros de espectrometria de massa em tandem (MS/MS) não encontra sequên-
cias correspondentes nos diversos bancos de dados de proteínas disponíveis. Entre diversos fatores,
isso ocorre porque um número reduzido de eventos de splicing alternativo (ASEs) são conheci-
dos e devidamente estudados. Nesse trabalho, o espectro de eventos observáveis foi ampliado por
meio da análise de eventos complexos de splicing alternativo (CASEs), que consideram múltiplos
ASEs em um ou diferentes transcritos. Foi desenvolvido um novo método de análise utilizando ex-
pressões regulares (regexes) associada a uma sintaxe baseada em caracteres intuitivos. O método
de análise e a sintaxe foram implementados em uma ferramenta web denominada de SPLOOCE
(http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce) que também apresenta ferramentas extras de aná-
lise. Adicionalmente, os subestimados eventos do tipo retenção de íntron (IR) foram explorados em
busca de evidências funcionais por meio de análises de MS/MS. Como resultado, eventos bastante
incomuns foram observados no proteoma humano, sugerindo que muito pouco ainda é conhecido
sobre a complexidade transcriptômica e proteômica humana. Portanto, com base nesses dados, esse
trabalho representa um grande avanço no estudo de fenômenos de splicing alternativo ainda pouco
explorados.

Palavras-chave: splicing alternativo, SPLOOCE, transcriptoma, proteoma, retenção de íntron,
espectrometria de massa.
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Abstract

KROLL, J. E. Exploring the Complexity of Human Transcriptome. 2013. 60 f. Tese (Dou-
torado) - Instituto de Matemática e Estatística, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2013.

Alternative splicing is defined, basically, as a process in which identical pre-mRNA molecules are
processed in different ways in terms of usage of exon/introns borders. It is a fundamental process
in complex organisms, and is responsible for creating a large diversity of proteins from a relatively
small number of genes. However, just a few proteins resulted from alternative splicing were already
identified, since only a small part of tandem mass spectrometry (MS/MS) spetras match proteins in
sequence databases. Among different factors, it occurs because a reduced number of alternative spli-
cing events (ASEs) are known and properly studied. In this work, the landscape of observable events
was amplified through the analysis of complex alternative splicing events (CASEs), which consider
different ASEs within the same or different transcripts. A method of analysis was developed using re-
gular expressions (regexes) associated with a syntax composed of intuitive characters. Those features
were implemented in a web tool called SPLOOCE (http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce)
that also has extra analysis tools. Furthermore, the understudied events known as intron retention
(IR) were explored using MS/MS analyses as a strategy to identify functional roles. As result, very
uncommon events were observed in human proteome, suggesting that little is currently known about
the complexity of the human proteome and transcriptome. Based on those data, it can be conclu-
ded that this work represents a significant advance in the study of uncommon and understudied
alternative splicing events.

Keywords: Alternative splicing, SPLOOCE, transcriptome, proteome, intron retention, mass spec-
trometry.
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Capítulo 1

Apresentação

Esse trabalho é um grande esforço no sentido de melhor entender os eventos de splicing alterna-
tivo. Aliás, o que é splicing alternativo e por que estudá-los? Para melhor entender esse fenômeno e
sua importância no desenvolvimento de doenças como o câncer, uma revisão geral sobre o assunto
é apresentada (capítulo 2).

Posteriormente, o SPLOOCE é descrito (capítulo 3). Ele é um banco de dados híbrido e inovador
que tem com objetivo a análise de eventos complexos de splicing alternativo por meio do uso de
uma sintaxe intuitiva. Embora atualmente exista pelo menos uma dezena de bancos de dados sobre
splicing alternativo publicamente disponíveis, cada um deles possui diferentes características. Novas
abordagens sobre esse fenômeno são benéficas e podem trazer avanços importantes para o melhor
entendimento sobre a complexidade celular humana.

Em seguida, com base em análises feitas no ano de 2004 (Galante et al., 2004), os eventos
conhecidos como “retenção de íntron” foram reexplorados utilizando dados recentes e algumas tec-
nologias previamente implementadas no SPLOOCE (capítulo 4). Esses eventos são pouco frequentes
e funcionalmente bastante subestimados, umaz vez que podem ter como causa o processamento im-
completo de sequências de pré-mRNA. Análises buscaram evidências funcionais por meio de dados
transcriptômicos e proteômicos.

No último capítulo (5) uma conclusão global e sugestões futuras são apresentadas.

Figura 1.1: Organização e localização contextual dos assuntos abordados nesse trabalho.

Resumidamente, esse trabalho contém 2 projetos de pesquisa distintos (capítulos 3 e 4) e está
organizado conforme apresentado na figura 1.1. Os capítulos possuem um formato independente e
seguem a mesma estrutura normalmente encontrada em artigos científicos.
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Capítulo 2

O Splicing Alternativo no Câncer

2.1 Introdução

O sequenciamento de próxima geração (Next-generation of sequencing) tem permitido a explora-
ção da complexidade do transcriptoma humano por meio de tecnologias de RNASeq (Martin e Wang
, 2011; Mutz et al., 2012). O que era uma sonho há 10 anos atrás, 20 milhões de reads para o trans-
criptoma de uma célula ou um tecido, por exemplo, pode ser atualmente considerado algo comum.
Esse avanço tecnológico tem trazido diferentes desafios relacionados com a bioinformática, uma vez
que os reads sequenciados são menores que os ESTs convencionais, o que torna a identificação de
variantes de splicing problemática. Apesar dos desafios, o RNASeq tem sido amplamente utilizado
em uma variedade de modelos e condições experimentais.

O tema “splicing alternativo” vem sendo bastante explorado, principalmente no estudo de do-
enças. No câncer, o impacto do splicing alternativo é bastante claro e reconhecido. Em um futuro
próximo, acredita-se que pesquisas sobre esse assunto terão uma profunda consequência sobre prá-
ticas clínicas ao redor do mundo.

Nesse capítulo, uma ampla revisão sobre o splicing alternativo é apresentada com uma ênfase
especial sobre o seu impacto na pesquisa do câncer. Esse trabalho será publicado em breve como
um capítulo do livro “Book on Genomics and Drug Discovery” (River Publishers, Dinamarca).

2.2 O Splicing

Figura 2.1: Sinais de splicing mais importantes.

A natureza “fragmentada” da am-
pla maioria dos genes eucarióticos,
os forçam a sofrer um processo pós-
transcricional, denominado de spli-
cing, no qual íntrons são removidos
e éxons são unidos em uma única
sequência (Black, 2003). Esse pro-
cesso é conduzido pelo spliceossomo, um complexo molecular composto por ribonucleoproteínas
(RNPs), pequenos RNAs nucleares (snRNA: U1, U2,U4, U5 e U6), e por mais de 150 proteínas
(Deckert et al., 2006; Hartmuth et al., 2002; Jurica e Moore, 2003; Zhou et al., 2002).

O spliceossomo reconhece éxons e íntrons por meio de sinais presentes em cis ao longo da molé-
cula de RNA. Os sinais de splicing mais importantes são os sítios 5’ (doador) e 3’ (aceptor), que são
conservados em mais de 95% de todas as bordas éxon-íntron (Deckert et al., 2006; Hartmuth et al.,
2002); o sítio ramificado (branch site, BS); e o trato de polipirimidina (PPT), localizado upstream
ao sítio 3’ de splice (Black, 2003; Graveley, 2001)(figura 2.1). Em metazoários, esses sinais não
são suficientes para promover o processo de splicing e podem representar menos da metade da
informação necessária para tal (Lim e Burge, 2001).

O processo de splicing pode ser regulado por elementos regulatórios cis-acting, os quais apre-
sentam sequências curtas (entre 4 e 18 nucleotídeos) que podem interagir com fatores trans-acting,

3



4 O SPLICING ALTERNATIVO NO CÂNCER 2.3

determinando, consequentemente, se um sítio de splice será utilizado ou não. Esses elementos re-
gulatórios de splicing (SRE), são encontrados em sequências intrônicas e exônicas, normalmente
próximos à bordas de splicing, e podem ser classificadas como estimuladores (enhancers; ESE e
ISE) ou silenciadores (silencers; ESS e ISS). Eles são necessários para o splicing constitutivo, as-
sim como para a regulação do splicing alternativo (Blencowe, 2000; Cáceres e Kornblihtt, 2002;
Cartegni et al., 2002; Fairbrother et al., 2002; Graveley, 2000; Woodley e Valcárcel, 2002). Os regu-
ladores mais conhecidos são as proteínas ricas em serina/arginina (serine/arginine-rich, SR) e as ri-
bonucleoproteínas heterogêneas (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins, hnRNP)(Sanford et al.
, 2005; Singh e Valcárcel, 2005). Proteínas SR são conhecidas por se ligarem aos ESEs e promove-
rem o splicing, enquanto as hnRNPs são conhecidas por se ligarem aos ESSs e ISSs, reprimindo o
reconhecimento de sítios de splice adjacentes (Cartegni et al., 2002).

2.3 O Splicing Alternativo

Figura 2.2: A diversidade molecular aumenta conforme a infor-
mação passa por diferentes formas de processamento.

O splicing alternativo é defi-
nido, basicamente, como um processo
no qual moléculas idênticas de pré-
mRNA são processadas de diferentes
formas. Ele é um processo fundamen-
tal em organismos complexos (Black,
2003; Maniatis e Tasic, 2002), pois é
responsável por criar uma ampla di-
versidade de proteínas a partir de um
número relativamente pequeno de ge-
nes (Cork et al., 2012)(figura 2.2) e,
também, por afetar a transcrição em
sua eficiência e estabilidade.

A ampla maioria dos genes huma-
nos, assim como anotados pelo Consórcio Internacional de Sequênciamento do Genoma Humano
(Collins et al., 2004), são capazes de transcrever mais de um mRNA a partir do splicing alternativo
(Johnson et al., 2003). Diferentes eventos resultantes desse processo podem ser observados no de-
senvolvimento humano (Black e Grabowski, 2003; Venables, 2002), no qual aproximadamente 18%
dos eventos parecem ser tecido-específicos (Markovic e Grammatopoulos, 2009).

Os eventos de splicing alternativo são capazes de modular a atividade de diversos proces-
sos celulares (Hsu e Hertel, 2009), e anormalidades nesse processo podem resultar em diferentes
doenças, como o câncer (Kirschbaum-Slager et al., 2005; Venables, 2004; Wang e Cooper, 2007),
isquemia (Daoud et al., 2002) e outros tipos de desordens humanas (Faustino e Cooper, 2003;
Garcia-Blanco et al., 2004; Pagani e Baralle, 2004).

2.3.1 Tipos de Eventos de Splicing Alternativo

Cinco tipos simples de splicing alternativo são atualmente conhecidos: éxon skipping, sítios alter-
nativos 5’ e 3’ de splice, retenção de íntron, e sítio duplamente específico de splice (dual-specific splice
sites, DSSs), este último identificado e caracterizado apenas recentemente (Zhang et al., 2007). O
éxon skipping é identificado quando um éxon é removido de um transcrito e os sítios alternativos 5’
e 3’ são identificados quando diferentes sítios 5’ ou 3’ são utilizados por um éxon, respectivamente.
O evento de retenção de íntron é identificado quando um íntron não é removido e continua presente
no mRNA maduro (Kim et al., 2007; Sugnet et al., 2004). Por fim, o sítio duplamente específico de
splice, o tipo mais incomum de evento, é caracterizado quando um sítio de splice pode eventualmente
atuar como 5’ ou 3’ (Zhang et al., 2007)(figura 2.3)

Eventos complexos de splicing alternativo ocorrem quando dois ou mais eventos são observa-
dos em um mesmo mRNA ou em diferentes mRNAs (éxons mutualmente exclusivos, por exemplo)
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(Kroll et al., 2012). Esses eventos existem devido à complexa regulação do splicing e à alta frequên-
cia de eventos simples de splicing alternativo. O caso mais radical de evento complexo, por exemplo,
ocorre no gene Dscam em Drosophila. Esse gene contém um grupo de 48 éxons mutualmente ex-
cludentes que, em princípio, pode gerar milhares de variantes de splicing (Schmucker et al., 2000).

Padrões anormais e complexos de splicing alternativo tem sido diretamente relacionados com
o câncer (Venables, 2006). Por exemplo, aproximadamente 46% e 12% de todas as sequências va-
riantes expressas em tecidos normais e patológicos humanos apresentam mais de 1 e 2 eventos,
respectivamente (Kroll et al., 2012). Um dos eventos complexos mais conhecidos são os éxons mu-
tualmente excludentes, no qual a presença de um éxon promove o skipping de um éxon adjacente, e
vice-versa (figura 2.3). O evento complexo mais frequente, porém, é o skipping de múltiplos éxons
adjancentes. Promotores alternativos e poliadenilação alternativa também podem ser considerados
como eventos complexos (Beaudoing et al., 2000; Black, 2003; Breitbart et al., 1987; Letunic et al.,
2002).

2.3.2 Identificação de Variantes de Splicing

Figura 2.3: Eventos de splicing alternativo: (A):
éxon skipping; (B) borda alternativa 3’; (C) borda al-
ternativa 5’; (D) retenção de íntron; (E) sítio dupla-
mente específico; (F) éxons mutuamente exclusivos;
(G) éxon skipping de dois éxons adjacentes.

A identificação de eventos de splicing al-
ternativo não é trivial. Recentemente, análi-
ses genômicas baseadas em ESTs (expressed se-
quence tags), microarrays e RNASeq se torna-
ram métodos padrão no estudo desses even-
tos. Banco de dados de ESTs e microarrays,
por exemplo, já foram extensivamente explora-
dos por alguns estudos (Brett et al., 2000, 2002;
Modrek e Lee, 2002). As primeiras iniciativas
utilizando grandes quantidades de dados foram
feitas a partir de ESTs, encontradas em banco
de dados como o dbEST que atualmente pos-
sui mais de 20 millhões de sequências humanas
(Benson et al., 2012).

Sequências expressas são consideradas uma
rica fonte para a identificação de eventos de
splicing alternativo. Através de um simples ali-
nhamento de uma EST contra um genoma de
referência é possível detectar qualquer tipo de
evento, incluindo diversos casos complexos. Di-

ferentes algoritmos já foram desenvolvidos para o alinhamento de sequências expressas, como o
SIM4 (Florea et al., 1998) e o BLAT (Kent, 2002a). Esses algoritmos normalmente levam em consi-
deração bordas de sítios de splice, necessárias para diferenciar indels (inserções/deleções) de regiões
intrônicas (Feng et al., 2012).

