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RESUMO

O Spliced Leader trans-splicing (SLTS) ¢ um mecanismo de inser¢do do éxon 5’ ou
Spliced Leader (SL) de RNAs especificos (SL RNAs) em moléculas de mRNAs
receptoras. A relevancia do SLTS foi atribuida a mecanismos de regulacdo pds-
transcricional, como alteragdes na estabilidade das moléculas de mMRNA, o
melhoramento da eficiéncia do processo de tradugdo e o aumento da diversidade do
repertério proteico. A participacdo do SLTS nestes processos foi sugerida em diversos
organismos, inclusive em Schistosoma mansoni. Todavia, 0 impacto do processamento
de RNAs por SLTS nas proteinas do parasito ainda ndo é conhecido. A partir do
desenvolvimento de programas nas linguagens Perl e Python para analisar dados de
sequenciamento de transcritos processados por SLTS, este trabalho permitiu a descricao
de diferentes formas de atuagdo do SLTS em transcritos codificadores de proteinas em
S. mansoni e gerou uma concepc¢do das situacdes frequentes e eventualidades deste
processamento. Os resultados apontam que existe uma maior ocorréncia de SLTS nos
sitios de trans-splicing em regides ndo traduziveis (5 UTR). Qualitativamente, foi
possivel observar que os transcritos processados por SLTS podem produzir proteinas
diferentes das produzidas por transcritos ndo processados, uma vez que a insercao do SL
pode alterar a fase de leitura dos transcritos pelos ribossomos. A maioria dos transcritos
que possuem mais de um sitio de entrada alternativa do SL produzem peptideos
menores, sem que seja observado um tamanho padréo dos peptideos gerados; entretanto,
a maioria deles tem a fase de leitura alterada e ndo portam metionina alternativa para
inicio da traducdo. Assim, peptideos pequenos podem estar sendo produzidos
provavelmente sem funcédo e a sintese de algumas proteinas pode ser perdida. A maior
parte das proteinas geradas a partir dos transcritos sem mudanca de fase de leitura
perdem grandes porcdes ou sequéncias completas de dominios funcionais, o que reforca
a ideia de que o SLTS pode prejudicar ou impedir a atividade das proteinas processadas.
Os dados gerados mostram a diversidade de funcbes do mecanismo de SLTS que
impactam diretamente na regulacdo da expressdo génica e consequentemente em

proteinas do S. mansoni.



ABSTRACT

The Spliced Leader trans-splicing (SLTS) is an insertion mechanism of 5' exon (Spliced
Leader or SL) of specific RNAs (SL RNA) in mRNAs receptor molecules. The
relevance of SLTS was attributed to mechanisms of post-transcriptional regulation, for
changes in stability of mRNA molecules, to process efficiency improvement of
translation and to increasing the diversity of protein repertoire. The participation of
SLTS in these processes has been suggested in various organisms,
including Schistosoma mansoni. However, the impact of processing of the RNAs for
SLTS on the whole parasite proteins is not known. From the development programs in
Perl and Python languages, to parse data from sequencing of transcripts processed for
SLTS, this work allowed the description of different forms of performance of SLTS in
protein-coding transcripts in S. mansoni and spawned a conception of the frequent
situations and contingencies this processing. The results show that there is a higher
incidence of SLTS in trans-splicing sites in non-translatable (5 ' UTR). Qualitatively, it
was possible to observe that the transcripts processed by SLTS can produce proteins
different from those produced by raw transcripts since the insertion of the SL can
change the reading phase of the transcripts by ribosomes. Most of the transcripts that
have more than one place of alternate entrance of SL are liable to produce smaller
peptides, without observed a standard size of peptides generated, however, most of them
have changed the reading frame and do not carry alternative methionine for initiation of
translation. Thus, small peptides can be produced probably without being function and
the synthesis of some proteins may be being lost. The majority of proteins generated
from transcripts without change in reading phase lose large portions or complete
sequences of functional domains, which reinforces the idea that the SLTS may hinder or
prevent the activity of the processed protein. The data show the diversity of roles in the
mechanism of SLTS that impact directly in the regulation of gene expression and

consequently in proteins of the S. mansoni.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais da esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca parasitaria que atinge principalmente a
América do Sul, a Asia e toda Africa subsaariana (GROSSE, 1993). Os agentes
etioldégicos mais comlns no hospedeiro humano séo as espécies Schistosoma mansoni
(S. mansoni), S. haematobium e S. japonicum (CDC, 2012). A figura 1 apresenta a

distribuicdo mundial da doenga.

ey
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Figura 1: Distribuicdo mundial da esquistossomose. As cores representam regides de
prevaléncia maior ou igual a 50% (vermelho), de 10% a 40% (rosa escuro), menor que 10%
(rosa claro), paises que necessitam de avaliacdo para comprovar se foi alcancada a interrupgéo
da transmissdo (cinza escuro), sem a doenga (cinza claro) e paises ndo endémicos (branco)
(GROSSE, 1993).

Fonte: World Health Organization. Control of Neglected Tropical Diseases [reproduzida de
(WHO, 2013)].



Detectada pela primeira vez em 1907 no estado da Bahia, a esquistossomose no
Brasil ainda € considerada como grave problema de saude publica, uma vez que
prevalece em diversas regides como causa de mortes. A propagacdo e persisténcia da
doenca no pais sdo fatores diretamente relacionados com 0s movimentos migratorios
combinados com as condi¢des precarias de salde, assim como com a disseminacdo dos
hospedeiros intermediarios (AMARAL; TAUIL; LIMA, 2006).

No territério brasileiro, existem cerca de 2,5 milhdes de individuos infectados
pela esquistossomose mansonica (EM). As espécies de hospedeiros intermediarios que
se infectam naturalmente no estado de Minas Gerais, sd0 0s caramujos Biomphalaria
glabrata, B. straminea e B. tenagophila (GUIMARAES:; FREITAS; DUTRA et al.,
2013).

A patogenia da EM ¢é caracterizada por uma reacdo inflamatéria granulomatosa
que pode ocasionar fibrose tecidual, hepatoesplenomegalia, hipertensdo portal, ascite e
varizes esofagicas (CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008).

O ciclo de vida do parasito se inicia quando fémeas adultas depositam ovos nas
veias mesentericas do homem, seu hospedeiro definitivo. Ao defecar perto de ambientes
aquaticos, este hospedeiro contamina as aguas em funcdo da distribuicdo dos ovos
juntamente com as fezes. Apos serem depositados na agua, os ovos liberam miracidios.
Caso uma das espécies do hospedeiro intermediario habite este ambiente, os miracidios
infectam estes caramujos, onde se transformam em cercarias. Estas sdo as formas que
abandonam o organismo dos caramujos e ao encontrarem com o hospedeiro definitivo,
infectam o mesmo, penetrando sobre a pele e adquirindo a forma de esquistossomulos.
Na fase adulta, os vermes migram para o intestino, normalmente no mesentério e em
todo intestino grosso. Em suas diferentes fases de desenvolvimento, o parasito ndo so
sofre alteracbes morfoldgicas, como também fisiologicas e bioquimicas. Estas
caracteristicas denotam sua necessidade por uma regulagdo minuciosa da expressao
génica, o0 que evidencia a importancia de estudos direcionados ao assunto
(CARVALHO; COELHO; LENZI, 2008). A figura 2 mostra o ciclo de vida do parasito.
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Figura 2: ciclo de vida dos agentes etiologicos da esquistossomose.
Adaptado de: CDC http://www.cdc.gov/parasites/schistosomiasis/biology.html

O farmaco de escolha para tratamento da esquistossomose é o Praziquantel
(PZQ), que atua na paralisacdo do agente e aumento da permeabilidade da membrana de
suas células (COURA; CONCEICAO, 2010). Esse farmaco foi descrito como inibidor
dos canais de calcio (PICCA-MATTOCIA et al., 2007) e como causador de danos no
sistema excretor do parasito (OLIVEIRA et al., 2006).

O PZQ tem pouca efetividade contra as formas mais jovens do parasito e ndo
contribui para prevencdo de re-infeccdo, o que justifica uma necessidade de repeticdo do
tratamento de tempos em tempos (WILSON; COULSON, 1999). Além disso, esta
associado ao desenvolvimento de resisténcia medicamentosa dos parasitos frente ao seu
mecanismo de acdo (BOTROS; BENNETT, 2007). Estes também sdo aspectos que

justificam a importancia de estudos genéticos do parasito.



A maior parte dos infectados reside em regides que ndo sdo submetidas a
medidas de controle epidemioldgico e pesquisas cientificas (COURA; CONCEICAO et
al., 2010). Estas estratégias incluem o saneamento bésico, aplicacdo de moluscicida e
educacdo de saude (KATZ; COELHO, 2008). As deficiéncias sdo derivadas de falhas
dos programas de combate a esquistossomose nos quesitos de contetdo, continuidade e
da baixa conotacéo politica (COURA; CONCEICAOQ, 2010).

1.2 O Genoma de S. mansoni

O genoma do S. mansoni é constituido por sete pares de cromossomos
autossomos e um par de cromossomos sexuais que, por sua vez, sdo representados como
ZW nas fémeas e ZZ nos machos. Em 2009, Berriman e colaboradores publicaram as
primeiras informagdes do genoma de S. mansoni. Este foi descrito contendo 363 mega
pares de bases, com pelo menos 11.809 genes codificadores de aproximadamente
13.197 transcritos e sendo caracterizados por longos introns (~1692 pb) e éxons menos
extensos (~217 pb) (BERRIMAN et al., 2009).

A regido codificante do genoma apresenta uma grande quantidade (~75% de sua
sequéncia codificadora) de micro-exons genes (MEGS), em cujas sequencias foram
identificadas diversas ocorréncias de variantes de splicing alternativo derivadas de
exclusio de éxons. E de extrema importdncia a compreensio da origem e
funcionalidade desses eventos (BERRIMAN et al., 2009).

Com o auxilio das técnicas de Sanger e Next Generation Sequencing (NGS), este
genoma teve sua montagem bastante melhorada. A versdo mais recente do genoma
corresponde a 364,5 milhdes de bases, além de ter permitido a descoberta de novos
genes e variantes de splicing (PROTASIO et al., 2012).

1.3 O mecanismo de splicing

O splicing é o mecanismo de remocdo de introns e unido de éxons de uma
mesma molécula de RNA, sendo o cis-splicing sua forma mais comum. Designado para
a maturacdo de pré-mRNAs, o processamento foi decoberto em 1977 em adenovirus
(BERGET; MOORE; SHARP, 1977; CHOW et al., 1977) e ocorre pelo recrutamento



de pelo menos cinco diferentes small nuclear ribonucleic acids (ShnRNAs) e diversas
proteinas (WIIL; LUHRMANN, 1997).

O processo é realizado pelo spliceossomo, um complexo ribonucleoprotéico
composto por cinco pequenos RNAs nucleares (nRNAs), séo eles: Ul, U2, U4, U5 e
U6. Os snRNAs encontram-se associados a proteinas, formando particulas
ribonucleoproteicas (SNnRNPs). A construgdo e remodelamento destes sSnRNPs com o
prée-mRNA, envolve duas etapas que caracterizam o processo de cis-splicing. Antes da
iniciacdo do cis-splicing, o U1 snRNP é o primeiro componente que entra em contato
com o RNA, sendo ligado a sitios doadores 5’ (GU). Em seguida, o U2 snRNP associa-
se a sitios receptores 3’ (AG) normalmente associados a regides de polipirimidinas e ao
sitio de ramificagdo. A unido de Ul + U2 + prée-mRNA é chamada de complexo A.
Juntamente com o Ul, o U2 permite que o cis-splicing ocorra no sentido correto.
Subsequentemente, o0 SNRNP triplo U4/U6-U5 é aderido. O complexo B € a unido de Ul
+ U2 + U4/U6-U5 + pré-mRNA. O complexo B é associado ao NineTeen Complex
(NTC) ou Prp19 para formacdo do spliceossomo (revisado em MATERA; WANG,
2014).

