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RESUMO 

 

A transcrição é a etapa necessária para a expressão gênica que envolve a produção de uma fita 

de RNA usando o DNA como molde. Estima-se que 95% dos genes humanos sejam afetados 

por um processo de splicing alternativo. Este processo é uma das ferramentas de que a célula 

dispõe para a produção de diferentes tipos de transcritos derivados de um mesmo gene. O 

linfócito T é um modelo bastante útil para o estudo do processamento transcricional, de que nos 

servimos para analisar um tipo emergente de splicing alternativo ainda pouco caracterizado: a 

retenção intrônica. Criamos um programa algorítimo para identificar os transcritos com 

retenção intrônica, usando dados de sequenciamento de RNA, obtidos de linfócitos T CD4+ em 

repouso e ativados. A retenção intrônica mostrou-se ser o tipo de splicing alternativo mais 

frequente dos eventos transcricionais, com pouca divergência em termos de classificação 

ontológica das isoformas diferencialmente expressas nos fenótipos de ativação celular 

estudados. Entretanto, provou-se que esse tipo de splicing não é um ‘ruído’ transcricional 

generalizado. Ademais, constatou-se a existência de diversidade desses transcritos, com 

oscilação quanto à carga intrônica retida durante a ativação do linfócito. Identificamos, todavia, 

isoformas com retenção intrônica diretamente ligadas ao fenótipo de repouso e de ativação 

celular, nos quais a célula parece regular seletivamente os transcritos, de forma similar, mesmo 

em diferentes indivíduos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

Transcription is a necessary step for gene expression involving the production of RNA 

molecules from DNA templates. It is estimated that 95% of the human genes are affected by 

some sort of alternative splicing. Alternative splicing is a tool that the cell uses to produce 

different types of transcripts from the same gene. T lymphocytes are particularly suitable for 

studies on transcriptional processing, and we have used this model to analyze a new emergent 

type of alternative splicing: intron retention. We have created a program to identify intron 

retention transcripts using data from RNA sequencing obtained from resting and activated 

CD4+ cells. Intron retention was shown to be the most common type of alternative splicing, 

with small differences in ontological classification of the transcripts differentially expressed in 

the two activation phenotypes. We have shown that this kind of alternative splicing is not 

transcriptional ‘noise’ in its entirety. In addition, there is transcriptional diversity as regards the 

level of intron retention in the two states of activation of the lymphocyte. However, we have 

identified specific isoforms with intron retention directly connected to the resting or activated 

cell phenotypes, suggesting the existence of selective regulation of these transcripts, whose 

pattern is conserved even in different individuals.  
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1 – INTRODUÇÃO 

As células são unidades funcionais de um organismo que precisam ser sensitivas e 

estarem prontas para responder aos estímulos do ambiente, tais como temperatura e 

disponibilidade de nutrientes, modelando sua capacidade de adaptação e sobrevivência 

(SAUNDERS e colab., 2006). Tais estímulos são transmitidos por moléculas sinalizadoras que 

determinam quando a célula precisa se dividir, migrar ou até mesmo morrer. Essa adaptação 

requer a produção de proteínas, o que frequentemente depende da capacidade do estímulo 

induzir a transcrição gênica (WEAKE e WORKMAN, 2010).  

Uma vez que os genes são ativados, inicia-se o fluxo de transmissão da informação 

genética, no qual o DNA (ácido desoxirribonucleico) funciona como um molde para a produção 

de RNA (ácido ribonucleico) e este último constitui o diagrama de construção das proteínas 

durante o processo de tradução. Este fluxo de informação se constitui no princípio do dogma 

central da biologia molecular (SAUNDERS e colab., 2006) (Figura 01), sendo a etapa de 

transcrição no qual é gerada a molécula de RNA a partir da fita molde de DNA uma fase 

importante para resposta celular.    