Uma alternativa bastante comum para ESTs são os microarrays. Grande parte dos arrays são
baseados em técnicas de hibridização diferencial, que consideram sequências exônicas e junções
éxon-éxon (Blencowe et al., 2006) e permitem a identificação de padrões de splicing com uma pre-
cisão considerável (Li et al., 2006; Zhang et al., 2012, 2013). Porém, microarrays convencionais são
limitados porque suas sondas são desenvolvidas para se ligar a sequências complementares. Isso sig-
nifica que apenas eventos de splicing alternativo conhecidos podem ser detectados (Malone e Oliver
, 2011). O método de hibridização tiling array, por outro lado, tem demonstrado ser uma melhor
escolha uma vez que ele permite a descoberta de novos transcritos (Bertone et al., 2004). Essa tec-
nologia tem sido explorada por diversos estudos para identificar padrões de expressão entre amos-
tras, bem como para identificar eventos de splicing e também para descobrir novos biomarcadores
(Rajan et al., 2009; Wang et al., 2008).

Finalmente, plataformas de sequenciamento de próxima geração (next-generation of sequencing,
NGS) apresentam um alto rendimento na análise de transcriptomas (RNASeq)(Feng et al., 2012;
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Ozsolak e Milos, 2010). O RNASeq consiste, basicamente, em uma amostra de RNA purificada, que
é convertida para uma biblioteca de cDNA e, posteriormente, sequenciada. Essas metodologias tem
demonstrado ilimitadas possibilidades de análises: expressão de genes, mutações (SNVs), detecção
de fusão de genes, quantificação absoluta e identificação de variantes de splicing (Chen et al., 2011;
Levin et al., 2009; Sultan et al., 2008). Atualmente, as plataformas Illumina, Applied Biosystems
SOLiD e Roche 454 Life Sciences tem sido utilizadas para esse propósito (Feng et al., 2012). Cada
uma delas possui peculiaridades próprias, associadas com diferentes estratégias e ferramentas de
análise.

Um vasto conhecimento em bioinformática é requerido em análises de RNASeq, e diversas ferra-
mentas já foram desenvolvidas para esse propósito, como o Tophat, MMES, Split-Seek e SpliceMap
(Ameur et al., 2010; Au et al., 2010; Trapnell et al., 2009; Wang et al., 2010). Primeiramente, esses
algoritmos alinham as sequências contra um genoma referência. Os dados não mapeados são então
alinhados no genoma baseados em junções éxon-éxon (figura 2.4). Por fim, o transcriptoma é recons-
truído utilizando algoritmos como o Scripture (Guttman et al., 2010) e Cufflinks (Trapnell et al.
, 2010).

Figura 2.4: Alinhamento de reads de RNASeq no genoma. (A) Identificação de bordas de splicing; (B)
Cobertura vertical do sequenciamento.

2.4 O Splicing Alternativo no Câncer

No câncer, um grande número de eventos de splicing alternativo já foram descritos
(Srebrow e Kornblihtt, 2006; Venables, 2004), e muitos deles apresentam relação com mutações
em sinais de splicing e elementos do complexo spliceossomal (Pajares et al., 2007). Estudos mostra-
ram, além do mais, que alguns eventos também podem ser o resultado da expressão diferencial de
proteínas SR e hnRNPs (Jensen et al., 2009), assim como o resultado de mecanismos epigenéticos
que afetam a eficiência do reconhecimento dos sítios de splice (de la Mata et al., 2003).

Atualmente, é difícil determinar se um evento de splicing alternativo é apenas um simples erro ou
um evento que possui algum significado funcional. Muitos eventos introduzem stop códons prematu-
ros nos transcritos, os quais podem ser rapidamente destruídos por meio de diferentes mecanismos
(Frischmeyer et al., 2002; McGlincy e Smith, 2008; Passos et al., 2009). Apesar disso, é indiscutível
a participação do splicing alternativo na modulação da atividade de diferentes tipos de proteínas
(Srebrow e Kornblihtt, 2006; Wang e Cooper, 2007), como fatores de transcrição, transdutores de
sinais celulares e componentes da matriz extracelular (Venables, 2004, 2006).

2.4.1 Mutações que Afetam Sinais e Elementos Regulatórios de Splicing

Diversas mutações que afetam sítios 5’ e 3’ de splice estão relacionadas com diferentes doenças e
tipos de câncer, e são uma importante forma de promover o splicing alternativo. Os sítios 5’ e 3’ de
splice são bastante conservados e sensíveis a quaisquer variações. Eles normalmente apresentam os
dinucleotídeos GT e AG na região intrônica da sequência, respectivamente (Krawczak et al., 1992,
2007), e mutações nessas regiões podem causar diferentes eventos de splicing alternativo, como éxon
skipping, ativação de sítios crípticos de splicing e retenção de íntron (Ward e Cooper, 2010).
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Um exemplo clássico é o gene TP53, o qual possui atividade de supressão tumoral e está,
portanto, relacionado com o câncer. Dezenas de diferentes mutações em sítios de splice do gene
TP53 já foram reportadas para diferentes tipos de câncer. Curiosamente, algumas dessas mutações
mostram ser “neutras” porque não alteram o aminoácido, porém, são capazes de afetar o splicing
(Holmila et al., 2003). O dado mais recente disponível para o gene TP53 mostrou uma nova mu-
tação em sítio de splice relacionada com o desenvolvimento de osteossarcoma. Análises observaram
uma mutação no sítio 5’ do íntron 6 (transição de G para A), que criou uma inserção de 6 aminoá-
cidos (Sakurai et al., 2013). Outros exemplos incluem os genes SMARCB1, MLH1, ATM, BRCA1,
NF2, os quais foram identificados por diferentes estudos (Broeks et al., 2003; De Klein et al., 1998;
Kurahashi et al., 1995; Tanko et al., 2002; Taylor et al., 2000).

Atualmente, devido aos avanços tecnológicos, análises genome-wide tem sido possíveis, permi-
tindo a descoberta de diversos genes relacionados com o câncer e de novos eventos de splicing
alternativo. Um recente estudo, por exemplo, fez o sequenciamento genômico e transcriptômico de
19 amostras de câncer de pulmão e de três pares de amostras normais/tumorais do mesmo tecido.
No total, 106 mutações em sítios de splice foram associadas com o splicing alternativo em diversos
genes relacionados com o câncer (Liu et al., 2012).

Algumas mutações também podem afetar o sinal PPT, alvo da PTB (polypyrimidine tract-
binding protein), que possui diversos papéis no processamento do RNA, como no splicing alterna-
tivo, localização do mRNA e tradução (Shibayama et al., 2009). O MLH1 em câncer coloretal, por
exemplo, apresentou um sinal PPT mutante, causando um éxon skipping relacionado com a indução
do desenvolvimento do câncer (Clarke et al., 2000).

Embora mutações em reguladores de splicing não apresentem uma influência direta sobre eventos
de splicing alternativo, os mesmos podem eventualmente acontecer. Um exemplo é o gene KLF6,
um fator de transcrição conhecido por suprimir tumores. Um SNP (single nucleotide polymorphism)
criou um novo sítio de ligação para a proteína SR, SRp40, o que aumentou a expressão da isoforma
KLF6-SV1 (Narla et al., 2005). Essa isoforma não apresenta um domínio zinc finger (DiFeo et al.,
2009), antagonizando, consequentemente, a isoforma wild-type da KLF6. Portanto, a superexpressão
da KLF6-SV1 acelera a progressão do câncer e da metástase, e o polimorfismo associado com o
câncer de próstata sugere um maior risco de câncer (Ward e Cooper, 2010).

2.4.2 Fatores de Splicing Afetados no Câncer

Proteínas SR são um dos fatores mais importantes de splicing, e elas podem atuar como enhan-
cers ou silencers por interferirem na construção do complexo spliceossomal (Maas et al., 2001;
Tacke e Manley, 1999). Pequenas alterações nos níveis de expressão das proteínas SR podem des-
regular os eventos de splicing alternativo, afetando de maneira geral o comportamento celular
(Ghigna et al., 1998; Mukherji et al., 2006; Pind e Watson, 2003; Stickeler et al., 1999). Análises
mostraram que os níveis de expressão das proteínas SR são menores durante o desenvolvimento
tumoral (Ghigna et al., 1998).

Em adenocarcinoma de mama de camundongos, a expressão diferenciada das proteínas SR alte-
ram o padrão de splicing do gene CD44, o qual é induzido a expressar mRNAs variantes (Naor et al.,
2002; Stickeler et al., 1999). Algumas proteínas SRs, como a PTBP, mostrou níveis elevados du-
rante o desenvolvimento tumoral em ovário, enquanto outros fatores, como o SRSF1 e U2AF65,
não mostraram variações nos respectivos níveis de expressão (He et al., 2007). Existe uma clara
associação entre níveis de expressão das proteínas SR específicas e o câncer, porém, os mecanismos
por trás dessa regulação ainda precisam ser melhor elucidados (Khan et al., 2012).

2.4.3 Famílias de Proteínas Afetadas pelo Splicing Alternativo no Câncer

O splicing alternativo presente em algumas famílias de proteínas tem um profundo impacto
na fisiologia de células e tecidos. Certas famílias de proteínas estão relacionadas com processos de
regulação. Por exemplo, o gene DNMT3b, que codifica uma DNA metiltransferase, não apresenta
um éxon. Esse evento resulta em uma proteína truncada, relacionada com a hipometilação de regiões
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pericentroméricas do genoma em tumores de fígado (Saito et al., 2002). Outro exemplo é o gene
PASG, homólogo do gene SNF2 e responsável por codificar um proteína remodeladora da cromatina.
Um evento específico de borda alternativa no sítio 5’ mostrou uma alta prevalência em amostras
de leucemia aguda (Lee et al., 2000). A disfunção dessas proteínas afetam de forma epigenética
a eficiência do reconhecimento dos sítios de splice pelo complexo spliceossomal (de la Mata et al.,
2003).

Fatores de transcrição são alvos frequentes do splicing alternativo. Variantes de splicing do
gene NRSF, um fator de silenciamento de splicing, são conhecidos por codificar proteínas truncadas
em câncer de pulmão (Coulson et al., 2000). Outros exemplos estão relacionados com hormônios,
como o observado no gene AIB1, que codifica um hormônio coativador de receptor nuclear. Em
amostras tumorais, uma grande quantidade de variantes do gene AIB1 que não apresentam o éxon
3 pode ser observada. Esses variantes são conhecidos por promoverem a transcrição mediada por
receptores de estrógeno em um processo que está relacionado com o desenvolvimento do câncer de
mama (Reiter et al., 2001). Formas variantes dos receptores de andrógeno (AR) também já foram
observadas no câncer de mama (Zhu et al., 1997).

Muitos eventos de splicing alternativo podem ser observados para proteínas de superfície celular,
as quais são expressas por genes como o CD44 e por genes da família dos FGFRs (fibroblast growth
factor receptors). Entre outras famílias de proteínas, temos o gene SVH, superexpresso em câncer
de fígado e apresenta um papel importante no crescimento e sobrevivência celular. Entre alguns de
seus variantes, apenas o SVH-B é observado em tumores, e a sua inibição pode causar apoptose
(Huang et al., 2003). Algumas proteínas da superfície possuem função de adesão. Um exemplo é o
gene MUC1, que apresenta uma função essencial na formação de barreiras mucosas em superfícies
epiteliais e está envolvido no processo de metástase. Em câncer de tiróide, o gene MUC1 pode
apresentar um novo éxon críptico (Weiss et al., 1996).

Uma outra classe importante de proteínas está relacionada com a sinalização celular, especial-
mente as proteínas solúveis, as quais podem transmitir sinais oncogênicos. O gene NF1, por exemplo,
é um supressor de tumor que interfere na cascata de sinalização do sinal Ras. Em meduloblastomas
e tumores neuroectodermais primitivos, variantes mais fracos do supressor NF1 são predominantes,
diferentemente do observado em tecidos normais de cérebro (Scheurlen e Senf, 1995). Outro exem-
plo é o gene SYK, codificador de uma tirosina quinase envolvida na supressão da metástase. Em
câncer de mama, um variante específico do gene SYK mostrou ser incapaz de prevenir a metástase
(Wang et al., 2003).

Finalmente, as proteínas extracelulares são normalmente secretadas na matriz extracelular e
possuem um papel essencial no desenvolvimento da metástase. O uPG (urokinase-type plasminogen
activator), por exemplo, é uma proteína secretada, e alguns de seus variantes estão envolvidos
na degradação de proteínas da matriz extracelular (Luther et al., 2003). Assim como o uPG, o
gene WISP1 pode apresentar um variante capaz de causar a invasão celular em carcinoma gástrico
(Tanaka et al., 2001).

2.4.4 Variantes de Splicing como Marcadores de Câncer

Biomarcadores baseados em variantes de splicing alternativo câncer-específicos são de grande
importância, uma vez que podem ser utilizados com objetivos diagnósticos e/ou terapêuticos. Anti-
corpos monoclonais para alvos câncer-específicos tem sido utilizados desde os anos 70 contra tumores
sólidos (Halin et al., 2001). Em 2001, aproximadamente 700 anticorpos monoclonais contra o cân-
cer se encontravam em testes clínicos, patrocinados por mais de 200 laboratórios de biotecnologia
(Walsh, 2010). Atualmente, devido ao rápido desenvolvimento científico e tecnológico, esses números
devem superar dezenas de milhares.

Os genes do projeto Surfaceoma (Da Cunha et al., 2009) codificam proteínas que se encontram
na superfície celular, onde elas apresentam um importante papel na comunicação intercelular e
podem ser facilmente identificadas por anticorpos. Muitas dessas proteínas estão relacionadas com
o desenvolvimento do câncer, no qual muitos casos específicos de splicing alternativo já foram
observados. Entre os genes de superfície celular mais comumente afetados, temos o famoso CD44 e
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os genes da família FGFR.

Figura 2.5: Variantes de splicing alternativo do gene
CD44 relacionados com o câncer.

O gene CD44 possui os eventos de splicing
alternativo mais estudados em câncer. Ele codi-
fica mais de 20 isoformas de proteínas conheci-
das, resultantes da incorporação variada de 10
éxons que se encontram próximos à domínios ex-
tracelulares. Suas formas normais e prevalentes
não apresentam eventos alternativos, e as iso-
formas associadas ao câncer normalmente são
caracterizadas pela presença dos éxons v4-7 ou
v8-10 (Venables, 2004)(figura 2.5). Muitas des-

sas isoformas são expressas em diferentes tipos de câncer e em diferentes espécies animais, e são,
consequentemente, importantes alvos terapêuticos. Anticorpos contra isoformas do gene CD44 já
mostraram ser capazes de reduzirem a habilidade do tumor em desenvolver metástase e resistência
contra diferentes moléculas terapêuticas (Kerbel, 2000), embora limitações contra tumores sólidos
já foram observadas (Halin et al., 2001). Clinicamente, por meio da presença de algumas variantes
de CD44 no sangue, é possível identificar e diferenciar formas tumorais. Por exemplo, a baixa ex-
pressão do variante CD44v6 está relacionada com a malignidade tumoral e um prognóstico favorável
em câncer de próstata. Por outro lado, tumores benignos de próstata superexpressam o variante
CD44v7-9 (Aaltomaa et al., 2001; Iczkowski et al., 2003).