Posteriomente, o spliceossomo sofre dissociacdo dos ShRNPs Ul e U4, passando
de complexo B para complexo B*, que é a forma pronta para o inicio da primeira etapa
do cis-splicing. Como consequéncia, o spliceossomo é ativado por catalise e ocorre a
formagdo de um éxon 5’ livre e um lago intermediario com o intron ligado ao éxon 3’
por transferéncia da ligacdo fosfodiéster entre o fosfato do sitio doador e uma hidroxila
do ponto de ramificacdo. Desta forma, o complexo B* é rearranjado para formacdo do
complexo C por remocao e adicdo de proteinas especificas. A estrutura sofre rearranjos
consecutivos e 0 mecanismo prossegue com a remoc¢ado dos introns em laco e juncdo dos
éxons. O complexo resultante é o post-spliceosomal, que em seguida é desmontado. Os
SnRNPs sdo reutilizados para montagem de novos spliceossomos por enzimas
responsaveis pela hidrolise de ATP. A figura 3 ilustra cada etapa da montagem do
spliceossomo (revisado em MATERA; WANG, 2014).
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Figura 3: Montagem do spliceossomo. Recrutamento e rearranjo dos U snRNPs elucidando o
gasto de energia em forma de ATP e participacdo de proteinas: (A) Ul e U2 se associam por
reconhecimento dos sitios de splicing 5° € 3’ por mediagdo do dominio carboxi terminal (CTD) da
polimerase Il. Ul e U2 interagem para a formagdo de um pré-spliceossomo (complexo A). O
SnRNP triplo U4/U6-U5 é recrutado para formacdo do complexo B, que sofre rearranjos para
tornar-se ativo (complexo B*). O Ul e 0 U4 séo liberados. O complexo B* conclui a primeira etapa
do splicing gerando o complexo C, que contém o éxon 1 livre (Ex1) e um lago intermediario entre o
intron e 0 éxon 2. O complexo C sofre rearranjos e finaliza o segundo passo do splicing com a
geracdo de um complexo post-spliceosomal com os introns em lago e os éxons. O U4/U6-U5 é
dissociado e os mRNPs reciclados para os préximos eventos de splicing. (B) Rearranjos no
processo de splicing: 0 U1 e 0 U2 unem com a sequéncia de adenosina (A) do ponto de ramificag&o.
Depois, 0 U4/U6-U5 é associado gerando novos pares de base entre U2 e U6 e U5 e sequéncias
exoOnicas. O U4 ¢ dissociado do U6 para expor a extremidade 5’ do U6 e o U1 ¢ afastado. Uma rede
de interaces de pares de bases é feita entre 0 U6 e 0 U2 justapondo o sitio 5’ ¢ o A. O U6 forma
um stem-loop (U6 — ISL) necessario como sinal para a catalise do splicing.

Fonte: MATERA; WANG, 2014.



Cada nucleotideo da regido intrdnica precisa ser removido com precisdo, caso
contrério, a fase leitura do mMRNA poderd ser alterada podendo causar variagdes
adversas (STALEY; GUTHRIE, 1998).

1.4 Variag0es de splicing

Diferentes variacOes de splicing foram descritas em eucariotos, dentre estas
estdo os eventos de: (1) cis-splicing; (ll) trans-splicing intragénico, que envolve a jungéo
de éxons de moléculas de mRNAs idénticas; (lll) trans-splicing intergénico, em que
ocorre a juncao de éxons de mRNAs derivados de genes diferentes, podendo pertencer a
cromossomos distintos (trans-splicing intercromossomal); (IV) exo-endo trans-splicing,
quando um transcrito derivado de um plasmideo exdgeno é unido em trans com um
MRNA endogeno; (V) Spliced Leader trans-splicing (SLTS), em que uma molécula
especifica de SL RNA doa um mini éxon para mRNAs (PREURER; BINDEREIF, 2013;
PREURER; JAE; BINDEREIF, 2012).

Os processamentos de trans-splicing intragénico e intergénico sdo pouco
conhecidos e especializados na formagdo de mRNAs funcionalmente importantes que
parecem ser raros. Muitos destes eventos foram associados com o desenvolvimento de
cancer e translocacdes cromossémicas (LI et al., 2009). No exo-endo trans-splicing, o
MRNA produzido é quimérico e codificador de uma proteina funcional (PREURER;
BINDEREIF, 2013). No Spliced Leader trans-splicing (SLTS), uma sequéncia
denominada spliced leader (SL), presente na extremidade 5° de um RNA pequeno e
especializado (SL RNA), é doada para alguns pré-mRNAs receptores, formando o éxon
5’ terminal de mRNAs maduros. Além do produto de splicing composto pelo SL e o
pré-mRNA, ocorre a formacao de uma estrutura em y proveniente da ligacdo do sitio de
splicing 5' do SL RNA em uma adenina do outron (sequéncia de nucleotideos no pré-
MRNA que antecede sitio de splicing no qual o SL ¢ inserido (BLUMENTHAL, 2005).
A figura 4 apresenta um esquema dos cinco tipos de processamentos de splicing

descritos.
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Figura 4: Formas de processamento de splicing em eucariotos. Cis-splicing, trans-splicing
intragénico (exibido com uma resultante duplicagdo de éxons), trans-splicing intergénico, exo-
endo trans-splicing e SL trans-splicing. Os introns estdo representados pelas linhas, e éxons
pelas caixas (éxons de mesma cor sdo idénticos e de cores diferentes sdo distintos).

Fonte: PreuRer; Bindereif, 2013.

O spliceossomo tem preferéncia pelo doador de cis-splicing que estiver
disponivel, porém, o mecanismo béasico para esta caracteristica € desconhecido
(HASTINGS, 2005). Comparado ao cis-splicing, o trans-splicing utiliza muitos dos
mesmos componentes spliceossomicos e sinalizagdes (LASDA; BLUMENTHAL,
2011). Além disso, alguns organismos usam o0 mesmo sitio de splicing 3’
alternativamente para trans e cis-splicing. Eventos de trans-splicing foram relatados em
rotiferos, (POUCHKINA-STANTCHEVA; TUNNACLIFFE, 2005), tunicatos
(MATSUMOTO et al., 2010) e nematodeos (PETTITT et al., 2008), assim como em S.
mansoni (RAJKOVIC et al., 1990).

Em tripanosomatideos, a utilizacdo de um sitio de splicing para processamentos
de splicing em cis ou trans é uma ocorréncia que pode depender da presenca de sitios
candnicos ou pode ser modulada pela U1 snRNP ou por proteinas SR. Foi demonstrado
que o spliceossomo pode conter tanto o U1, quanto o SL RNP, havendo competicdo de
ligacdo entre ambos, 0 que pode ser um mecanismo determinante para a ocorréncia de
cis ou trans-splicing (LIANG et al., 2003).



1.5 Spliced Leader trans-splicing

1.5.1 Descoberta e distribuicdo filogenética

O processamento de SLTS foi descoberto em 1982, em transcritos de
Tripanosoma brucei codificadores de glicoproteinas variaveis de superficie (VSGs). A
sequéncia de 39 nucleotideos, comum entre estes organismos, foi denominada Spliced
Leader (SL) e estava contida no nomeado SL RNA (BOOTHROYD; CROSS, 1982). A
descoberta ocorreu durante a comparacdo de sequéncias gendmicas e de DNA
complementar (cDNA), quando uma sequéncia curta de um gene, que ndo pode ser
codificado, foi encontrada nas extremidades 5’ de varios RNAs (revisado em LASDA;
BLUMENTHAL, 2011).

Mais tarde, o SLTS foi descrito no nematodeo Caenorhabditis elegans
(KRAUSE; HIRSH, 1987). A porcao ex6nica do SL (SLe) possui tamanhos variados
nos diferentes organismos, podendo ser constituida por 22 a 25 ou 36 a 39 nucleotideos
(BITAR et al., 2013). Alguns nematddeos possuem uma unica classe de SL RNA para
todos SLTS. No entanto, C. elegans e organismos relacionados, possuem duas classes
distintas de SL RNAs (SL1 e SL2) que sdo utilizados de formas diferentes (HUANG;
HIRSH, 1989). O SL1 é inserido em trans em outrons de transcritos monocistronicos e
0 SL2 é utilizado na resolucdo de transcritos policistronicos (BLUMENTHAL, 2005).

Anos depois, 0 mecanismo de SLTS foi também encontrado em S. mansoni
(RAJKOVIC et al., 1990) e no protista Euglena gracilis (TESSIER et al., 1991). Na
década seguinte, o SLTS foi reportado em filos adicionais. O evento foi descrito na
classe Appendicularia (GANOT et al., 2004), em crustaceos anfipodes, crustaceos
copépodes, cordados primitivos (tunicados), chaetognaths, rotiferos bdelloid, em todas
as espécies de platelmintos onde foi estudado em, cnidarios hidrozoarios, ctenophores e
em diferentes espécies de dinoflagelados (LASDA; BLUMENTHAL, 2011). O SLTS
parece ser empregado em genes de diferentes funcGes biologicas em cada filo (BITAR
et al., 2013). Interessantemente, um ndmero significativo de genes que geram moléculas
de mRNA que ndo sofrem SLTS, também geram um namero detectavel de moléculas de
MRNA que sofrem o processamento. Esta observacdo foi demonstrada em um estudo
realizado em 2010 por Matsumoto e colaboradores por caracterizacdo de genes de
Ciona intestinales que sofreram trans-splicing (MATSUMOTO et al, 2010).



1.5.2 Componentes e mecanismo

Os SL RNAs existem como pequenos sSnRNPs complexados a proteinas Sm. Sdo
similares aos U snRNAs, sendo portanto, constituidos de motivos U-RNA, que por sua
vez sdo regides de ligacdo das proteinas Sm (AGABIAN, 1990). Alguns snRNPs
possuem uma hipermetilacdo m2, 2,7 GpppN trimetilguanosina (TMG) 5 cap (cap 4
em tripanossomas) (LASDA; BLUMENTHAL, 2011).

No cis-splicing, os U snRNPs (U1, U2, U4, U5 e U6) atuam no reconhecimento
dos sitios de splicing sobre a molécula de RNA, sendo portanto, fundamentais na
remogdo dos introns (LASDA; BLUMENTHAL, 2011). O SLTS usa a mesma
maquinaria basica do spliceossomo utilizada no cis-splicing e 0s mesmos sitios
doadores (GU) e aceptores (AG) (DENKER; ZUCKERMAN, 2002). No entanto o SL
RNA se associa com proteinas formando uma snRNP relacionada aos U snRNAs, sem
precisar contar com a participacdo do Ul (MATERA; WANG, 2014). Um esquema do
mecanismo de SLTS convencional é apresentado na figura 5.

5L RMA INTROM [SL RMA) +
OUTRON
I o
— INTROMN Pré-mRINA
- i
||r mREMNA

Figura 5: Esquema da forma convencional de SLTS
(sitio de splicing na regido 5> UTR).

1.5.3 Fungdes descritas

Em 2005, estudos do SLTS em cinetoplastideos, nematédeos e platelmintos
permitiram avang¢os nos conhecimentos sobre a funcionalidade desse mecanismo

(HASTINGS, 2005). Nos diferentes filos, uma fracdo variante de populacbes de
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mRNAs sofre trans-splicing. Nos protistas cinetoplastideos, aparentemente todas as
moléculas de RNA sofrem SLTS. Isso ocorre porque muitos ou todos 0s seus genes sao
expressos como SL-resolved operons (CAMPBELL; THOMAS; STURM, 2003).
Operons sdo unidades de transcricdo constituidas por clusters em tandem de poucos ou
muitos genes que caracterizam um transcrito policistronico. Estes genes possuem
geralmente funcdes relacionadas, sendo co-expressos e co-regulados por um Unico
promotor (revisado em BLUMENTHAL, 1998). Genes housekeeping, por exemplo, sdo
especificamente compativeis com a organizacao de operons, pois eles presumivelmente
ndo requerem controle transcricional independente (BLUMENTHAL; GLEASON,
2003).

O processamento de operons é a funcdo mais bem conhecida do SLTS.
Independente da quantidade, tamanho ou distancia entre os genes de operons, 0 SL
trans-splicing é utilizado para transformar RNAs policistronicos em RNAs maduros
monocistrénicos por sitios aceptores upstream de cada open reading frame (ORF).
RNAs mensageiros individuais produzidos por precursores policistronicos podem entéo,
ser exportados para fora do nucleo e traduzidos (LASDA; BLUMENTHAL, 2011).
Estes operons diferem dos operons de bactérias, que podem também ser encontrados
ocasionalmente em plantas e moscas como transcritos dicistrénicos ou policistronicos
uma vez que passam por um processo de maturacdo do RNA e posterior traducdo
(BLUMENTHAL, 2004).

