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RESUMO

. A estatistica mais recente do GENCODE para a espécie humana, identificou
19.965 genes codificadores de proteina e um numero de transcritos oriundos destes
genes superior a 83.000. Esse fato esta associado principalmente ao processamento
do pré-mRNA apds a transcricdo denominado splicing alternativo. O splicing
alternativo do pré-mRNA promove a formacgao de diferentes transcritos oriundos do
mesmo gene devido ao reconhecimento alternativo de introns e éxons. Além disso,
esses eventos podem alterar o potencial codificador da variante, como no caso da
insercdo de PTC (do inglés, Premature Termination Code) que pode levar a
degradagéao da variante pela via de NMD (do inglés, Nonsense Mediated Decay). Em
experimentos com énfase em proteogendmica, € relevante a utilizacdo de bancos de
dados personalizados de sequéncias de proteinas que possuam informacgdes de
variantes por splicing alternativo e também do potencial codificador dessas variantes.
Com esse objetivo, o nosso grupo de pesquisa desenvolveu o repositério SpliceProt
para identificar peptideos de proteoformas derivadas de variantes por splicing
alternativo presentes no repositorio RefSeq e dbEST. Entretanto, o repositério
Unigene foi descontinuado em junho de 2019. O objetivo deste trabalho foi, entao,
atualizar o fluxo de construgéo do SpliceProt para receber dados do projeto Ensembl
e além disso, adicionar uma etapa de filtragem para variantes por splicing alternativo
que poderiam ser degradados pela via de NMD. Para tal, foram elaborados dois
bancos de dados contendo dados de alinhamento e anotagdo do projeto Ensembl
(Homo sapiens GRCh38 — versao 96) utilizando o padrao TSL (do inglés, Transcript
Support Level) e tamanho da sequéncia como parametros de confiabilidade. Foi
verificado discordancias quanto o numero de variantes em cada base de dados
indicando que os dados disponiveis no projeto Ensembl n&o sdo correspondentes. Ao
avaliar variantes preditas como alvo da via de NMD pelo software NMDClassifier, foi
verificado que ha variantes que nao estdo de acordo com a anotagdo do projeto
Ensembl, o que pode refletir a necessidade de reformular como os dados estédo
anotados. Alguns transcritos ja descritos na literatura como alvo da via de NMD foram
preditos exclusivamente pelo programa NMDClassifier, outros, anotados
exclusivamente pelo projeto Ensembl. Sendo assim, sugerimos utilizar as duas fontes
de classificagao para definir alvos da via de NMD, com destaque para anotacao de
transcritos codificadores de proteina com valor de TLS igual a 1. Essa etapa se
mostrou de grande relevancia devido a presenga de variantes que eram potenciais
alvo da via de NMD no conjunto de dados apés tradugao in silico. O parametro TSL
foi avaliado como compativel com a esta abordagem. Entretanto alguns ajustes
necessitam ser feitos para a otimizagao do repositorio SpliceProt. Ainda assim, nossa
abordagem permitiu identificar mais de 35.000 proteinas hipotéticas associadas a
variantes por splicing alternativo que nao estavam classificadas no projeto Ensembl
como “codificadoras de proteina”. Nosso método pode entdo ser utilizado para a
criacdo de um banco de proteinas hipotéticas e contribuir com a identificagdo de
peptideos em abordagens de proteémica.

Palavras-chave: Splicing alternativo, Proteogenémica, Bioinformatica, Cdédon de
Terminacéo Precoce, NMD.



ABSTRACT

The Last GENCODE statistics for Homo sapiens show that there is more than
19,900 protein-coding gene associated with more than 83,000 transcripts. This
difference is associated with the post-transcription pre-mRNA processing, named
alternative splicing. The alternative splicing is associated to non-canonical recognition
of exons and introns and the formation of different transcripts from a single gene.
Moreover, the alternative splicing may be associated to the alteration of coding
capacity of the variant. For example, a PTC (Premature Termination Code) can be
introduced in the transcript and making it sensitive to NMD (Nonsense Mediated
Decay). For many proteogenomics research is very important the utilization of personal
protein sequences databases with information about coding potential of splicing
variants. In this manner, our research group have developed a repository named
SpliceProt. This repository were designed to in silico identification of peptides derived
from proteins associated with splicing variants in the RefSeq and dbEST databases.
However, the Unigene database was retired at July, 2019. The aim of this project was
update the SpliceProt pipeline to receive the Ensembl project data and introduce a
step for NMD-target identification. We have created two databases, one with alignment
information and other with annotation information available at Ensembl project (Homo
sapiens GRCh — version 96). The TSL (Transcript Support Level) and the transcript
sequence length was used to select all the trustworthy coordinates. We found some
discordances about the number of variants in each database, indicating that the data
available in the Ensembl project are not corresponding. When we evaluate variants
predicted as a NMD-target by the NMDClassifier software, it was found that some
variants are not in accordance with the annotation of the Ensembl project. This may
reflect the necessity of reformulate how this data is annotated. Some transcripts that
have been already described in the literature as NMD-target were predicted exclusively
by the NMDClassifier. On the other way, some validated transcripts are exclusively
annotated as NMD-target by Ensembl project. Therefore, we suggest using the two
classification sources to define NMD-targets, with emphasis on the Ensembl
annotation of protein coding transcripts with a TLS value 1. This step proved to be very
relevat due to the presence of potential NMD-target variants in the data set after in
silico translation. The TSL parameter was evaluated as compatible with this approach.
However, we have to perform some adjustments to optimize the SpliceProt repository.
Our approach was able to identify more than 35,000 hypothetical proteins associated
with alternative splicing variants that were not classified in the Ensembl project as
“protein-coding”. Our method can be used to create a hypothetical protein database
and contribute to peptides identification in proteomic research.

Keywords: Alternative Splicing, Proteogenomics, Bioinformatics, Premature
Termination Code, NMD.
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1 INTRODUGAO

Com o desenvolvimento das tecnologias de sequenciamento de moléculas
bioldgicas, diversos bancos de dados vém sendo necessarios para agrupar, integrar,
evitar redundancias e facilitar a analise dos dados gerados (HUNT et al., 2018). Por
exemplo, em experimentos cujo objetivo é a avaliacdo do perfil do proteoma de uma
amostra por uma abordagem de protedmica shotgun, as informag¢des de bancos de
dados de peptideos sdo importantes para permitir a correta identificagao das proteinas
(WANG et al., 2012).

E de grande importancia que esses bancos de dados contenham informacdes
das diferentes variantes de proteinas, ou seja, proteoformas, geradas por um mesmo
gene. Uma forma de producdo de proteoformas em células humanas é a partir da
tradugao de transcritos gerados a partir de transcritos alternativos (BLACK, 2000),
sendo o splicing alternativo o evento molecular mais abundante (TRESS; ABASCAL;
VALENCIA, 2017). Sendo assim, a construgdo de um banco de dados personalizado
que contém informacgdes sobre variantes por splicing alternativo e as respectivas
proteoformas é fundamental para avaliagdo de experimentos de proteémica (WANG
et al., 2012).

Neste sentido, Tavares e colaboradores (2014) desenvolveram o repositorio
SpliceProt baseado na metodologia de matrizes ternarias desenvolvida pelo nosso
grupo de pesquisa. Esse repositorio utilizava dados de sequéncias de RNAs
mensageiros (MRNA) do banco de dados Unigene (PONTIUS; WAGNER; SCHULER,
2003), que agrupa dados dos projetos RefSeq (O’LEARY et al.,, 2015) e dbEST
(BOGUSKI; LOWE; TOLSTOSHEV, 1993) como entrada para predizer variantes por
splicing alternativo e em seguida realiza a digestao in silico dessas variantes
(TAVARES et al., 2014). Entretanto, o banco de dados Unigene foi descontinuado em
julho de 2019, o que resultou na necessidade da atualizagdo dos dados de entrada
para o repositério.

E sabido que eventos de splicing alternativo, ainda que fortemente regulados,
podem resultar em transcritos com erros nas suas sequéncias (FAUSTINO; COOPER,
2003). Esses erros podem produzir variantes que ao serem traduzidas, podem
produzir proteinas truncadas com fungdes alteradas e até mesmo prejudiciais ao
organismo (FAUSTINO; COOPER, 2003). Um exemplo de splicing defeituoso é a

insercao de um codon de terminagao no transcrito. Esse cédon é denominado cédon
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de terminacgao precoce (do inglés: Premature Termination Code, PTC) quando estiver
presente a uma distancia maior que 50 nucleotideos a montante da ultima jungao entre
os éxons do transcrito (DA COSTA; MENEZES; ROMAO, 2017).

Entretanto, transcritos que contém PTC podem ser identificados e degradados
pela agcdo da via de degradagdo mediada por mutacdo sem sentido (do inglés:
Nonsense Mediated Decay, ou NMD), evitando a tradugao de uma proteina aberrante
(DA COSTA; MENEZES; ROMAO, 2017; MILLER; PEARCE, 2014). Visto isso, é de
grande relevancia que esses transcritos ndo sejam traduzidos e inseridos em bancos
de dados que sejam utilizados para a analise de dados de protedmica shotgun
(CHANG; IMAM; WILKINSON, 2007).

A presenca de um PTC pode estar associada a diferentes eventos além do
splicing alternativo, como por exemplo, mutagdes, rearranjo génico e pseudogenes.
Ainda que o foco deste trabalho seja a identificacdo de transcritos que possuem PTC
apos a predicao dos eventos de splicing alternativo realizada pelo SpliceProt, é valido
destacar que o programa escolhido, NMDClassifier (HSU; LIN; CHEN, 2017), ndo faz
distingao entre a origem do PTC. Ainda mais, o programa NMDClassifier realiza a
predicdo do possivel evento que levou a inser¢gdo do PTC, tomando como premissa a

insercéo via evento de splicing alternativo.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é identificar computacionalmente variantes por
splicing alternativo no transcriptoma humano que contenham cédon de parada
prematuro com potencial de serem degradadas pela via de NMD no conjunto de dados
do repositorio SpliceProt (TAVARES et al., 2014).

1.1.2 Objetivos especificos

1. Atualizar o repositério SpliceProt para receber dados de sequéncias
provenientes do Ensembl.

2. Utilizar a metodologia de matrizes ternarias para identificar variantes por
splicing alternativo do conjunto de dados do Ensembl (ZERBINO et al., 2018).
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3. Identificar entre as variantes preditas pelo SpliceProt, aquelas que
contenham PTC e que podem ser suscetiveis a via de NMD.
4. Criar um subconjunto do SpliceProt sem variantes sensiveis a via de NMD

para ser utilizado na traducao in silico.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 PROCESSO DE SPLICING

As tecnologias de sequenciamento de alta vazdo, associadas a
bioinformatica, contribuiram para a identificagcao funcional e estrutural de genes e seus
transcritos. Essas abordagens permitiram a avaliagdo em larga escala da expresséo
de RNAs em diversos tecidos e organismos (LEE; WANG, 2005). Tal avango permitiu
observar que ha diferenca entre o nimero de genes presentes na espécie humana e
a diversidade de mRNA que podem ser gerados. A estatistica mais recente do
GENCODE (FRANKISH et al., 2019) para a espécie humana, identificou 19.965 genes
codificadores de proteina e um numero de transcritos oriundos destes genes superior
a 83.000 (FRANKISH et al., 2019).

O aumento na diversidade dos transcritos esta associado ao processamento
do RNA apds a transcrigdo, denominado splicing alternativo, que sera mais detalhado
no item 2.2 (FRANKISH et al., 2019). O processo de splicing consiste ha remogao dos
introns de um pré-RNA através da identificacdo de sinais no transcrito e posterior
agrupamento dos éxons. Em eucariotos, esse processo € coordenado por um
complexo ribonucleoprotéico denominado spliceossomo (WANG et al., 2015). O
spliceossomo é formado por diferentes proteinas e pequenos RNAs nucleares (do
inglés: Small Nuclear RNA, ou snRNAs). Duas estruturas s&o reconhecidas como
spliceossomo, o spliceossomo principal (do inglés: Major) e spliceossomo secundario
(doinglés: Minor). Ainda que responsaveis por executar fungdes semelhantes, essas
estruturas variam em sua composi¢cao de snRNAs e consequentemente o sitio de
reconhecimento no pré-RNA. Dentre outras diferencas, o spliceossomo secundario
esta geralmente associado a processamentos no citoplasma tendo como alvo uma
restrita classe de introns/RNAs, enquanto os spliceossomo principal esta envolvido no
processamento do pré-RNA e produgdo de diferentes isoformas (VAN DEN
HOOGENHOF; PINTO; CREEMERS, 2016; WANG et al., 2015).
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A atuacgao do spliceossomo € coordenada pela agao de elementos cis e frans.
Os elementos cis incluem sequéncias intensificadoras e silenciadoras presentes nos
éxons e nos introns de um pre-RNA. Elementos frans, como proteinas de ligagao ao
RNA (do inglés: RNA-binding Protein, ou RBP), reconhecem sitios cis na estrutura do
pré-RNA e recrutam o spliceossomo para a regidao. A interacdo de elementos frans
com elementos cis € responsavel pela regulagdo do processo de splicing e
determinacdo dos sitios de splicing (SS) (VAN DEN HOOGENHOF; PINTO;
CREEMERS, 2016; WANG et al., 2015) (FIGURA 1).

Os SS sao sequéncias de dinucleotideos conservadas na espécie humana,
sdo denominadas sitio doador de splicing 5’ (GU) e sitio aceptor de splicing 3’ (AG).
Os SS estao presentes nas extremidades dos introns e sao responsaveis por definir
os éxons do transcrito. Em suma, a acdo do spliceossomo inicia com o
reconhecimento e ligacdo do snRNA U1 no sitio doador 5’ e do fator de splicing SF1
a sequéncia de ramificagdo no intron (CHEN; MANLEY, 2009). A sequéncia de
ramificacdo (do inglés: branch sequence) € uma sequéncia que geralmente contém
uma alanina e € anterior a uma sequéncia polipirimidinica, estas sequéncias estao
associadas com a excisao a extremidade 5’ do intron e formagao de uma estrutura em
lago do intron removido (KASTNER et al., 2019). Em seguida ha a ligacao do fator
auxiliar U2 (do inglés: U2 Auxiliary Fator, ou U2AF) com o sitio aceptor 3’. Entao, SF1
€ substituido pelo snRNA U2 na sequéncia de ramificacdo e em seguida sao atraidas
as demais subunidades do spliceossomo até que se forme a estrutura catalitica
completa. A sucessao do processo de splicing resulta na remogao do intron formando
uma estrutura em lago (CHEN; MANLEY, 2009; VAN DEN HOOGENHOF; PINTO;
CREEMERS, 2016). As extremidades 3’ e 5’ dos éxons adjacentes sdo aproximadas
e unidas definindo uma regidao de jungao entre os éxons. Ao final do processo, o
spliceossomo se dissocia e os seus componentes sdo reciclados (VAN DEN
HOOGENHOF; PINTO; CREEMERS, 2016).
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FIGURA 1 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DE UM PRE-RNA INDICANDO OS ELEMENTOS DE
REGULAGCAO DO PROCESSO DE SPLICING
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FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: Os introns estao representados pela linha preta continua. Exon estdo representados
pelos retangulos preenchidos em laranja. 5'SS — Sitio de splicing 5°. 3'SS — Sitio de splicing 3’. ESE —
Sitio intensificador de splicing no éxon. ESS — Sitio silenciador de splicing no éxon. ISE — Sitio
intensificador de splicing no intron. ISS — Sitio silenciador de splicing no intron. O nucleotideo
Adenosina em vermelho representa o sitio de ancoramento que esta seguido da sequéncia
polipirimidinica (retangulo rosa). As linhas descontinuas representam o processo de splicing o pre-
RNA indicado. (Adaptado de (CHEN; MANLEY, 2009; WANG; BURGE, 2008).