Proteínas da família FGFR, por sua vez, tem sido detectadas em células normais e malignas, e
possuem um papel crucial na diferenciação e desenvolvimento. Todos os genes desse grupo sofrem
eventos de splicing alternativo, os quais são necessários para regular a especificidade de ligação entre
as FGFRs e os FGFs (fibroblast growth factors) (Yeh et al., 2003). Uma característica interessante
é que FGFRs solúveis, que não apresentam domínios transmembrana devido a eventos de splicing
alternativo incomuns, tem sido identificadas em amostras de sangue em pacientes com câncer de
mama (Jang, 2002). Alguns exemplos, como os genes FGFR1 (isoforma beta), FGFR3 e FGFR2,
mostraram um importante papel no desenvolvimento do câncer (Vickers et al., 2002), tumorigênese
coloretal (Jang et al., 2001) e câncer de próstata (Kwabi-Addo et al., 2001), respectivamente.

Por fim, outra família interessante de proteínas é a GPCR, uma superfamília de receptores de
transmembrana, que possuem uma larga distribuição e capacidade de identificar um grande número
de ligantes. Consequentemente, a ativação e inibição dos sinais das GPCRs pode afetar diversos
processos patofisiológicos (Markovic e Challiss, 2009). Sabe-se que aproximadamente 50% dos genes
da família GPCR não possuem íntrons em regiões codificadoras, e os demais genes podem sofrer
splicing alternativo e gerar diferentes isoformas de proteínas, diferindo em suas propriedades de
sinalização e regulação (Markovic e Challiss, 2009). Esses eventos tem sido considerados de grande
importância, uma vez que já foram identificados em diferentes tipos de câncer, incluindo melanoma,
câncer de mama, ovário, próstata, fígado e câncer gastrointestinal (Hellmich et al., 2000; Lee et al.,
2008; Srebrow e Kornblihtt, 2006).

2.5 Perspectivas

A disponibilidade do genoma e sequências do transcriptoma de milhares de tumores humanos
permitirá a identificação de diversas alterações genéticas envolvidas no câncer. Juntamente com
dados clínicos, essas informações representarão uma excelente fonte para o desenvolvimento de
novas estratégias diagnósticas e terapêuticas. Em um futuro próximo, variantes de splicing surgirão
como importante alvos para tais estratégias.
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Capítulo 3

SPLOOCE

3.1 Introdução

Figura 3.1: Logotipo do SPLOOCE.

Eventos de splicing alternativo (ASEs) estão
presentes em quase todos os genes humanos que
apresentam mais de um éxon (Pan et al., 2008;
Wang et al., 2008), e são considerados como
um dos componentes mais significativos por
trás da complexidade de organismos multicelu-
lares (Galante et al., 2004; Modrek e Lee, 2002;
Wang et al., 2008). Além do mais, os ASEs es-
tão envolvidos na etiologia de uma ampla variedade de doenças humanas (Garcia-Blanco et al.,
2004), e a regulação do splicing constitutivo e alternativo é feita por uma complexa rede de elemen-
tos celulares, da qual fazem parte fatores trans-acting e sequências cis-acting encontradas no RNA
primário (Alló et al., 2009; Batsché et al., 2005; Ip et al., 2011; Luco et al., 2010; Muñoz et al.
, 2009; Saint-André et al., 2011; Sakabe e de Souza, 2007; Schor et al., 2009).

A complexa regulação do splicing e a alta frequência de ASEs explicam o surgimento de Eventos
Complexos de Splicing Alternativo (CASEs), que apresentam uma combinação regulada de dois ou
mais ASEs em transcritos de um gene, ou até no mesmo transcrito. O exemplo mais dramático de
CASE ocorre no gene Dscam em Drosophila. Esse gene contém um grupo de 48 éxons mutualmente
excludentes que, em princípio, pode gerar milhares de variantes de splicing (Schmucker et al., 2000).

Em humanos, alguns ASEs e CASEs que ocorrem em oncogenes e supressores de tumor já
foram associados com o câncer (Galiana-Arnoux et al., 2005; Hayes et al., 2004; Tanko et al., 2002;
Venables, 2004, 2006). Por exemplo, o gene NTRK1 (nerve growth factor) possui uma sequência
variante, TrkAIII, que é comum em determinados tumores e não apresenta três éxons que codificam
um domínio regulatório do tipo immunoglobulin-like, importante por interações proteína-proteína
e proteína-ligante(Tacconelli et al., 2004). Entre outros exemplos de CASEs, o gene CD44 é um
conhecido marcador de malignidade e invasibilidade, e possui aproximadamente 10 ASEs que podem
ocorrer em diferentes combinações em uma região responsável por codificar um domínio extracelular
(Galiana-Arnoux et al., 2005; Hayes et al., 2004; Venables, 2006).

Apesar de esforços anteriores (Malko et al., 2006; Nagasaki et al., 2006; Sammeth et al., 2008),
uma simples e eficiente nomenclatura para levar em consideração todas as variações geradas pelo
splicing alternativo ainda não existe. Nesse tabalho, uma nova ferramenta (web-tool & database),
denominada de SPLOOCE1, foi desenvolvida baseada em expressões regulares (regexes) associada
à uma sintaxe. O SPLOOCE fornece uma série de ferramentas que permitem ao usuário identificar
e analisar variantes de splicing (simples e complexas) e seus impactos funcionais.

1http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce/
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3.2 Objetivos

O objetivo geral desse capítulo é desenvolver um conjunto de estratégias que permita a explo-
ração da complexidade apresentada pelo transcriptoma humano ou por qualquer outro organismo
complexo. Para isso, os seguintes objetivos secundários foram definidos:

• Desenvolver um algoritmo de análise de splicing alternativo capaz de identificar ASEs e CA-
SEs. Possibilitar também a identificação de sítios duplamente específicos, os quais são poucos
estudados e, portanto, raramente abordados em outros banco de dados;

• Criar um banco de dados completo de splicing alternativo para sequências expressas humanas,
baseadas em sequências clássicas, como RefSeqs, mRNAs e ESTs. Adicionalmente, utilizar
dados obtidos de sequenciamentos de next-generation (NGS) devido ao grande impacto dessas
tecnologias na ciência atual;

• Desenvolver uma sintaxe capaz de representar todos os eventos de splicing alternativo e suas
possíveis combinações. Com o rápido desenvolvimento das tecnologia de NGS e a grande
quantidade de dados sendo progressivamente sequenciada, padrões de splicing cada vez mais
complexos deverão ser observados ao longo do tempo. Por essa razão, formas alternativas e
práticas de representações serão necessárias;

• Desenvolver uma ferramenta web (SPLOOCE) implementando todos os itens citados anteri-
ormente para facilitar a disponibilização da tecnologia criada.

• Analisar de forma geral e exploratória os dados gerados pelo SPLOOCE.

3.2.1 Justificativa

Eventos de splicing alternativo podem afetar a estrutura de proteínas e possuem um impor-
tante papel na modulação do fenótipo celular. Milhares de eventos são atualmente conhecidos, sem
considerar os eventos complexos (CASEs), os quais são praticamente imensuráveis. Esse trabalho
representa um grande avanço no estudo da complexidade do transcriptoma humano, visto que pouco
tem sido feito em relação aos eventos complexos. Além do mais, atualmente, pouco se sabe sobre a
função da ampla maioria dos eventos de splicing alternativo. Portanto, novas ferramentas de análise
são extremamente necessárias para explorar e desvendar o “universo” molecular presente nas células
humanas.

3.3 Notas

Publicação: O SPLOOCE foi publicado no final do ano de 2012 (Kroll et al., 2012) na RNA
Biology (IF 4.8). Tang et al. (2013) citou o SPLOOCE como sendo o único servidor de análise de
splicing alternativo, enquanto os demais “serviços”, publicados entre 2001–2013, foram considerados
como bancos de dados. Mais recentemente, Pohl et al. (2013) destacou o SPLOOCE e sua sintaxe
como importantes ferramentas no estudo dos éxons mutualmente exclusivos. O artigo oficial do
SPLOOCE está anexado no apêndice A.
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3.4 Materias & Métodos

Visto que grande parte desse capítulo está relacionada com o desenvolvimento de metodologias,
essa seção mostra, portanto, as etapas essenciais para a análise do splicing alternativo, no que diz
respeito à obtenção e ao pré-tratamento de sequências expressas.

Dados públicos
O genoma humano de referência (NCBI36/hg18) foi gravado do portal da UCSC Genome Bi-
oinformatics2. As sequências RefSeq foram gravadas do banco de dados de Sequências de Refe-
rência, versão 253. Sequências do tipo mRNA foram gravadas do portal da UCSC Genome Bi-
oinformatics (Homo sapiens), e as sequências do tipo ESTs foram gravadas do dbEST4. Dados
de RNAseq foram gravados do portal SRA5; Foram utilizados os IDs SRX003935, SRX003934,
SRX003933, SRX003932, SRX003931, SRX003930, SRX003929, SRX003928, SRX003927 e
SRX003926. Esses experimentos de NGS totalizam 63 corridas de sequenciamento (Illumina
Genome Analyzer) e 211.006.871 reads (36 pb cada).

Alinhamento das sequências
Todas sequências dos tipos RefSeq, mRNA e EST foram alinhadas contra o genoma humano
usando um protocolo já descrito anteriormente (Galante et al., 2007). Resumidamente, todas
as sequências foram mapeadas contra o genoma humano usando o alinhador BLAT (Kent
, 2002b). Em seguida, os transcritos apresentando identidade maior que 95% e com uma
cobertura maior que 90% foram remapeadas utilizando o SIM4 (Florea et al., 1998). Os dados
de RNASeq, por outro lado, foram mapeados contra o genoma humano usando o pipeline
Tophat (Trapnell et al., 2009), e todos os reads devidamente mapeados foram submetidos
para o programa Cufflinks (Trapnell et al., 2010) (os transcritos preditos foram denominados
de NGS). Em ambos os programas optou-se por usar parâmetros padrão.

Agrupamento de sequências
Todas as sequências mapeadas que compartilharam a mesma região genômica foram agrupadas
utilizando uma estratégia orientada ao gene. Primeriamente, todas as sequências RefSeq foram
anotadas conforme os nomes oficiais dos genes correspondentes, assim como presente no NCBI-
Gene6. Em seguida, foram agrupados para o mesmo gene todos os transcritos não-RefSeq
(mRNAs, ESTs e RNAseq) que apresentaram múltiplos éxons e que compartilharam uma ou
mais junções de splicing com pelo menos uma sequência RefSeq. Por fim, foram agrupados os
transcritos não-RefSeq que apresentaram apenas um éxon e uma sobreposição maior que 30
nucleotídeos com um transcrito RefSeq. As informações sobre o agrupamento de sequências
foram armazenadas em um banco de dados relacional.

Splicing Alternativo
As análises de ASEs e CASEs foram feitas utilizando expressões regulares, assim como de-
talhado ao longo desse trabalho (capítulo 3). Na análise de ASEs, apenas grupos de cDNA
contendo RefSeqs e/ou mRNAs ou mais de 10 ESTs/RNASeqs foram utilizados. A redundân-
cia de ASEs, como éxons skipping e retenção de íntrons, foram eliminadas comparando todos
os eventos similares de um gene. Posteriormente, todos os eventos que apresentaram sobre-
posição de posições foram agrupados e contados como apenas um evento. Os demais eventos,
como os sítios 3’/5’ alternativos e os sítios duplamente específicos de splicing, foram contados
apenas verificando a posição genômica do sítio. O número de genes afetados por CASEs foi
definido por meio da análise da lista completa de sequências “Comparativas” (descritas na
seção 3.5), não considerando o número de sequências de suporte.

2http://genome.ucsc.edu
3http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
4http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
5http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
6http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/

http://genome.ucsc.edu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
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3.5 Identificando Eventos de Splicing Alternativo

3.5.1 Algoritmo

Figura 3.2: Estratégia global para processar e analisar ASEs e CASEs a partir um grupo de sequências
expressas.

Figura 3.3: Eventos de splicing alter-
nativo na forma de “blocos” e suas res-
pectivas sintaxes.

Para identificar e explorar ASEs e CASEs, foi primeira-
mente construído um banco de dados de genes e transcritos,
assim como já descrito anteriormente (Galante et al., 2004;
Kirschbaum-Slager et al., 2005). O banco de dados apresen-
tou 19,558 genes anotados e, 7.348.127 sequências expressas,
das quais, 25.684 (0,35%) são RefSeqs, 203.649 (2,77%) são
mRNAs, 5.946.053 (80,92%) são ESTs e 1.172.761 (15,96%)
são NGS (já devidamente processadas pelo Cufflinks). A mé-
dia de transcritos por gene é 376. Uma vez que o método
de análise de splicing alternativo é normalmente baseado em
comparações par a par, pelo menos 1,4 bilhões de compara-
ções eram esperadas para todos os genes. Porém, o tempo
computacional foi drasticamente reduzido através do uso de
sequências binárias que podem ser facilmente agrupadas, li-
mitando, portanto, o número de sequências analisadas sem a
perda de informações importantes.

Para o processo de agrupamento, todos os transcritos fo-
ram primeiramente convertidos para sequências binárias. O
passo inicial foi inserir as posições genômicas iniciais e finais
dos éxons em arrays, de acordo com seus respectivos genes
(um array para cada gene). Para simplificar, esses arrays fo-
ram chamados de “Posição”, os quais foram, então, numeri-
camente organizados e as posições genômicas redundantes fo-
ram removidas. Entre todas as casas do array “Posição”, novas
casas com valores nulos foram adicionados, exceto quando a
diferença entre o valor presente em um casa para a próxima
casa era de apenas 1 (figura 3.4A).