Outra fungdo descrita do SLTS é a remo¢do da porgdo 5° do pré-mRNA
monocistrénico upstream ao sitio aceptor de trans-splicing, o outron, que pode conter
elementos que possam comprometer o transporte, tradugéo ou estabilidade da molécula
de mRNA. Por promover a remo¢do da regido da extremidade 5°, o SLTS
provavelmente facilita a evolucdo de novos sitios de iniciacdo de traducdo
(BLUMENTHAL, 1995) e pode permitir que oS genes contenham uma grande
variedade de componentes de sequéncia funcionais potencialmente Uteis perto da
extremidade 5’ do transcrito primario (por exemplo, a transcricdo de diferentes
elementos regulatérios do processo de traducdo). O evento foi nomeado “sanitizacdo da
regido 5’UTR e pode ser requerido em casos de existéncia de AUG upstream adicional
que interfere na traducdo da ORF correta (HASTINGS, 2005).

Em cinetoplastideos, o SLTS foi descrito com a funcionalidade de fornecer a
extremidade 5° TMG cap para transcritos de RNA polimerase | ndo traduziveis para
torna-los traduziveis (HASTINGS, 2005; LASDA; BLUMENTHAL, 2011). A adi¢do da
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sequéncia SL contendo o TMG cap modificado em cinetoplastideos e nematddeos pode
permitir um aumento da estabilidade do mMRNA através de um recrutamento diferencial
da maquinaria de traducéo, e/ou alteracdo da regido 5' UTR (LASDA; BLUMENTHAL,
2011). A figura 6 apresenta um esquema dos papeis descritos do SLTS.

5'UTR
SLTS s AG = AUG s

l' ORF
W AUG meessss A

5'UTR
mmmm AGemAUG s AG mmAUG =m

ORF1
b AUG mses

ORF 2 B
b AUG s

ot
) 036 s AUG s AG == AUG ==
00 1
ORF
AUG == C
5'UTR

s AUG messss AG mm

l % AUG
m # ORF D

Figura 6: Visdo geral das fungdes bioldgicas do SL trans-splicing. Ao lado esquerdo, o SL
RNA ¢ ilustrado com sua estrutura hiper modificada (TMG cap), sitio doador de splicing (GU),
porcdo exodnica (Sle) e porcdo intrénica. As setas azuis indicam eventos de trans-splicing de
transferéncia do segmento de SL para sitios aceptores de splicing (AG) em mRNAs alvos (com
representacdo de seus codons de iniciagdo). Estes eventos de trans-splicing tem os seguintes
efeitos: (A) transformagdo de transcritos ndo traduziveis por RNA polimerase | em traduziveis
através do ganho de uma estrutura cap; (B) resolugédo de cistrons intraduziveis de pré-mRNAs
policistronicos através da separacdo e capeamento destes, tornando-os traduziveis; (C)
sanitizacdo da regido 5 UTR. Neste exemplo, o mecanismo esta direcionado para a eliminagdo
de um cddon AUG upstream adicional juntamente com o segmento 5' descartado do mRNA

(outron). Esta porcdo descartada pode interferir na eficiéncia da traducdo da ORF e pode estar
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provocando instabilidade da molécula de RNA; (D) Inviabilizagdo da sintese proteica por
auséncia do cddon de inicia¢do na sequéncia permanente apés a insercdo do SL.

Um estudo focado nas possiveis funcdes do SLTS, desenvolvido por Bitar e
colaboradores em 2013, permitiu a analise de 450 transcritos com SLe em sequéncias de
espécies de diversos filos. Os transcritos contendo o SL foram organizados em uma
base de dados bastante completa, originada de um BLAST em outra base construida
pelos autores a partir da identificacdo de anotagcdes de sequéncias SLe no National
Center for Biotechnology Information (NCBI). Todas as sequéncias recuperadas
passaram por uma curadoria manual para excluséo de falsos positivos e reducdo de
redundéncias. Cerca de metade dos transcritos contendo o SL foram encontrados em
pelo menos dois organismos. A maior parte dos transcritos estava presente em todos
eucariotos e suas proteinas atuam na sintese de ATP, metabolismo da glicose,
dobramento de proteinas, defesa contra estresse oxidativo, replicacdo do DNA e
traducdo. 1sso sugere que transcritos processados por SLTS atuam em fungdes antigas e
conservadas. (BITAR et al., 2013)

Em C. intestinales, foram descritos transcritos processados por SLTS associados
a homeostase de Ca®*, endomembranas e componentes do citoesqueleto/actina através
de anélise de gene ontology (GO) (MATSUMOTO et al., 2010).

1.5.4 SL trans-splicing em S. mansoni

A sequéncia SLe de S. mansoni consiste de 36 nucleotideos
(5’AACCGTCACGGTTTTACTCTTGTGATTTGTTGCATG3’) proveniente de um SL
RNA néo poliadenilado composto por um total de 90 nucleotideos. O mecanismo nao
ocorre em todo conjunto de mMRNAs do parasito (RAJKOVIC et al., 1990). Em 2013,
Mourdo e colaboradores identificaram transcritos que sofrem o processamento por
SLTS em diferentes estagios do ciclo de vida do parasito, sugerindo o papel importante
desse mecanismo na geracdo dos repertorios proteicos dos diferentes estagios de S.
mansoni. Dentre o0s transcritos processados identificados, estdo inclusos muitos
codificadores de proteinas ribossomais e de algumas enzimas glicoliticas. (MOURAO et
al., 2013).

O mecanismo ndo parece estar relacionado a uma determinada fase de

desenvolvimento do parasito, sexo, tecidos e/fou genes especificos (MOURAO et al.,
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2013). Esta é uma questdo discutida desde 1995 por Davis e colaboradores, que
indicaram que o SLTS ndo esta associado a um metabolismo especifico, ao identificar
quatro enzimas glicoliticas que ndo sofrem SLTS, enquanto que o gene da enzima
glicolitica enolase, que é derivada de um transcrito de SLTS (DAVIS et al., 1995).

Em contraste, em organismos contendo mais de uma sequéncia SL, diferentes
sequéncias de SLe sdo inseridas em um conjunto de transcritos especificos. 1sso sugere
que cada sequéncia SLe esta relacionada com um determinado conjunto de transcritos,
Ou seja, a expressao de seus respectivos repertorios de proteinas, pode ser controlada de
acordo com a presenca de uma determinada SLe e o SLTS pode ser regulado por
mudancas ambientais e gerar uma resposta especifica de acordo com os transcritos que
séo processados (BITAR et al., 2013).

Além disso, foi detectado que existe uma regulacdo diferencial por SLTS em
todos os estagios de desenvolvimento do parasito. Esta regulacdo estd associada com a
entrada alternativa de SL e consequente geracdo de isoformas distintas de transcritos
(BORONI et al., 2014). O primeiro evento de SLTS alternativo descrito em S. mansoni,
foi descoberto em 1990, apds a identificacdo de um sitio de SLTS no terceiro éxon do
transcrito codificador da proteina 3-hidroxi-3 metil-glutaril CoA redutase (RAJKOVIC
et al., 1990). Mais recentemente, em 2013, o transcrito da ubiquinol-citocromo C-
redutase, também foi identificado contendo um sitio de SLTS anterior ao segundo exon,
além de conter um sitio aceptor upstream (MOURAO et al., 2013).

Entretanto, o impacto do SLTS nas proteinas derivadas destas diferentes
isoformas de trans-splicing ainda permanece desconhecido. A figura 7 mostra um
esquema das diferentes formas de SLTS alternativo que podem ocorrer. Como
parametro de comparacdo, a figura do SLTS convencional (figura 5) também foi

representada.
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Figura 7: Formas alternativas e convencional de SLTS. O esquema em A
(sitio de splicing na regidao 5° UTR) representa a forma convencional de
SLTS. Em B (sitio de splicing no interior de uma coding sequence - CDS), C
(sitio de splicing em regido intronica) e D (sitios na regido 5° UTR, regido

intrénica e CDS).
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1.6 Estudos de RNA-Seq

O RNA-Seq (RNA Sequencing) é uma tecnologia de deep sequencing, ou seja,
sequenciamento profundo, capaz de detectar até mesmo RNAs transcritos com pouca
frequéncia (WANG; GERSTEIN; SNYDER, 2009). O RNA-Seq consiste na
transformagdo de RNAs totais ou fracionados em bibliotecas de DNA complementar
(cDNA), que séo sequenciados necessitando ou ndo de amplificagdo dependendo do tipo
de tecnologia adotada (GARBER et al., 2011).

A técnica foi desenvolvida para andlise do perfil de transcriptomas e tem
permitido a aplicacdo de novos métodos de mapeamento e quantificacdo génica
(NAGALAKSHMI et al., 2008).

A construcdo do transcriptoma de um determinado organismo através do RNA-
Seq, também possibilita a identificacdo de isoformas de RNA mais escassas
provenientes de processamento por splicing alternativo (em cis e trans), podendo assim,
auxiliar em estudos de expressdo diferencial e caracteristicas destes RNAs (WANG;
GERSTEIN; SNYDER, 2009).
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2 JUSTIFICATIVA

O entendimento de aspectos bioldgicos de S. mansoni é essencial para o
desenvolvimento de estratégias futuras de controle e quimioterapia da EM.
Especificamente, a compreensdo do SLTS no parasito pode fornecer informagdes
importantes para a elaboracéo de farmacos que podem atuar neste tipo de mecanismo.

Estudos apontam para a existéncia de uma regulacdo diferencial do SLTS entre
diferentes formas de vida de S. mansoni. Estes mecanismos estéo relacionados com a
entrada alternativa do SL com geracdo de novas isoformas de transcritos em fases
distintas ou ndo. Desta forma, podem estar sendo utilizados sitios upstream, como
também sitios downstream do sitio original de entrada do SL que podem inviabilizar a
sintese proteica. Estas caracteristicas necessitam de uma investigacdo mais abrangente e
sugerem um importante papel do SLTS na regulacdo da expressdo génica no parasito
(BORONI et al., 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Descrever possiveis consequéncias do processamento por Spliced Leader trans-
splicig no repertério proteico de S. mansoni.

3.2 Objetivos especificos

- Identificar os transcritos que sofrem SLTS presentes em quatro bibliotecas de RNA-
Seq, de diferentes fases de desenvolvimento do ciclo de vida do parasito (miracidio,

esporocisto, esquistossomulo e vermes adultos).

- Verificar o posicionamento dos sitios aceptores de SLTS;

- Pesquisar mudanca na fase de leitura dos transcritos processados.

- Comparar os dominios proteicos das sequéncias processadas e do seguimento

completo de aminoacidos das respectivas proteinas codificadas pelos transcritos que
sofreram SLTS.
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4 METODOLOGIA

4.1 Origem dos dados de sequenciamento por RNA-Seq

Para desenvolvimento do trabalho, foram utilizadas oito bibliotecas de RNA-Seq
compreendendo quatro diferentes fases do ciclo de vida do parasito. As bibliotecas
foram geradas por Mariana Boroni durante seu doutoramento na UFMG.

O RNA total (fases miracidio, esporocisto, esquistossbmulo e vermes adultos)
foi purificado com esferas magnéticas Dynalbeads C1 Streptavidin (Invitrogen) e um
oligo dT biotinilado foi utilizado para a captura dos mRNAs por complementaridade
com a calda poli-A. Em seguida, as esferas e a solugdo com os RNAs foram utilizadas
como substrato para a producdo de DNA complementar (cDNA) com o kit SuperScript
I11 Reverse Transcriptase (Invitrogen). Os cDNAs foram amplificados com o kit GoTaq
DNA Polymerase (Promega) a partir de um iniciador complementar ao SL de S.
mansoni e um iniciador complementar a sequéncia estendida do oligo dT, de forma a
produzir bibliotecas enriquecidas em transcritos processados por SLTS.

As bibliotecas foram sequenciadas no equipamento lon Torrent PGM™ System
da Life Technologies no laboratério multiusuario de gendmica do ICB/UFMG pelo
responsavel técnico Rennan Garcias e pela doutoranda Mariana Boroni. As reads
produzidas foram do tipo single-end com comprimentos variados. Para cada fase do

parasito analisada foram produzidas duas bibliotecas constituindo-se réplicas bioldgicas.