O complexo de juncéo entre os éxons (do inglés: Exon Junction Complex, ou
EJC) é um complexo proteico depositado pelo spliceossomo aproximadamente a 20
nucleotideos a montante da jungéo entre os éxons no mRNA nascente (IDEUE et al.,
2007). Esse complexo é formado por diversas proteinas, sendo quatro principais e
centrais, elF4A3, MAGOH, Y14 e MLN51. O EJC participa na interagdo com demais
eventos pos-transcricionais como exportagcao do RNA, traducéo e localizacdo e na
estabilidade de eventos de controle como o a via de NMD (ZHENG et al., 2018). No
momento que ocorre a traducgao, a interacao do ribossomo com as proteinas do EJC
resulta da dissociagdo desse complexo do RNA (ZHENG et al., 2018).

2.2 SPLICING ALTERNATIVO

Como dito no item 1.1, o splicing é regulado por elementos cis, como
sequéncias intensificadoras e silenciadoras de splicing. A interagado de diferentes
proteinas com diferentes desses elementos resulta na utilizagdo de SS n&o canbnicos,
ou seja, alternativos. A utilizacdo de SS alternativos durante o processo de splicing

promove a formacgao de variantes de RNA para um mesmo gene. Tal processo é dito
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como splicing alternativo (CHEN; MANLEY, 2009). Estima-se que cerca de 90% dos
genes com mais de um éxon sofram splicing alternativo (CHEN; MANLEY, 2009).

Existem diferentes tipos de splicing alternativo (FIGURA 2), o que resulta na
producdo de diferentes transcritos, que podem ou nao ser traduzidos e produzir
diferentes proteoformas para um mesmo gene. Dentre os eventos de splicing
alternativo podemos citar: uso alternativo de éxon, quando um éxon € completamente
removido do transcrito; éxons mutualmente exclusivos, quando a presenga/auséncia
de um éxon é dependente da auséncia/presenca de outro éxon; uso de SS %
alternativo, quando ha um aumento ou encurtamento do éxon associado ao sitio SS
5’; uso de SS alternativo 3’, quando ha um aumento ou encurtamento do éxon
associado ao sitio SS 3’; retencéo de intron, quando um intron é retido no transcrito;
uso alternativo de éxon inicial e uso alternativo de éxon final (FIGURA 2) (WANG,;
BURGE, 2008). E importante destacar que um mesmo transcrito pode sofrer
diferentes eventos de splicing alternativo (WANG et al., 2008). Por exemplo, o gene
SLC25A3 possui 17 variantes conhecidas geradas por eventos de splicing diferentes.
A variante SLC25A3-204 ¢é gerada a partir de um evento de retengéo de intron entre
0 éxon 2 e o0 éxon 3, ja a variante SLC25A3-211 esta associada um evento de uso
alternativo de éxon (WANG et al., 2008; ZERBINO et al., 2018).

O mecanismo de splicing alternativo pode gerar diversas combinagdes de
transcritos. Entretanto, os dados apresentados pelo projeto GENCODE indicam que o
numero de tradugdes distintas observadas € inferior a 62.000 (FRANKISH et al.,
2019). Ou seja, somente uma parte dos transcritos codificadores de proteina sao
efetivamente traduzidos (total ou parcialmente).
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FIGURA 2 — PRINCIPAIS EVENTOS DE SPLICING

Fs z . , 3 5 3
s Bens | W U T

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: A - splicing canonico. B-F Eventos de splicing alternativo. B — Uso de sitio de splicing 3’
alternativo. C - Uso de sitio de splicing 5 alternativo. D — Exons mutualmente exclusivos. E — Uso
alternativo de éxon. F - Retengéo de intron. (Adaptado de (CHEN; MANLEY, 2009; WANG; BURGE,
2008).

Nem todas as variantes produzidas por splicing alternativo sao viaveis para
desenvolver uma fungao biolégica (TRESS; ABASCAL; VALENCIA, 2017). Algumas
dessas variantes podem nao apresentar potencial codificador ou até mesmo
desempenhar uma fung¢ao prejudicial para o organismo (FAUSTINO; COOPER, 2003).
Além de mutagdes, os eventos de splicing também podem gerar alteragdes na
sequéncia do RNA maduro resultando em eventos que gerem impacto na tradugao
(WANG; LEE, 2018). A alteragdo de um sitio SS 5’, por exemplo, pode mudar a fase
de leitura de um transcrito codificador, o que pode resultar no reconhecimento de um
cdédon de terminacdo nao candnico no transcrito, resultando em uma proteina
truncada (FAUSTINO; COOPER, 2003). Quando esse cdédon de terminagdo esta
presente ha uma distancia superior a 50 nucleotideos a montante da ultima jun¢ao
entre os éxons ele é denominado PTC (KUROSAKI; MAQUAT, 2016). Por exemplo,

a perda de funcao dos canais de Cloro musculo-especifico (do inglés, muscle-specific
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chloride channel, ou CIC-1) observada na Distrofia miotonica esta associada a
insercao de um PTC na sequéncia do pré-mRNA (FAUSTINO; COOPER, 2003).

A perda de fungao dos CIC-1 esta associada a degradacao do RNA devido a
acao de mecanismos de controle. Esses mecanismos identificam e levam transcritos
que possuem PTC a degradacao, impedindo que os mesmos sejam traduzidos
(FAUSTINO; COOPER, 2003). A via de NMD atua na degradagao amplamente
estudada que atua tais transcritos (DA COSTA; MENEZES; ROMAO, 2017). Na
FIGURA 3 estao resumidos diferentes transcritos que possuem PTC e podem ou nao

ser sensiveis a via candnica de NMD.

FIGURA 3 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DE TRANSCRITOS CONTENDO UM CODON DE
TERMINACAO ALTERNATIVO GERADO POR EVENTOS DE SPLICING

. T

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: A — cédon de terminagéo no transcrito candnico, néo ativa a via canénica de NMD. B —
PTC inserido no éxon 3 devido a um evento de uso alternativo do éxon 2. C - PTC inserido no éxon 3
devido a uso de um sitio 3° SS e encurtamento do éxon 2. D — PTC inserido no éxon 3 devido uma
retencdo de intron entre os éxon 2 e 3. E - Cddon de terminagéo alternativo presente no intron retido
entre o éxon 3 e 4. B-D — Eventos de inser¢gao de PTC nos transcritos, presentes a mais de 50 nt a
montante da ultima jung&o entre os éxons ativam a via de NMD. E - Cédon de terminagéao alternativo
nao ativa a via canénica de NMD devido a auséncia de jungéo entre o éxon a jusante (adaptado de
GE; PORSE, 2014).
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2.3 MECANISMO DE CONTROLE DA VIA DE NMD

A atuacao da via de NMD acontece no citoplasma apds a exportagao do RNA
maduro do nucleo. A ativagao candnica dessa via, esta associada a presenca de um
EJC remanescente no RNA maduro. Neste caso, a presenca do EJC é resultado da
presenca de um PTC que impede que o ribossomo remova o complexo (DA COSTA,;
MENEZES; ROMAO, 2017).

Em suma, a ativacdo da via de NMD esta associada, principalmente, a duas
familias de proteinas conservadas em eucariotos, as UPF (do inglés, UP frameshift) e
as SMG (do inglés, Suppressor with Morphogenetic effect on Genitalia) (SMITH;
BAKER, 2015). Quando um RNA maduro & exportado do nucleo para o citoplasma,
as proteinas UPF2 e UPF3 se associam ao EJC. No citoplasma, o RNA maduro
contendo um PTC é reconhecido pelo ribossomo, quando o PTC se localiza no sitio A
do ribossomo ele indica o término precoce da tradugao e recruta um complexo de
proteinas denominado SURF (do inglés, Smg-1-Upf1-release factor), que contém as
proteinas SMG1, UPF1 e as eRF1 e 3 (do inglés, eukaryotic release factor) (HE;
JACOBSON, 2015; KUROSAKI; MAQUAT, 2016). A presenga de um EJC a mais de
50 nucleotideos a jusante do PTC resulta na interagcao de UFP1 com UFP2 e 3 o que
promove a fosforilagdo de UPF1 mediada por SMG1 e consequentemente a ativacao
da via de NMD (HE; JACOBSON, 2015). UFP1 fosforilada recruta SMG6, 5 e 7 e
DCP2 (do inglés, Decapping mRNA 2). SMG6 atua na clivagem do RNA na
proximidade do PTC gerando dois fragmentos de RNA. O heterodimero SGM5-SGM7
promove a remoc¢ao da cauda poli-A da extremidade 3’ do RNA e DCP2 atua na
remocao do cap5’ da extremidade 5’ do RNA, o que torna o RNA exposto a agao de
exonucleases no citoplasma (HE; JACOBSON, 2015).

Além da interagao com EJC, outros sinais podem desencadear a ativagao da
via de NMD por uma via alternativa. A proteina UPF1 é conhecida por ter a capacidade
de se ligar de forma inespecifica a regides do RNA maduro. Normalmente, proteinas
UPF1 remanescentes no transcrito sdo removidas através do processo de tradugao
pelo ribossomo. Entretanto, transcritos que apresentam longas regides 3’-UTR (do
inglés, Untranslated Region), resultantes ou ndo da presenga de um PTC, podem
possuir proteinas UPF1 associadas que possuem potencial para serem ativadas e
desencadearem a via de NMD (HE; JACOBSON, 2015; KUROSAKI; MAQUAT, 2016).

Outro fator associado a longas regides 3’ UTR e ativagéo da via de NMD ¢é a distancia
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das proteinas eRFs da proteina PABPC1 (do inglés, poly(A)-binding protein 1). Uma
longa distancia impede a interagao entre essas proteinas, o que resulta em um término
de traducéo ineficiente aumentando a interacao de UPF1 com as eRFs resultando em
eventos que ativam a via de NMD, caracterizando o modelo denominado faux 3’ UTR
(SMITH; BAKER, 2015).

A via de NMD é de grande importancia devido ao potencial de eliminar
transcritos que poderiam ser traduzidos em proteinas truncadas, mas também, pode
participar da regulagdo de alguns genes (HE; JACOBSON, 2015). Por exemplo,
alteracdes no gene DMD (Distrofina) que tornem o mRNA sensivel a via de NMD ja
foram associadas com desordens musculares (KERR et al., 2001). Variantes com a
presenca de PTC também foram encontradas em Condrodisplasia Metafisaria do tipo
Schmid, como € o caso de uma mutacdo no gene COL10A1 (cadeia tipo X do
colageno) (CHAN et al., 1998). Mutagdes no gene FBN1 (Fibrilina-1) que resultem
termino precoce da tradugao estao relacionadas com fenétipos clinicos da Sindrome
de Marfan (SCHRIJVER et al., 2002).

Além disso, a falha no mecanismo de NMD esta associada a diversas
patologias. Xu e colaboradores (2012), identificaram uma mutagao no gene UPF3, que
leva a insercdo de um PTC no transcrito e consequentemente a reducao dos niveis
do RNA. Essa mutagao foi associada como fator etioldgico de retardo mental familiar
em uma populacdo chinesa. Ademais, os autores observaram que a redugao dos
niveis de UPF3 afeta a ativacdo candénica da via de NMD, mas n&o a via alternativa
(XU et al., 2013). Liu e colaboradores (2014) reportaram que mutagdes no gene UPF1
que resultem na perda da funcao da proteina, impactam na ativacao da via de NMD e
estdo associadas a carcinoma adenoescamoso pancreatico. Essa mutagéo no gene
UPF1, resulta na manuteng¢ao de uma variante do gene TP53 que contém um PTC no
intron 6 que € mantido no transcrito devido a um evento de splicing alternativo (LIU et
al., 2014).

E valido destacar que, estratégias relacionadas ao mecanismo de NMD est&o
sendo empregadas em analises de algumas doencas, entre elas o cancer. Huusko e
colaboradores (2004) apos a inativacdo da via NMD em linhagens celulares,
identificaram o gene EphB2 como candidato a supressor de tumor em céncer de
prostata (HUUSKO et al., 2004). Desta forma, a identificagdo de transcritos que

possuem PTC e sdo suscetiveis a degradacgao via NMD é de grande importancia na
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busca de possiveis biomarcadores em diversas doencgas, podendo também contribuir
para identificacao de falhas nesse mecanismo (NOENSIE; DIETZ, 2001).

2.4 TRANSCRITOS ALVOS DA VIA DE NMD EM BANCO DE DADOS DE
SEQUENCIAS BIOLOGICAS

O estudo da via de NMD, bem como a identificagdo de transcritos que podem
ser alvo desta via merecem destaque. Tal informacédo é relevante em diversos
estudos, principalmente os que dependem da utilizacdo de bancos de dados como
referéncia (LAU et al., 2019; WANG et al., 2012). Devido a sua alta importancia,
bancos de dados de sequéncias bioldgicas como NCBI, Ensembl e UniProt possuem
identificacao para transcritos que sao alvo da via de NMD (O’LEARY et al., 2015; THE
UNIPROT CONSORTIUM, 2019; ZERBINO et al., 2018).

Além disso, diversos programas ja foram desenvolvidos para a identificagao
computacional de transcritos sensiveis a via de NMD a partir de dados de sequéncias
biolégicas (DE LA GRANGE et al., 2007; HSU; LIN; CHEN, 2017; RYAN et al., 2008;
VITTING-SEERUP et al., 2014). O repositério SpliceCenter (RYAN et al., 2008) por
exemplo € uma interface online que agrupa diferentes programas para analise de
microarranjos, experimentos com RNA de interferéncia, PCR em tempo real, entre
outros, e possui classificagdo para sensibilidade a via de NMD (RYAN et al., 2008). O
banco de dados fastdb2 também reune diferentes ferramentas para avaliagdo de
dados provenientes de experimentos de transcriptdmica com destaque para avaliagéao
de variantes por splicing alternativo e possui em sua interface a funcionalidade de
predicdo de variantes suscetiveis a degradacédo via NMD (DE LA GRANGE et al.,
2007). O SpliceR é um pacote disponivel no repositério Bioconductor capaz de avaliar
dados de sequenciamento de RNA (RNAseq) e identificar eventos de splicing
alternativo, bem como identificar variantes sensiveis a degradacdo via NMD
(VITTING-SEERUP et al., 2014). O programa NMDClassifier € um programa em
linguagem Perl desenvolvido com o foco de identificagdo de variantes por splicing
alternativo sensiveis a degradagdo por NMD. Além da predigdo das potenciais
variantes alvo da via de NMD ele € capaz de indicar o evento de splicing alternativo
associado a insergdo de um PTC na sequéncia (HSU; LIN; CHEN, 2017).