Uma sequência binária refere-se à versão binária do trans-
crito mapeado, o qual, por sua vez, é representado por po-
sições genômicas. Sequências binárias podem ser facilmente
lidas por algoritmos, uma vez que éxons são simplesmente re-
presentados pelo número 1 e íntrons pelo número 0. As sequên-
cias binárias foram criadas comparando as posições genômi-
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Figura 3.4: Esquematização do método proposto. A: criação do array “Posição” e das sequências binárias
a partir dos dados mapeados. B: comparação de duas sequências binárias para criar uma sequência “Compa-
rativa”. C: grupo de sequências “Comparativas“ (e suas respectivas sintaxes), prontas para serem analisadas
através de expressões regulares.

cas de ínicio e fim dos éxons de cada transcrito contra o array “Posição” respectivo do gene. Por
exemplo, um transcrito hipotético possui um éxon com posição genômica inicial e final de 10.000
e 20.000, respectivamente. Essas posições são encontradas nas casas de número 8 e 10 do array
“Posição”. Nesse caso, todas as casas entre 8 e 10 na sequência binária devem ser preenchidas com
1, representando um éxon, e todos os espaçoes encontrados entre os éxons (se houver mais de um)
devem ser preenchido com 0, o qual é o carácter utilizado para representar íntrons. Esses passos
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Evento de Splicing Alternativo Expressão Regular Sintaxe
Sítio 5’ Alternativo 1(2+)0 ou 1(3+)0 "F"ou "f"
Sítio 3’ Alternativo 0(2+)1 ou 0(3+)1 "T"ou "t"
Retenção de íntron 1(2+)1 ou 1(3+)1 "R"ou "r"
Éxon skipping 0(2+)0 ou 0(3+)0 "S"ou "s"
Sítio duplamente específico 0(2+3+)0 ou 0(3+2+)0 "D"ou "d"
Éxon compartilhado 0(1+)0 "E"
Íntron compartilhado (0+) “-”
Qualquer coisa .* *

Tabela 3.1: Eventos de splicing alternativo e suas respectivas expressões regulares e sintaxes.

devem ser repetidos para todos os transcritos e seus respectivos éxons (figura 3.4A). Essa estraté-
gia de criação de sequências binárias é, até certo ponto, similar ao método “bit matrix ” proposto
por (Nagasaki et al., 2006). Finalmente, o agrupamento foi feito comparando todas as sequências
binárias, excluindo as que se encaixavam em sequências maiores, reduzindo, assim, o número de
sequências no processo de comparação par a par.

O último passo foi a criação das sequências “Comparativas”, as quais podem representar ASEs
e CASEs. Elas foram criadas, comparando par a par, todas as sequências binárias de cada gene
(figura 3.4B). Quando duas sequências binárias são comparadas (Seq1 e Seq2, por exemplo), uma
regra simples deve ser seguida: se ambas as sequências binárias possuem o número 1 ou 0 na mesma
posição, esse mesmo valor deve ser mantido na respectiva sequência “comparativa”. Por outro lado,
quando os valores são diferentes, o número 2 é inserido na sequência “comparativa” se o valor
1 está presente na Seq1, ou o número 3 se o valor 1 estiver na Seq2. Após esse passo, todas as
sequências “Comparativas” de cada gene foram agrupadas para remover possíveis redundâncias,
assim como feito anteriormente para as sequências binárias. Para evitar o armazenamento de dados
insignificantes, todas as sequências que não reportaram variações de splicing foram excluídas. No fim
de todo o processo, um total de 4.154.216 sequências “comparativas” foram obtidas. Elas representam
menos de 0,16% da quantidade total de sequências “Comparativas” possíveis que poderiam ser
criadas a partir de um método não otimizado.

3.5.2 Expressões Regulares

As sequências “Comparativas”, criadas anteriormente, foram propriamente analisadas utilizando
expressões regulares (regexes). Para identificar simples ASEs, os mesmos necessitam ser convertidos
para padrões regex (tabela 3.1). Regexes são capazes de identificar quaisquer ASEs conhecidos e
estruturas não variantes, como éxons constitutivos e íntrons. Foi também possível a identificação de
um tipo de ASE pouco usual conhecido como sítio duplamente específico (dual-specific splice site,
DSS) (Zhang et al., 2007).

Como mencionado, regiões exônicas e intrônicas compartilhadas são representadas por 1 e 0, res-
pectivamente. Todas estruturas variantes são representadas por 2 ou 3, dependendo em qual sequên-
cia a variação estrutural ocorre. Isso é bastante útil quando éxons mutuamente excludentes são anali-
sados, por exemplo. Para exemplificar, tomemos como exemplo o padrão “11011102200033301100011”.
Nesse caso, o evento mutuamente excludente é caracterizado pela sequência “0220003330” (íntron;
éxon skipping A; íntron; éxon skipping B; íntron). O respectivo regex para esse evento é a expres-
são “0(2+)0+(3+)0”, que pode capturar, por meio do uso de parêntesis, ambos os eventos de éxon
skipping (“22” e “333”) e retornar suas posicões na sequência binária. Se as posições genômicas são
necessárias para a análise, elas podem ser facilmente obtidas através do array “Posição”.

Basicamente, a construção de regexes para a análise de CASEs pode ser feita por meio da
combinação de regexes de ASEs individuais (3.1). Por exemplo, para descrever um sítio 5’ alternativo
(A5’SS) seguido por um sítio 3’ alternativo (A3’SS), os respectivos regexes “1(2+)0” e “0(2+)1”
devem ser concatenados. O regex resultante é “1(2+)0+(2+)1”, e não “1(2+)00(2+)1”. A quantidade
de números 0 (íntron) encontrados entre ambos os regexes deve ser indefinido. Portanto, ao invés
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de “00”, a representação correta é “0+”, simplesmente porque essa estrutura pode ser formada por
um ou vários caracteres. Porém, as estruturas encontradas nas extremidades dos regexes podem ser
representadas por um número limitado de caracteres apenas se esses dados não forem importantes
para a análise. Por exemplo, o regex “1(2+)0” pode ser utilizado para procurar eventos A5’SS. Se,
além desse evento de splicing, toda a estrutura do éxon precisa ser definida (para evitar outros
eventos no mesmo éxon, por exemplo), o regex deve ser reescrito como “01+(2+)0”.

3.5.3 Sintaxe

Figura 3.5: Construção de sintaxes complexas a partir de “blo-
cos” (apresentados anteriormente na figura 3.3).

Para interpretar ASEs e CASEs
de uma forma simples, foi desenvol-
vida uma representação baseada em
caracteres para os diferentes padrões
de splicing possíveis. Essa representa-
ção pode ser rapidamente aprendida,
interpretada e visualizada. Ela é útil
devido à dificuldade de representar
vários CASEs graficamente, visto que
existem limitações de espaço e proble-
mas relacionados à complexidade grá-
fica. Basicamente, os eventos de spli-
cing alternativo, assim como éxons e
íntrons, são representados por dife-
rentes caracteres (tabela 3.1). Como
exemplo, um éxon skipping (ES) se-
guido por um A3’SS pode ser repre-
sentado por “-s-t-”, onde “-” representa
um íntron, “s” representa um evento
de ES e “t” um evento A3’SS. Se os
eventos estão em diferentes transcri-
tos, a representação deve ser “-s-T-”
ou “-S-t-”. Letras minúsculas e maiúsculas são usadas para diferenciar a sequência na qual o evento
ocorre (figura 3.5). Essa estratégia permite a identificação de ASEs que ocorrem ou não no mesmo
transcrito.

Eventos como ES ou retenção de íntron (IR) podem ser facilmente identificados e relacionados
com uma sequência variante. Por exemplo, ES ocorre em variantes que não apresentam um éxon,
e IR ocorre em variantes que apresentam um íntron retido. Porém, eventos A3’/5’SS não são tão
explícitos, uma vez que a única diferença entre os variantes é a utilização de um sítio de splicing
que altera o tamanho do éxon. Por motivos de conveniência, eventos A3’/5’SS são usualmete rela-
cionados com estrutura que apresenta a maior sequência (por exemplo, o evento “-s-t-” mostra que
o variante que possui o ES também possui um A3’SS com a maior porção de sequência). O mesmo
problema ocorre com eventos DSS. Nesse caso, foi definido de forma arbitrária que eles ocorrem nos
variantes que apresentam o primeiro éxon.

A sintaxe proposta pode facilmente representar padrões de splicing complexos. Devido à na-
tureza lógica das sequências expressas, alguns padrões não são permitidos. Por exemplo, o padrão
“-ft-” é inválido uma vez que deve haver um íntron entre os eventos “f” e “t”. O carácter “t” sempre
deve estar após um íntron (“-t”), e o carácter “f” tem que estar sempre antes de um íntron (“f-”).
Existem diversas outra exceções para a representação de CASEs, mas elas podem ser facilmente
reconhecidas por meio da análise das estruturas das sequências relacionadas. Por esse motivo, é
importante ter cautela em relação à estrutura das sequências para representar ASEs e CASEs por
meio da sintaxe.
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Evento de Splicing Alternativo Genes Afetados Eventos Totais Eventos por Gene
Éxon skipping 10125 (51,77%) 38060 1,95
Sítio 3’ Alternativo 7490 (38,30%) 30172 1,54
Sítio 5’ Alternativo 7258 (37,11%) 27585 1,41
Retenção de íntron 6565 (33,57%) 12632 0,65
Sítio duplamente específico 53 (0,27%) 112 0,0057

Tabela 3.2: Frequêcia dos principais tipos de ASEs.

3.6 Implementação

Para disponibilizar a implementação do método aqui descrito para a comunidade, uma fer-
ramenta web denominada SPLOOCE7 foi desenvolvida. Para auxiliar os usuários, o SPLOOCE
fornece uma caixa de pesquisa com uma tabela de referência explicando a sintaxe e mostrando
alguns exemplos. Além de pesquisar pela sintaxe, o SPLOOCE pode também mostrar todos os
eventos conhecidos para um gene específico, bastando digitar o nome do gene entre aspas duplas
na caixa de pesquisa (figura 3.6A).

O SPLOOCE também fornece opções avançadas para a pesquisa. São fornecidos filtros para cro-
mossomo, fita, nome de gene e tipo de sequência. Os usuários podem também avaliar a especificidade
de ASEs e CASEs em relação ao tecido e patologia. Um score para a especificidade é fornecido. Ela
corresponde à análise da distribuição χ2 feita entre as sequências expressas que suportam os vari-
antes correspondentes. A análise é baseada na anotação fornecida pelo eVOC (Kelso et al., 2003)
para ESTs e curação manual para sequências RNASeq.

Os resultados fornecidos pelo SPLOOCE podem ser gravados em um arquivo de formato GFF,
o qual pode, por exemplo, ser usado como track no UCSC Genome Browser8. Por padrão, os
resultados são apresentados no browser em uma tabela contendo cromossomo, posições genômicas,
nome do gene e uma visualização pictórica do respectivo ASE ou CASE, seguido da respectiva
quantidade de sequências de suporte (figura 3.6B). O SPLOOCE também fornece um link para o
UCSC Genome Browser (com tracks), e um link local para informações adicionais.

Na seção “Details”, quando uma sequência de referência (RefSeq) está envolvida em um evento,
ela é usada como molde para criar uma nova sequência de mRNA contendo o evento alternativo.
Para cada uma dessas sequências alternativas, o SPLOOCE prediz o respectivo ORF (Open Reading
Frame), que é então traduzido para uma proteína. Além do mais, focando inferir alguma importância
biológica, o SPLOOCE análisa os domínios das proteínas utilizando o HMMER 3.0 e dados do
PFAM (Finn et al., 2010) (figura 3.6C).

3.6.1 Análise

Para ilustrar o uso do SPLOOCE, alguma questões básicas sobre a frequência e tipos de eventos
de splicing alternativo foram analisadas. A tabela 3.2 mostra a frequência de todos os tipos de ASEs
presentes no banco de dados. Como esperado, ES é o tipo de splicing alternativo mais frequente.
Um aspecto interessante do método é que ele permite explorar a distribuição de eventos de sítios
duplamente específicos. Esse tipo de evento foi encontrado em 53 (0,27%) dos genes humanos
codificantes. Em uma análise menos restritiva, sem considerar o número de sequências de suporte,
o número de genes mostrando esse tipo de evento subiu para 577. Os eventos DSSs são encontrados
frequentemente em genes como DIABLO, IRF3 e MAG, e eles podem ocorrer em conjunto com
outros eventos (tabela 3.3).

Outro aspecto interessante é que o método permite avaliar a combinação de eventos que ocorrem
em uma mesma molécula de mRNA. Cada sequência “Comparativa” criada através do nosso pipeline
contém em média 1,6 eventos, e 46.87% e 12.21% dessas sequências reportam mais que um ou dois
eventos, respectivamente. A frequência da combinação entre alguns eventos pode ser observada na

7http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce
8http://genome.ucsc.edu/

http://www.bioinformatics- brazil.org/splooce
http://genome.ucsc.edu/
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Figura 3.6: A: Caixa de busca mostrando a aba de parâmetros avançados; B: Exemplo da tabela de resul-
tados; C: Alguns resultados presentes na seção “Details”. Nesse exemplo, um éxon skipping duplo (-e-s-s-e-)
que afeta um domínio proteíco é mostrado.

tabela 3.4.

Figura 3.7: Probabilidade de manter o ORF para o skipping de dois éxons
adjacentes e para cada um dos respectivos éxons, individualmente.

Por fim, para melhor en-
tender o que influencia a
frequência de ASEs e CA-
SEs, alguns padrões foram
explorados. Por exemplo, a
combinação de dois eventos
de ES adjacentes é signifi-
cativamente mais frequente
quando comparado com ou-
tros CASEs (tabela 3.5).
Esse excesso é ausente em
situações onde ambos os
eventos não são adjacentes,
como em -s-E-s- e -s-E-E-s-. É possível observar que esses eventos, quando adjacentes, possuem
tendência de manter a fase do ORF, por exemplo, 60,78% dos eventos -E-E-s-s-E-E- a mantém.
Isso é significativamente maior do que o esperado por chance (p < 0,01) baseado na manutenção
do ORF do primeiro e segundo evento ES (48,60% e 48,49%, respectivamente). Claramente, isso
sugere que os eventos de ES adjacentes estão sobre uma forte seleção para manter a fase do ORF
(figura 3.7).
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Sintaxe Frequência (genes) Padrão (simplificado)
d 577 (2.95%) 23 ou 32
-d- 181 (0.93%) 0230 ou 0320
-d-s- 85 (0.43%) 023030 ou 032020
-Ed- 57 (0.29%) 01230 ou 01320
-d-T 57 (0.29%) 023031 ou 032021
-dE- 56 (0.28%) 02310 ou 03210
f-d-T 26 (0.13%) 12023031 ou 13032021
E-d-T 20 (0.10%) 1023031 ou 1032021
-EdE- 17 (0.087%) 012310 ou 013210
-d-t 11 (0.06%) 023021 ou 032031
-d-S- 8 (0.04%) 023020 ou 032030
-df- 5 (0,025%) 023120 ou 032130
-tD- 3 (0.015%) 021320 ou 031230
f-D-T 2 (0.01%) 12032021 ou 13023031

Tabela 3.3: Frequência de eventos DSS combinados com outros ASEs.

ES IR DSS ASS3’ ASS5’
ES — 6636 257 10992 10884
IR 6636 — 78 6386 6163
DSS 257 78 — 211 217
ASS3’ 10992 6386 211 — 11879
ASS5’ 10884 6163 217 11879 —

Tabela 3.4: Frequência de genes apresentando combinações de eventos de splicing alternativo.