4.2 ldentificacdo e eliminacéo da sequéncia SL das reads

Para selecionar apenas transcritos contendo a sequéncia SL, as reads com a
sequéncia lider foram identificadas e filtradas. Em seguida o0s nucleotideos
correspondentes ao SL foram removidos das reads. Estas etapas foram realizadas com o
programa Cutadapt (MATIN, 2011) na versdao 1.4.1. Cutadapt foi implementado em
linguagem Python e desenvolvido para remocao de adaptadores de sequéncias por meio
de um algoritmo de alinhamento global adaptado. Para atender ao propdsito do trabalho,
a sequéncia de um possivel adaptador foi substituida pela sequéncia SL. Assim, as reads
foram submetidas ao processo de identificacdo da sequéncia SL e remocdo dele a partir

dos pardmetros descritos na tabela 1.
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Tabela 1: Parametros selecionados para utilizagcdo do Cutadapt.

Parametros — Cutadapt

Parametro Descricao

-0 Especifica a sequéncia a ser removida (quando presente no
inicio da read).

-a Especifica a sequéncia a ser removida (quando presente no
final da read).

-0 18 Tamanho minimo que a sequéncia deve conter para ser
considerada SL.

- 0.07 Taxa de erro permitido.

-- info-file Referente a opcao de gerar um arquivo de relatorio.
--untrimmed-output Referente a opc¢do de gerar um arquivo com as reads nao
processadas.

-m 50 Elimina reads muito curtas (com menos de 50
nucleotideos).

-0 Referente ao arquivo de saida contendo as reads

processadas.

Apos o término do processo foi observados que o SL estava posicionado na
maioria das vezes no inicio das reads, o que era esperado. No entanto, também foram
encontradas sequéncias do complemento reverso do SL, posicionado mais
frequentemente no final da read. 1sso acontece devido ao tipo de metodologia utilizada
de sequenciamento, em que o adaptador foi inserido em qualquer uma das extremidades
das reads. Deste modo, o parametro “-g”, foi usado para especificar a sequéncia SL no
inicio da read e o pardmetro “-a” para o complemento reverso no final da read.

O arquivo de saida foi obtido contendo apenas as sequéncias processadas. Foram
gerados mais dois arquivos de saida, um contendo as sequéncias que ndao foram
processadas e outro com um relatorio do processo realizado com cada read. O arquivo
de relatério mostra o identificador da read, sua sequéncia SL removida e sequéncias
anteriores (quando presentes) e posteriores ao SL. A escolha do Cutadapt foi justamente
devido a grande quantidade de informacdo que p6de ser obtida sobre o processo (através

da opc¢éo de obtencdo deste arquivo de relatorio e de um relatorio de tela) e devido aos
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diversos argumentos que permitem um processamento criterioso dependendo do tipo de

dado processado.

4.2.1 Eliminagéo das reads contendo a sequéncia SL interna

Ao visualizar os arquivos de relatério gerados com o cutadapt foi possivel observar que
algumas reads continham a sequéncia SL em seu interior e ndo nas extremidades. Estes
casos foram analisados em 2014, no trabalho de Mariana Boroni que observou a
presenca de elementos transponiveis contendo a sequéncia SL. Estas sequéncias seriam
possivelmente correspondentes a transcritos processados por SLTS que foram inseridos
no genoma apas retrotranscricdo (BORONI, 2014).

Para obter um conjunto de dados sem estes casos especificos, foram
desenvolvidos trés scripts em Perl para eliminagdo das reads com a sequéncia SL
interna. O primeiro script (denominado intersection_report_fastq.pl) percorre os
arquivos fastq contendo as reads processadas e seus respectivos arquivos de relatorio
para filtrar apenas as reads que serdo analisadas nas etapas posteriores (reads maiores
de 50 nucleotideos), uma vez que no arquivo de relatério gerado pelo Cutadapt, estdo
mostrados os cortes feitos até mesmo em reads com menos de 50 nucleotideos que nao
estdo nos arquivos fastq de reads processadas. O segundo script (denominado
SL_end.pl) percorre o arquivo de relatorio filtrado pelo script anterior e realiza um
segundo filtro que seleciona apenas as reads que sofreram corte de SL que estava na
extremidade. Por fim, o terceiro script (denominado fastq_SL_end.pl) recupera as reads
(correspondentes destes relatos) do arquivo fastq gerado pelo Cutadapt. O script
intersection_report_fastg.pl ndo faria diferenca no resultado final, no entanto, foi
construido apenas para garantir um arquivo de relatério contendo somente as reads de

interesse antes de dar prosseguimento ao processo de filtragem.

4.3 Alinhamento das reads no genoma de referéncia

A fim de se obter a localizacdo genbmica das reads e consequentemente
identificar os genes cujos transcritos foram processados por SLTS, foi realizado um
alinhamento das reads no genoma de referéncia de S. mansoni na versdo 5 (obtido em

ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Schistosoma/mansoni/) com o programa Bowtie2
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(LANGMEAD; SALZBERG, 2012) na verséo 2.1.0. Antes de escolher os parametros, o
alinhador foi testado em modo padrdo. A média de reads alinhadas em modo padréo foi
entre 60% e 70%. Assim sendo, para aumentar a quantidade de reads alinhadas foi feita
uma diminuicdo e padronizagdo do tamanho das reads em 50 nucleotideos, como
estratégia de diminuir a ocorréncia de gaps e mismatches. O processo foi feito a partir
de um script desenvolvido em Perl (denominado 50 fastg.pl) que elimina nucleotideos
do final da read até que esta permaneca apenas com 50 nucleotideos. A estratégia ndo
prejudica o prosseguimento das analises, uma vez que a informacdo necesséria é a
posicdo do primeiro nucleotideo alinhado, para identificacdo da localizagdo do sitio de
trans-splicing (localizado logo antes deste nucleotideo). Para reduzir as reads que
tinham o complemento reverso do SL, seria necessario eliminar os nucleotideos iniciais
das reads, no entanto, foi decidido que estas reads ndo fariam parte das analises
posteriores. 1sso foi decidido para facilitar o prosseguimento das analises e porque
provavelmente, estas reads ndo causariam modificagdes nos resultados finais,
representando um subconjunto muito pequeno em relagéo ao total de reads trimadas.
Apos estabelecimento dos novos parametros, as reads foram novamente
alinhadas no genoma de referéncia de S. mansoni com o Bowtie2. Os parametros

selecionados estao descritos na tabela 2.

Tabela 2: Parametros escolhidos para utilizacdo do Bowtie2.

Parametros Bowtie2

bowtie2-build | Cria os arquivos de index de genoma de referéncia.

-X Antecede o0s arquivos de index.

-q Antecede arquivo de entrada no formato fastq.

-k1 Especifica a quantidade de mapeamentos por read.

-un Referente a opcdo de gerar um arquivo com as reads ndo mapeadas.
-S Referente ao arquivo de saida contendo as reads mapeadas.

A escolha do Bowtie2 deve-se ao fato de que esta ferramenta utiliza um
algoritmo que o torna rapido e eficiente, principalmente do ponto de vista de memdria

RAM requerida para a analise, sendo essa ferramenta capaz de nos fornecer de forma
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eficaz a informacdo de interesse que é a posicdo do primeiro nucleotideo da read para
identificacdo do gene a qual pertence e a posicéo do sitio de trans-splicing.

Apo6s o alinhamento, foi possivel identificar precisamente em qual gene e em
qual regido especifica do gene (5’UTR,CDS ou intron) se encontravam o0s sitios de
SLTS. Esta etapa permite uma andlise qualitativa para determinacdo dos sitios
preferenciais e dos sitios menos utilizados pelo mecanismo de SLTS no que diz respeito
a regido onde se localizam. Para isso, foi desenvolvido um script em Perl (denominado
indentification_local_sites.pl). Assim, também foi possivel ajustar as coordenadas dos
genes de acordo com a sequéncia de nucleotideos que permanece apds o0 processamento
por SLTS. Estas coordenadas serdo necessarias em passos posteriores para recuperacao
da sequéncia processada.

O indentification_local_sites.pl utiliza como entrada o arquivo de anotacdo do
genoma de S. mansoni utilizado durante a etapa de alinhamento (obtido em
ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/pathogens/Schistosoma/mansoni/) baseado no genoma
utilizado no alinhamento. Este arquivo foi filtrado com o programa nativo do Unix awk,
de forma que fossem mantidas somente informacGes dos genes de mMRNAS
(cromossomo, coordenada inicial e final de cada CDS, fita e identificador). Outra
entrada manipulada pelo programa foi o arquivo no formato sam, gerado a partir do
alinhamento. Este arquivo também foi modificado com os programas nativos do Unix
awk e sed, para que passassem a conter somente as informacdes da coordenada de
mapeamento, a fita e o cromossomo de cada read mapeada. Este segundo arquivo de
saida modificado continha muitas coordenadas repetidas, referentes aos genes com
multiplas reads alinhadas na mesma posicdo. Sendo assim, as repeticbes foram
eliminadas e a informacdo sobre a quantidade de registros de cada coordenada de
mapeamento foi mantida em uma coluna adicional. Por fim, as coordenadas foram
ordenadas com o programa sort para facilitar a manipulacdo do arquivo pelo
indentification_local_sites.pl. O programa manipula os arquivos percorrendo cada
coordenada de mapeamento e identificando onde elas se enquadram de acordo com as
coordenadas das CDSs de cada gene. Assim, foi possivel identificar as seguintes

situacoes:

1- Coordenada posicionada pouco antes da coordenada inicial da CDS do primeiro

¢xon de um gene (interpretacdo: sitio de SLTS na regido 5 UTR);
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2- Coordenadas entre a coordenada inicial e final da CDS de um determinado éxon
de um gene (interpretacéo: sitio de SLTS em CDS);

3- Coordenadas entre CDSs de um gene (interpretacdo: sitio de SLTS em regido
intrénica).

4- Coordenadas entre CDSs de um gene, logo no inicio da préxima CDS
(interpretacdo: sitio de SLTS idéntico ao sitio de cis-splicing).

O programa ndo € capaz de fazer registros muito especificos, de forma que as
interpretacbes s6 podem ser feitas em analises com outros programas desenvolvidos
posteriormente. O arquivo de saida do indentification_local_sites.pl tem formato

tabular, cujas colunas descrevem as seguintes informacoes:

- Coluna 1: cromossomo;

- Coluna 2: coordenada inicial;

- Coluna 3: coordenada final;

- Coluna 4: identificador do gene e niUmero do éxon;

- Coluna 5: fita;

- Coluna 6: “SL” (regido de entrada do SL) ou “NA” (regido onde ndo ocorreu alteracao
por entrada de SL);

- Coluna 7: coordenada de mapeamento (caso situada dentro da CDS);

- Coluna 8: coordenada de mapeamento (caso situada no intron anterior a CDS);

- Coluna 9: quantidade de reads mapeadas na CDS (caso a coluna 6 descrever “SL” ¢ a
coluna 7 for diferente de 0);

- Coluna 10: quantidade de reads mapeadas na regido intronica (caso a coluna 6

descrever “SL” e a coluna 8 for diferente de 0).

A figura 8 mostra uma pequena parte do arquivo de saida do

indentification_local_sites.pl para facilitar o entendimento de sua estrutura.
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Colunas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Schisto mansoni.Chr 1 2445399 2445446 ID=Smp_089640.3:exon:1 + SL 0 0 2445365 3
Schisto mansoni.Chr_1 2446303 2446368 ID=Smp 089640.3:exon:2 + NA

Schisto mansoni.Chr_1 2447771 2447973 ID=Smp_089640.3:exon:3 + NA

Schisto _mansoni.Chr_1 2448080 2448395 ID=Smp_089640.3:exon:4 + NA

Schisto _mansoni.Chr_1 2603504 2603776 ID=Smp_171080.1:exon:2 + SL 2603504 69 0 0
Schisto _mansoni.Chr_1 2605921 2606046 ID=Smp 171080.1:exon:3 + NA

Schisto_mansoni.Chr_1 2610595 2610918 ID=Smp_171080.1:exon:4 + NA

Schisto_mansoni.Chr_1 2781439 2781534 ID=Smp_055460.1:exon:1 + SL 0 0 2694281/2781418 3/3
Schisto_mansoni.Chr_1 2781569 2781869 ID=Smp_055400.1:exon:2 + NA

Schisto mansoni.Chr_1 2782149 2782293 ID=Smp_055400.1:exon:3 + NA

Schisto _mansoni.Chr_1 2784425 2784480 ID=Smp_055400.1:exon:4 + NA

Schisto_mansoni.Chr_1 2790102 2790174 ID=Smp 055400.1:exon:5 + NA

Schisto_mansoni.Chr_1 2792560 2792677 ID=Smp 055400.1:exon:6 + NA

Schisto_mansoni.Chr_1 2809692 2869174 ID=Smp 055420.2:exon:1 + SL 0 0 28096035 7
Schisto _mansoni.Chr 1 2809213 2809297 ID=Smp 055420.2:exon:2 + NA

Schisto _mansoni.Chr_1 2809344 2809375 ID=Smp_055420.2:exon:3 + NA

Schisto mansoni.Chr 1 2809418 2809508 ID=Smp 055420.2:exon:4 + NA

Schisto mansoni.Chr_1 2811110 2811246 ID=Smp 055420.2:exon:5 + NA

Schisto mansoni.Chr 1 2813689 2813779 ID=Smp 055420.2:exon:6 + NA

Figura 8: Arquivo de saida do indentification_local_sites.pl.