Ainda que existam diferentes programas disponiveis que realizem a predi¢céo

computacional de transcritos que sao potenciais alvos da via de NMD, o método
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principal e o estado da arte utilizado para esta predi¢ao ¢é a identificagdo de um PTC
presente no transcrito (HSU; LIN; CHEN, 2017; VITTING-SEERUP et al., 2014). Como
consequéncia, esses programas possuem énfase na identificacdo de mRNAs com
potencial codificador suscetiveis a via canbnica de ativacdo de NMD (HE;
JACOBSON, 2015; KUROSAKI; MAQUAT, 2016).

2.5 PROTEOGENOMICA E ALVOS DA VIA DE NMD

A Proteogenémica é uma area que engloba a protebmica e genémica. Por
exemplo, ao analisar espectros de peptideos de determinada amostra € possivel
mensurar o nivel de expressao proteica de determinado gene (NESVIZHSKII, 2014),
para experimentos de protedmica em larga escala, a identificagdo dos peptideos
necessita da construcdo e/ou utilizagdo de bancos de dados personalizados
(NESVIZHSKII, 2014). Desta forma, € necessario que esses bancos de dados
possuam informagdes a respeito de variantes por splicing alternativo associadas ao
potencial codificador desta variante. Além disso é de grande importancia a
identificacdo de variantes suscetiveis a NMD, uma vez que a presenga de um PTC
em um mRNA ira leva-lo a degradacao impedindo que ele seja traduzido em alguma
proteina (LIU et al., 2017; WANG et al., 2012). Sendo assim, tais identificagbes
necessarias a fim de permitir uma avaliagdo mais verossimil em comparagcdo com o
sistema bioldgico estudado (WANG et al., 2012).

2.5.1 O projeto Ensembl

O projeto Ensembl, por exemplo, possui diferentes bancos de dados com
informacgdes para genes de diferentes espécies, bem como para as suas variantes por
splicing alternativo (FIGURA 4). Nessa base de dados as informagbes para as
diferentes variantes séo geradas via anotagao automatica, ou anotadas manualmente
pelo projeto HAVANA (do inglés, Human and Vertebrate Analysis and Annotation)
(http://lwww.sanger.ac.uk/research/projects/vertebrategenome/havana/). Para tal, sdo
considerados diferentes tipos de dados como sequéncias completas do RNA e
também sequéncias de EST (do inglés: Expressed Sequence Tag), que sao
fragmentos de sequéncias de determinado transcrito derivados de um

sequenciamento randdmico. Informac¢des de EST podem verificar a expressao de
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determinado transcrito, mas nao necessariamente sao capazes de capturar a
informacdo da sequéncia total do transcrito (PARKINSON; BLAXTER, 2009). Na
FIGURA 4 estd ilustrado as informagdes para o gene HRK, bem como as respectivas
variantes por splicing alternativo. Tais informacdes também estdo disponiveis nos

arquivos de anotagdo do genoma e no arquivo de sequéncia em formato fasta.

FIGURA 4 — ENTRADA PARA O GENE HRK NA INTERFACE ONLINE DO PROJETO ENSEMBL

Gene: HRK EnsG00000135116

Description harakiri, BCL2 interacting protein [Source:HGNC Symbol,Acc: HGNC:5185 7]

Gene Synonyms DP5
Location Chromosome 12. 116 856,144-116,881 441 reverse strand

GRCh38:CM000674 2

About this gene This gene has 4 transcripts (splice variants

Hide transcript table

51 orthologues and is a member of 1 Ensembl protein family.
Transcripts

I Show/hide columns (1 hidden)

Name Transcript ID
HRK-201 ENST

HRK-204 ENST00000586941.1

Genes
(Comprehensive set...

bp Protein
72.5| 5789 91aa
5| 587 18aa

Biotype
| Protein coding
| Protein coding

885 No protein | Processed transcript
329 Noprotein | Processed transcript

< HRK-201
protein coding

CCDS9181

UniProt RefSeq Match

KTEJYT &

Flags
TSL:1 GENCODE basic APPRISP1 MANE Select v0.7
CDS 5'incomplete TSL:5
TSL:3
TSLS

= =
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[ S

< HRK-202
protein coding

< HRK-204
processed transcript

FONTE: Ensembl (2020).

LEGENDA: Informacgdes sobre o gene HRK (ENST00000135116) disponiveis na interface online do
projeto Ensembl (https://bit.ly/3cAMmhe). Nesta interface é possivel obter informagdes sobre a
anotacao do gene e suas respectivas variantes por splicing, assim como a alinhamento e disposigéao
dos éxons dos transcritos.

Para espécie humana, todas as informagdes disponiveis sdo combinadas e em
caso de conflito a anotagdo manual fornecida pelo HAVANA é priorizada. Na base de
dados do Ensembl, os transcritos podem ser classificados como codificadores de
proteina, nao-codificadores de proteina, RNAs que sdo suscetiveis a vias de
degradacdo, RNAs que possuem introns retidos, pseudogenes, entre outros
(ZERBINO et al., 2018) (FIGURA 4). Essa informacao também pode ser encontrada
em outros bancos de dados como RefSeq e SwissProt (O’LEARY et al., 2015; THE
UNIPROT CONSORTIUM, 2019).

Mesmo em bancos amplamente utilizados na literatura, a anotagdo de
diversos transcritos alternativos de um mesmo gene pode ser deficiente. Para a versao
96 do projeto Ensembl para Homo sapiens (12 de margo de 2019), de 208.460

transcritos anotados, somente 31.782 possuem validagéo para todas as jung¢des de
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splicing, ou seja, possuem TSL valor 1 (do inglés, Transcript Support Level). O TSL, é
um método de avaliar a confiabilidade das variantes por splicing alternativo dos genes
baseado nas informacdes disponiveis para sequéncia do transcrito. No QUADRO 1,
esta descrito o significado para cada tipo de TSL adotado pelo Ensembl.

Devido a baixa resolugéo dos bancos de dados de sequéncias biolégicas em
relacao a variantes por splicing alternativo e suas respectivas proteoformas, em 2014,
Tavares e colaboradores utilizaram a metodologia de matrizes ternarias para avaliar
determinados transcritos. Sendo assim, foi criado o repositorio SpliceProt (TAVARES
et al., 2014) que utiliza dados de transcriptdmica para predizer eventos de splicing
alternativo em um conjunto de dados. Além disso, realiza a traducéao in silico dessas
variantes com o objetivo final de gerar um banco de dados de peptideos

personalizados.

QUADRO 1 — SIGNIFICADO DE CADA TIPO DE TSL NO BANCO DE DADOS ENSEMBL

Todas as jungdes de splicing do transcrito sdo corroboradas por pelo menos 1 RNA

tsl 1 confiavel.

tsl 2 O transcrito é sustentado por um mRNA nao confiavel ou por multiplas ESTs.
tsl 3 O transcrito é corroborado por uma unica EST.

tsl 4 O transcrito é sustentado por uma EST nao confiavel.

tsl 5 Nao ha suporte para o modelo estrutural do transcrito.

O transcrito ndo foi analisado devido a: ser uma anotacdo de pseudogene; transcrito
tsl NA proveniente de gene HLA; transcrito proveniente de gene de imunoglobulina; transcrito
do receptor de célula T; transcrito com apenas um éxon.

TSL - do inglés: Transcript Support Level; mMRNA — RNA mensageiro; EST — do inglés: Expressed
Sequence Tag; HLA — do inglés: Human Leukocyte Antigen.

FONTE: Ensembl release 98 - September 2019 ©

O SpliceProt foi contruido como um repositério online disponivel gratuitamente
composto por variantes por splicing alternativo a partir de dados de transcriptébmica
(TAVARES et al., 2014). Quando foi criado, em 2014, sua metodologia foi baseada
em sequéncias obtidas do projeto UNIGENE (PONTIUS; WAGNER; SCHULER, 2003)
que compunha dados de ESTs e dados do repositério RefSeq. As variantes por
splicing foram avaliadas utilizando a metodologia de matrizes ternarias e a tradugao
dos transcritos foi realizada pelo software TRANSEQ (RICE; LONGDEN; BLEASBY,
2000; TAVARES et al., 2014). Entretanto, foi observado que variantes que possuiam

PTC e eram potencialmente alvo da via de NMD, também eram traduzidas. A tradugao
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desses transcritos representava um viés na representatividade de sistemas biologicos,
uma vez que a via de NMD levaria esses mMRNAs a degradagao via exonucleases e
impede a sua traducéo.

Pelo exposto, a fim de se obter um banco de dados com uma maior
representacdo de eventos bioldgicos € necessario identificar variantes que possuam
PTC e sejam suscetiveis a degradacdo via NMD. Além disso, como citado
anteriormente, essas variantes podem estar associadas a diversas doencgas. Desta
forma a identificagdo de variantes por splicing alternativo sensiveis a via de NMD no
conjunto de dados do SpliceProt permite aumentar as funcionalidades disponibilizadas
para o usuario permitindo que o repositério seja utilizado em estudos de busca de
novos candidatos a biomarcadores e estudos que tenham como foco transcritos que
apresentem um PTC.

Desta forma, a origem dos dados de entrada para construcdo do repositorio
SpliceProt, foi modificada, uma vez que o banco de dados utilizado por Tavares e
colaboradores (2014), o Unigene (PONTIUS; WAGNER; SCHULER, 2003) foi
descontinuado. Em sequéncia, foi realizado a identificacéo das variantes por splicing
alternativo com potencial para serem alvo da via de NMD. A seguir (item 3), esta
descrita a estratégia empregada para realizacao deste trabalho.

3 MATERIAL E METODOS

Originalmente o foco deste projeto era aprimorar a etapa de traducgéo in silico do
repositorio SpliceProt (TAVARES et al., 2014), adicionando uma etapa anterior de
filtragem para variantes de splicing que seriam suscetiveis a degradagao pela via de
NMD por possuirem PTC. Entretanto, foi necessario a reestruturagdo do banco de

dados a fim de receber dados atualizados disponiveis na literatura.

3.1 SPLICEPROT 2014

A primeira versao do repositério SpliceProt foi desenvolvida por Tavares e
colaboradores (2014). Inicialmente os dados de transcritos humanos foram obtidos a
partir do repositério Unigene (versao 228) assim como do repositério SRA (do inglés:
Sequence Read Archive). Dados do projeto dbEST (BOGUSKI; LOWE;

TOLSTOSHEV, 1993) foram usados para compor os dados de entrada e aumentar o
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potencial em identificar variantes de splicing, uma vez que esses dados poderiam
conter informacdes de ESTs referentes a diferentes variantes por splicing alternativo.
Dados de Transcriptdmica e Protedmica do projeto RefSeq (O’LEARY et al., 2015)
foram utilizados como parametro de confiabilidade para fins de comparacdo. As
sequéncias utilizadas como dados de entrada foram alinhadas com o genoma humano
(versao hg19) utilizando o programa SIBsim4 (FLOREA et al., 1998). Nesse método,
transcritos com apenas 1 éxon foram excluidos da analise.

A identificagdo de variantes por splicing alternativo foi realizada através do
método das matrizes ternarias (TAVARES et al., 2014). As matrizes foram construidas
a partir da definicdo de coordenadas confiaveis do transcrito. Para transcritos que
estavam representados no RefSeq, todas as coordenadas foram consideradas como
confiaveis. Entretanto, para os demais transcritos, associados a dados de EST,
apenas as coordenadas internas dos éxon foram utilizadas para construgdo das
matrizes.

Para cada gene presente na base relacional, foi criado uma matriz ternaria de
tamanho NxM, em que N representa o numero de total de transcritos e M 0 numero
de total de introns e éxons para o respectivo gene. Para tal, éxons sao definidos por
uma regido génica presente em pelo menos um transcrito, enquanto introns sao
definidos por regides genémicas ausentes em todos os transcritos da respectiva
regido génica. A representagdo matricial dos transcritos € dada por 3 caracteres,
sendo “1” a presenga de determinada regido do éxon, “0” a auséncia da regidao do
éxon e “|” o limite entre os éxons (FIGURA 4)(TAVARES et al., 2014).

A partir das matrizes ternarias de cada transcrito foi construido uma matriz
denominada ‘variante’, que agrupa os eventos de splicing associados ao transcrito.
Um transcrito é definido como uma variante de splicing quando sao encontrados um
ou mais caracteres “0” flanqueados pelo caractere “1” (TAVARES et al., 2014).

Adicionalmente, Tavares e colaboradores (2014) também criaram um
programa em Perl que identificava os padrdes de splicing alternativos preditos pela
metodologia matricial ternaria.

Os programas PASA (HAAS et al., 2003), AUGUSTUS (STANKE et al., 2006)
and TRANSEQ (RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000) foram avaliados quanto a
eficiéncia para realizar a tradugao in silico das variantes identificadas a partir de
metodologia empregada. Devido a sua curadoria manual, os dados do repositorio

Refseq que possuiam identificadores NM (mRNA validado experimentalmente) e NP
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(sequéncia de aminoacidos validada experimentalmente) foram utilizados para
avaliacao dos programas citados (O’LEARY et al., 2015). O programa TRANSEQ
apresentou a melhor performance de traducdo, sendo capaz de traduzir todos os
transcritos NM que foram utilizados nessas analises, com mais de 96% de sequéncias
apresentando um valor de identidade maior que 95% e cobertura de 90-100% com as

respectivas sequéncias NP utilizada nessas analises (TAVARES et al., 2014).

FIGURA 5 - ESQUEMA REPRESENTATIVO DA CONSTRUGAO DE UMA MATRIZ TERNARIA

Exon1 NN Eon2 MV tons EOTOCEE Eon4

|
| |

TSL2

i
|

TSL4

o 0O m »

TSLS

Matriz Ternaria

- EXON1 EXON2 EXON3 EXON 4

A TSL1 | 111

Variante

- EXON1 EXON2 EXON3 EXON4

A TSL1 | 111

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: Todos os transcritos s&o alinhados e as coordenadas identificadas. A matriz ternaria é
uma representagéo fiel do transcrito, onde o caractere “|” representa os limites dos éxons, o caractere
“0”, representa a auséncia de determinada regido e “1” a presenca da regido do éxon. A matriz
variante representa os eventos de splicing alternativo preditos para o gene baseado na légica de
selecdo de coordenadas confiaveis baseadas no TSL e/ou tamanho da sequéncia. Na figura, Ae B
representam a mesma variante, sem indicagao de splicing alternativo. O transcrito C apresenta dois
eventos de splicing alternativo, uso alternativo do éxon 2 e uso alternativo de SS 5'. O transcrito D
apresenta somente o evento de splicing alternativo de uso alternativo de SS 5'.

Tavares e colaboradores (2014) avaliaram o potencial do repositério SpliceProt
em identificar variantes por splicing alternativo associados a peptideos em
experimentos de espectrometria de massas. Para isso foi realizada uma digestao in

silico, pela enzima tripsina, das sequéncias de proteinas dos repositérios SpliceProt,
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RefSeq (O’LEARY et al.,, 2015), ENSEMBL Gene (ZERBINO et al.,, 2018) e
UniProtKB/Swiss-Prot (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2019). Nesse contexto, Foram
identificados 181.174 peptideos ndo redundantes gerados exclusivamente pelo
repositério SpliceProt (TAVARES et al., 2014).