Sintaxe Frequência (genes) Sintaxe Frequência (genes) Sintaxe Frequência (genes)
-s- 14461 (73.04%) -s-F- 3258 (16.66%) -s-S-s- 597 (3.05%)
-f- 11220 (57.37%) -s-f- 3052 (15.60%) -t-E-t- 591 (3.02%)
-s-s- 10020 (51.23%) -s-E-S- 2718 (13.90%) -f-E-f- 549 (2.81%)
-s-s-s- 6844 (34.99%) -s-S-S- 2627 (13.43%) -f-E-F- 541 (2.77%)
-f-S- 5733 (29.31%) -t-S- 2563 (13.10%) -rR- 430 (2.20%)
-s-S- 5532 (28.28%) -s-s-S- 2168 (11.08%) -r-r- 272 (1.39%)
-s-T- 5302 (27.11%) -s-E-E-s- 1627 (8.32%) -r-R- 228 (1.17%)
-r- 4687 (23.96%) -s-E-E-S- 1580 (8.08%) -f-E-t- 226 (1.16%)
-s-t- 3934 (20.11%) -t-T- 1150 (5.88%) -rrr- 224 (1.15%)
-f-s- 3710 (18.97%) -f-F- 1033 (5.28%) -f-E-T- 218 (1.11%)
-f-T- 2866 (14.65%) -t-t- 1022 (5.23%) -s-E-S-E-s- 73 (0.37%)
-f-t- 2800 (14.32%) -f-f- 1021 (5.22%) -rRR- 42 (0.21%)
-s-E-s- 2768 (14.15%) -rr- 928 (4.74%) -rrR- 37 (0.19%)
-E-r-E- 2222 (11.36%) -t-E-T- 629 (3.22%) -rRr- 27 (0.14%)

Tabela 3.5: Número de genes afetados por diferentes tipos de ASEs e CASEs.
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3.6.2 Behind the Scenes

Figura 3.8: Estratégia híbrida implementada pelo SPLOOCE:
dados novos podem ser processados on-the-fly.

O SPLOOCE é composto por um
banco de dados relacional (MySQL)
e alguns scripts escritos em Perl,
os quais somam aproximadamente
10.000 linhas de código. Essa ferra-
menta é capaz de explorar todo o
transcriptoma humano em busca de
qualquer sintaxe em apenas poucos
segundos. Essa performance foi ob-
tida por meio do pré-processamento
e armazenamento de informações so-
bre as sintaxes mais simples e frequen-
tes. As demais sintaxes, porém, po-
dem ser processadas on-the-fly (em
tempo real) utilizando matrizes e di-
versas outras informações armazena-
das em um banco de dados relacional (figura 3.8 e script 3.1). Essas características tornam o
SPLOOCE uma ferramenta híbrida de alta eficiência.

Listing 3.1: Main (define a sintaxe e chama as funções de análise)

1 #!/usr/bin/perl -w
use strict;

3

#MAIN
5 my $sintaxe = "-s-e-e-S-"; #SINTAXE (INPUT)
my @data_files = &exits_data_for_sintaxe($sintaxe); #CARREGA CACHE

7

#VERIFICA SE O RESULTADO JA EXISTE NO "CACHE"
9 if (! @data_files)
{

11 #NAO EXISTE NO CACHE, ENTAO PROCESSA OS DADOS
my $pattern = &sintax_to_regex($sintaxe); #TRANSFORMA SINTAXE PARA REGEX

13 my @data_files = &regex_analysis($pattern); #ANALISA A REGEX E GRAVA CACHE
}

15

&print_results(@data_files); #IMPRIME RESULTADOS (CACHE)
17

#FIM DO SCRIPT
19 end;

3.6.2.1 Banco de Dados

O banco de dados do SPLOOCE (figura 3.9) possui, basicamente, as sequências denominadas
como “Posição” e “Comparativa”, além de diversos dados adicionais (sequências de suporte, anotações
tecido/patologia, sítios de splicing etc). Bancos de dados relacionais são normalmente utilizados para
remover a redundância dos dados e otimizar as pesquisas. No SPLOOCE, porém, um simples banco
de dados relacional não é rápido o suficiente devido ao grande número de dados nele armazenados.
Um dos maiores problemas é que o SPLOOCE procura por padrões de sequências, e o uso direto
de regexes em todos os dados do DB é uma estratégia altamente ineficiente. Portanto, algumas
estratégias de otimização tiveram que ser implementadas.



22 SPLOOCE 3.6

Figura 3.9: Organização do banco de dados relacional do SPLOOCE, onde diversos tipos de dados são
armazenados.

Uma estratégia foi anotar cada sequência “Comparativa” de forma binária, mostrando quais
eventos de splicing alternativo estão presentes ou ausentes. Exemplo de sequências e busca:

SELECT * FROM Splooce;

-------------------------------------------------------------------------------------
| Sequencia_Comparativa | Seq_Reduzida | 5ASS | 3ASS | ES | IR | DSS |
-------------------------------------------------------------------------------------
| 11111100000111222000000033311111 | 1012031 | 1 | 1 | 0 | 0 | 0 |
| 11111122000111111000000033311111 | 1201031 | 1 | 1 | 0 | 0 | 0 |
| 11111000001111110000000333111111 | 101031 | 0 | 1 | 0 | 0 | 0 |
| 1110000033333300000000001111 | 10301 | 0 | 0 | 1 | 0 | 0 |
| 111111000002222223333000000111111 | 102301 | 0 | 0 | 0 | 0 | 1 |
-------------------------------------------------------------------------------------

//Buscar sequencias que possuem eventos de bordas 5’ e 3’ Alternativas
Select * FROM Splooce WHERE 5ASS = 1 AND 3ASS = 1;

-------------------------------------------------------------------------------------
| Sequencia_Comparativa | Seq_Reduzida | 5ASS | 3ASS | ES | IR | DSS |
-------------------------------------------------------------------------------------
| 11111100000111222000000033311111 | 1012031 | 1 | 1 | 0 | 0 | 0 |
| 11111122000111111000000033311111 | 1201031 | 1 | 1 | 0 | 0 | 0 |
-------------------------------------------------------------------------------------
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A partir de uma sintaxe é possível determinar quais eventos a mesma possui e, consequen-
temente, encontrar sequências “Comparativas” com uma maior probabilidade de apresentarem o
padrão de splicing desejado. Para finalizar a busca, as sequências “Comparativas” são comparadas
com padrão de eventos definido pela sintaxe. Essa etapa pode ser feita por meio de regexes, porém
a comparação simples de strings é muito mais eficiente. Uma estratégia de otimização foi, portanto,
reduzir a complexidade da sequência “Comparativa” removendo a redundância dos caracteres. A
busca pelo padrão de splicing alternativo pôde então ser feita utilizando o comando “LIKE”, assim
como exemplificado a seguir:

Select * FROM Splooce WHERE (5ASS = 1 and 3ASS = 1)
AND (Sequencia_Reduzida LIKE ’%12031%’
OR Sequencia_Reduzida LIKE ’%13021%’);

-------------------------------------------------------------------------------------
| Sequencia_Comparativa | Seq_Reduzida | 5ASS | 3ASS | ES | IR | DSS |
-------------------------------------------------------------------------------------
| 11111100000111222000000033311111 | 1012031 | 1 | 1 | 0 | 0 | 0 |
-------------------------------------------------------------------------------------

Resumidamente, quanto maior a complexidade de combinações de ASEs uma sintaxe apresentar,
mais rápida será a busca. Uma busca não otimizada, por outro lado, deve apresentar o mesmo tempo
de busca para qualquer tipo de sintaxe. Por esse motivo, os eventos mais simples e frequentes foram
identificados e processados, e os dados resultantes foram armazenados no cache. O cache nada mais
é do que uma árvore de arquivos e pastas onde os dados referentes à cada sintaxe já processada
pelo SPLOOCE é armazenada (incluindo sintaxes novas submetidas por quaisquer usuários).

3.6.2.2 Processando Sequências “Comparativas”

Após o SPLOOCE pesquisar por uma sintaxe que não está presente no cache e, o banco de
dados retornar diversas sequências “Comparativas”, o primeiro passo é, portanto, converter a sintaxe
para uma expressão regular (função chamada no script 3.1, linha 12). Nessa etapa, os caracteres
da sintaxe são convertidos para regex utilizando uma sequência de regexes de substituição. Por
exemplo, “-S-” é convertido para “0(3+)0”, e assim por diante. No final das substituições existem
algumas regexes responsáveis por corrigir quaisquer erros e redundâncias encontradas. O segundo
passo, consequentemente, é processar as sequências “Comparativas” utilizando a regex referente à
sintaxe (script 3.2).

Listing 3.2: Função regex-analysis (Analisa as seqs “Comparativas”)

1 sub regex_analysis
{

3 my $pattern = shift; #REGEX (INPUT)
my @res_files = (); #NOMES DOS ARQUIVOS CACHE

5

#OBTEM DADOS DO BANCO DE DADOS
7 while (my ($gene, $cmp_sequence) = &got_data_mysql($pattern))

{
9 #PROCURA POR EVENTOS AO LONGO DA SEQ COMPARATIVA

while ($cmp_sequence =~ /($pattern)/icg)
11 {

my $pos_ini = $-[1]; #RETORNA A POSICAO...
13 my $pos_fim = $+[1]; #INICIAL E FINAL DO EVENTO

15 #OBTEM DETALHES DO EVENTO E REGISTRA OS DADOS
push @res_files, &process_event($gene,$pos_ini,$pos_fim);

17 }
}

19 return @res_files; #RETORNA O NOME DOS ARQUIVOS (CACHE)
}
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Resumidamente, com base no script, as sequências “Comparativas” são diretamente carregadas
do banco de dados por meio da função “got_data_mysql” e então processadas pela regex. A posição
do evento na sequência binária é obtida e transferida para a função “process_event” (função chamada
no script 3.2, linha 18). Nessa etapa, em especial, a sequência “Posição” é utilizada para obter a
posição genômica do evento identificado (script 3.3, a partir da linha 9).

Listing 3.3: Função process-event (Retorna informações sobre o evento)

sub process_event
2 {

#INPUT: GENE E POSICOES DO EVENTO NA SEQUENCIA BINARIA
4 my $gene = shift;

my $pos_ini = shift;
6 my $pos_fim = shift;

8 #CARREGA MATRIX DE CONVERSAO PARA POSICOES GENOMICAS
my @gen_pos_matrix = split /,/, &got_matrixpos_mysql($gene);

10

#RETORNA POSICOES GENOMICAS
12 my $gen_start = $gen_pos_matrix[$pos_ini];

my $gen_end = $gen_pos_matrix[$pos_fim];
14

#ANALISA DETALHES DIVERSOS
16 my @support_seqs = &search_supp_seqs($gene, $gen_start, $gen_end);

my %annotation = &load_annotation(@support_seqs);
18

#OUTRAS FUNCOES
20 .

.
22 .

24 #ARMAZENA DADOS
my $file = &save_data($gene, $gen_start, $gen_end, ...);

26

#RETORNA NOME DO ARQUIVO DE DADOS PARA USO POSTERIOR
28 return $file;

}

Por fim, diferentes funções são chamadas para se obter uma completa lista de informações
acerca do evento. Os dados são gravados no cache e o nome do respectivo arquivo é retornado para
a função “regex_analysis”. No final de tudo, todos os nomes de arquivos armazenados são abertos,
interpretados e apresentados no web browser.

3.7 Discussão

Embora outras metodologias e interfaces já tenham sido anteriormente propostas (Malko et al.
, 2006; Nagasaki et al., 2006; Sammeth et al., 2008) para o estudo do splicing alternativo, todas
apresentam limitações, assim como discutido anteriormente (Sammeth et al., 2008). O SPLOOCE,
descrito aqui, é uma alternativa eficiente e complementar para a análise de eventos de splicing al-
ternativo devido a sua flexibilidade na análise de padrões e variedade de aplicações. Assim como o
ASTALAVISTA (Sammeth et al., 2008), o método utilizado pelo SPLOOCE é baseado na compa-
ração de todos os transcritos de um determinado locus. O SPLOOCE, porém, utiliza um sistema
de anotação baseado em expressões regulares que permite o uso de uma simples e eficiente sintaxe
para os eventos de splicing. A sintaxe é composta por caracteres intuitivos e é capaz de represen-
tar qualquer padrão de CASE, incluindo os que apresentam os raros eventos de sítios duplamente
específicos. Por fim, a sintaxe foi implementada com sucesso e pode se tornar um formato padrão
para representar CASEs de diferentes complexidades.



Capítulo 4

Retenção de Íntrons

4.1 Introdução

Figura 4.1: Exemplo “ideal” de um evento de retenção de íntron (SID: 16_E904006409367).

O splicing alternativo (AS) é um dos mecanismos moleculares mais importantes em células eu-
carióticas (Galante et al., 2004; Modrek e Lee, 2002; Wang et al., 2008), e é encontrado em trans-
critos da ampla maioria dos genes humanos que apresentam mais de um éxon (Pan et al., 2008;
Wang et al., 2008). Muitos eventos de splicing alternativo (ASEs) estão envolvidos na etiologia
de doenças, incluindo o câncer (Kirschbaum-Slager et al., 2005; Venables, 2004; Wang e Cooper
, 2007), isquemia (Daoud et al., 2002) e outras desordens humanas comuns (Garcia-Blanco et al.
, 2004).

Atualmente, cinco tipos diferentes de ASEs são conhecidos (Zhang et al., 2007). Retenção de
íntron (IR) é o tipo de evento mais controverso, uma vez que ele pode ser o resultado de pré-
mRNAs não ou parcialmente processados (Galante et al., 2004). Assim como todos tipos de ASEs,
IRs podem ser identificados por meio de comparações entre sequências expressas, as quais estão
exponencialmente crescendo em termos de disponibilidade. Por exemplo, em 2004 existiam aproxi-
madamente 7,7 milhões de sequências expressas humanas disponíveis no GenBank e, atualmente,
existem mais de 20 milhões (Benson et al., 2012). Esses números não incluem as sequências obti-
das a partir de sequenciamentos de próxima geração (NGS), os quais estão sendo exaustivamente
explorados e podem ser uma excelente fonte para a descoberta de novos ASEs (Kroll et al., 2012;
Roberts et al., 2011; Trapnell et al., 2009; Wheeler et al., 2007).

Em 2004, nosso grupo publicou a primeira análise em larga escala de IR em humanos
(Galante et al., 2004). Foi argumentado que uma fração considerável dos eventos de IR poderia
ter significado biológico porque a distribuição desses eventos em relação à diferentes parâmetros
apresentou um padrão não-aleatório. O aumento da disponibilidade de sequências expressas junto
com avanços conceituais na área nos permitiram atualizar esses dados.