4.4. Preparo dos arquivos para obtencdo de dados

Para que o arquivo de saida do indentification_local_sites.pl fique proprio para
obtencdo dos dados referentes aos sitios de SLTS, foi necessario filtrar somente as
linhas dos respectivos genes processados, uma vez que 0 arquivo possui informagdes do
conjunto total de genes do arquivo de anotacdo. N&o foi possivel obter este filtro no
cdédigo do indentification_local_sites.pl, porque a ideia foi recuperar ndo sé as linhas
com registro de entrada de SL, como também as demais linhas com as coordenadas dos
outros éxons que fazem parte do conteddo dos transcritos processados (portanto, o
script também registrou linhas correspondentes de transcritos ndo processados).

Para esta filtragem foi necessario desenvolver um script em Python
(denominado processed_genes.py) que identifica as linhas com registro de entrada de
SL e verifica se a linha de baixo refere-se ao mesmo transcrito. Se isto for verdadeiro, o
script armazena esta linha em um arquivo de saida, assim como todas as outras
referentes ao mesmo transcrito.

Os resultados s6 seriam obtidos a partir da analise de genes presentes no par de
bibliotecas (réplicas bioldgicas) do mesmo estagio do ciclo de vida do parasito foram
utilizados nas analises posteriores. Mais especificamente, em cada fase do parasito, so
seria analisada a intersec¢do de registros tanto do gene quanto de seus sitios, ou seja,

cada regido (cada linha do arquivo de saida do processed_genes.py) foi verificada por
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meio de outro programa  desenvolvido em Perl (denominado
intersection_genes_sites.py) e so foi registrada em um arquivo de saida, se estivesse
presente nos arquivos referentes as duas bibliotecas de mesma fase de desenvolvimento
do parasito. Além disso, s6 foram considerados os sitios registrados por, pelo menos,
trés reads mapeadas. Estas foram estratégias de selecdo dos sitios com maior
autenticidade.

4.5 Obtencédo de dados dos transcritos processados por SLTS

Apbs o preparo adequado dos arquivos com informacGes da localizacdo dos
sitios, os primeiros dados foram gerados. A primeira informacéo obtida foi a contagem
do nimero de transcritos correspondentes a genes processados em cada fase do parasito.
Para isso, foi desenvolvido um script simples em Perl (denominado SLTS_genes.pl) que
lista os identificadores génicos sem repeticbes. Em seguida, os identificadores foram
submetidos a uma contagem com o programa grep.

Foi criado um script (denominado total processed genes.pl) para obtencdo da
quantidade de genes processados no conjunto total de reads analisadas, sem
redundancias. Para isso, os identificadores dos genes dos arquivos de saida do
processed_genes.py foram armazenados em um s@ arquivo, que serviu de arquivo de
entrada para o total_processed_genes.pl.

Em seguida, foi feita uma verificacdo da quantidade de genes cujos transcritos
que sofrem entrada da sequéncia SL em regides distintas. Nesta etapa, foram
desenvolvidos varios scripts, que combinados com 0s programas nativos do Unix,
permitiram as seguintes contagens:

1- Genes cujos transcritos apresentam um ou mais sitios somente na regido 5’UTR
(quantidade obtida pelo programa desenvolvido em Python “genes SUTR.py” e
com o awk e o grep);

2- Genes cujos transcritos apresentam um ou mais sitios apenas em CDSs
(quantidadede obtida pelo programa desenvolvido em Perl “genes CDS.pl” e
com o grep);

3- Genes cujos transcritos apresentam um ou mais sitios apenas em introns

(quantidade obtida pelo programa desenvolvido em Perl “genes_introns.pl”);
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4- Genes cujos transcritos apresentam entradas em mais de uma regido distinta

(quantidade obtida por programas nativos do Unix).

4.6 Verificagdo de mudanca de fase de leitura

Para verificar se a entrada do SL provocou uma mudanga na fase de leitura dos
transcritos processados, primeiramente foram selecionadas apenas isoformas de
transcritos processados por SLTS a partir de entradas de SL dentro de CDSs e em
regides intrénicas. 1sso porque é pouco provavel que genes com sitios de trans-splicing
na regido 5° UTR sofram este tipo de dano. A analise foi feita através de curadoria
manual por meio do software de visualizacdo IGV 2.1 (de Integrative Genomics
Viewer) (THORVALDSDOTTIR; ROBINSON; MESIROV, 2013) (Broad Institute,
obtido em http://www.broadinstitute.org/software/igv/download/). Foram utilizados
como entrada do IGV, o arquivo de anotacdo, 0 genoma de referéncia e os arquivos de
alinhamento do Bowtie2. O IGV permite a visualizacdo dos genes (introns, éxons e
regibes UTR) com as respectivas reads alinhadas, o sitio de splicing utilizado por cada

gene processado, as possiveis janelas de leitura e as sequéncias em nucleotideos.

4.7 Extracdo das sequéncias génicas processadas por SLTS

Os arquivos de saida do processed_genes.py foram modificados (com a adicéo
de colunas do arquivo de anotacdo original, correspondentes a cada linha com
informacdo das coordenadas de CDSs dos genes e edicdo dos identificadores para
diferenciar cada isoforma de trans-splicing) de forma que se tornassem adequados para
extracdo da sequéncia de nucleotideos dos genes ja processados por SLTS com o

programa gffread do pacote Cuffilinks.

4.8 Verificacdo dos dominios das proteinas derivadas dos genes processados

Como forma de comparar os dominios proteicos das proteinas derivadas dos
transcritos processados por SLTS com a sequéncia proteica original, primeiramente foi
obtida a sequéncia de aminoacidos de cada proteina codificada pelos transcritos através
do EMBOSS transeq (RICE et al., 2000) (European Bioinformatics Institute, obtido em

http://www.ebi.ac.uk/Tools/st/emboss_transeq/). Em seguida, foram selecionados
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apenas genes que ndo sofreram mudanca de fase de leitura, uma vez que nédo seria
possivel executar este tipo de analise com sequéncias derivadas de mudanca de fase, que
seriam incompardveis as sequéncias das proteinas  originais  (arquivo
Schistosoma_mansoni. ASM2379v2.27.cds.all.fa obtido em
http://metazoa.ensembl.org/info/website/ftp/index.html).

As sequéncias foram entdo submetidas ao InterProScan (JONES et al., 2014) na
versao 5 (European Bioinformatics Institute, obtido em
ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unix/iprscan/5/), uma ferramenta que combina
metodologias de reconhecimento de assinaturas proteicas a partir da extracdo de
informacGes de diversos bancos de dados do InterPro (HUNTER et al., 2012). O
InterPro armazena dados de proteinas como funcédo, familia e dominios proteicos. Desta
forma, os algoritmos do InterPro podem ser utilizados de forma integrada pelo software
InterProScan para caracterizacdo funcional de sequéncias (nucleotideos ou
aminodacidos). O InterProScan esta integrado a outras fontes de informacdo como 0s
bancos Pfam e PDB.

IGV | Pesquisade
Cutadapt Bowtie2 mudanga de
Identificacdo e Eliminagdo de Alinhamento fase
eliminagiodo =——> readscom SI. ——>{ no genoma de
SL das reads interno referéncia Identificacio
3 scripts dos sitios de
1 script SLTS
Gffread N - l 5
l - / Genes processados em cada fase Obtengdo de
Recuperacio da / Total d ) d dados de RNAs
sequeéncia de nt Ot € geles Processacos processados
das reads / Genes com SL em regides distintas por SLTS

l 6 scripts

Investigagao de
Tradu¢do —>  dominios InterProScan
proteicos

Transeq

Figura 9: Pipeline de trabalho.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Bibliotecas utilizadas, processamento das reads e seu alinhamento no genoma
de referéncia

As bibliotecas utilizadas para as andlises foram sequenciadas utilizando-se
cDNAs enriquecidos em transcritos que sofrem SLTS. A quantidade das reads geradas
em cada biblioteca encontra-se na tabela 3. A média da qualidade por base das
bibliotecas foi em torno de 20 na escala Phred, que de modo geral, representa o score de
qualidade minimo considerado aceitavel e indica a probabilidade de ocorréncia de um
erro a cada 100 pares de bases. Todavia, os valores de escala Phred de bibliotecas de lon
Torrent PGM™ System muitas vezes sdo subestimados, pois ao alinhar as reads
observa-se com frequéncia uma maior acuracia das bases (LOMAN et al., 2012;
ROTHBERG et al., 2011).

A tabela 3 mostra o percentual de reads curtas (com menos de 50 nucleotideos)
eliminadas do conjunto total de dados, como estratégia de minimizar erros de
alinhamento. A tabela também mostra 0 nUmero de reads que tiveram a sequéncia SL
identificada e posteriormente retirada e a porcentagem que estas reads representam em
relacdo ao total de reads das bibliotecas.

A porcentagem de reads processadas mantidas ap0s a eliminacéo de reads que
continham o SL inserido no centro da sequéncia (com 0S  scripts
intersection_report_fastg.pl, SL_end.pl e fastq SL_end.pl) foi descrita na tabela 3.
Estes transcritos foram estudados em um trabalho prévio (BORONI, 2014) e
provavelmente sdo transcritos processados por SLTS que foram retro-transcritos e
reinseridos no genoma.

Para alinharmos as reads no genoma de referéncia foi utilizado o programa
Bowtie2, o que resultou em torno de 60% a 70% de reads alinhadas. Assim sendo, para
aumentar a quantidade de reads alinhadas foi feita uma diminuicdo e padronizacdo do
tamanho das reads em 50 nucleotideos (com o 50_fastq.pl), como estratégia de diminuir
a ocorréncia de gaps e mismatches. A estratégia permitiu o alinhamento de 80% a 90%

das reads.
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Tabela 3: Fase de desenvolvimento do parasito de cada biblioteca, denominacao das réplicas, total de reads e de bases de cada biblioteca, percentual de reads

curtas eliminadas, namero e percentual de reads com a sequéncia SL, porcentagem de reads contendo a sequéncia SL que se mantiveram nas analises (sem SL

interno), numero e percentual de reads alinhadas no genoma de referéncia.

Estatisticas do processamento das reads e seu alinhamento no genoma de referéncia

Fase de
desenvolvimento

Miracidio
Miracidio
Esporocisto
Esporocisto
Esquistossémulo
Esquistossémulo
Verme Adulto
Verme Adulto

Réplica

M.R1

M.R2

Esp.R1
Esp.R2
Esq.R1
Esq.R2
V.AR1
V.AR2

Total de

reads da

biblioteca
3.402.016
2.792.890
3.479.656
3.127.173
2.562.467
3.372.875
2.586.306
2.802.032

Total de

bases da

biblioteca

625.5 Mbp
463.4 Mbp
574.3 Mbp
490.1 Mbp
473.5 Mbp
710.0 Mbp
448.0 Mbp
534.0 Mbp

Percentual
de reads
curtas
eliminadas

3.2%
3,9%
8,8%
11,8%
3,6%
2.9%
6,2%
5,4%

NUmero
de reads
com SL
197.027
181.704
580.184
600.584
170.468
172.487
304.787
189.668

Percentual
de reads
com SL
5,8%
6,5%
16,7%
19,2%
6,7%
5,1%
11,8%
5,8%

Percentual
de reads
sem SL
interno
93,8%

93,8%
93,6%
93,6%
91,3%
92,9%
89,8%
88,8%

NUmero
de reads
alinhadas
166.200
149.057
501.653
530.519
140.119
143.269
254.011
153.724

Percentual
de reads
alinhadas
89,9%
87,4%
92,3%
94,2%
89,9%
89,4%
92,7%
91,1%
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Inicialmente acreditava-se que apenas um pequeno subgrupo de mRNAs de S.
mansoni teria adquirido a sequéncia lider por SLTS (DAVIS et al., 1995), mas com o
avanco nos estudos de transcriptoma pelas técnicas de RNA-Seq, foi possivel inferir
que ~77% dos genes codificadores de proteinas podem sofrer SLTS em alguma fase de
seu desenvolvimento. No entanto, ainda ndo se sabe por que alguns genes
monocistrénicos sdo processados por este mecanismo e outros ndo (BORONI, 2014).
Em outros trabalhos, também foi visto que o mecanismo de SLTS ndo parece estar
associado com transcritos codificadores de determinadas classes de proteinas, nem
mesmo se resume a certos tipos de células, tecidos, ou sdo sexo especifico (DAVIS et
al., 1995; MOURAO et al., 2013).