Além disso, Tavares e colaboradores (2014) compararam os peptideos
identificados a partir dos dados do repositorio SpliceProt e do UniProtKB/Swiss-Prot
utilizando dados de protedmica para uma linhagem de linfécito T disponivel
publicamente (SHEYNKMAN et al., 2013). Nessa analise, foram identificados 173
peptideos associados a variantes por splicing alternativo, sendo 54 encontrados
apenas no repositorio SpliceProt, sugerindo que o repositério SpliceProt pode
contribuir para a anotacéo de variantes por splicing alternativo em experimentos de
proted6mica (TAVARES et al., 2014).

Sabendo que eventos de splicing alternativo podem gerar variantes que nao
possuem potencial de serem traduzidas, como aquelas sensiveis a via de NMD, foi
observado que era relevante identificar a presenca de PTC nos transcritos que faziam
parte dos dados de entrada para a criagdo do repositério SpliceProt (FAUSTINO;
COOPER, 2003). Entretanto, o repositério Unigene (PONTIUS; WAGNER,;
SCHULER, 2003) foi descontinuado em julho de 2019, o que levou a necessidade de
reconstruir a estrutura dos dados de entrada do repositorio SpliceProt.

Todas as etapas deste projeto foram desenvolvidas utilizando a infraestrutura do
nucleo de bioinformatica associado ao Laboratério de Regulagdo da Expressao
Geénica do Instituto Carlos Chagas FIOCRUZ-PR. A restruturagao do banco de dados
SpliceProt foi realizada em conjunto com a doutoranda Leticia Graziela Costa Santos.

Todos os programas utilizados na execugao deste projeto foram desenvolvidos
em linguagem PERL (versao 5.26.1) e no Sistema de Gerenciamento de Bancos de
Dados PostgreSQL (versao 10.1). Os graficos para comparag¢ao entre os arquivos de
anotacgao foram criados utilizando o IGV (versado 2.4.14). O diagrama representando
a estrutura relacional do banco de dados foi criado utilizando a plataforma online

Ludichart disponivel em: https://www.lucidchart.com/pages/.

3.2 RESUMO DO METODO
A logica de construgao do banco de dados foi alterada para receber dados de
entradas provenientes do banco de dados Ensembl. Foram utilizados como entrada

dados de sequéncia dos transcritos humanos do genoma GRCh38/hg38 do Ensembl
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(versao 96) (ZERBINO et al., 2018). Utilizando o programa BLAT (KENT, 2002), a
sequéncia desses transcritos foram alinhadas com o genoma humano para fornecer
dados para a construgédo do banco de dados Homo_sapiens_hg38. Também foram
utilizados como entrada, dados de anotacdo para fornecer as coordenadas dos
transcritos ja anotadas pelo projeto Ensembl e assim, construir o banco de dados
Homo_sapiens ENSEMBL. A partir dos dados de anotagao do projeto Ensembil, o
parametro TSL foi utilizado um critério de confiabilidade para definir as coordenadas
dos éxons dos transcritos que eram confiaveis para as duas bases de dados. Sendo
assim, as informagdes de coordenadas, TSL e sequéncia foram utilizadas para
reconstruir os transcritos e predizer seus respectivos padrdes de splicing baseados
no método de matrizes ternarias (item 3.1) (TAVARES et al., 2014).

Apos a elaboracdo das matrizes e variantes paras as duas bases de dados,
foram identificadas as variantes presentes em cada gene e um programa em Perl foi
construido para eliminar as redundancias presentes. Tal redundancia foi removida
selecionando um transcrito que melhor representava tal variante. Para isso, os
critérios para inclusdo foram: anotagao como codificador de proteina, menor valor de
TSL e maior sequéncia de nucleotideos.

As tabelas relacionais sem redundancia de variantes para cada gene dos
bancos de dados Homo_sapiens_hg38 e Homo_sapiens  ENSEMBL foram utilizadas
como dados de entrada para etapa de tradugéo in silico utilizando o método ja
empregado por Tavares e colaboradores (2014). Na FIGURA 7 esta representado o

resumo do método empregado neste trabalho para a duas bases de dados.
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FIGURA 6 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DO METODO EMPREGADO NESTE TRABALHO

Arquivo de sequéncias de cDNA e ncRNA da versao 96 do Arquivo anotacao da versdo 96 do
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FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: Em azul, as etapas exclusivas para construgao das tabelas relacionais da base de dados
Homo_sapiens_hg38. Em amarelo, as etapas exclusivas para constru¢ao das tabelas relacionais da
base de dados Homo_sapiens ENSEMBL. Em verde, etapas compartilhadas para construgao das
duas bases de dados, que foram executadas individualmente para cada.

3.3 PREPARAGAO DOS DADOS DE ENTRADA PARA CONSTRUGAO DOS
BANCOS DE DADOS

3.3.1 Dados de alinhamento para base relacional Homo_sapiens _hg38

A fim de compor o repositério SpliceProt com diferentes sequéncias para
aplicacdo em futuros projetos do nosso grupo, foram utilizadas sequéncias
provenientes do arquivo de cDNA  (ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-
96/fasta’/homo_sapiens/cdna/Homo_sapiens.GRCh38.cdna.all.fa.gz) e também de

RNAs nao codificadores (ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-
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96/fasta’/homo_sapiens/ncrna/Homo_sapiens.GRCh38.ncrna.fa.gz). As sequéncias
utilizadas como dados de entrada foram aquelas disponiveis para a versao 96 do
genoma humano Homo_sapiens_ GRCh38

Todas as sequéncias foram concatenadas em um so6 arquivo no formato fasta.
Esse arquivo foi separado em arquivos menores com cerca de 200 sequéncias cada
e o alinhamento dessas sequéncias foi realizado pelo programa BLAT (KENT, 2002).
Para o alinhamento, as sequéncias dos cromossomos humanos foram utilizadas como
referéncia (Ensembl, Homo_sapiens_ GRCh38 Versao 96 -
ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-96/fasta’lhomo_sapiens/dna/). A execugédo do BLAT
(KENT, 2002) foi realizada em paralelo para cada arquivo por meio de um programa
na linguagem Perl, utilizando os parametros -t=dna (tipo da sequéncia do arquivo de
referéncia), -q=rna (tipo do arquivo a ser alinhado), -out=ps| ou -out=blast9. Dois
arquivos de alinhamento foram gerados, um em formato psl e outro em formato blast9,
uma vez que o arquivo em formato blast9 era o unico que fornecia informagao sobre
a porcentagem de identidade do alinhamento.

Os melhores alinhamentos do arquivo em formato psl foram selecionados
utilizando o programa do pacote BLAT, PSLReps (KENT, 2002), utilizando como
argumento -singlehit, a fim de capturar apenas o melhor alinhamento para cada
transcrito. Entretanto, foi necessario remover as redundancias que ainda se

mantinham no arquivo psl utilizando um programa em linguagem Perl.

3.3.2 Dados provenientes de anotacao para base relacional
Homo sapiens ENSEMBL

As informacdes necessarias para povoar as tabelas do banco SpliceProt para
a base relacional Homo_sapiens_ ENSEMBL foram retiradas do arquivo de anotagao
do genoma humano disponivel no projeto Ensembl (Homo_sapiens_ GRCh38 Verséo
96 - ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-

96/gtf/homo_sapiens/Homo sapiens.GRCh38.96.gtf.qz). Para isso, foi criado um

programa em Perl para retirar as informagbes para cada éxon e como padrao foi
adotado uma identidade de 100% para todos transcritos. As coordenadas dos
transcritos (inicio e fim do transcrito e tamanho de cada éxon) foram calculadas
considerando as coordenadas cromossémicas de cada éxon e a orientacdo do

transcrito no DNA.
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3.4 ADAPTACAO DA ESTRUTURA DO BANCO DE DADOS SPLICEPROT

3.4.1 Criagao da estrutura relacional para os bancos de dados

Foi criada a mesma estrutura relacional para ambas as bases de dados,
Homo_sapiens _hg38 e Homo_sapiens ENSEMBL. Como indicado na FIGURA 6, o
relacionamento entre as tabelas foi o mesmo. Entretanto, os dados presentes em cada
base de dados foram provenientes de diferentes origens (item 1.1). Para a base de
dados Homo_sapiens_hg38 foram utilizados dados obtidos no alinhamento, enquanto
para a base de dados Homo_sapiens ENSEMBL foram utilizados dados provenientes
da anotagao do projeto Ensembl.

Esses dados foram utilizados para povoar a tabela CLUSTERS que continham
as respectivas informacdes organizadas nos atributos: id_clusters (chave primaria
sequencial da TABELA), chr (numero dos cromossomos humanos), seq_acc
(identificador do projeto Ensembl para a sequéncia do transcrito), start _chr
(coordenada de inicio do mapeamento do éxon), end_chr (coordenada de fim do
mapeamento do éxon), start_est (coordenada de inicio do transcrito), end_est
(coordenada de fim do transcrito), strand (orientagdo do mapeamento do éxon no
genoma), identity (identidade do mapeamento) e cluster_id (identificador do projeto
Ensembl para o gene sem o prefixo “ENSG” e os caracteres “0” que antecedem o
primeiro numero inteiro”).

A partir dos dados das tabelas CLUSTERS foram criadas as tabelas
TRANSCRITO contendo as informagdes ordenadas por gene e seus respectivos
transcritos, destacando as informagdes para cada éxon. Para tal, foram utilizados os
atributos: id_transcrito (chave primaria sequencial da tabela), vl_exonini (coordenada
de inicio do mapeamento do éxon), vl_exonfim (coordenada de fim do mapeamento
do éxon), vl_ini (coordenada de inicio do éxon), vl_fim (coordenada de fim do éxon),
vl_direcao (orientagcdo do mapeamento do éxon no genoma), vl identidade
(identidade do mapeamento), nm_transcrito (identificador do projeto Ensembl para a
sequéncia do transcrito), cluster_id (identificador do projeto Ensembl para o gene sem
o prefixo “ENSG” e os caracteres “0” que antecedem o primeiro numero inteiro”).

Para a nova estrutura do banco de dados, o parametro TSL utilizado pelo
Ensembl, foi adotado como padrdo de confiabilidade para as coordenadas dos

transcritos. Para tal, foi desenvolvido um programa em Perl a fim de obter a informagéo
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de TSL para cada transcrito (QUADRO 1) a partir da anotagdo do genoma (verséo
96). A tabela TSL foi, entdo, preenchida com os atributos: id_tsl (chave primaria
sequencial da tabela), nm_transcrito (identificador do projeto Ensembl para a
sequéncia do transcrito) e tsl (valor de TSL para o transcrito). Para transcritos que n&o
possuiam valor de TSL anotado e estavam presentes na tabela TRANSCRITO foi
considerado o valor “NULL”, sendo considerados equivalentes aqueles que possuiam
o valor “NA”. Desta forma, tanto “NULL” quanto “NA” foram considerados os valores
mais altos de TSL.

Neste método, o parametro TSL foi utilizado para definir qual transcrito poderia
ser utilizado como referéncia de coordenadas externas do primeiro e ultimo éxons
(extremidades 5 e 3’) (FIGURA 7). Quanto menor o valor de TSL maior é a
confiabilidade das informacdes sobre a sequéncia e jungbes de splicing para o
transcrito (QUADRO 1)
(http://Jan2020.archive.ensembl.org/info/genome/genebuild/transcript_quality _tags.ht
ml). Na auséncia de transcritos com TSL1 para o gene, foi escolhido o transcrito com
menor valor de TSL (FIGURA 7C). Em casos de genes com mais de um transcrito que
possuem o mesmo valor de TSL, foi escolhido aquele com a maior sequéncia
(FIGURA 7B e 7D).



FIGURA 7 — ESTRUTURA RELACIONAL DOS BANCOS DE DADOS
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mapping.clusters
PK [id_clusters [integer
chr character varying(2)
seq_acc character varying(15)
start_chr integer
end_chr integer
start_est integer
end_est integer
strand character varying(1)
identity real
cluster_id |integer
mapping.transcrito
PK |id_transcrito  |integer
mapping.clust_seq vI_exonini integer
PK |id_tsl integer vI_exonfim integer
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seq.acc ‘c’gar;ctgs] vI_ini integer
rving vl_fim integer
sequence character varying vlﬁdireca{} numeric
tsl_info Char.adm vl_identidade |numeric
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e id e nm_transcrito |character varying(30)
gene_| varying(15) cluster_id integer
mapping.gene2ensembl - -
mapping.matrizes
protein_id character varying(15) - - -
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cluster_id integer ) mapping.tsl
. chr character varying(6) - -
seq_acc character varying(15) . PK |id_tsl integer
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gene_symbol |character varying i nm_transcrito |character varying(15)
= matriz text =
tsl character varying(7) = . tsl character varying(7)
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sequence text . 4
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mapping.matrizes_traducao mapping.select_consenso
PK |id_matrizes |integer PK |id_select_consenso |integer
chr character varying(6) nm_transcrito character varying(30)
seq_acc character varying cluster_id integer
matriz text tsl_true integer
cluster_id integer length integer
variante text tsl character varying(4)
mapping.consenso
PK |id_consenso |integer
cluster_id integer
vl_inicio integer
vl_fim integer

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: A estrutura indicada caracteriza a relagcao entre as tabelas para os bancos
Homo_sapiens_hg38 e Homo_sapiens ENSEMBL. A descrigao de cada campo presente nas tabelas
relacionais esta apresentada ao longo do texto.
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FIGURA 8 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DE UM ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE
TRANSCRITOS NO GENE DE REFERENCIA
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FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: Séao indicados diferentes variantes por splicing alternativo de um mesmo gene com
diferentes valores de TSL. A cruz verde indica coordenadas consideradas ao criar a TABELA
relacional CONSENSO e o circulos vermelhos coordenadas que nao serdo consideradas. A — Gene
com um transcrito com TSL 1. B — Gene com mais de um transcrito com TSL 1. C, D e E — Genes
com auséncia de transcritos com TSL 1. Em cada conjunto de transcritos o TSL que esta circundado
com linha pontilhada pertence ao transcrito que sera considerado como referéncia para as
coordenadas externas seguindo a légica adotada neste trabalho, ou seja, esta presente na tabela
SELECT_CONSENSO. TSL - do inglés, Transcript Suport Level

Um programa na linguagem de programacao Perl foi desenvolvido para
selecionar as coordenadas confiaveis das variantes por splicing alternativo de um

gene a partir dos transcritos e dos parametros de confiabilidade (TSL e tamanho da
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sequéncia de nucleotideos) disponiveis na tabela CLUSTERS. Esses transcritos
foram adicionados na TABELA SELECT CONSENSO seguindo os seguintes
atributos: id_select_consenso (chave primaria sequencial da tabela), nm_transcrito
(identificador do projeto Ensembl para a sequéncia do transcrito), cluster _id
(identificador do projeto Ensembl para o gene sem o prefixo “ENSG” e os caracteres
“0” que antecedem o primeiro numero inteiro maior que “0”), ts/_true (valor de TSL
para o transcrito), length (tamanho da sequéncia do transcrito) e ts/ (contendo o valor
“true” que foi utilizado para identificar o transcrito como referéncia nas proximas etapas
do método).