25
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4.2 Objetivos

O objetivo geral desse capítulo é identificar e avaliar o potencial funcional dos eventos de re-
tenção de íntrons observados em sequências expressas humanas. Para isso, os seguintes objetivos
secundários foram definidos:

• Identificar eventos de retenção de íntrons e analisá-los a partir de aspectos gerais como dis-
tribuição no transcrito, conteúdo de CG e domínios. Parte dos resultados serão comparados
com os dados obtidos por Galante et al. (2004), entre outros;

• Construir computacionalmente proteínas afetadas por eventos de retenção de íntron e validá-
las utilizando espectrometria de massas em tandem. Essa análise pode mostrar o quão impor-
tante as retenções de íntrons são do ponto de vista proteômico;

• Descrever e classificar as alterações proteômicas causadas pelos eventos de retenção de íntrons,
no intuito de verificar quais são os padrões mais frequentes e biologicamente viáveis.

• Avaliar o papel dos alvos de miRNA para os eventos de retenção de íntrons não-codificantes,
observando a frequência e tipos de alvos encontrados em éxons, íntrons e íntrons retidos;

4.2.1 Justificativa

Os ASEs são um dos componentes significativos que estão envolvidos com a complexidade de
organismos multicelulares (Modrek e Lee, 2002; Wang et al., 2008). Assim, é importante predizer
se os eventos de IR, que podem advir do processamento parcial do pré-mRNA, também possuem
significado biológico. Dessa forma, a validação desses eventos permitirá, por exemplo, o estudo
direcionado de proteínas que são realmente codificadas e possuem, provavelmente, algum papel bio-
lógico em alguma patologia e/ou em processos celulares de importância terapêutica. Esse trabalho,
portanto, pode representar um avanço no estudo desses eventos até então subestimados.

4.3 Materiais & Métodos

Dados públicos
O genoma humano de refeferência (NCBI36/hg18) foi gravado do portal da UCSC Genome
Bioinformatics1. As sequências RefSeq foram gravadas do banco de dados de Sequências de
Referência2. Sequências do tipo mRNA foram gravadas do portal da UCSC Genome Bioinfor-
matics (Homo sapiens), e as sequências do tipo ESTs foram gravadas do dbEST3. Dados de
RNAseq foram gravados do portal SRA4; Foram utilizados os IDs SRX003935, SRX003934,
SRX003933, SRX003932, SRX003931, SRX003930, SRX003929, SRX003928, SRX003927 e
SRX003926. Esses experimentos de NGS totalizam 63 corridas de sequênciamento (Illumina
Genome Analyzer) e 211.006.871 reads (36 pb cada).

Alinhamento das sequências
Todas sequências dos tipos RefSeq, mRNA e EST foram alinhadas contra o genoma humano
usando um protocolo já descrito anteriormente (Galante et al., 2007). Resumidamente, todas
as sequências foram mapeadas contra o genoma humano usando o alinhador BLAT (Kent
, 2002b). Em seguida, os transcritos apresentando identidade maior que 95% e com uma
cobertura maior que 90% foram remapeadas utilizando o SIM4 (Florea et al., 1998). Os dados
de RNASeq, por outro lado, foram mapeados contra o genoma humano usando o pipeline
Tophat (Trapnell et al., 2009), e todos os reads devidamente mapeados foram submetidos

1http://genome.ucsc.edu
2http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
3http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
4http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra

http://genome.ucsc.edu
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbEST/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra
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para o programa Cufflinks (Trapnell et al., 2010) (os transcritos preditos foram denominados
de NGS). Parâmetros padrão foram usados em ambos os programas.

Clusterização das sequências
Todas as sequências mapeadas que compartilharam a mesma região genômica foram agrupa-
das utilizando uma estratégia orientada ao gene. Primeriamente, todas as sequências RefSeq
foram anotadas conforme os nomes oficiais dos genes correspondentes, assim como presente no
NCBI-Gene5. Em seguida, foram agrupados no mesmo gene todos os transcritos não-RefSeq
(mRNAs, ESTs e NGSs) que apresentaram múltiplos éxons e que compartilharam uma ou
mais junções de splicing com pelo menos uma sequência RefSeq. Por fim, foram agrupados os
transcritos não-RefSeq que apresentaram apenas um éxon e uma sobreposição maior que 30
nucleotídeos com um transcrito RefSeq. As informações da clusterização foram armazenadas
em um banco de dados relacional.

Dados de espectrometria
Os dados brutos foram obtidos de Geiger et al. (2012) e estão disponíveis no Tranche Network6.
Os dados de MS/MS das linhagens celulares A549, GAMG, HEK293, HeLa, HepG2, K562,
MCF7, RKO, U2=S, LnCap e Jurkat foram utilizados. Resumidamente, 100 µg de extrato
de proteínas de cada linhagem celular foram processados pela enzima tripsina e fracionados
pelo método FASP (Wis niewski et al., 2009). Os peptídeos foram então separados por cro-
matografia de fase reversa utilizando colunas de 20 cm (diâmetro interno de 75 µm) acopladas
diretamente ao espectrômetro LTQ-Orbitrap Velos (Thermo Scientific).

Análise dos dados de espectrometria de massa
As análises foram feitas utilizando o software MaxQuant (Cox e Mann, 2008) versão 1.3.0.5.
O espectro de MS/MS foi comparado ao nosso banco de dados de proteínas (ver seção 4.5).
Proteínas do banco de dados IPI-Human versão 3.81 (Kersey et al., 2004) também foram
adicionadas às análises com o objetivo de identificar proteínas desconhecidas. As análises
do MaxQuant incluiram uma tolerância de massa de 20 ppm, a qual foi utilizada para a
recalibração da massa. Na busca principal, as massas precursoras e os fragmentos de massa
foram pesquisados com uma tolerância de massa de 6 ppm e 0.5 Da, respectivamente. A
busca incluiu modificações de oxidação (Met), acetilação do N-terminal (proteína), e Pyro-
Glu (Q e E). Carbamidometil cisteína foi tratada como uma modificação fixa. O tamanho
mínimo para o peptídeo foi de 7 amino ácidos e o número máximo de miscleavages (clivagens
errôneas) permitido foi de 2. O false discovery rate (FDR, taxa de falsas descobertas) foi
configurado para 0.01 para a identificação de peptídeos e proteínas. Peptídeos compartilhados
entre duas proteínas foram combinados e reportados como um grupo de proteínas. A tabela
de proteínas foi filtrada para eliminar a identificação de sequências do banco de dados reverso
e contaminantes comuns.

5http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
6http://proteomecommons.org

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/
http://proteomecommons.org
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4.4 Resultados

4.4.1 Identificação dos Eventos de Retenção de Íntron

O banco de dados de sequências expressas humanas (ver Materiais & Métodos 4.3) foi processado
por meio de um pipeline que inclui etapas de mapeamento e clusterização (Galante et al., 2004;
Sakabe et al., 2003). Os dados do Sequence Read Archive (SRA) (Wheeler et al., 2007), o qual
contém dados brutos de plataformas de next-generation sequencing, foram primeiramente mapeados
utilizando o pipeline Tophat (Trapnell et al., 2009). O transcriptoma foi então construído utilizando
o algoritmo Cufflinks (Roberts et al., 2011).

O banco de dados inicial de sequências, devidamente mapeadas (ver Materiais & Métodos 4.3),
apresentou 30.678 RefSeqs, 258.444 mRNAs, 6.987.423 ESTs e 9.565.439 transcritos criados pelo
Cufflinks. Para aprimorar a qualidade do banco de dados, apenas sequências que apresentaram pelo
menos dois éxons foram selecionadas. Esse processo permite excluir grande parte das sequências
que não sofreram splicing e que podem apresentar, portanto, “falsas” retenções de íntrons. Como
resultado, apenas 95,7% dos RefSeqs, 82,6% dos mRNAs, 56,4% dos ESTs e 4,9% das sequências
do Cufflinks foram selecionadas para as análises posteriores.

Os IRs foram analisados utilizando um método baseado em sequências binárias (Kroll et al.
, 2012). Resumidamente, as sequências expressas de cada gene foram primeiramente convertidas
para sequências binárias. Essas sequências binárias resultantes foram sobrepostas e utilizadas para
criar um catálogo de éxons e íntrons, denominado de “catálogo de referência” (figura 4.2), o qual
foi, finalmente, comparado par-a-par com cada uma das sequências expressas para a identificação
dos eventos de IR.

Foi criado um catálogo de referência baseado em cDNAs (full-insert : RefSeqs e mRNAs), e
ele apresentou um total de 210.698 íntrons (72,2%, 6,8% e 3,3% no CDS, 5’ UTR e 3’ UTR,
respectivamente). Outro catálogo de referência foi criado utilizando sequências ESTs e um total de
303.764 íntrons foram identificados (69%, 8,3% e 5,3% no CDS, 5’ UTR e 3’ UTR, respectivamente).
Uma pequena porcentagem dos eventos foi mapeada em regiões não completamente anotadas ou
mistas (uma parte se encontra na CDS e a outra na UTR), conforme o banco de dados do UCSC
Genome Bioinformatics.

Figura 4.2: Algoritimo de construção do “catálogo de referência”

4.4.2 Análise Geral dos Eventos de Retenção de Íntron

No geral, 9.037 de 19.845 (45,54%) genes humanos apresentaram no mínimo um evento de
IR (tabela 4.1). O número total de genes afetados triplicou após 8 anos (Galante et al., 2004),
assim como esperado devido ao aumento de sequências públicas disponíveis, como ESTs e NGSs.
Os dados gerados a partir da comparação entre as sequências full-insert foram considerados como
de alta confiança (FxF ), enquanto os dados gerados a partir da comparação entre as sequências
full-insert com todos os diferentes tipos de sequências expressas foram considerados como sendo de
baixa confiança (FxA).

Múltiplos eventos de IR que ocorrem em um mesmo gene foram observados. A maioria desses
eventos constuma ocorrer consecutivamente, retendo um grupo de íntrons próximos. No banco
de dados de baixa confiança, um total de 813 (4,10%) genes mostraram ao menos um evento de
IR múltiplo. Esses eventos possuem de 2 até 5 íntrons retidos. Alguns tipos de sequências, como
ESTs e NGSs, apresentam dificuldade em detectar eventos abrangendo mais de 3 íntrons devido
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Full-insert cDNA EST NGS EST + NGS Total

Full-insert cDNA 5.327 3.948 (2.672) 2.713 (1.994) 4.822 (3.675) 7.000 (6.114)
EST 7.372 — — — 7.372
Total 8.476 3.948 (2.672) 2.713 (1.994) 4.822 (3.675) 9.679 (9.037)

Tabela 4.1: Número de genes afetados por pelo menos um evento de IR. *() apenas eventos suportados por
mais de uma sequência expressa (EST/NGS).

Comparação Região Observado Esperado p-Value

FxF
CDS 5.158 5.976 1, 831× 10−26

5’ UTR 662 625 0, 090
3’ UTR 1.164 307 0, 000

FxA
CDS 5.765 6.478 4, 099× 10−19

5’ UTR 718 677 0, 073
3’ UTR 1.170 333 0, 00

Tabela 4.2: Número observado e esperado de IRs para as diferentes regiões dos transcritos.

ao tamanho restrito de suas respectivas sequências. Por motivos de confiança para as próximas
análises, os eventos não suportados por RefSeqs ou mRNAs foram filtrados, e apenas casos com ao
menos 2 ou mais EST/NGSs de suporte foram selecionados.

Em um artigo de 2004, publicado por nosso grupo (Galante et al., 2004), foi encontrada uma
tendência de IRs ocorrerem com uma maior frequência em UTRs, especialmente na 3’ UTR, su-
gerindo a existência de uma pressão seletiva contra eventos de IR que afetam a região CDS. Essa
análise foi refeita para os nossos dados. O número esperado de retenções de íntrons para o 5’ UTR,
CDS e 3’ UTR foi calculado utilizando a equação IR

Ii /I, onde IR é o número total de eventos de
retenção, Ii é o número de íntrons na respectiva região do transcrito, e I é o número total de íntrons
presentes no banco de dados. A distribuição dos eventos de IR foi confirmada. Existe uma clara
escassez de IRs na região CDS e um excesso na região 3’ UTR (tabela 4.2).

Uma vez que os IRs observados para a CDS se encontram sob uma forte pressão seletiva,
acredita-se, portanto, que eles devem compartilhar algumas caracerísticas com éxons codificado-
res. Para testar essa hipótese, foi analisado o conteúdo de CG dos éxons, IRs e seus respectivos
éxons adjacentes presentes na região CDS. Éxons possuem um maior conteúdo de CG, e os IRs
de importância biológica devem consequentemente apresentar um maior conteúdo de CG compa-
rado com íntrons não retidos, assim como apresentar um conteúdo de CG similar ao dos éxons
adjancentes (Galante et al., 2004). Para uma melhor comparação, os dados foram classificados por
comprimento, uma vez que diferentes tamanhos de íntrons e éxons podem apresentar diferentes
valores de CG (Galante et al., 2004; Oliver e Marín, 1996). O conteúdo de CG dos IRs mostrou ser
estatísticamente diferente dos íntrons não retidos (FxF : p = 3, 50 × 10−4, d = 6, t = 7, 25; FxA:
p = 4, 25 × 10−3, d = 6, t = 4, 47), mas estatíscamente não diferente dos éxons adjacentes (FxF :
p = 3, 01× 10−1, d = 6, t = −1, 13; FxA: p = 3, 01× 10−1, d = 6, t = −1, 13), assim como esperado
(Galante et al., 2004; Lander et al., 2001).

Foi também observado um excesso de eventos na 3’ UTR comparado com a região 5’ UTR.
Diferenças entre essas duas regiões podem ocorrer porque or IRs em 5’ UTR tem a possibilidade
de introduzir start códons alternativos, afetando, assim, a proteína. Essa possibilidade foi testada
verificando a presença de potenciais start códons alternativos em IRs encontrados na 5’ UTR. De
todos os eventos presentes na 5’ UTR, 539 (75,07%) apresentaram pelo menos um start códon em
potencial. Esse número é significativamente menor do que o esperado ao acaso quando comparado
com os íntrons não retidos encontrados nessa mesma região (p = 1, 14×10−21, d = 1, χ2 = 90, 11). Os
eventos encontrados na 5’ UTR que não introduziram start códons mostraram um maior conteúdo
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CG (71%) em comparação com os eventos que introduziram start códons (56%) (p = 0, 00, d =
836, t = 17, 13). Essas diferenças de CG estão em grande parte relacionadas com o tamanho do
íntron, o que pode explicar a baixa frequência de novos start códons. Possivelmente existe uma
força de seleção purificadora que filtra os eventos da 5’ UTR que afetam a sequência da proteína,
assim como ocorre com os eventos de encontrados na CDS.

Resumidamente, nessa seção, novos eventos de IR foram identificados devido ao aumento de
sequências expressas publicamente disponíveis, as quais continuam suportando nossos antigos resul-
tados (Galante et al., 2004). Embora resultados significativamente diferentes não foram observados,
o uso de novas metodologias pode ser a chave para novas descobertas.