A soma de transcritos processados das bibliotecas de mesma fase foi de 1.337
para miracidio, 2.607 para esporocisto, 1.851 para esquistossomulo e 1.879 para verme
adulto. Para a obtencdo do nimero de genes processados por SLTS em cada biblioteca,
0 arquivo de saida do indentification_local_sites.pl (que fornece a localizagcdo dos sitios
de SLTS) foi entdo modificado (com o0s scripts processed_genes.py,
intersection_genes_sites.py e SLTS_genes.pl) e, em seguida, foi obtido o nimero de
genes processados nas bibliotecas de mesmo estagio de vida do parasito (intersecéo) e a
quantidade de genes particulares (fora da intersecdo) de cada biblioteca de mesma fase
(figura 10).
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Miracidio Esporocisto

Esquistossémulo Verme adulto

Figura 10: Genes processados por SLTS observados nas bibliotecas dos estagios do ciclo
de vida do parasito. Diagramas de Venn construidos no BioVenn (HULSEN et al., 2008),
apresentando a distribuicdo dos genes processados por SLTS nas bibliotecas de mesmo estagio

de S. mansoni. A cor rosa representa a réplica 1 de cada fase e a cor azul a réplica 2.

Para o estudo do SLTS no parasito considerou-se apenas 0s genes que estavam
representados em ambas as bibliotecas de mesmo estagio do ciclo de vida do S. mansoni
(identificados por pelo menos 3 reads mapeadas) com o SL inserido exatamente na
mesma posi¢do, seja em suas regides nao traduziveis (5° UTR), intronicas ou exonicas.

Os genes que apresentaram estas condi¢cGes foram selecionados para as analises
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posteriores, sendo 469 de miracidio, 491 de esporocisto, 725 de esquistossomulo e 524
de verme adulto. Nota-se que o nimero de genes processados por SLTS encontrados no
esquistossomulo foi maior comparado aos valores encontrados nas demais bibliotecas.
Isso provavelmente ocorreu porgque o sequenciamento foi mais profundo nesta fase.

A quantidade de genes em cada cromossomo cujos transcritos receberam a
sequéncia SL foi proporcional ao tamanho dos cromossomos, sendo 0 cromossomo 1 e
0 cromossomo sexual (W), os maiores cromossomos, 0S que contiveram uma
quantidade mais alta de transcritos processados, respectivamente. No cromossomo 7 (0
menor deles), foi encontrado um ndmero menor de genes processados em relagdo aos
demais cromossomos, mostrando ndo haver enriquecimento do mecanismo em genes
presentes em um determinado cromossomo.

Nesse estudo encontramos que a soma de genes processados foi de 1.249,
totalizando 1.733 isoformas geradas por SLTS (dados obtidos com o
total_processed_genes.pl). Os 1.249 genes processados identificados representam cerca
de 10% dos genes anotados no arquivo GFF do genoma. Em um trabalho prévio no qual
foram analisados transcritos das mesmas bibliotecas do presente estudo, foi visto que
transcritos processados que exibem maior quantidade de isoformas derivadas de cis-
splicing alternativo possuem menor incidéncia de SLTS, enquanto que genes com alta
quantidade de éxons, mas com baixo nimero de isoformas de cis-splicing possuem uma
chance maior de sofrerem SLTS, sugerindo uma maior eficiéncia do spliceossomo na
falta de componentes de cis-splicing (BORONI, 2014).

5.2 Identificacdo precisa da localizacéo dos sitios de SLTS

Apos a obtencdo do nimero de genes cujos transcritos possuiam sitios de SLTS
nas diferentes regides utilizando os scripts genes 5UTR.py (genes com sitios na regido
5 UTR), genes_introns.pl (genes com sitios em introns) e genes_CDS.pl (genes com
sitios em CDS’s), 0s transcritos com entrada de SL na regido 5° UTR foram divididos
em duas categorias: uma composta pelos transcritos que sofreram perda de toda regido

5’ UTR e outra com os que tiveram apenas parte da 5’ UTR perdida (figura 12).

33



Transcritos com entrada do SL na regiao 5’ UTR
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Figura 11: Transcritos com uma ou mais entradas de SL somente na regisio 5> UTR.

O SLTS convencional (com entrada do SL na regido 5 UTR € claramente a
forma preferencial diante das diferentes possibilidades de processamento alternativo.
Portanto, a producéo de possiveis proteinas encurtadas ou peptideos sem funcionalidade
s8o eventos mais raros, que ndo fazem parte do papel principal do SLTS no parasito.

Apenas uma pequena parte dos transcritos sofreu perda da regido 5 UTR por
inteiro. Estes sdo casos em que a sequéncia SL pode estar sendo utilizada como regiao
5’ ndo traduzivel, onde se localizam os sitios de ligagdo do ribossomo para a sintese
proteica. As UTRs participam dos mecanismos de regulacdo pos-transcricional e
influenciam na eficiéncia da traducdo (principalmente de proteinas envolvidas no
desenvolvimento, fatores de transcricdo e de crescimento), podendo modular o
transporte de mMRNAs para fora do nucleo, localizagcdo subcelular e a estabilidade do
transcrito (MIGNONE et al., 2002).

A maior parte dos transcritos com uma ou mais entradas de SL na 5° UTR
sofrem splicing no interior da regido nao traduzivel, apresentando reducdo de parte
destas (observacao feita a partir da contagem dos genes codificadores desses transcritos,
utilizando o arquivo de saida do processed_genes.py).

A porcdo que permanece e/ou a sequéncia SL podem estar sendo utilizadas
como UTRs alternativas. O tamanho médio da 5 UTR na maioria das classes

taxonémicas varia entre 100 e 200 bases (MIGNONE et al., 2002). De acordo com as
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ocorréncias identificadas, o comprimento perdido € bastante varidvel, podendo ser
muito pequeno ou incluindo quase toda a regido ndo traduzivel. No entanto, em
mamiferos, um Unico nucleotideo presente na 5 'UTR pode ser suficiente para a
iniciacdo da traducdo (HUGHES; ANDREWS, 1977).

Assim como os transcritos com entrada de SL na 5 'UTR, os transcritos que
sofrem SLTS alternativo com sitios em introns também foram divididos em categorias,
sendo uma com os que sofreram entrada de SL no mesmo sitio aceptor de cis-splicing e
outra com os que utilizam sitios de trans-splicing presentes dentro do intron (figura 13).

Transcritos com entrada do SL em regiao intrénica
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Figura 12: Transcritos com uma ou mais entradas de SL somente em regido intronica.

O splicing alternativo permite um aumento da diversidade de mRNAs, elevando
a capacidade de codificacdo do genoma (NILSEN; GRAVELEY, 2010; MOURAO et
al., 2013), mas também pode estar inibindo o processo de traducgéo e contribuindo para
a instabilidade do transcrito (PREUBER; JAE; BINDEREIF, 2012).

O dinucleotideo AG ¢ o sitio aceptor de splicing canbnico, geralmente associado
a um trato de polipirimidina. E utilizado no cis-splicing e em outras ocasides como sitio
de trans-splicing com alto grau de conservacdo (REED, 1989; NILSSON et al., 2010).
Foi 0 que ocorreu com a maioria dos transcritos com entrada do SL em introns, que

utilizam o mesmo sitio de cis-splicing para o SLTS. Uma pequena parte dos genes
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apresentam sitios no interior de regides intronicas, e mesmo estes sitios alternativos
utilizados para SLTS presentes no meio do intron apresentaram conservagdo da
sequéncia AG, assim como todos os sitios nas regides 5> UTR e em CDSs. Os introns
sujeitos ao processamento apresentam sitios aceptores canénicos mais fortes e um trato
de polipirimidina maior, o que esta relacionado com a decisdo da ocorréncia de splicing
em cis ou em trans (BORONI, 2014).

O SLTS alternativo pode ser um meio de expansdo do repertorio proteico de S.
mansoni (MOURAO et al., 2013). Quanto maior a distancia entre o sitio de SLTS e 0
cddon de iniciacdo da traducdo, menor € a possibilidade da sequéncia modificada apds o
processamento conter outro AUG. Interessantemente, a sequéncia SL de S. mansoni (5’
AACCGTCACGGTTTTACTCTTGTGATTTGTTGCATG 3°) (RAJKOVIC et al.,
1990) termina com um c6don AUG, porém, o tripleto ndo necessariamente € utilizado
como codon de iniciacdo das ORFs do respectivo conjunto de transcritos processados
por SLTS (DAVIS et al., 1995).

Um subconjunto muito pequeno dos transcritos processados possui ocorréncias
de sitios de SLTS no interior de regides codificadoras (figura 14). Quanto mais proximo
o sitio de entrada do SL for da regido 3’ UTR, menor ¢ a possibilidade de ser produzida
uma sequéncia proteica funcional. Em geral, transcritos que sofrem SLTS em CDS tem

reducdo parcial do éxon alvo da adigédo do SL.
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Transcritos com entrada do SL em regiao codificadora
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Figura 13: Transcritos com uma ou mais entradas de SL somente em CDS.

Por fim, foi obtida a quantidade de transcritos com entradas do SL em mais de
uma regido (figura 15).

Transcritos com entrada do SL em regides distintas
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Figura 14: Transcritos com uma ou mais entradas de SL em regides distintas.
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A frequéncia de transcritos com sitios alternativos em mais de uma regido é
pequena. As formas alternativas de SLTS séo capazes de causar alteracdo na fase de
leitura do transcrito, o que pode provocar a producdo de peptideos totalmente
modificados em relagdo a sequéncia proteica original.

Pensando nisso, foram escolhidos 100 genes para estudo de caso, a fim de se
obter informacdes referentes ao impacto que as entradas da sequéncia SL em diferentes
regides podem acarretar no conjunto de proteinas codificadas pelos transcritos dos
genes processados. Foram inclusas todas as ocorréncias de sitios dentro de regifes
codificadoras. Nao foram incluidos transcritos com entrada na regido 5’ UTR, pois ndo
seria possivel obter muitas informacGes sobre eles, uma vez que, a sequéncia da
proteina codificada ndo é teoricamente alterada e por ndo ser possivel prever se estes
transcritos sofrem mudanca de fase de leitura e sintese de proteinas modificadas.
Transcritos com sitios de SLTS em regides intrénicas foram escolhidos aleatoriamente,
com a preocupacdo de selecionar parte que teve o intron removido por inteiro e parte
que teve o SL inserido no centro da sequéncia intrbnica. A tabela 4 apresenta 0s
resultados referentes a todos os 100 genes analisados.
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Tabela 4: Estudo de caso dos 100 genes selecionados.