Os dados das tabelas TRANSCRITO, CLUSTERS e SELECT_CONSENSO
foram utilizados para gerar a tabela CONSENSO que agrupa todas as coordenadas
que serao recuperadas para definir o limite dos éxons utilizados no método das
matrizes ternarias. Além das coordenadas de todos os éxons dos transcritos da tabela
SELECT _CONSENSO, sao consideradas confiaveis aquelas que sao internas a
sequéncia total dos transcritos (FIGURA 7). A tabela CONSENSO é organizada nos
atributos: id_consenso (chave primaria sequencial da tabela), cluster_id (identificador
do projeto Ensembl para o gene sem o prefixo “ENSG” e os caracteres “0” que
antecedem o primeiro numero inteiro maior que “0”), vl_inicio (coordenada de inicio

do mapeamento do éxon), vl_fim (coordenada de inicio do mapeamento do éxon).

3.4.2 Reconstrucdo das coordenadas dos transcritos e predicao das variantes de
splicing através do método de Matrizes Ternarias

O método de elaboracao das matrizes ternarias, desenvolvido por Tavares e
colaboradores (2014), foi empregada de forma independente para os bancos de dados
Homo_sapiens_hg38 e Homo _sapiens ENSEMBL. Seguindo a ldgica criada
anteriormente, a fungdo para construgcao das matrizes e predi¢do das variantes por
splicing alternativo utiliza informagdes das tabelas relacionais TRANSCRITO e
CONSENSO. Ao final da execugao foram criadas as tabelas MATRIZES contento os
atributos: id_matrizes (chave primaria sequencial da tabela), chr (identificador do
cromossomo onde esta localizado o transcrito), seq_acc (identificador do transcrito),
matriz (representacéo do transcrito por uma matriz ternaria), cluster_id (identificador
do gene) e variante (representagéo da variante por splicing alternativo por uma matriz

ternaria).
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3.4.3 ldentificacdo de variantes suscetiveis a degradacgéo pela via de NMD

O programa NMDClassifier (HSU; LIN; CHEN, 2017) foi utilizado para criar um
subconjunto de variantes de splicing que nao seriam degradadas pela via de NMD e
paralelamente, um subconjunto das variantes identificadas que sdo sensiveis a essa
via. Tal programa utiliza a regra da distancia do PTC da ultima jungao entre os éxons,
adotando uma distancia de 50 nucleotideos a montante da regiao (HSU; LIN; CHEN,
2017), ou busca no arquivo de anotacgéo a identificagdo do transcrito como alvo ou
nao da via de NMD.

Um programa em Perl foi elaborado para utilizar as informagdes da tabela
MATRIZES, CLUSTERS e CONSENSO e construir um arquivo em formato gtf,
necessario a utilizagdo do programa NMDClassifier. Presente na tabela MATRIZES,
a representagédo ternaria (atributo: matriz) de cada gene foi utilizada a fim de
reconstruir as coordenadas dos éxons de cada respectivo transcrito. A presenca do
caracter 1 indicava a presencga de determinada regiao (coordenada a ser recuperada)
e 0 a auséncia da regido, enquanto o caracter “|” indicava o limite do éxon. A
informacdo de coordenadas foi recuperada a partir da tabela CONSENSO, e a
informagéo do cromossomo e fita de orientagao foi obtida da tabela CLUSTERS. Por
fim, o arquivo GTF foi preenchido com os campos: chr (0 cromossomo em que se
localiza a sequéncia do transcrito, origem (informagdo de onde foram retirados os
dados) tipo (indica se a linha contém informag¢des de um transcrito ou de um éxon),
inicio (posigao inicial do transcrito ou éxon no cromossomo), final (posi¢ao final do

transcrito ou €xon no cromossomo), pontuacgao e fase (receberam o valor “.”, pois ndo

se aplicam em nossas analises) fita (orientagdo do transcrito ou éxon) e informagéo

(informagbes adicionais separadas por ‘i contendo: identificador do gene e
identificador do transcrito).

A identificacdo do transcrito foi formatada a fim de remover o termo “ENST”
mantendo apenas os numeros, como o objetivo de impedir que o NMDClassifier
realizasse a busca utilizando a anotagao do Ensembl, ou seja, para que ele realizasse
a predicao baseado na presencga de PTC.

Para execugéo do programa NMDClassifier, além do arquivo gtf respectivo a

cada base de dados, foi fornecido um arquivo de anotagdo do Ensembl (versao 96
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para GRCh38/hg38) e um arquivo de sequéncia dos cromossomos humanos (versao
96 para GRCh38/hg38).

3.4.4 Comparagao entre as abordagens quanto a identificacdo para transcritos
sensiveis a via de NMD

Um programa em Perl foi desenvolvido para realizar a comparagao, nas duas
bases de dados, entre os alvos preditos como sensiveis a via de NMD e a anotacao
do projeto Ensembl (versdo 96). Para esta comparagdo foram considerados as
classificagdes “alvos da via de NMD”, “codificadores de proteina”, “retencéo de intron”,
“transcritos processados” e “outros eventos”, que incluia outro tipo de anotagao, como
por exemplo, transcritos antisenso, pseudogene processado, lincRNAS (do inglés:
Long intronic noncoding RNA) entre outros. Também foi considerado o valor de TSL
dos transcritos a fim de associar possiveis concordancias e discordancias entre as
bases de dados ao grau de confiabilidade do transcrito.

Além disso, para as duas bases de dados um programa em Perl foi criado a
fim de comparar as coordenadas gendmicas das variantes preditas como alvo de
NMD. As coordenadas para os esses transcritos foram obtidas dos arquivos GTF
criados para as bases Homo_sapiens_hg38 e Homo_sapiens ENSEMBL. Além disso,
para a comparacao, também foi utilizado o arquivo GTF de anotacdo do genoma
(versdao 96 para GRCh38/hg38) disponivel na base de dados do projeto Ensembl
(ZERBINO et al., 2018). O programa IGV (versdo 2.4.14) (THORVALDSDOTTIR;
ROBINSON; MESIROV, 2013) foi utilizado para uma melhor visualizagdo das

diferencas observadas entre as coordenadas gendmicas.

3.4.5 Selecao das variantes por splicing alternativo ndo redundantes para cada gene

Para realizar a tradugao das variantes preditas pelo método das matrizes
ternarias, foi necessario selecionar as variantes distintas para cada gene. Para um
mesmo gene, quando mais de um transcrito foi representado pela mesma variante por
splicing alternativo, foi identificado o transcrito com maior confiabilidade para
representar a variante e ser traduzido. Para isso foi desenvolvido um programa em
linguagem Perl que recuperava as informag¢des da anotagdo do transcrito quanto a
classificagdo em “transcript_biotype” e “transcript_support_level” (informagao de TSL).

Desta forma, em caso de variantes redundantes, foi selecionado aquele que possuia
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a classificacdo protein_coding (traducado: codificador de proteina) para
“transcript_biotype”. Em casos em que mais de um transcrito ou nenhum foi
considerado protein_coding foi selecionado o que possuia menor TSL. Por fim, caso
ainda restasse mais de um transcrito como possivel representante de determinada
variante, foi selecionado aquele com a maior sequéncia de nucleotideos.

Desta forma, a partir das tabelas MATRIZES foram criadas as tabelas
relacionais MATRIZES TRADUCAO. Essas tabelas foram povoadas para os mesmos
campos que a tabela de origem e continham um transcrito representativo para cada

variante nao redundante.

3.4.6 Tradugado das variantes por splicing alternativo ndo redundantes

Para realizar a tradugao in silico das variantes preditas, foram utilizadas
informagdes do arquivo no formato fasta de proteinas disponivel no projeto Ensembl
(Homo_sapiens_ GRCh38  Versdo 96 - ftp://fftp.ensembl.org/pub/release-
96/fasta’/lhomo_sapiens/pep/Homo_sapiens.GRCh38.pep.all.fa.gz). @A  TABELA
GENE2ENSEMBL foi construida com os campos: protein_id (identificador da
proteina), cluster_id (identificador do gene), seq_acc (identificador do transcrito),
gene_symbol (nome do gene), tsl (valor de TSL para o transcrito), sequence
(sequéncia de aminoacidos), length (tamanho da sequéncia da proteina).

A tabela MATRIZES_TRADUCAO foi utilizada em conjunto com a TABELA
GENE2ENSEMBL para realizar a tradugao in silico. Sendo assim, as variantes foram
traduzidas utilizando o programa TRANSEQ do pacote EMBOSS (versao 6.3.1) (Rice,
2000). A traducéo foi realizada para as 3 frames de leitura possiveis para o transcrito.
A selecéo da fase de leitura foi realizada pelo programa clustalw2 (verséo 2.1)
comparando as proteinas traduzidas in silico nas 3 fases de leitura com a proteina de
referéncia retirada dos arquivos .fasta de proteinas do projeto Ensembl (Zerbino, et al
2018). Os parametros identidade e cobertura foram considerados para selecionar a
sequéncia traduzida mais confiavel. Na auséncia de uma proteina de referéncia, a

maior sequéncia de proteina foi considerada.
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4 APRESENTAGAO DOS RESULTADOS

Este trabalho foi realizado em conjunto com etapas parciais do doutorado da
estudante Leticia Graziela Costa Santos. Nosso resultado foi a construgcdo de uma
base de dados com a predigcao de variantes por splicing alternativo baseado em dados
do Ensembl. O autor realizou a criagdo de um subconjunto de dados com a auséncia
de variantes que possuissem um PTC, que posteriormente foi traduzido in silico dando
origem ao repositorio SpliceProt. A estrutura relacional das tabelas foi construida com
base na linguagem SQL e os arquivos de entrada para preencher as tabelas foram
formatados utilizando programas em linguagem Perl desenvolvidos pelo autor.

Para fins de comparacao de metodologia, foram executadas duas abordagens,
uma com dados proveniente de sequéncias no formato fasta de cDNA e ncRNA e
outra proveniente de dados de anotacao do projeto Ensembl (FRANKISH et al., 2019),
em formato gtf. Desta forma, foram construidos dois bancos de dados para os

diferentes dados de entrada, Homo_sapiens_hg38 e Homo_sapiens ENSEMBL.

4.1 NUMERO DE TRANSCRITOS PARA OS DOIS BANCOS DE DADOS

Para a base de dados Homo_sapiens _hg38, foram agrupadas as sequéncias de
cDNA e de ncRNA disponiveis para a versdo 96 do genoma humano GRCh38/hg38
do Ensembl. Ao todo, um total de 228.297 sequéncias de transcritos foram alinhadas
ao genoma humano utilizando o programa BLAT (KENT, 2002). Ao total, foram
produzidos 5.800.541 alinhamentos em formato psl e 63.264.912 alinhamentos no
formato blast9. Apods a selecao dos melhores alinhamentos nao repetidos, restaram
222.462 alinhamentos. O programa format_clusterBlat.pl foi utilizado para formatar as
informacdes dos alinhamentos do arquivo psl no arquivo input_cluters_Blat.csv,
entretanto a informagao de identidade do alinhamento foi obtida do arquivo com
formato blast9.

Para a base de dados Homo sapiens ENSEMBL, o arquivo de anotagao do
Ensembl foi usado para fornecer as informag¢des necessarias através do programa
format_clusterENSMBL.pl, no total foram obtidas informagdes para 208.460
transcritos.

A FIGURA 8 mostra um diagrama de Venn comparando os transcritos presentes

nas duas bases de dados. Enquanto 202.685 transcritos estavam presentes nas duas
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bases de dados, 5.775 transcritos foram exclusivos do arquivo proveniente da
anotacao do Ensembl e 19.777 transcritos s6 estavam presentes no arquivo gerado a

partir do alinhamento das sequéncias em formato fasta.

FIGURA 9 — DIAGRAMA DE VENN REPRESENTANDO A QUANTIDADE DE TRANSCRITOS
PRESENTES EM CADA BANCO DE DADOS

Homo_sapiens_ENSEMBL

Homo_sapiens_Hg38

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: A direita, em vermelho, a quantidade de transcritos presentes somente da base
de dados Homo_sapiens_hg38. A esquerda, em azul, a quantidade de transcritos presentes somente
na base de dados Homo_sapiens_ ENSEMBL.

4.2 IDENTIFICACAO DE NIVEL DE CONFIABILIDADE E SEQUENCIA DOS
TRANSCRITOS.

O padrao TSL foi utilizado para selecionar as coordenadas confidveis dos
transcritos e assim estabelecer as jungbes de splicing confiaveis. Entretanto,
considerando o projeto Ensembl, a informacdo de TSL esta presente apenas no
arquivo de anotagao do genoma, ainda assim para alguns transcritos essa informacéao
estava ausente.

A sequéncia de cada transcrito foi obtida do arquivo fasta criado com os
arquivos de sequéncia de cDNA e ncRNA obtidos do repositério Ensembl.

Ao todo, foram recuperadas informag¢des de sequéncia e TSL para 207.368
transcritos. Dos quais, 41.836 possuiam TSL1, 39.419 transcritos com TLS 2, 33.557
transcritos com TSL 3, 17.173 transcritos com TSL 4, 37.614 transcritos com TSL 5,
28.026 transcritos com TSL “NA” e 9.743 que receberam o valor “NULL” (TABELA 1).
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TABELA 1 — NUMERO DE TRANSCRITOS QUE POSSUIAM SEQUENCIA, SEPARADOS POR TSL

Transclr_is 5:,”” port Numero de transcritos
TSLA1 41.836
TSL2 39.419
TLS3 33.557
TSL4 17173
TSL5 37.614
TSLNA 28.026
TSLNULL 9.743
Total 207.368

Fonte: O autor (2020)

Neste trabalho, transcritos que ndo possuiam informacgao de sequéncia foram
excluidos do banco de dados pois a sequéncia do transcrito € necessaria a execucao
dos métodos de construgdo do repositério SpliceProt. Esses transcritos foram
armazenados em um arquivo separado e serao tratados em abordagens que ainda

serao desenvolvidas.

4.3 MATRIZES TERNARIAS

O método desenvolvido por Tavares e colaboradores (2014), resumido nos
itens 3.1 e 3.3.2, foi aplicado para ambas as bases de dados. Sendo assim, foi
construida a matriz representativa de cada transcrito, bem como a matriz variante
representando os eventos de splicing alternativo associados a cada transcrito
(FIGURA 9).

Foram construidas 222.462 matrizes para um total de 61.122 genes na base
de dados Homo_sapiens _hg38. Para a base de dados Homo sapiens ENSEMBL
foram construidas 208.460 matrizes para um total de 58.825 genes. Ao final, foram
observados genes que apresentavam matrizes com discrepancia, que receberam

somente o caractere “0”, o que indicava auséncia de informacao na regiao e

“l”

que

indicava os limites dos éxons. Sendo assim, esses transcritos foram removidos das
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bases de dados e ao final, a base de dados Homo_sapiens_hg38 reuniu 222.450
transcritos com suas respectivas matrizes e a base de dados
Homo_sapiens ENSEMBL reuniu 208.454 transcritos (TABELA 2).