4.5 Análise do Proteoma

Estudos utilizando espectrometria de massas identificaram proteínas alternativas com relativo
sucesso (Chang et al., 2010; Power et al., 2009). Um problema, porém, é que a maioria dos espectros
de MS/MS não encontram sequências correspondentes nos diversos bancos de dados de proteínas
disponíveis (Johnson et al., 2005). Entre diversos fatores, isso ocorre porque apenas poucos eventos
de splicing alternativo codificadores são atualmente conhecidos (Chang et al., 2010; Johnson et al.,
2005; Power et al., 2009; Roth et al., 2005).

Análises de Espectrometria de Massas em Tandem (MS/MS) foram utilizadas para identificar
proteínas variantes possivelmente codificadas por eventos de IR. Sabe-se que os ASEs em geral
contribuem para a complexidade do proteoma e para a modulação da atividade de diversas proteínas
(Galante et al., 2004; Modrek e Lee, 2002; Wang et al., 2008), porém, pouco ainda é conhecido sobre
o papel funcional dos eventos de retenção de íntrons. Aqui, foram explorados dois tipos de eventos
de IR: os que são observados no transcriptoma e os que não são observado no transcriptoma. Para
as análises de MS/MS em especial, foram utilizados os dados e o algoritmo de predição de proteínas
do SPLOOCE (Kroll et al., 2012). O SPLOOCE atualmente contém 25.684 RefSeqs, que totalizam
249.724 íntrons.

4.5.1 Validação de Eventos de IR Sem Suporte Transcriptômico

Existem evidências claras de que a expressão de mRNAs não pode ser diretamente corelacionada
com a expressão de proteínas (Vogel et al., 2010). Sugere-se, portanto, que alguns eventos de IR
podem ser codificados mesmo que evidências transcriptômicas ainda não tenham sido observadas.
Para testar essa hipótese, todos os íntrons iguais ou menores que 200 pb foram computacionalmente
retidos para cada RefSeq do banco de dados, e novos ORFs foram então preditos. Como resultado,
30.672 íntrons foram retidos e 28.109 proteínas alternativas não redundantes foram criadas. O
espectro MS/MS foi comparado contra essas proteínas e adicionalmente contra as proteínas do
banco de dados do IPI (ver materiais e métodos 4.3). No total, 22 novos eventos desconhecidos
foram identificados no espectro de MS/MS (tabela 4.3, “sem suporte transcriptômico”).

4.5.2 Validação de Eventos de IR Com Suporte Transcriptômico

Proteínas variantes modificadas por IRs, suportadas apenas por sequências EST/NGS, também
foram submetidas para a análise de MS/MS. No total, 1.886 eventos afetando 1.610 genes foram
analisados. As proteínas alternativas foram criadas a partir de RefSeqs, assim como apresentado
anteriormente (seção 4.5.1). Resumidamente, múltiplos IRs adjacentes e, IRs encontrados nas regiões
CDS e 5’ UTR foram utilizados para a criação de RefSeqs variantes. Posteriormente, o maior ORF
de cada RefSeq variante foi predito e traduzido para uma sequência de aminoácidos. No total, 6.505
proteínas alternativas não redundantes foram criadas. O espectro MS/MS foi comparado contra
essas proteínas e adicionalmente contra as proteínas do banco de dados do IPI (ver materiais e
métodos 4.3).

Como resultado, 4.179 (64,24%) proteínas alternativas apresentaram correspondência com pelo
menos um peptídeo do espectro. Dessas proteínas, 1.299 (19,97%) compartilharam exatamente os
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Gene Chr Fita Início Fim

Sem suporte
transcriptômico

CGN CHR1 + 149774784 149774879
ID3 CHR1 - 23758098 23758204
NOTCH3 CHR19 - 1515800 15158915
FAM50A CHRX + 153331278 153331424
RFX1 CHR19 - 13934677 13934805
TCF3 CHR19 - 1570234 1570314
CHMP2A CHR19 - 63755147 63755233
NXF1 CHR11 - 62316563 62316690
MYL3 CHR3 - 46874767 46874877
COL16A1 CHR1 - 31910826 31910911
LIME1 CHR20 + 61839700 61839769
NSUN5C CHR7 - 72061906 72061985
HDAC6 CHRX + 48546137 48546221
SYNJ2 CHR6 + 158405771 158405845
SLC6A6 CHR3 + 14484469 14484599
MYBBP1A CHR17 - 4398102 4398186
HDGFRP2 CHR19 + 4442680 4442760
HBE1 CHR11 - 5247483 5247604
UBAP2 CHR9 - 33912598 33912684
CTC1 CHR17 - 8072363 8072545
MEI1 CHR22 + 40510371 40510557
ACY3 CHR11 - 67169200 67169333

Com suporte
transcriptômico

CDV3 CHR3 + 134775659 134775752
GAPDH CHR12 + 6516554 6516604
GPS1 CHR17 + 77603129 77603421
DDT CHR22 - 22646497 22646131
ELMSAN1 CHR14 - 73255762 73255463
STRA13 CHR17 - 77570459 77570383
RPL29 CHR3 - 52004482 52004161
MAT2A CHR2 + 85621795 85621888
EDC4 CHR16 + 66473250 66473357
ASL CHR7 + 65189809 65190150
HNRNPD CHR4 - 83513752 83513682
CKMT1B CHR15 + 41673655 41673810
FTSJ1 CHRX + 48226127 48226317
SF1 CHR11 - 64291241 64291120

Tabela 4.3: Eventos de IR que foram validados no proteoma (posições referentes ao genoma hg18).
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mesmos peptídeos encontrados por pelo menos uma proteína do banco de dados do IPI. Aproxi-
madamente 1.807 (27,78%) proteínas alternativas apresentaram diferentes números de peptídeos
e apenas 14 proteínas alternativas codificaram pelo menos um peptídeo evento-específico (tabela
4.3, “com suporte transcriptômico”). Essas últimas proteínas foram posteriormente analisadas e
classificadas (seção 4.5.2.1).

4.5.2.1 Classificação dos Eventos de IR

De todos os eventos identificados no espectro de MS/MS, nenhum apresentou IRs múltiplos,
e apenas um não truncou a proteína por meio de alterações na fase de leitura ou pela adição de
stop códons prematuros. No geral, os IRs identificados apresentaram características interessantes e
inesperadas, assim como descritas a seguir:
Eventos que não truncam a proteína

Esse evento foi observado, por exemplo, no gene EDC4 (figura 4.3A). Ele é caracterizado por
não quebrar a proteína (não inserir stop códons ou alterar fase de leitura) e por inserir novos
aminoácidos. Esses eventos são teoricamente esperados para IRs que apresentam algum pa-
pel funcional, uma vez que as sequências das proteínas e a estabilidade dos mRNAs não são
drasticamente afetadas.

Para melhor entender o papel biológico desse tipo de IR, uma análise de domínios para
todos os eventos encontrados na CDS foi feita utilizando o banco de dados Pfam-A e o programa
HMMER 3.0 (Finn et al., 2010). Atualmente, o Pfam-A possui aproximadamente 11.912 famílias
de domínios devidamente curadas, as quais podem ser encontradas em aproximadamente 75%
de todas as proteínas conhecidas (Finn et al., 2010). No total, 28 íntrons retidos mostraram
codificar pelo menos um domínio completo, enquanto 107 íntrons retidos mostraram codificar
parcialmente pelo menos um domínio. Esses resultados são significativos, visto que números
menores foram observados anteriormente (Galante et al., 2004; Hiller et al., 2005). Quase todos
os domínios completos e parciais foram identificados pelo banco de dados de alta confiança.
Íntrons retidos apresentaram uma significativa alta frequência de domínios comparados com os
íntrons não retidos (p = 0, 00, d = 1, χ2 = 7948, 76), e uma baixa frequência comparados com
éxons (p = 0, 00, d = 1, χ2 = 2211, 39).

De 135 eventos apresentando domínios completos ou parciais, nenhum mostrou stop códons
prematuros, significando que IRs que não quebram a proteína estão diretamente relacionados
com processos biológicos. Esse resultado suporta o estudo de Hiller et al. (2005), o qual fez
predições de IRs baseadas apenas na identificação de domínios proteícos. Essa estratégia pode
ser bastante útil, embora seja limitada apenas a casos para os quais existam domínios.

O conteúdo de CG entre IRs apresentando domínios completos e parciais também foi ana-
lisado. Domínios completos foram observados com uma grande frequência em IRs de baixo
conteúdo CG (média 49%, p = 9, 45 × 10−6, d = 188, t = −4.55). IRs apresentando domínios
parciais, por outro lado, mostraram um conteúdo CG médio de 58%. Diferentemente do obser-
vado, era esperado um maior conteúdo CG para os íntrons que possuiam domínios completos.
Uma análise posterior mostrou que o domínio completo mais frequente nos IRs é o zf-C2H2,
um fator de transcrição muito pequeno e bastante comum em mamíferos (Finn et al., 2010).
Aparentemente, o critério “completo” ou “parcial” fornecido pelo HMMER (Eddy, 2011) não é
mais importante que o papel do domínio no contexto celular.

Start Códons Alternativos
Nessa categoria de evento, o start códon padrão do mRNA deixa de ser utilizado porque o IR
insere um stop códon prematuro ou altera a fase de leitura da sequência logo no ínicio do mRNA.
Porém, um novo start códon pode ser inserido pelo IR e utilizado pelo spliceossomo. Como
resultado a proteína alternativa resultante não deverá apresentar grandes diferenças quando
comparada à proteína original. Esse tipo de evento pôde ser observado no gene RPL29 (figura
4.4D).

Em um outro exemplo similar, o IR não introduz um start códon viável (figura 4.4E). Dessa
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Figura 4.3: Eventos de IR, suportados por sequências expressas, que foram validados no proteoma. A: gene
EDC4; B: gene STRA13 ; C: gene ELMSAN1.

forma, o spliceossomo utiliza um start códon downstream ao íntron, normalmente encontrado
no éxon adjacente. Esse tipo de evento é difícil de ser corelacionado com IRs, uma vez que as
respectivas proteínas alternativas não apresentam peptídeos evento-específicos. Portanto, esses
casos podem ser o resultado de diferentes ASEs, mutações ou outros mecanismos de regulação.

Em relação aos IRs encontrados na 5’ UTR, não foi possível identificar nenhum evento
inserindo algum start códon alternativo viável.
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Figura 4.4: Continuação da figura 4.3. D: gene RPL29; E: gene DDT; F: gene CDV3. Informações adici-
onais podem ser vistas na tabela 4.3.

Stop Códons Alternativos
Grande parte dos IRs introduzem stop códons prematuros, reduzindo o tamanho da proteína e
aumentando o tamanho da sequência 3’ UTR. Esse tipo de evento pôde ser observado nos genes
FTSJ1 e STRA13 (figura 4.3B). Similarmente, alguns IRs podem não introduzir stop códons
porém podem alterar a fase de leitura do mRNA. Nesses casos, o próximo stop códon encontrado
no éxon adjancente pode ser utilizado. Esse fenômeno foi observado para o gene SF1 (tabela
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4.3).
Foi observado que IRs próximos aos éxons da região 3’ UTR apresentaram uma maior proba-

bilidade de introduzirem stop códons prematuros quando comparados com IRs encontrados em
diferentes posições ao longo da CDS (p = 6, 08×10−2, d = 1, χ2 = 2.75). Uma explicação é que os
eventos próximos à 3’ UTR apresentam uma menor tendência de afetar drasticamente a sequên-
cia de aminoácidos da proteína e, consequentemente, sua função. Esse resultado é suportado
por Ezkurdia et al. (2012), o qual mostrou que proteínas variantes normalmente apresentam
pequenas diferenças quando comparadas às suas respectivas sequências de referência. Porém,
também sabe-se que a frequência de ESTs é maior na região 3’ UTR (Hiller et al., 2005), e isso
pode contribuir para uma maior frequência de retenções observadas nessa região.

Íntrons Crípticos
Uma alta frequência de íntrons crípticos foi observada. Esses eventos são diferentes de deleções,
porque eles são encontrados entre bordas GT-AG ou entre outros sítios de splicing variantes,
assim como definido pelo programa SIM4 (Florea et al., 1998). Íntrons crípticos são capazes
de mudar a fase de leitura do mRNA, porém não podem adicionar start ou stop códons. No
total, quatro eventos distintos desse tipo foram validados, e foram encontrados nos genes CDV3
(figura 4.4F), ELMSAN1 (figura 4.3C), CKMT1B e HNRNPD.

4.6 Discussão

Foi apresentada uma análise de larga escala de eventos de retenção de íntron para todos os genes
humanos codificantes. Os eventos de retenção foram avaliados em busca de alguma significância
biológica, uma vez que diversos eventos podem ser o resultado de pré-mRNAs não/parcialmente
processados (Galante et al., 2004).

Os resultados mostram que aproximadamente 48% de todos os genes codificadores possuem pelo
menos um evento de retenção de íntron. Essa predição é independente da existência de sequências
ortólogas ou outros métodos restringentes, os quais são úteis para identificar eventos de splicing
alternativo bastante comuns (Sorek e Ast, 2003). O objetivo desse trabalho, porém, foi explorar
todas as probabilidades de eventos de retenção, dos quais muitos ainda são desconhecidos. Desde
2004, o número de sequências expressas disponíveis triplicou (Benson et al., 2012), sem considerar
as sequências obtidas a partir de sequenciamentos de next-generation, mais explorados apenas re-
centemente (Roberts et al., 2011; Trapnell et al., 2009; Wheeler et al., 2007). Consequentemente,
uma alta frequência de genes afetados por eventos de retenção de íntrons já era esperada comparada
com trabalhos anteriores (Galante et al., 2004; Kan et al., 2002).

Considerando o exposto, informações discrepantes não foram encontradas (Galante et al., 2004;
Hiller et al., 2005; Tan et al., 2007). Sabe-se que bancos de dados públicos de sequência expressas
são enriquecidas com bibliotecas de tumor (Kelso et al., 2003), as quais podem contribuir para uma
maior frequência de eventos incomuns de splicing alternativo (Venables, 2004). Esse problema é
atualmente difícil de ser evitado e, portanto, surgem dúvidas sobre o papel biológico da ampla
maioria dos eventos já identificados.

Apesar da dificuldade de identificar IRs funcionalmente viáveis, alguns métodos podem ser
utilizados para predizê-los (Hiller et al., 2005; Sorek e Ast, 2003). Por exemplo, Hiller et al. (2005)
fez a predição de IRs com sucesso a partir da identificação de domínios proteícos. Nossas análises
suportam essa estratégia, que parece ser bastante útil, porém é limitada apenas para poucos casos
nos quais domínios podem ser identificados. Atualmente, análises de espectrometria de massas tem
sido utilizadas para explorar ASEs em nível proteômico (Chang et al., 2010; Power et al., 2009).
Essas estratégias solucionam antigas limitações e podem, além do mais, revelar novas proteínas.
Esse trabalho foi capaz de identificar e classificar proteínas bastante incomuns por meio de análises
utilizando MS/MS, sugerindo consequentemente alguma evidência funcional.