Gene Regido Fase Presenca/ Auséncia
doSL  de leitura de metionina
Smp_003760.1 INTRON Nao muda M
Smp_008070.1 INTRON Naomuda M
Smp_063760.1 INTRON Naomuda M
Smp_079240.1 INTRON N&o muda M
Smp_083020.1 INTRON Nao muda M
Smp_085750.1 INTRON Nifomuda M
Smp_123880.1 INTRON Naomuda M
Smp_143150.1 INTRON Nao muda M
Smp_161940.1 INTRON N&o muda M
Smp_042430.1 INTRON Niomuda M
Smp_021070.1 INTRON Naomuda M
Smp_054360.1 INTRON N&o muda M
Smp_059800.1 INTRON Nifomuda M
Smp_069880.1 INTRON N&o muda M
Smp_124220.1 INTRON Ndo muda M
Smp_175750.1 INTRON Nao muda M
Smp_156940.1 INTRON Naomuda M
Smp_143380.1 INTRON N&o muda M
Smp_029150.1 INTRON Ndomuda M
Smp_059240.1 INTRON Ndomuda M
Smp_068110.1 INTRON Ndfomuda M
Smp_068480.1 INTRON N&o muda M
Smp_071050.1 INTRON Nao muda M
Smp_095130.1 INTRON Naomuda M
Smp_199400.1 INTRON N&ao muda M
Smp_142990.1 INTRON Naomuda M
Smp_174180.1 INTRON N&o muda M
Smp_140610.1 INTRON N&o muda M
Smp_015690.1 INTRON N&o muda M
Smp_016410.1 INTRON Ndomuda M
Smp_041600.1 INTRON Naomuda M
Smp_041650.1 INTRON N&o muda M
Smp_059660.1 INTRON N&o muda M
Smp_154640.1 INTRON Naomuda M



Smp_000630.1
Smp_003970.1
Smp_ 014020.1
Smp_167000.1
Smp_034190.1
Smp_017360.1
Smp_050430.1
Smp_164770.1
Smp_007960.1
Smp_130430.1
Smp_050830.1
Smp_042680.1
Smp_022500.1
Smp_027360.1
Smp_032950.1
Smp_044260.1
Smp_052500.1
Smp_069890.1
Smp_196620.1
Smp_171940.1
Smp_054200.1
Smp_054780.1
Smp_055600.1

Smp_014010.1
Smp_169070.1
Smp_026390.1
Smp_054560.1
Smp_068990.1
Smp_210640.1
Smp_047410.1
Smp_210640.1

Smp_048420.1
Smp_210280.1
Smp_210950.1
Smp_166320.1
Smp_157780.1
Smp_045810.1

Smp_173410.1
Smp_136980.1
Smp_094470.1
Smp_209080.1
Smp_035410.1
Smp_068090.1
Smp_155870.1

INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON

INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTROM
INTROM
INTRON

INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON
INTRON

CDs

CDS
CcDs
CcDs
cDs
cDs

Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda

MN&o muda
Nao muda
Nao muda
MN&o muda
MN&o muda
MNao muda
MNao muda
MN&o muda

Muda
Muda
Muda
Muda
Muda
Muda

MNao muda
Nao muda
Nao muda
Nao muda
Nao muda
Nao muda
Nio muda

Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Stop codon
Sem M
Sem M

Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M
Sem M

sSsSSS

=ZEEEEZEEEE
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Smp_045960.1 CDS Muda Sem M

Smp_066950.1 CcDs Muda Sem M
Smp_076650.2 CDS Muda Sem M
Smp_088390.1 CcDs Muda Sem M
Smp_213160.1 CDS Muda Sem M
Smp_076650.1 CcDs Muda Sem M
Smp_180360.1 CDS Muda Sem M
Smp_043070.1 CcDs Muda Sem M
Smp_103830.2 CDS Muda Sem M
Smp_147290.1 CDs Muda Sem M
Smp_150830.1 CDS Muda Sem M
Smp_167890.1 CDSs Muda Sem M
Smp_173660.1 CDS Muda Sem M
Smp_097280.1 CcDs Muda Sem M
Smp_154230.1 CDS Muda Sem M
Smp_201100.1 CcDs Muda Stop codon
Smp_080070.1 CDS Nao muda Sem M
Smp_180630.1 CDS N&o muda Sem M
Smp_057230.1 CDS Muda M
Smp_092570.1 CDs Muda M
Smp_135240.1 CDS Muda M
Smp_045810.2 CcDS Muda M

A figura 15 mostra a contagem dos transcritos selecionados, de acordo com a
localizagéo do sitio de SLTS (intron ou éxon), se o transcrito sofreu ou ndo mudanca de
fase de leitura e se a sequéncia de nucleotideos que permanece apds 0 processamento
apresenta ou ndo um codon AUG. Estas analises foram feitas considerando que a

traducdo se inicia a partir da metionina do SL.
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Figura 15: Pesquisa de mudanca de fase de leitura dos transcritos e verificagdo da

existéncia de codon AUG nos 100 transcritos selecionados para a analise. M = metionina.

Ao todo foram analisados 69 transcritos com entrada de SL em introns e 31
transcritos processados, uma vez que, a utilizacdo e localizacdo do(s) sitio(s) em um
mesmo transcrito podem variar entre 0s estdgios do parasito. Portanto, ndo seria
possivel obter um consenso sobre a propor¢do do numero de transcritos com uma ou
mais entradas de SL levando em consideracéo a localizacdo dos sitios.

Como esperado a maior parte dos transcritos com entrada do SL em introns
utiliza um dos sitios de trans-splicing, o que pode ou ndo alterar a fase de leitura do
novo transcrito. Ja as ocorréncias de SL em regides exbnicas dentro da CDS, poderiam
levar a formacéo de proteinas encurtadas, ou mesmo peptideos truncados.

A maioria das ORFs de mRNAs de S. mansoni que sofrem SLTS, ndo sdo
iniciadas por uma metionina. Isso também foi visto por DAVIS e colaboradores em
1995 e sugere que o SLTS nesse organismo tenha como funcdo (ndo sendo funcao
principal) o fornecimento de uma metionina iniciadora (tripleto final da sequéncia SL)
para ORFs encurtadas. No entanto, seriam necessarias abordagens experimentais para
verificar esta hipotese (DAVIS et al., 1995).

A andlise dos genes selecionados foi realizada no visualizador IGV. Durante a

visualizacdo de dados, foi possivel observar diferentes situacfes. Nas figuras 16 a 24, as

42



setas em cinza representam algumas das reads alinhadas e abaixo a sequéncia
nucleotidica do gene, sendo mostradas as trés possiveis fases de leitura. A fase de leitura
correta (considerando o primeiro codon da regido codificadora completa) encontra-se
destacada com a seta azul e a(s) fase(s) que podem estar sendo utilizadas devido a
entrada do SL encontra-se destacada com a seta vermelha (a presenca das duas setas em
uma mesma fase, foi uma forma de ressaltar que provavelmente ndo é possivel ocorrer
mudanca de fase nos casos apresentados com esta caracteristica ilustrativa). A linha azul
fina representa o intron e a grossa o éxon.

O caso 1 (figura 16) indica que o SLTS pode estar ocorrendo de forma a utilizar
um AUG alternativo (mais interno) do prdprio transcrito como cddon de inicio da
traducdo sem alterar a fase de leitura do transcrito. Nesse caso serd produzida uma
proteina menor que perde a parte inicial derivada dos dois primeiros éxons e a regido

codificadora esta no inicio do éxon 3.

SL-

TTCAGATGTCTATACTGAGAAATTCCTTTTCAAACAGTCTAACTGATTGGGATTCATCT

h.'i‘h 'ﬁ'ﬁ.'ﬁ.i'&.ﬂ%

Smp_003760.1

Figura 16: Caso 1 - gene “Smp 003760.1” com sitio de SLTS no final do intron 2. A sequéncia
da fase de leitura 3 se inicia com um cédon para metionina, sendo esta a fase de leitura original
do transcrito.

O caso 2 (figura 17) é semelhante ao caso 1, entretanto, mostra que nem sempre
0 codon para a metionina alternativa esta presente no inicio da sequéncia processada.
Nesse caso, o transcrito perdeu os éxons 1, 2 e 3 e a regido codificadora se inicia dentro

do éxon 4, logo a frente do sitio de SLTS.
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CGCTTAGAAAACGTCTGCAAATGTTATCAGAAGAAGAGATAGTACATGAATCGATAAATAAA
1

Smp_123880.1

Figura 17: Caso 2 - gene “Smp 123880.1” com sitio de SLTS no final do intron 3. A sequéncia
da fase de leitura 3 possui um cédon para metionina proximo ao inicio do éxon, sendo essa a

fase de leitura original do transcrito.

No caso 3 (figura 18), se for usado o AUG presente no final da sequéncia do SL
para a traducdo, o que € pouco provavel, ocorreria producdo de um peptideo pequeno (a
partir da fase de leitura 3) e provavelmente sem fungdo, uma vez que nesta fase existe
um cédon de parada da tradugdo proximo ao sitio de trans-splicing. A segunda fase de
leitura do transcrito observada nesse exemplo é uma possibilidade a ser utilizada, pois
existe um codon para metionina um pouco mais a frente do sitio de SLTS. O transcrito,
nesse caso, teria sua regido codificadora iniciada internamente dentro do éxon 5 (Gltimo
éxon do gene). No entanto a fase original € a primeira, que também poderia ser
utilizada, com provavel utilizacdo o AUG do SL para inicio da traducéo, uma vez que,

ndo apresenta AUG proximo ao sitio de trans-splicing.

W
=

TATTTAGAAGTC TACTACAAATATTTACTGAACCTTTGTTTCAGAAAGATGGATTTTT

Smp_007960.1

Figura 18: Caso 3 - gene “Smp_007960.1” com sitio de SLTS no final do intron 4. A sequéncia
da fase de leitura 3 seria codificadora de um peptideo truncado, caso o inicio da traducdo se

desse a partir do AUG do SL. Uma alternativa seria o uso da fase de leitura 2 com uma regido
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codificadora se iniciando mais a frente na sequéncia. A fase de leitura original é a 1, que no
campo de viséo da figura ndo apresenta codon para metionina, podendo ser usado o do SL.

O caso 4 (figura 19) sugere que a sequéncia da fase de leitura 2 poderia codificar
um possivel peptideo, caso o inicio da traducdo se desse a partir do AUG do SL. No
exemplo dado, se o transcrito fosse lido na fase de leitura 1 e a sintese proteica fosse
iniciada no cédon para metionina logo a frente do sitio de SLTS, o peptideo formado
seria truncado devido a presenca do cddon de parada alguns nucleotideos a frente.
Como visto nos exemplos anteriores, 0 SLTS pode ocorrer na jungao intron/exon (ou
mesmo dentro de intron, mas sdo casos ndo mostrados) e levar a perdas de dominios
proteicos que sdo codificados pelos éxons que foram removidos pelo SLTS. Caso nao
haja um codon de inicio para a tradugéo logo a frente na regido processada, o SL ainda
pode ser considerado como doador do AUG inicial para a sintese proteica, levando a
menores perdas de porgdes da proteina.

SL
\

TTTTAGTGATTCGACATGCAGCATGGATCTACCATGTAAACCTTTAGCATGTAAAATTC

Smp_201100.1

Figural9: Caso 4 - gene “Smp_048420.1” com sitio de SLTS no final do intron 1. A sequéncia
da fase de leitura 2(fase de leitura original) seria codificadora de um possivel peptideo, caso o
inicio da tradugdo se desse a partir do AUG do SL. Ndo é mostrado na figura se existe um codon

para metionina mais a frente dentro do éxon.
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Se a entrada do SL ocorrer na regido codificadora, ou seja, dentro de um éxon,
este evento produzird um transcrito que perde parte da regido codificadora da proteina
(pelos éxons que foram removidos), ou até mesmo partes de um dominio estrutural da
proteina (devido a entradas do SL no centro do éxon). Em alguns casos, se 0 SLTS
ocorrer em éxons muito proximos ao final do transcrito, este evento podera inviabilizar
a sintese de uma proteina funcional. As figuras 20 a 23 mostram exemplos de entrada

do SL dentro de éxons.

SL

\

TCCAGCCTATCGAACCTACCTATGGTAAGGATTTCAAAACCACTCGTTTTCAGCTAATT

W W, W, O, D

Smp_048420.1

Figura 20: Caso 5 - gene “Smp 201100.1” com sitio de SLTS dentro do éxon 1. Considerando
a fase de leitura 2 (fase de leitura original), existe um codon para metionina alguns nucleotideos
a frente que pode ser usado para o inicio da traducdo. Nao seria possivel utilizar o cédon AUG
do SL para o inicio da traducdo, pois nessa fase de leitura (fase 1) existem varios cddons de

parada no transcrito, sendo um deles, inclusive, o primeiro cédon logo ap6s a inserc¢do do SL.
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SL

v

CCTGCCAATCTGTAAAATAAGGTAAACTTAAGTTTCTAGCACACATACCTTGACATTTT

| Smp_173660.1 |

-
-

Figura 21: Caso 6 - gene “Smp_173660.1” com sitio de SLTS dentro do éxon 1. Considerando
a fase de leitura 1 (fase de leitura original), existe um codon de metionina alguns nucleotideos a
frente que pode ser usado para o inicio da traducdo. Considerando a fase 3 ndo visualizamos
qualquer cddon para metionina préximo a insercdo do SL, no entanto, esse cddon poderia estar
mais a frente, além da faixa de observacdo da figura. Nao seria possivel utilizar o codon AUG
do SL para o inicio da traducdo, pois nessa fase de leitura (fase 2) existem varios codons de

parada.