FIGURA 10 — ESQUEMA REPRESENTATIVO DA CONSTRUGAO DE UMA MATRIZ TERNARIA
PARA O GENE ENSG00000001630 (CYP51A1) PARA BASE DE DADOS HOMO_SAPIENS_HG38.
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ENST00000482924 TSL 2

Variante

EXON1 EXON2 EXON3 EXON4 EXON5 EXONG6 EXON7 EXONS8 EXON9 EXON 10

ENST0000003100 TSL1

ENST00000482924 TSL2

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: Os transcritos séo alinhados e utilizando como paradmetros o TSL e o tamanho da
sequéncia, sdo determinadas as coordenadas confiaveis. Ao todo, o gene indicado possui 4
transcritos e 3 variantes. Ou seja, ENST00000003100 e ENST00000482924 sdo a mesma variante
geradas por splicing alternativo. O caractere “|” representa os limites dos éxons, o caractere “0”,
representa a auséncia de determinada regido e “1” a presencga da regido do éxon. A TABELA variante
representa os eventos de splicing alternativo preditos para o gene baseado na metodologia descrita
neste trabalho. O transcrito ENST00000522867 apresenta uso alternativo do éxon 2. O transcrito
ENST00000540723 apresenta uso alternativo do éxon 9.
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TABELA 2 — NUMERO DE TRANSCRITOS E GENES NAS BASES DE DADOS CRIADAS

Homo_sapiens_hg38 Homo_sapiens_ENSEMBL
Base de dados - .
Transcritos Genes Transcritos Genes
Numero total de 222,462 61.122 208.460 58.825
transcritos
Transcrjtos com matrizes 12 11 6 6
discrepantes
Numero final de
. 222.450 61.122 208.454 58.825
transcritos

Fonte: O autor (2020)

4.4 IDENTIFICACAO DAS VARIANTES ALVO DA VIA DE NMD.

Para deteccdo de transcritos alvos da via de NMD foi utilizado o software
NMDClassifier (HSU; LIN; CHEN, 2017), que realiza a predigdao baseado na presenca
de um PTC na fase de leitura da proteina.

Na base de dados Homo_sapiens _hg38, foram preditas 34.497 variantes
como alvo da via de NMD. Foram identificados 9.602 genes que possuiam pelo menos
uma variante predita como alvo da via de NMD (Tabela 3). O gene
ENSG00000281794 (MUC20-OT1) foi identificado como gene com o maior nimero
de variantes preditas como alvo de NMD, totalizando 98 variantes.

Para o banco Homo sapiens ENSEMBL foram preditas 31.642 variantes alvo
da via de NMD. Foram identificados 8.833 genes com pelos menos uma variante alvo
de NMD (Tabela 3). O gene ENSG00000127990 (SGCE) foi o gene identificado com

0 maior numero de variantes preditas como alvo de NMD, totalizando 79 variantes.
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TABELA 3 — NUMERO DE TRANSCRITOS COM RELAGAO A VIA DE NMD NAS BASES DE DADOS
CRIADAS

Base de dados Homo_sapiens_hg38 | Homo_sapiens_ENSEMBL
Numero de transcritos no banco de 299 450 208.454
dados
Numero variantes preditas como alvo 34.497 31.642
da via de NMD ' '
Numero de genes com pelo menos
uma variante predita como alvo de 9.602 8.833
NMD
Numero maximo de transcritos
sensiveis a NMD para um mesmo 98 79
gene

Fonte: O autor (2020)

Dentre o total de variantes preditas como alvo de NMD considerando as duas
bases de dados criadas, 19.629 foram identificadas apenas na base de dados
Homo_sapiens ENSEMBL e 22.484 apenas na base de dados Homo_sapiens_hg38,
enquanto 12.013 nas duas bases de dados (FIGURA 10).

FIGURA 11 — DIAGRAMA DE VENN REPRESENTANDO A QUANTIDADE DE VARIANTES
IDENTIFICADAS COMO SENSIVEIS A NMD EM CADA BANCO DE DADOS

Homo_sapiens_ENSEMBL

Homo_sapiens_Hg38

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: A direita em vermelho a quantidade de variantes preditas como alvo da via de NMD para
a base de dados Homo_sapiens_hg38. A esquerda em azul, a quantidade de variantes preditas como
alvo da via de NMD na base de dados Homo_sapiens ENSEMBL.
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Além de identificacdo das variantes preditas como alvo da via de NMD, o
programa NMDClassifier faz a predigao do evento de splicing que poderia ter resultado
na insercdo de um PTC na determinada variante. Na base de dados
Homo_sapiens _hg38 os maiores numeros de eventos associados a insergdo de um
PTC nos transcritos foram alteragdes nas regides UTRs (24.975) e eventos de
inclusdo de 1 éxon (4.336) (GRAFICO 1A). O mesmo padr&o foi observado para base
de dados Homo_sapiens ENSEMBL com 22.663 eventos de alteragbes nas regioes
UTRs e 4.196 eventos de insergdo de 1 éxon (GRAFICO 1B).
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GRAFICQ 1 — NUMERO DE EVENTOS DE SPLICING ALTERNATIVO ASSOCIADOS A
INSERCAO DE PTC
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FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: A - Resultados observados para base de dados Homo_sapiens_hg38. B - Resultados
observados para base de dados Homo_sapiens ENSEMBL. A3SS — alteragdes no 3'SS; A5SS —
alteragdes no 5’SS; A3SS+AS5SS — alteragdes em ambos o0s SS, 5’ e 3’; NMD _in — inclusdo de um
éxon; NMD_ex — exclusao de um éxon; multi NMD_in — inclusdo de multiplos éxons; multi NMD_ex —
exclusado de multiplos éxons; Complex — multiplos eventos de alteragao estrutural; Intron_retention —
evento de retencao de intron; UTR — alteragdes as regides UTRs (HSU; LIN; CHEN, 2017).
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4.4.1 Diferencas de anotacao para variantes preditas como alvo da via de NMD em
comparag¢ao com o projeto Ensembl

O programa NMDClassifier identificou variantes como alvo da via de NMD que
nao estavam de acordo com a anotagao disponivel no projeto Ensembl, tanto para a
base de dados Homo sapiens hg38 quanto para a base de dados
Homo_sapiens ENSEMBL.

4.4.1.1 Base de dados Homo_sapiens _hg38

Foram encontradas diferengca quanto a identificacdo de transcritos alvo de
NMD preditos pelo programa NMDClassifier na base de dados Homo_sapiens _hg38
com relacao a anotacao do transcrito no projeto Ensembl. Das variantes identificadas
como alvo de NMD, 4.634 variantes estavam em concordancia com a anotacédo do
projeto Ensembl, 15.697 estavam anotadas como codificadoras de proteinas, 3.940
foram anotadas como retencao de intron, 4.491 foram anotadas como transcritos
processados e 5.735 possuiam outro tipo de anotagéo (Tabela 4).
TABELA 4 — COMPARAGAO ENTRE O NUMERO DE TRANSCRITOS NA BASE DE DADOS

HOMO_SAPIENS_HG38 E DADOS ANOTADOS DO PROJETO ENSEMBL EM RELACAO A
IDENTIFICACAO COMO ALVO DA VIA DE NMD

Homo_sapiens_hg38

NMDClassifier Anotacdo Ensembl Nvaal:;:::eie TSLA1
Alvo de NMD Alvo de NMD 4.634 1.835
Alvo de NMD Codificador de proteina 15.698 5.804
Alvo de NMD Retencgéo de intron 4.491 550
Alvo de NMD Transcrito processado 3.887 327
Alvo de NMD “Outros eventos” 2.369 991

N&ao sensivel a NMD Alvo de NMD 10.721 4.304
Alvo de NMD Sem anotagéo 3.418 -

Fonte: O autor (2020)

4.4.1.2 Base de dados Homo_sapiens ENSEMBL

O banco de dados Homo_sapiens_ ENSEMBL foi criado a partir dos dados de
anotacgao disponiveis no projeto Ensembl, ainda assim, foram observadas diferencas
na predigao realizada pelo programa NMDClassifier em relagdo a notagao do projeto

Ensembl. 4.744 variantes compartilhavam a mesma classificagao para NMD com a
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anotacao do projeto Ensembl, 15.694 estavam anotadas como codificadoras de
proteinas, 4.578 como retencao de intron, 4.024 como transcritos processados e
2.602 possuiam outro tipo de anotagéo (TABELA 5).

TABELA 5 — COMPARAGAO ENTRE O NUMERO DE TRANSCRITOS NA BASE DE DADOS
HOMO_SAPIENS_ENSEMBL E DADOS ANOTADOS DO PROJETO ENSEMBL EM RELAGAO A
IDENTIFICACAO COMO ALVO DA VIA DE NMD.

Homo_sapiens_ENSEMBL

NMDClassifier Anotacdo Ensembl r‘:ll;r:;ae;?ege TSLA1
Alvo de NMD Alvo de NMD 4744 819
Alvo de NMD Codificador de proteina 15.694 5.932
Alvo de NMD Retenc&o de intron 4,578 541
Alvo de NMD Transcrito processado 4.024 1.546
Alvo de NMD “Outros eventos” 2.602 1.105

Nao sensivel a NMD Alvo de NMD 10.798 1.961

Fonte: O autor (2020)

4.4.2 Comparagao dos alvos da via de nmd na base de dados Homo_sapiens _hg38
e Homo_sapiens ENSEMBL

A predicao realizada pelo programa NMDClassifier € baseada na presenca de
um PTC na sequéncia do transcrito. Visto isso, para os transcritos que foram preditos
com alvo de NMD, foram avaliadas as coordenadas gendmicas referentes a sequéncia
de nucleotideos. Nas TABELAS 6 e 7 estdo indicadas as quantidades de transcritos
preditos como alvo da via de NMD em cada base de dados e que possuiam
coordenadas diferentes em pelo menos um éxon do transcrito quando comparadas as
bases de dados com a anotagao do projeto Ensembl.

TABELA 6 — NUMERO DE VARIANTES NA BASE DE DADOS HOMO_SAPIENS _HG38 E COM

COORDENADAS GENOMICAS DIFERENTES DA ANOTAGCAO DO PROJETO ENSEMBL E A
CLASSIFICACAO COMO ALVO DA VIA DE NMD.

HOMO_SAPIENS_HG38

Anotagio Ensembl | NMDClassifier | \umero de variantes com pelo menos 1
éxon com coordenadas diferentes
Alvo de NMD Alvo de NMD 4.563
Codificador de proteina Alvo de NMD 15.609
Retencéo de intron Alvo de NMD 4.466
Transcrito processado Alvo de NMD 3.838
“Outros eventos” Alvo de NMD 2.359
Nao sensivel a

Alvo de NMD NMD 10.599
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Fonte: O autor (2020)
Para a base de dados Homo_sapiens _hg38, 19.771 transcritos ndo estavam
presentes no arquivo de anotacao do projeto Ensembl (Zerbino, 2018). Sendo assim,

eles néo foram considerados para a comparagao de coordenadas genémicas.

TABELA 7 — NUMERO DE VARIANTES NA BASE DE DADOS HOMO_SAPIENS_HG38 E COM
COORDENADAS GENOMICAS DIFERENTES DA ANOTAGCAO DO PROJETO ENSEMBL E A
CLASSIFICACAO COMO ALVO DA VIA DE NMD.

HOMO_SAPIENS_ENSEMBL

Anotacdo Ensembl NMDClassifier Nur’nero de variantes com pe_lo menos 1
éxon com coordenadas diferentes
Alvo de NMD Alvo de NMD 4.670
Codificador de proteina Alvo de NMD 15.596
Retencao de intron Alvo de NMD 4.553
Transcrito processado Alvo de NMD 3.972
“Outros eventos” Alvo de NMD 2.596
Nao sensivel a

Alvo de NMD NMD 10.678

Fonte: O autor (2020)

Para ilustrar as diferencas observadas, foi utilizado o programa IGV para
visualizar o alinhamento das variantes preditas como alvo de NMD, e comparar com
as coordenadas dos transcritos nas duas bases de dados com as coordenadas
anotadas pelo projeto Ensembl. Na figura 11, esta indicado a visualizagado do gene
WT1 (do inglés, Wilms' Tumor-Associated gene 1), com nenhuma variante identificada
com alvo da via de NMD pelo NMDClassifier, diferente do indicado pelo projeto
Ensembl. Na FIGURA 12, esta representado o gene ROBO3 (do inglés, Roundabout
Guidance Receptor 3) que possui variantes identificadas como alvo da via de NMD

nas duas bases de dados, mas ndo na anotagéo do projeto Ensembl.
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FIGURA 12 - VISUALIZAGAO DO ALINHAMENTO PARA O GENE WT1 NAS BASES DE DADOS E

SEGUNDO A ANOTAGCAO DO PROJETO ENSEMBL.
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FONTE: O autor (2020).
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LEGENDA: Em verde, transcritos anotados como codificadores de proteina, em marrom transcritos
anotados como transcritos processados, em vermelho transcritos anotados como retengéo de intron,

em azul claro transcritos anotados como alvo da via de NMD pelo projeto Ensembl.

FIGURA 13 — VISUALIZAGAO DO ALINHAMENTO PARA O GENE ROBO3 NAS BASES DE DADOS
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LEGENDA: Em verde, transcritos anotados como codificadores de proteina, em marrom transcritos
anotados como transcritos processados, em vermelho transcritos anotados como retengéo de intron.
Os transcritos destacados por um sombreado azul foram preditos como alvo da via de NMD pelo
programa NMDClassifier na determinada base de dados.

4.5 TRADUCAO DAS VARIANTES

4.5.1 Remogéao das variantes redundantes.

Na tabela relacional das matrizes ternarias para ambas as bases de dados
foram identificados padrdes de variantes idénticos para diferentes transcritos
(FIGURA 9). Sendo assim, nesses casos, para cada gene foi selecionado o transcrito
com coordenadas mais confidveis, seguindo o critério descrito no item 3.3.5. Para a
base de dados Homo_sapiens _hg38 foram removidas 49.258 variantes redundantes,
ou seja, aproximadamente 21,95% dos transcritos presentes na base de dados.
Portanto, foram selecionadas 173.192 variantes por splicing alternativo para compor
a TABELA MATRIZES_TRADUCAO_hg38 (Tabela 8).

Para a base de dados Homo sapiens ENSEMBL, foram removidas
43.248 variantes redundantes, ou seja, cerca de 25,8% dos transcritos. Desta forma,
a TABELA relacional MATRIZES _TRADUCAO_ENSEMBL foi povoada com

informacgdes de 165.206 variantes (Tabela 8).

TABELA 8 - NUMERO DE TRANSCRITOS PARA BASES DE DADOS CRIADAS

Base de dados Homo_sapiens_hg38 | Homo_sapiens_ENSEMBL
Namero variantes preditas 222.450 208.454
Numero variantes redundantes 49.258 43.248
Nuamero de transcritos para tradugao 173.192 165.206

Fonte: O autor (2020)

Na FIGURA 13 esta representado um diagrama de Venn com quantidade de

variantes presentes em cada base de dados apds a remogao das redundancias.
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FIGURA 14 — DIAGRAMA DE VEEN REPRESENTANDO A QUANTIDADE DE VARIANTES A
SEREM TRADUZIDAS PRESENTES EM CADA BANCO DE DADOS.