Portanto, esse trabalho atualizou os dados estatísticos disponíveis para os eventos de retenção
de íntrons utilizando novos dados de sequências expressas. A identificação de eventos de IR que
apresentam significância biológica ainda continua sendo uma tarefa difícil. Porém, visto que dife-
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rentes tipos de IRs mostraram ser viáveis proteomicamente, sugere-se que a análise de eventos de
splicing alternativo não deve ser feita de forma muito restritiva. Trabalhos futuros devem focar a
expansão dos dados e explorar novas formas de avaliar o papel funcional do eventos de IR e outros
tipos de eventos de splicing alternativo.



Capítulo 5

Conclusão

Os projetos aqui apresentados abordaram os aspectos mais incomuns relacionados com os even-
tos de splicing alternativo, que é sem dúvida uma ferramenta incrível que contribuiu para o de-
senvolvimento da complexidade encontrada nos eucariontes superiores. Por meio do SPLOOCE,
por exemplo, foi possível verificar que a complexidade encontrada no transcriptoma humano pode
ser, em algumas vezes, incomum e/ou incompreensível. Quanto aos eventos de retenção de íntron,
alguns casos desconhecidos foram observados no proteoma, sugerindo, consequentemente, um pos-
sível papel biológico. Claramente, muito pouco ainda é conhecido sobre o transcriptoma e proteoma
humano. Avanços nas tecnologias de RNASeq e espectrometria de massa permitirão, em um fu-
turo breve, um melhor entendimento sobre o funcionamento celular e, o desenvolvimento de novas
estratégias terapêuticas e diagnósticas contra uma ampla variedade de doenças.

5.1 Sugestões Futuras

Com base no contexto dessa tese, as seguintes sugestões futuras foram definidas:

• Explorar a complexidade do transcriptoma com o objetivo de melhor entender a existência de
determinados eventos complexos de splicing alternativo.

• Validar proteomicamente os eventos complexos de splicing alternativo do banco de dados do
SPLOOCE, assim como já feito para os eventos de retenção de íntron.

• Ampliar o banco de dados do SPLOOCE, que é construído basicamente a partir de sequências
clássicas (RefSeqs, mRNAs, ESTs), mas possui apenas poucas sequências provenientes de
sequenciamentos de next-generation.

• Desenvolver ferramentas para a análise de splicing alternativo. Atualmente, exitem poucas
ferramentas que permitem o usuário analisar eventos em um data set personalizado.

• Explorar os sítios de splice duplamente específicos. Na literatura, pouco tem sido discutido
sobre o assunto.

37



38 CONCLUSÃO



Apêndice A

Artigo do SPLOOCE

39



©
 2

01
2 

La
nd

es
 B

io
sc

ie
nc

e.
 D

o 
no

t d
is

tru
bu

te
.

www.landesbioscience.com RNA Biology 1

RNA Biology 9:11, 1–6; November 2012; © 2012 Landes Bioscience

 TechNicAL PAPeR TechNicAL PAPeR

*Correspondence to: Sandro J. de Souza; Email: sandro@i2bio.org
Submitted: 06/12/12; Accepted: 09/11/12
http://dx.doi.org/10.4161/rna.22182

Introduction

Alternative splicing events (ASEs) are present in almost all multi-
exonic human genes1,2 and are believed to be one of the most 
significant components behind the complexity of multi-cellular 
organisms.1,3,4 Furthermore, ASEs are clearly involved in the eti-
ology of a wide variety of diseases, including cancer,5-7 ischemia8 
and other common human disorders.9 Recently, several studies 
have shown that constitutive and alternative splicing are regu-
lated by a complex network of cellular elements, which include a 
set of trans-acting factors and cis-acting sequences found in the 
primary RNAs.10-18

The complex regulation of splicing and the high frequency 
of ASEs explain the appearance of Complex Alternative Splicing 
Events (CASEs), which are composed by a regulated combina-
tion of two or more single ASEs in transcripts from the same 
gene, or even in the same transcript. The most striking example 
of CASE is the Dscam in Drosophila, a gene containing a cluster 
of 48 mutually exclusive exons that, in principle, can generate 
thousands of splicing variants.19

Understanding alternative splicing is crucial to elucidate the mechanisms behind several biological phenomena, including 
diseases. The huge amount of expressed sequences available nowadays represents an opportunity and a challenge to 
catalog and display alternative splicing events (ASes). Although several groups have faced this challenge with relative 
success, we still lack a computational tool that uses a simple and straightforward method to retrieve, name and present 
ASes. here we present SPLOOce, a portal for the analysis of human splicing variants. SPLOOce uses a method based on 
regular expressions for retrieval of ASes. We propose a simple syntax that is able to capture the complexity of ASes.
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A new portal for the analysis of human splicing variants
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dual-specific splicing; Regex, regular expression; SIM4, Computer Program for Aligning a cDNA Sequence with a Genomic DNA 
Sequence; HMMER, Computer Program for Biosequence Analysis Using Profile Hidden Markov Models
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In humans, some ASEs and CASEs occurring in oncogenes 
and tumor suppressor genes have already been associated to can-
cer.6,20-23 For example, the gene NTRK1 (nerve growth factor) 
has a sequence variant, TrkAIII, which is common in certain 
tumors and lacks three exons that affect a regulatory immu-
noglobulin-like domain.24 Further CASE examples include the 
gene CD44, which is a known marker of malignancy and inva-
siveness and has about ten ASEs that can occur in different com-
binations in its region coding for the extra-cellular portion of the 
protein.20,21,23

In spite of the efforts of other groups,25-27 a simple and efficient 
nomenclature to take into account all the variability generated by 
alternative splicing, especially for CASEs, is still missing. Here, 
we present a web portal, SPLOOCE, which uses a method based 
on regular expressions with an associated syntax. SPLOOCE 
provides a series of tools that allow users to profile splicing vari-
ants and analyze their functional impacts.
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using Pfam data and HMMER 3.0 program.34 All these data are 
shown graphically (Fig. 2C).

Analysis. To illustrate the use of SPLOOCE, some basic 
questions about the frequency and mode of alternative splicing 
events were addressed. Table 1 shows the frequency of all types 
of ASEs in our data set. As expected, exon skipping (ES) is the 
most frequent type of alternative splicing. One interesting aspect 
that our method allowed us to explore is the distribution of dual-
specific splicing (DSS) events. This type of event was found in 
53 (0.27%) human genes (Table S2). In a less restrictive analy-
sis, without considering the number of supporting sequences, the 
number of genes showing this type of event increased to 577. 
DSSs events were found to occur frequently in genes such as 
DIABLO, IRF3 and MAG, and they can occur together with 
other events as shown in Table 2.

Another interesting feature that our method allows us to evalu-
ate is the combination of events occurring in the same mRNA mol-
ecule. Each pair-wise comparative sequence in our pipeline contains 
on average 1.6 events and 46.87% and 12.21% of these pairwise 
comparisons report more than one or two events, respectively.

To better understand what influences the frequency of ASEs 
and CASEs, some patterns were further explored. For example, 
the combination of two adjacent ES events is significantly more 
frequent among all sets of CASEs (Table 3). This excess is absent 
in situations when both events are not adjacent, like in the pat-
terns –s-E-s- and –s-E-E-s- . Do these adjacent events tend to 
maintain the phase of an ORF? When adjacent, 60.78% of -E-E-
s-s-E-E- maintains the ORF. This is significantly higher than 
what one would expect by chance based on all pairs of exons 
in the human genome that maintain an ORF (p < 0.001). This 
strongly suggests that adjacent ES events are under selection to 
maintain the ORF. The same pattern is not observed for other 
types of CASEs (data not shown).

Material and Methods

Public data. The human genome reference sequence (NCBI36/
hg18) was downloaded from UCSC Genome Bioinformatics 

Results and Discussion

For the sake of space and clarity, we opted to describe the method 
used in this report as supplemental material, although an over-
view is present in Figure 1. In this section we present an imple-
mentation of the method in a computational tool, SPLOOCE 
and illustrate the use of SPLOOCE discussing a few examples.

Implementation. To make the method described in the sup-
plemental material available to the community in an easy way, 
a web tool called SPLOOCE was implemented. SPLOOCE is 
available at http://www.bioinformatics-brazil.org/splooce. Data 
sources include RefSeqs, mRNAs, ESTs and data from NGS.

To help the users, SPLOOCE provides in the query box a quick 
reference table explaining the syntax and showing some illustra-
tive examples. All ASEs and CASEs identified by SPLOOCE can 
also be displayed for a specific gene by simply typing the gene 
name between quotes in the query box (Fig. 2). SPLOOCE also 
provides advanced options for querying. Filters for chromosome, 
strand, gene name and sequence type are provided. Users can also 
evaluate the specificity of ASEs and CASEs expression regarding 
both tissue and pathology. A score for expression specificity is 
provided, which is a simple Χ2 distribution analysis done among 
the expressed sequences supporting the corresponding variant. 
The analysis is based on the annotation provided by eVOC33 for 
ESTs and manual curation for NGS sequences.

Results provided by SPLOOCE can be downloaded in a GFF 
file format. By default, results are shown in a table containing 
chromosome, genomic position, gene name and a pictorial view 
of the respective ASE or CASE, followed by the amount of their 
respective supporting sequences. SPLOOCE also provides a link 
to the UCSC Genome Browser (with tracks), and a local link for 
additional information.

When a Reference Sequence (RefSeq) is involved in an ASE, 
it is used as a template for creating a new mRNA sequence con-
taining the specified event. For each of these new sequences, 
SPLOOCE predicts its open reading frame (ORF), which is then 
translated to a protein. Moreover, aiming to infer additional bio-
logical significance, SPLOOCE analyzes the protein domains 

Figure 1. General strategy to process and analyze cASes in a set of expressed sequences.
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Bioinformatics portal (file mrna.fa, for Homo sapiens). ESTs 
sequences were downloaded from dbEST (http://www.ncbi.nlm.
nih.gov/dbEST/). RNA-seq reads were downloaded from SRA 
database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sra; IDs: SRX003935, 

portal (http://genome.ucsc.edu). RefSeq sequences were down-
loaded from the Reference Sequence database (release 25; 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/). A total of 203,649 
mRNAs sequences were downloaded from UCSC Genome 

Figure 2. (A) SPLOOce query form also showing a tab for advanced parameters. (B) example of the table of results for a query. (c) Some results that 
can be found in the section “Details” provided by SPLOOce. in this example, a double skipping (syntax: -e-s-s-e-) that codifies a protein domain is 
shown.
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(splice junctions) with a RefSeq sequence were merged together. 
Third, the remaining non-RefSeq transcripts showing only one 
exon and overlapping greater than 30 nt with a RefSeq transcript 
were grouped together. All clustering information was stored in 
a relational database.

Alternative splicing. Analyses of ASEs and CASEs were 
done using regular expressions, as detailed in the supplemental 
material. In the analysis of ASEs, only cDNA clusters contain-
ing RefSeqs and/or mRNAs or more than 10 ESTs/RNA-seq 
were used. The redundancy of ASEs, such as exon skipping and 
intron retention, was eliminated by comparing all events of the 
same type from each gene. Afterwards, all events showing posi-
tion overlap were clustered together and counted as one event. All 
other events, such as 3'/5' alternative splice sites and dual-specific 
splice sites, were counted by verifying the position of the alterna-
tive splice site. The number of genes affected by specific CASEs 
was defined through the analysis of the full list of comparative 
matrices, not considering the number of supporting sequences.

Conclusion

Although previous methods and interfaces have been pro-
posed25-27 for the study of alternative splicing, all of them pres-
ent limitations as discussed before.27 SPLOOCE, described here, 
is an efficient and complementary alternative for the analysis of 
alternative splicing events due to its high flexibility in the query-
ing patterns and variety of applications.

Like ASTALAVISTA,27 the method used by SPLOOCE 
is based in a comparison of all transcripts for a given locus. 
SPLOOCE, however, uses a notation system based on regular 
expressions to provide a simple and straightforward syntax for 
splicing events. The design of the syntax was developed to pro-
vide a set of simple and intuitive characters, and is actually capa-
ble of representing any CASE pattern, including those that have 
rare DSS events. The proposed syntax was successfully imple-
mented and it may become a standard way for representing ASEs 
and CASEs.
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SRX003934, SRX003933, SRX003932, SRX003931, 
SRX003930, SRX003929, SRX003928, SRX003927, 
SRX003926).

Sequence alignment. All RefSeqs, mRNAs and ESTs 
sequences were aligned to the human genome using the protocol 
described previously.28 In brief, first all long sequences (RefSeq, 
mRNAs and ESTs) were mapped against the human genome 
using the BLAT alignment tool29 and only the best alignment 
for each sequence was selected. Next, those transcripts showing 
alignment identity greater than 95% and a covering more than 
90% of its sequence length were remapped using SIM430 and 
stored in a relational database. RNA-seq data were mapped to 
human genome using Tophat-based pipeline,31 and all mapped 
reads were submitted to Cufflinks.32 Default parameters were 
used in both algorithms.

Sequence clustering. All mapped sequences sharing the same 
genomic region were grouped together using a gene-oriented strat-
egy as described previously.4,28 First, all RefSeq sequences were 
annotated based on the corresponding “official gene name” from 
NCBI-Gene (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/). Second, all 
non-RefSeq transcripts (mRNAs, ESTs and RNA-seq) presenting 
multiple exons and sharing one or more exon-intron boundaries 

Table 1. Frequency of the major types of ASes

Simple alternative 
splicing event

Genes
Total 

Events
Events 

per Gene

exon skipping 10125 (51,77%) 38060 1,95

Alternative 3' splice site 7490 (38,30%) 30172 1,54

Alternative 5' splice site 7258 (37,11%) 27585 1,41

intron retention 6565 (33,57%) 12632 0,65

Dual-specific splice site 53 (0,27%) 112 0,0057

Table 2. Frequency of DSS events coupled to other types of ASes

Syntax Frequency (Genes) Pattern (Simple)

d 577 (2.95%) 23 or 32

-d- 181 (0.93%) 0230 or 0320

-d-s- 85 (0.43%) 023030 or 032020

-ed- 57 (0.29%) 01230 or 01320

-d-T 57 (0.29%) 023031 or 032021

-de- 56 (0.28%) 02310 or 03210

f-d-T 26 (0.13%) 12023031 or 13032021

e-d-T 20 (0.10%) 1023031 or 1032021

-ede- 17 (0.087%) 012310 or 013210

-d-t 11 (0.06%) 023021 or 032031

-d-S- 8 (0.04%) 023020 or 032030

-df- 5 (0.025%) 023120 or 032130

-tD- 3 (0.015%) 021320 or 031230

f-D-T 2 (0.01%) 12032021 or 13023031
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