!
|
SL I

i
\ |

TTCAAGCATCAAATTGGTATGAACGAGAGGTTTGGGACATGTATGGTGTGT

Smp_092570.1

Figura 22: Caso 7 - gene “Smp_092570.1” com sitio de SLTS dentro do éxon 3. Considerando
a fase de leitura 2 (fase de leitura original), existe um cddon de metionina alguns nucleotideos a
frente que pode ser usado para o inicio da traducdo. Considerando a fase 3, existem dois codons
para metionina que podem ser utilizados para o inicio da traducdo. Nessa fase de leitura o cédon

AUG do SL também poderia ser utilizado.
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T
ii

AGTTCAACTACGTTT TAAAGCAAATACTCTTAGT TATGTTTAGCTAGCAATAAGAGTCAACTATTCTGTCTGATATT ACTC

E%%H'ﬁﬁ.%ﬁ.ﬁ.%u'ﬁ.-

Smp_080070.1

Figura 23: Caso 8 - gene “Smp_080070.1” com sitio de SLTS dentro do éxon 5. Considerando
a fase de leitura 3 (fase de leitura original), seria possivel utilizar o cédon AUG do SL para o
inicio da traducéo, pois ndo vemos cédons para metioninas proximos ao sitio de insercdo do SL.

As outras fases de leitura possuem uma serie de cddons de parada para a sintese proteica.

Grande parte dos genes apresentaram sitios em regides diferentes entre o0s
estagios do ciclo de vida do S. mansoni. Isso sugere que o splicing alternativo tem
consequéncias funcionais na regulacdo do desenvolvimento do parasito. Essa
abundancia diferencial de splicing alternativo também foi observada no T. brucei em
2010, no estudo de Nilsson e colaboradores. Neste mesmo trabalho, os autores
encontraram cerca de 90 transcritos em que o splicing alternativo promoveu a remocao
do cddon de iniciacao da traducéo.

Como mencionado anteriormente, o splicing alternativo também ocorre em
genes com sitios de SLTS na regido 5° UTR. Existem casos em S. mansoni em que um
anico gene possui entrada de SL na 5° UTR e alternativamente em introns e regides
codificadoras. A figura 25 mostra um exemplo de um gene que sofreu entrada do SL na
5’ UTR e em dois locais do éxon 3.

Esta diversidade de ocorréncias de SLTS sugere que ndo existe um padrdo do
impacto do processo nos genes alvo. Aqueles transcritos processados que,
aparentemente, ndo apresentaram mudanca de fase de leitura para a sintese da proteina
foram submetidos a uma analise de bioinformatica mais abrangente sobre o impacto do
SLTS. A sequéncia de aminoacidos das proteinas dos transcritos derivados destes genes
foi comparada com a sequéncia original da regido codificadora completa de cada um,
com o intuito de investigar a perda de dominios nas proteinas codificadas por esses

transcritos. Os resultados encontram-se na tabela 5.
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Smp_076650.1

Figura 24: Caso 9 - gene “Smp_076650.1” com sitios de SLTS na regido 5° UTR e em duas

regides do éxon 3.
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Tabela 5: Verificacdo da presenga de dominios nas proteinas derivadas de transcritos

processados por SLTS e que ndo tiveram alteracdo na fase de leitura.

Gene Produto proteico Dominios protéicos
Smp_014010.1 Proteina associada ao adenilil ciclase P.3 (4)
Smp_169070.1 Hipotética nao tem
Smp_026390.1 Proteina associada ao arsenite inducuble RNA aip-1 P.P(1)
Smp_054560.1 Proteina relacionada ao Huntingtin nao tem
Smp_068990.1 Serina SNF: treonina kinase P.P(1)
Smp_210640.1 Proteina mitocondrial RSM22 nao tem
Smp_047410.1 Hipotética néo tem
Smp_173410.1 Hipotética nao tem
Smp_136980.1 Hipotética nao tem
Smp_094470.1 Dominio G patch P.P (1)
Smp_209080.1 Componente do complexo de Golgi nao tem
Smp_035410.1 Proteina mitocondrial L24 P.P(2)
Smp_068090.1 Zinco fosfodiesterase nao tem
Smp_059800.1 Prenil transferase P.P (1)
Smp_069880.1 Pequenas ribonucleoproteinas Ula,U2b P.1(1)
Smp_124220.1 Hipotética nao tem
Smp_175750.1 Fumarilacetoacetato hidrolase P.P (1)
Smp_156940.1 Hipotética nao tem
Smp_143380.1 Endonuclease de reparo de mismatch PMS2 P.3(3)
Smp_029150.1 Citocromo oxidase C P.1(2)
Smp_059240.1 Hipotética ndo tem
Smp_068110.1 Proteina de reparo de recombinagéo meidtica 11 (Mrell) P.1(2)
Smp_068480.1 Vesicula de transporte V- vtila P.1(3)
Smp_071050.1 Hipotética nao tem
Smp_095130.1 Porfobilinogénio deaminase P.1(3)
Smp_199400.1 Cadeia leve da miosina 2 do mdsculo liso P.P (1)
Smp_210640.1 proteina de interag&o com a Huntingtina néo tem
Smp_142990.1 Serina/treonina kinase P.P (4)
Smp_174180.1 Hipotética ndo tem
Smp_140610.1 Relacionada com acido fosfatase P.2 (3)
Smp_015690.1 Subunidade nAChR (ShAR1 beta2) P.P (2
Smp_016410.1 Proteina de ligagao ao E3 SUMO RanBP2 P.3(7)
Smp_041600.1 Isoleucina (tRNA ligase) P.5 (5)
Smp_041650.1 Proteina ribossomal (40s) S27 P.P (1)
Smp_059660.1 Hipotética néo tem
Smp_154640.1 Relacionada ao SWI/SNF P.P (1)
Smp_155870.1 Translocase (mitocondrial) nao tem
Smp_080070.1 Componente do complexo de Golgi nao tem
Smp_180630.1 Hipotética nao tem
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Na coluna 3, “P.P” significa perde parte dos dominios e “P.2” por exemplo, significa
que 2 dominios foram completamente perdidos. Entre parénteses estd a quantidade de
dominios da sequéncia completa. O “ndo tem” ¢ referente as proteinas hipotéticas (sem

dominios no InterProScan) ou que perderam todos os dominios.

Dos 51 transcritos sem mudanca de fase de leitura apds SLTS, 17 se referem a
proteinas hipotéticas, 9 sdo de proteinas que perderam todos seus dominios (exemplo na
figura 25), 8 de proteinas que perderam dominios inteiros (mas ndo todos) e 17
perderam um pedaco de seus dominios (exemplo na figura 26).

Proteina codificada pelo gene Smp_209080.1
Submitted

Length 706 amino acids

@ DNA mismatch repair protein Pms1/Pms2 (IPR028831)

» Domain
» Domain

Proteina codificada pelo gene Smp_209080.1 processada pelo SLTS
Submitted

Length 20 amino acids

None predicted.

None predicted.

Figura 25: Imagem do InterProScan mostrando a predi¢cdo de dominios da proteina
codificada pelo gene Smp_209080.1 (proteina nativa e derivada do transcrito processado
por SLTS).
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Proteina codificada pelo gene Smp_199400.1
Submitted

Length 172 amino acids

None predicted.

» Domain

Proteina codificada pelo gene Smp_199400.1 processada pelo SLTS
Submitted

Length 138 amino acids

None predicted.

Figura 26: Imagem do InterProScan mostrando predi¢do de dominios da
proteina codificada pelo gene Smp_199400.1 (proteina nativa e derivada do

transcrito processado por SLTS).

O impacto do SLTS no conjunto de proteinas de S. mansoni requer a
comprovacdo da sintese de proteinas modificadas nas varias fases do ciclo de vida do
parasito, assim como a verificacdo da perda de dominios em proteinas derivadas de
transcritos sem mudanca de fase de leitura, no sentido de confirmar a conservacao da
funcdo destas proteinas. 1sso sO é possivel através de estudos experimentais. Em 2013,
Mourdo e colaboradores descreveram que o silenciamento do SLTS em esporocistos por
RNA interference (RNAI) provocou uma reducdo do tamanho dos parasito. 1Sso sugere
gue 0 mecanismo possui grande importancia no desenvolvimento do organismo,
podendo ser fundamental para a regulacdo de processos metabdlicos (MOURAO et al.,
2013).

Ainda se tratando da funcdo do SLTS, o capeamento de mRNASs por adicdo de
SL parece estar relacionado com a garantia de maior estabilidade da molécula em
tripanosomas (HUANG; VAN DER PLOEG, 1991). Em S. mansoni, além de

estabilidade, o SL pode ter alguma funcionalidade no mecanismo de traducdo e em
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processos de transporte, quando impede que proteinas sejam direcionadas ao seu local
de atuacéo (por causar perda do peptideo sinal, por exmplo).

No que diz respeito a funcdo de SL-resolved operons, cerca de apenas 2% dos
genes processados por SLTS em S. mansoni sé&o unidades policistronicas, portanto
necessitam desta funcionalidade (BORONI, 2014). No entanto, a necessidade do trans-
splicing no processamento de transcritos policistrénicos em monocistrénicos levantou
questBes sobre a existéncia de outros niveis de regulacdo por parte deste processo
(HELM; WILSON; DONELSON, 2008). Este trabalho permitiu inferir que o SLTS
pode estar sendo utilizado como estratégia para mudanga de fase de leitura
(inviabilizando a sintese proteica) e como meio para um possivel aumento da

diversidade de isoformas proteicas de S. mansoni.

53



6 CONCLUSOES

Neste trabalho foram apresentadas as possiveis consequéncias do SLTS no S. mansoni.
A localizacdo dos sitios de entrada da sequéncia SL foi determinada em cada transcrito
processado no conjunto de dados, permitindo a determinacdo da frequéncia de uso de
sitios em regides ndo traduziveis (5° UTR), intronicas e exdnicas. Alguns transcritos
processados foram analisados quanto a possivel ocorréncia de mudanca de fase de
leitura consequente do SLTS e verificacdo da presenca do c6don de iniciacdo da sintese
proteica em regibes proximas a inser¢do do SL. As proteinas codificadas por transcritos
processados, mas sem mudanga da fase de leitura, foram analisadas quanto & perda
parcial ou total de dominios funcionais. O SLTS convencional foi identificado como a
forma preferencial do mecanismo no parasito, apresentando uma maioria de transcritos
com sitios de SLTS na regido 5° UTR. A preferéncia pela regido 5> UTR sugere que o
SLTS pode impactar na estabilidade do transcrito e eficiéncia da traducdo. A alta
utilizagdo de sitios na 5 UTR mostra que a producao de peptideos sem funcionalidade,
ou de tamanho reduzido € um evento mais raro, ndo sendo, portanto, considerada como
funcéo principal do SLTS e ndo exerce muita influéncia no proteoma do parasito. Ainda
assim, foi observada a producdo de RNAs muito curtos apds processamento que
poderiam dar origem a peptideos provavelmente sem funcdo, devido ao seu
comprimento ser muito restrito, sugerindo também a atuacdo do mecanismo de SLTS na
repressdo da expressdo génica do parasito. Foram identificados genes com entradas da
sequéncia lider em regibes codificadoras e em introns, que por sua vez, ocorrem mais
frequentemente nos sitios canbnicos de cis-splicing. Muitos transcritos com entrada do
SL no intron, ou dentro de um éxon ndo continham AUG alternativo para inicio da
traducdo na regido proxima ao sitio de SLTS. Todavia, a possibilidade de utilizacdo do
cddon AUG presente na extremidade do SL ndo pode ser descartada e exige outras
metodologias de estudo para sua confirmacdo. Uma pequena quantidade de transcritos
apresentaram sitios de entrada do SL em regifGes diferentes entre os estagios de S.
mansoni. 1sso nos leva a crer que o splicing alternativo tem um papel na regulacdo do
desenvolvimento do parasito. Também foi realizada uma comparacdo dos dominios
funcionais dos peptideos processados com a sequéncia completa de aminoacidos das
respectivas proteinas. A maioria das proteinas perde parcialmente regides contendo
dominios funcionais. No entanto, algumas chegam a perder toda sua sequéncia

conservada correspondente aos dominios.
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7 PERSPECTIVAS

Selecionar proteinas que sofreram diferentes impactos do SLTS, para testes

experimentais que confirmem o dano provocado pelo processamento.
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