Homo_sapiens_ENSEMBL

Homo_sapiens_hg38

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: A direita em vermelho a quantidade de transcritos com variantes ndo redundantes
presentes somente da base de dados Homo_sapiens_hg38. A esquerda em azul, a quantidade de
transcritos com variantes ndo redundantes na base de dados Homo_sapiens ENSEMBL.

4.5.2 Execucdo do método de tradugao

A respectiva TABELA relacional MATRIZES TRADUCAO para cada base de
dados foi utilizada para aplicar o método de Tavares e colaboradores (2014) para
realizar a tradugado das variantes nao redundantes. Para a base de dados
Homo_sapiens_hg38, foram traduzidas 113.665 proteinas ndo redundantes
enquanto, para a base de dados Homo_sapiens ENSEMBL foram traduzidas 107.464
proteinas ndo redundantes.

Na TABELA 9 esta indicado a quantidade de transcritos anotados pelo projeto
Ensembl como retengao de intron, transcritos processados e outros eventos, além
disso esta indicado a quantidade de transcritos traduzidos que foram classificados
como alvos da via de NMD pelo programa NMDClassifier.

TABELA 9 — NUMERO DE TRANSCRITOS TRADUZIDOS PARA BASES DE DADOS CRIADAS.

Base de dados Homo_sapiens_hg38 | Homo_sapiens_ENSEMBL
Numero tradugdes 113.665 107.464
Anotacéao En§embl retencao de 6.965 7,081
intron
Anotagédo Ensembl transcrito 10513 10.812
processado

Anotacdo Ensembl outros eventos 18.367 19.270
NMDClassifier — alvo de NMD 17.688 17.929




60

Fonte: O autor (2020)

Por meio da abordagem descrita neste trabalho, foi possivel identificar 35.845
variantes para a base de dados Homo_sapiens_hg38 e 37.163 variantes para a base
de dados Homo_ sapiens ENSEMBL que foram traduzidas hipoteticamente e nao
possuiam a anotagdo como “codificadora de proteina” no projeto Ensembl
(FRANKISH et al., 2019).

5 DISCUSSAO

5.1 REPOSITORIO SPLICEPROT (2014)

Como consequéncia do splicing alternativo, é observado um aumento na
diversidade do transcriptoma (TRESS; ABASCAL; VALENCIA, 2017). Entretanto, nem
todos os bancos de dados de sequéncias bioldgicas possuem informagdes
verossimeis para grande parte dessas variantes (WANG et al., 2012). Devido a isso,
abordagens de bioinformatica sdo uma forma de aumentar a resolugédo da
identificacao dessas variantes, o que pode contribuir para a identificagao de peptideos
em experimentos de Proteogenémica (NESVIZHSKII, 2014). Desta forma, se faz
necessario também a identificagcdo do potencial codificador de tais variantes. Visto
isso, Tavares e colaboradores (2014) desenvolveram uma abordagem para
desenvolver um banco de dados com a traducao de peptideos a partir da predicdo de
variantes por splicing alternativo (TAVARES et al., 2014).

Sendo assim, Tavares e colaboradores (2014) desenvolveram o repositorio
SpliceProt utilizando dados do repositdrio Unigene (PONTIUS; WAGNER; SCHULER,
2003) e reconstruindo os transcritos através do método de matrizes ternarias
(TAVARES et al., 2014). Com a abordagem utilizada, foi possivel identificar novas
variantes de splicing com potencial codificador. Em suas analises, os autores
verificaram que o método utilizado para construcédo do SpliceProt era capaz de
detectar um maior numero de variantes de splicing quando comparado as outras
bases de dados como RefSeq (O’LEARY et al., 2015) e o projeto Ensembl (FRANKISH
et al., 2019). Além disso, ap0és realizada a tradugéo in silico, identificou 54 peptideos
associados a essas variantes que nao estavam presentes na base de dados
UniprotKB/TrEMBL (THE UNIPROT CONSORTIUM, 2019).
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Apos o repositério Unigene (PONTIUS; WAGNER; SCHULER, 2003) ser
descontinuado em 2019, foi necessario atualizar o método de construgao do
repositério SpliceProt. Além disso, foi observada a presenga de variantes por splicing
com PTC na base de dados criada por Tavares e colaboradores, que
consequentemente seriam degradadas pela via de NMD e nao traduzidas. Sendo
assim, este estudante em conjunto com a doutoranda Leticia Graziela Costa Santos
atualizaram a metodologia de construgdo do banco de dados e inseriu no fluxo de

execucao do método uma etapa para identificar variantes com a presenca de PTC.

5.2 CONSTRUGCAO DA NOVA VERSAO DO REPOSITORIO SPLICEPROT - 2020

Os dados necessarios para a criagéo do SpliceProt foram obtidos do projeto
Ensembl (Homo_sapiens_ GRCh38 Versao 96 ftp:/ftp.ensembl.org/pub/release-96).
Além de possuir todas as informacdes necessarias a execugao da metodologia do
SpliceProt, o projeto Ensembl possui diversas informagdes para variantes por splicing
alternativo e é constantemente atualizado e amplamente utilizado em diversos
trabalhos (HUNT et al., 2018; ZERBINO et al., 2018).

Ao verificar os dados disponibilizados na base de dados do projeto Ensembl
(Zerbino,2018) foi observado que diferentes arquivos possuem informagdes nao
correspondentes. Foi observado uma variedade de transcritos (cerca de 9,5%) no
arquivo de sequéncias do arquivo disponibilizado em formato fasta que foi utilizado
para a criacdo da base de dados Homo_sapiens _hg38. Mesmo depois do alinhamento
com o programa BLAT (KENT, 2002) e a filtragem das redundéancias, foi observado
cerca de 6,5% de diferenca na quantidade de transcritos entre as duas bases de dados
criadas. Sendo assim, pudemos concluir que ha transcritos que possuem sequéncia
disponibilizada no projeto Ensembl (FRANKISH et al., 2019) ainda ndo possuem
anotagao quando comparado ao arquivo no formato gtf disponibilizado pelo referido
projeto.

Por outro lado, foi observado que uma parte dos transcritos estavam
presentes  exclusivamente no arquivo de anotagdo do genoma
(Homo_sapiens ENSEMBL), ou seja, ndo possuiam informacédo de sequéncia de
nucleotideos disponivel. Ainda que tenha sido realizada a etapa de filtragem (item

3.2.1), somente uma parte desses transcritos haviam sido removidas da base de
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dados Homo_sapiens _hg38 devido incongruéncias ou redundancias nos dados de
alinhamento.

Devido a isso e também a necessidade de avaliagdo da nova abordagem
utilizada para construcdo do SpliceProt, foram criadas as bases de dados
Homo_sapiens _hg38 e Homo_sapiens ENSEMBL, nas quais foi aplicado o método

para constru¢ao do SpliceProt.

5.2.1 Avaliagdo de um novo método para analise da confiabilidade das coordenadas
dos transcritos

Para a reconstrugdo dos transcritos e de suas variantes por splicing
alternativo, foi necessario determinar as coordenadas confiaveis de cada transcrito.
Anteriormente, o método de construgao do SpliceProt (TAVARES et al., 2014) utilizava
duas bases de dados o RefSeq (O'LEARY et al., 2015) e o dbEST (BOGUSKI; LOWE;
TOLSTOSHEV, 1993), ou seja, utilizava informagbes das sequéncias de transcritos
curados manualmente e também de sequéncias geradas em projetos que utilizaram a
abordagem de ESTs. Entretanto, o Ensembl define o grau de confiabilidade dos seus
transcritos e a precisdo da identificacdo das jungdes de splicing através de outros
argumentos.

O TSL e o tamanho da sequéncia do transcrito foram escolhidos como
primeiro e segundo parametros de confiabilidade para o novo método,
respectivamente. Transcritos com valor de TSL igual a 1 possuiam certa equivaléncia
com dados do repositorio RefSeq (O'LEARY et al., 2015), uma vez que todas as
jungoes entre os éxon eram validadas pela presenga de um RNA confiavel. Os demais
valores de TSL incluiam transcritos com apenas evidéncias por EST ou com auséncia
de evidéncia estrutural (Quadro1).

Somente para 207.368 transcritos (0 que representa 93,2% dos transcritos
presentes na base de dados Homo_sapiens _hg38 e 99,47% dos transcritos da base
de dados Homo_sapiens ENSEMBL) foram obtidas informag¢des para ambos os
parametros de confiabilidade (TSL e sequéncia). Esses transcritos incluiam apenas
transcritos anotados, pois somente esses possuiam valor de TSL, ainda que o campo
de identificacdo desse argumento estivesse ausente na anotagcdo de alguns
transcritos (TSL NULL). Como nao havia informagao a respeito da confiabilidade das
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sequéncias para o arquivo fasta (MRNA total ou EST) esses transcritos ndo foram

considerados para a avaliagao de coordenadas confiaveis.

5.2.2 Reconstrugdo dos transcritos e predigdo das variantes de splicing alternativo
pelo método das matrizes ternarias.

Para as duas bases de dados, foi criado uma matriz com a representagao
ternaria de cada transcrito (coluna matrizes, item 3.3.2). Utilizando a informacéao das
coordenadas confiaveis, foi construido uma matriz com a representacao ternaria das
variantes por splicing alternativo de cada gene (coluna variantes, item 3.3.2) (FIGURA
4). Ao final de execugao do método, foi observado a reconstrugao de matrizes com o
valor 0 para todos os éxons do transcrito de determinados genes. Devido a baixa
quantidade de ocorréncias, esses transcritos foram avaliados e removidos das bases
de dados manualmente. Foi observado que para esses casos, o transcrito foi
reconstruido com auséncia de algum éxon, pois possuiam apenas 1 éxon cujas
coordenadas foram consideradas néo confiaveis. (FIGURA 7). Na figura 13, esta
representado o gene ENSG00000136997 exemplificando um dos casos observados.
O transcrito ENST00000641252.1 é definido como sendo TSL NULL e possui apenas
1 éxon. Em nosso método, as coordenadas desse transcrito foram consideradas nao
confiaveis. Ainda que o transcrito ENST00000641036.1 também possua somente 1
éxon, a coordenada da extremidade 3’ é confirmada pelo éxon 2 do transcrito
ENST00000517291.1.



64

FIGURA 15 — REPRESENTAGAO NA BASE DE DADOS ONLINE DO PROJETO ENSEMBL DOS

EXONS DO GENE ENSG00000136997.

Gene: MYC ensc00000136997

Description
Gene Synonyms

Location

About this gene

Transcripts

Showrhide columns (1 hidden)

Name Transcript ID bp

MYC-207 ENST00000621592.7 | 3721
MYC-206 | ENST00000613283.2 | 1365
MYC-205 ENST00000524013.1 ' 2150
MYC-211 ENST00000652131.1 ' 1362
MYC-202 ENST00000377970.6 2351
259523.10 | 2042

MYC-201 ENSTOD!
MYC-210 ENSTO00000651626.1 1957
MYC-212 ENST00000652288.1 1877

MYC-203 ENES

0000517291.1 | 1023
MYC-208
MYC-209| ENST00000641252.1 | 345
MYC-204| ENST00000520751.1 | 577

10361 567

MYC proto-oncogene, bHLH transcription factor [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC: 7553 ]
MYCC, bHLHe39, c-Myc

Chromosome 8: 127,735,434-127,742,951 forward strand.

GRCh38:CM000670.2

This gene has 12 transcripts (splice variants), 266 orthologues, 2 paralogues, is a member of 1 Ensembl protein family and is associated with 52

phenotypes.

Hide transcript table
[~ K

RefSeq Match Flags
S5& = TSL:1 GENCODE basic APPRIS ALTL
CCDS6359 AOAD87TWVRAE PO1106 & TSL:1 GENCODE basic APPRIS P5
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454aa | Protein coding
453aa | Protein coding
453aa | Protein coding GENCODE basic APPRIS ALT1
TSL:1 GENCODE basic
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257aa | Protein coding

AOAOB4JIR1 &

339%aa I Protein coding ADA494C1TEB &

439aa || Protein coding AOA024RSLT & PO1106F GENCODE basic

184aa | Protein coding HOYBG3& CDS 3'incomplete  TSL:1
188aa | Protein coding Q16591 GENCODE basic
114aa | Protein coding Q14899 GENCODE basic
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protein coding protein coding
MYC-203 >
protein coding
O {—— .
MYC-. >
protein coding
—
MYC-208 >
protein coding
— -
MYC-202 >
protein coding
= =
MYC-205 >
protein coding
¥ I -
MYC-207 >

protein coding

MYC-204 >
processed transcript
e ————— |
MYC-211 >
protein coding
— .

MYC-206 >
protein coding

FONTE: O autor (2020).

LEGENDA: O gene possui 12 transcritos, 6 deles possuem TSL1, 1 possui TSL3 e 5 transcritos foram
considerados como TSL NULL. Em nosso método somente para o transcrito ENST00000621592.7
todas as coordenadas foram definidas como confiaveis.

5.2.3 Identificagao de variantes contento PTC nas duas bases de dados.

Ainda que haja uma via alternativa de ativagcao de NMD que possa ser ativada

independente da presenga de PTC, a via candnica é ativada quando ha presenca de

um codon de terminagao a 50-55 nt a montante da ultima jungao entre os éxons (DA
COSTA; MENEZES; ROMAO, 2017). As abordagens in silico para identificacdo de

transcritos suscetiveis a via de NMD sao direcionadas a identificacdo de transcritos



65

que possuam PTC. Ainda sao necessarios estudos para desenvolver ferramentas in
silico para identificar transcritos que ativem a via alternativa de NMD (DE LA GRANGE
et al., 2007; HSU; LIN; CHEN, 2017; RYAN et al., 2008).

O programa NMDClassifier (HSU; LIN; CHEN, 2017) foi utilizado para predizer
as variantes que possuiam um PTC e eram potenciais alvo da via de NMD. A
abordagem utilizada por esse programa esta de acordo com os demais programas
que possuem o mesmo objetivo. Entretanto, o programa NMDClassifier se destaca
pelo foco em avaliar variantes por splicing alternativo. Além disso, Hsu e
colaboradores (2017) avaliaram em seu trabalho que a busca por PTC por uma
abordagem computacional utilizando uma distancia de 50 ou 55 nucleotideos a
montante da ultima jungdo entre os éxons apresentaram uma acuracia em torno de
97,8%. Entretanto, outros métodos estatisticos apresentaram uma maior correlacéo
associada a distancia de 50 nucleotideos (HSU; LIN; CHEN, 2017).

Devido a utilizacdo de dados de entrada distintos para as duas bases de
dados, foi observado uma diferenca na quantidade e na variedade dos transcritos
preditos como alvo da via de NMD. Entretanto, essa diferenga possuia a mesma
proporcao da diferenga entre a quantidade de transcritos presentes em cada base de
dados (aproximadamente 8%).

A identificacdo da presenga de um PTC é realizada pela busca na sequéncia
do transcrito. Além disso, o NMDClassifier identifica o transcrito ndo sensivel a via de
NMD mais préximo do que foi predito como alvo desta via (best-partner). A partir da
definicdo de um best-partner o programa realiza a predigdo do possivel evento de
splicing alternativo, que poderia ter originado a insergédo do PTC. A definicdo do
evento de splicing é realizada utilizando a premissa de que uma menor quantidade de
eventos e as alteragdes mais simples possuem uma maior probabilidade de ocorrer.
Vale destacar que eventos de insercdo de PTC originados por mutagdo ndo séo
identificados pelo programa NMDClassifier (HSU; LIN; CHEN, 2017).

Para as duas bases de dados a alteracao da regido UTR dos transcritos foi a
principal causa da insergcéo de PTC. Entretanto, esse evento reune diversos tipos de
alteragdes que incluem alteragdes nas regides UTR, alteragbes que n&o causam a
modificacdo na fase de leitura das proteinas, mas alteram a sequéncia codificadora e
eventos que nao puderam ser identificados em outras categorias (HSU; LIN; CHEN,
2017). Sendo assim, quando avaliado especificamente eventos de splicing alternativo,

para as duas bases de dados, a insercdo de um éxon (que pode incluir os eventos
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éxons mutualmente exclusivos, uso alternativo de éxon) foi o principal responsavel
pela insercéo de PTC nos transcritos. E interessante observar que dentre os eventos
de splicing alternativo o uso alternativo de éxon possui a maior frequéncia no genoma
(WANG et al., 2017).

5.2.4 Comparacao entre a predicdo realizada pelo programa NMDClassifier e a
anotacédo do projeto Ensembl (verséo 96).

Para a base de dados Homo_sapiens _hg38 apenas cerca de 13% dos
transcritos preditos como alvo da via de NMD pelo NMDClassifier também estavam
anotados da mesma forma pelo projeto Ensembl. Entretanto, cerca de 4,8% dos
transcritos anotados pelo Ensembl como alvo da via de NMD nesta base de dados,
nao foram identificados pelo NMDClassifier. Quando considerado a base de dados
Homo sapiens ENSEMBL, cerca de 2,3% dos transcritos apresentaram
concordancia como alvo da via de NMD com a anotagdo do Ensembl. Ao mesmo
tempo, 5,2% dos transcritos que foram classificados como alvo da via de NMD pela
anotagao do Ensembl ndo foram identificados pelo NMDClassifier.

Utilizando o método descrito neste trabalho, para o gene ROBO3 o programa
NMDClassifier identificou 8 variantes sensiveis a NMD na base de dados
Homo_sapiens _hg38 e 7 variantes na base de dados Homo sapiens ENSEMBL
(TABELA 10). Entretanto, ndo foi observada anotacdo de nenhuma variante como
alvo da via de NMD nos dados de anotacdo do projeto ENSEMBL
(https://bit.ly/2ROQECA). A TABELA 10 mostra exemplos de discordéncias da
anotacao do Ensembl e a predicao realizada pelo programa NMDClassifier para as
duas bases de dados, sublinhado estao os transcritos que foram preditos como alvo
da via de NMD nas duas bases de dados. O gene ROBO3 esta relacionado com a
formagao dos axénios na medula espinhal, e a expressao de variantes distintas esta
associada a regulacdo deste processo (COLAK et al., 2013). Na TABELA 10, a
variante destacada em negrito foi classificada como presenga de um PTC devido a
retengcao de um intron. Além disso, Colak e colaboradores (2013) relataram que a via
de NMD participa da regulagao deste processo atuando sobre uma variante ROBO3.2
que possui um PTC devido a retengao de um intron na variante (COLAK et al., 2013).
O gene MX1 e LRPPRC também foram identificados nas duas bases de dados como

possuindo variantes alvos da via de NMD, sendo discordante do anotado no projeto
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Ensembl (MX1 - https://bit.ly/2ScdNoe; LRPPRC - https://bit.ly/2SdBHQn) (TABELA
10). Rausell e colaboradores (2014) avaliaram que a insergdo de um PTC em uma
variante do gene MX1 esta associado a redugéo dos niveis da proteina e o aumento
da patogenicidade do virus Influenza A (RAUSELL et al., 2014). Gaweda-Walerych e
colaboradores (2016) identificaram que eventos de splicing alternativo que estédo
associados a insercao de PTC na sequéncia do gene LRPPRC podem contribuir com
a progressao da doenga de Parkinson, devido a possivel degradagdo da proteina
(GAWEDA-WALERYCH et al., 2016).

Ainda que o parametro TSL das variantes que apresentaram resultados
discordantes tenha sido observado, ndo foi observado nenhuma relagdo entre a
diferenca entre anotacdo do projeto Ensembl e a predicdo pelo programa

NMDClassifier relacionada a este parametro.

TABELA 10 — EXEMPLOS DE VARIANTES PREDITAS COMO ALVO DA VIA DE NMD PELO
SOFTWARE NMDCLASSIFIER CUJOS GENES NAO POSSUEM VARIANTES ALVO DESTA VIA
ANOTADOS NO PROJETO ENSEMBL.

Gene Homoﬁ;gglens_ Ensembl | tsl Horgﬁgsé?\;lnBeLns_ Ensembl | tsl
ENSTO00000525304 int_ret 5 ENST00000397801 ptn_cod 1
ENST00000525448 int_ret 1 ENST00000528068 int_ret 4
ENSTO00000526551 process 2 ENST00000531119 int_ret 4
ENSTO00000527196 int_ret 5 ENST00000531545 proces 2

ROBO3 ENSTO00000528820 process 3 ENST00000531888 int_ret 1
ENST00000531119 int_ret 4 ENST00000532472 process 4
ENST00000531545 process 2 ENST00000538940 ptn_cod 5
ENST00000534598 int_ret 2
ENST00000413378 ptn_cod 5 ENST00000288383 ptn_cod 2
ENST00000417963 ptn_cod 5 ENST00000398598 ptn_cod 1
ENST00000424365 ptn_cod 5 ENST00000398600 ptn_cod 2
ENST00000486275 int_ret 5 ENST00000413778 ptn_cod 5

MXA ENST00000619682 ptn_cod 5 ENST00000455164 ptn_cod 1

ENST00000478268 int_ret 2

ENST00000484465 int_ret 3

ENST00000490220 process 5

ENST00000619682 ptn_cod 5

ENST00000419884 ptn_cod 5 ENST00000409659 ptn_cod 5

LRPPRC ENSTO00000447246 ptn_cod 1 ENST00000409946 ptn_cod 1
ENST00000467058 int_ret 3

Int_ret — retengao de intron; process — transcrito processado; ptn_cod — codificador de proteina.

Fonte: O autor (2020)
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Por outro lado, ao avaliar o gene WT1, por exemplo, o programa NMDClassifier
ndo identificou nenhuma variante alvo da via de NMD, diferente do observado na
anotacado do projeto Ensembl (https://bit.ly/39307Ga). O gene WT1 é um gene
supressor de tumor associado ao desenvolvimento do tumor de Wilms (nefroblastoma)
e ja foi identificado a presenga de uma variante deste gene que é alvo da via de NMD
(JIN KIM; ALINOOR RAHMAN, 2018).

Nao foi sido observado um padrao claro de diferengas entre a anotacdo no
projeto Ensembl para as variantes preditas como alvo da via de NMD em nossas
bases de dados. Entretanto as diferengas quando a anotacao de retencéo de intron
do projeto Ensembl merecem destaque. Segundo a documentacdo do projeto
HAVANA, ainda que casos de retengao de intron resultem em transcritos que sejam
alvos da via de NMD eles séo preferencialmente anotados como retengéo de intron
(HAVANA PROJECT, 2016). Ainda assim, o programa NMDClassifier ndao foi capaz

de identificar alguns alvos validados da via de NMD.

5.2.5 Comparagao da localizagdo gendmica entre os alvos da via de NMD entre as
bases de dados e os dados de anotagao do projeto Ensembl (versdo 96).

A insercao de um PTC poder estar relacionada a mudanca da fase de leitura
da traducgao associada a adicao/remocao de apenas um nucleotideo. Sendo assim, e
devido as diferencas observadas entre a predicao realizada pelo NMDClassifier e os
dados de anotagao do projeto Ensembl a localizagdo genémica das variantes foram
comparadas entre as bases de dados e a respectiva anotagado do projeto Ensembl.

Adicionalmente, a base de dados Homo_sapiens_hg38 foi construida a partir
de um método de alinhamento utilizando o programa Blat (Kent, 2002), o que resultou
em diferengas quanto a localizagdo gendmica de determinados transcritos quando
comparado com os dados de anotagcdo. Além disso, os métodos utilizados para
reconstrucao ternaria dos transcritos nas duas bases de dados consideraram apenas
as coordenadas externas extremas (5 do primeiro éxon e 3’ do ultimo éxon) do maior
transcrito com TLS1. Essa abordagem resultou na auséncia de coordenadas
validadas na TABELA relacional CONSENSO das duas bases de dados criadas. Para
a predicao e identificagdo de um PTC €& de grande importancia que a reconstru¢ao
das coordenadas e sequéncia dos transcritos sejam verossimeis (DE LA GRANGE et
al.,, 2007; HSU; LIN; CHEN, 2017). Desta forma, tal etapa ainda precisa ser
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aprimorada antes da predicao e selecao de variantes suscetiveis a degradacéao pela

via de NMD pela abordagem desenvolvida por Hsu e colaboradores (2017).

5.2.6 Tradugédo das variantes por splicing alternativo preditas pela metodologia de
matrizes ternarias.

O método de construgcdo de matrizes ternarias permitiu identificar diversas
redundancias quanto a identificacdo de variantes por splicing alternativo nos dados
provenientes do projeto Ensembl. Como ilustrado na figura 9, os transcritos
ENST00000482924 e ENST000003100 mesmo que possuam conjuntos de éxons
diferentes, segundo a metodologia empregada por esse trabalho, a traducéo
hipotética dos trancritos resulta na mesma sequéncia de proteina.

A partir da reconstrucdo dos transcritos pelo método de Tavares e
colaboradores (2014), foi possivel observar a tradugao de diversas variantes que néao
estavam anotadas como codificadoras de proteina no projeto Ensembil. A identificagao
do potencial codificador de variantes por splicing alternativo € de grande importancia
para a construgdo de bancos de dados de sequéncia de proteina (BLACK, 2000;
WANG et al., 2012). A identificagdo de novos peptideos em experimentos de
protedmica shotgun esta diretamente relacionado a utilizagado de bancos de dados de
proteinas verossimeis e que sejam capazes de identificar diferentes proteoformas
(NESVIZHSKII, 2014; WANG et al., 2012).

A abordagem desenvolvida por Tavares e colaboradores (2014) em sua
primeira versao permitiu identificar, in silico, novos peptideos que nao estavam
anotados nas bases de dados UniprotKB/TrEMBL (THE UNIPROT CONSORTIUM,
2019). Neste trabalho, essa abordagem foi atualizada e aprimorada para utilizar dados
do projeto Ensembl e identificar variantes que sejam alvo em potencial da via de NMD.
Ainda que precise ser aprimorada, a abordagem realizada neste trabalho foi capaz de
identificar variantes por splicing alternativo redundantes na base de dados do projeto
Ensembl (FRANKISH et al., 2019). Além disso, para as duas bases de dados criadas
foram identificadas mais de 35.000 variantes por splicing alternativo que
apresentavam uma proteina hipotética e nao estavam anotadas como “codificadoras
de proteinas” no projeto Ensembl. Isso demonstra que método aprimorado neste
trabalho € de relevancia para a construcdo de um banco de dados de proteinas que
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pode contribuir para a identificacdo de novos peptideos em abordagens de protedmica

shotgun.

6 CONSIDERAGOES FINAIS

A abordagem utilizada por este trabalho se mostrou eficiente para reconstru¢ao
de variantes por splicing alternativo. Foi possivel adaptar o fluxo de processamento
criado por Tavares e colaboradores (2014) e atualizar o repositério SpliceProt para
receber dados do projeto Ensembl.

Utilizando a metodologia das matrizes ternarias foi possivel reconstruir as
coordenadas dos transcritos e realizar a predigdo de variantes por splicing alternativo
a partir de dados de sequéncia e anotagao do projeto Ensembl.

Nao foi encontrado um parametro de classificacdo para definir um conjunto de
dados 6timos entre dados provenientes de alinhamento (arquivo em formato fasta) ou
de anotagao (arquivo em formato gtf). Devido a diferenga encontrada entre as duas
bases de dados, principalmente quanto as coordenadas das sequéncias, dada a
definicao do parametro TSL (Quadro 1) (FRANKISH et al., 2019) sugerimos que seja
construida uma unica base de dados contendo transcritos com transcritos com valor
de TSL igual a 1 provenientes de dados de anotagao e dos demais provenientes de
dados de alinhamento. Para uma melhor definicido, tais dados necessitariam de serem
avaliados manualmente e validados experimentalmente, etapas a serem consideradas
apods a otimizagdo do método aqui descrito.

Os parametros TSL e tamanho da sequéncia de nucleotideos foram eficientes
para a selecdo das coordenadas confiaveis dos transcritos. Entretanto, foi observado
qgue na préoxima versao do SpliceProt todos os transcritos com valor de TSL igual a 1
devem ser considerados para recuperar coordenadas confiaveis, ndo somente aquele
com a maior sequéncia. Ainda assim, o método de matrizes ternarias foi capaz de
identificar as variantes por splicing alternativo das bases de dados criadas e identificar
as redundancias presentes nos dados.

Além disso, foi possivel aprimorar o método de desenvolvimento do SpliceProt
adicionando em seu fluxo de trabalho o programa NMDClassifier (HSU; LIN; CHEN,
2017) que permite identificar variantes que seriam degradadas por possuir um PTC.
De fato, apos realizar a tradugéo das variantes foi identificado a presenca de que no

conjunto de dados haviam variantes preditas como alvo da via de NMD. Sendo assim,
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foi criado um novo conjunto de dados com proteinas hipotéticas traduzidas in silico
retirando aquelas cujos transcritos sdo alvos da via de NMD.

Entretanto, apds observar os dados apresentados nesta dissertacao,
sugerimos a utilizagdo em conjunto da anotagéo do projeto Ensembl com a predi¢cao
realizada pelo programa NMDClassifier. Ainda mais, em casos de transcritos que
possuam valor de TSL igual a 1 e sejam codificadores de proteina, a anotacédo do
Ensembl deve prevalecer sobre o método de predi¢cdo. Por outro lado, quando os
transcritos apresentarem outros valores de TSL e ndo forem anotados como
codificadores de proteina, a predicao realizada pelo programa NMDClassifier (HSU;
LIN; CHEN, 2017) a partir dos dados de base de dados construida nesse trabalho
deve ser considerada. Isso se deve ao fato que o método de predicao esta relacionado
diretamente a informacao de sequéncia do transcrito, e com o método realizado neste
trabalho, foi possivel predizer a sequéncia de variantes por splicing alternativo com
informacdes apenas de EST.

As etapas finais do aprimoramento do repositério SpliceProt serao realizadas
durante o doutorado da doutoranda Leticia Santos em conjunto com o doutorado deste

estudante.
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