Figura 01. Dogma central da biologia molecular. A partir de uma fita molde de DNA, a 

informação genética é transcrevida em uma molécula de RNA no núcleo celular. RNAs 

codificantes deverão deixar o núcleo para ir ao citoplasma aonde levarão informações 

necessárias para sua tradução em proteínas.  

A transcrição é feita pelas RNA polimerases (RNApol) I, II e III, que produzem 

RNAs ribossomais (rRNA), transcritos codificadores de proteínas e pequenos RNAs não 

codificadores, respectivamente (SAINSBURY e colab., 2015). O processo se desenvolve em 

três fases: iniciação, elongação e terminação, tendo como produto o pré-mRNA, o qual deve 

ainda ser processado em um RNA maduro ou RNA mensageiro (mRNA), para funcionar como 

“receita genética” na tradução de proteínas.  Inúmeros fatores influenciam a habilidade da RNA 

polimerase de ter acesso e se ligar aos genes, bem como de transcrevê-los em resposta a algum 

sinal (SAUNDERS e colab., 2006). Estas enzimas são formadas por múltiplas subunidades, 

sendo Rpb1 a maior delas e possuidora de sequências repetitivas (YSPTSPS) (HSIN e 

MANLEY, 2012) no domínio carboxi-terminal (CTB). Modificações pós-traducionais deste 
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heptapeptídeo, tais como fosforilação, modulam a capacidade de interação com outras 

proteínas. Embora CTB não tenha função catalítica, funciona como plataforma de acoplamento 

(docking) para diferentes tipos de quinases (Ser2, CDK7, TFIIH, CDK8) e fosfatases, que 

influenciam diretamente o papel da RNApol II (ROEDER, 2005; SAINSBURY e colab., 2015; 

WEAKE e WORKMAN, 2010).  

Durante a fase inicial da indução gênica, a RNApol II liga-se a sequências 

específicas do DNA, interagindo com fatores gerais de transcrição (TFIIB, TFIID, TFIIE, 

TFIIF, TFIIH) e componentes da maquinaria transcricional. Este processo resulta na formação 

do complexo de pré-iniciação (PIC) no promotor do gene ativado (PTASHNE e GANN, 1997; 

ROEDER, 2005). A subunidade DNA-helicase da TFIIH hidrolisa ATP para remodelar o PIC. 

No começo do processo de remodelamento, aproximadamente 11 a 15 pares de bases (pb) do 

DNA situados próximo ao sítio de iniciação são desenrolados, permitindo a ligação da RNApol 

II ao molde de DNA (CRAMER, 2004; WANG, W e colab., 1992) e o rápido início da síntese 

de RNA.  

A RNApol II promove a elongação completa do transcrito com alta possessividade, 

sem dissociação do molde de DNA ou liberação do RNA nascente. Entretanto, para que isso 

ocorra, é necessário que a síntese de aproximadamente 15 nucleotídeos já tenham ocorrido. Até 

então, a síntese é altamente instável e dependente de fatores de transcrição auxiliares, com alta 

propensão de parada proximal (promoter-proximal arrest) ou aborto da transcrição. Esta fase 

de instabilidade funcional da RNApol II ou promoter escape deve ser superada para que seja 

formado o complexo de elongação transcricional (CET) (DVIR, 2002).  

Assim, a molécula nascente de RNA recebe a adição de uma guanosida metilada, 

na extremidade 5’ (5’CAP) e, quando completada a transcrição, ganha uma cauda de adenina 

na extremidade 3’ (calda polyA) (ZHANG, Zhiqiang e colab., 2004). Essas modificações são 

importantes para a etapa de terminação, pois contribuem para o processo de dissociação do 

complexo transcricional da RNApol II (LUO e BENTLEY, 2004; ZHANG, Zhiqiang e colab., 

2004).  

Em eucariotos, a RNApol II tem que lidar com a transcrição do molde de DNA no 

contexto de uma série de complexos proteicos a ele ligados, que constituem a cromatina e 

regulam diretamente a transcrição. A cromatina tem como principal componente o 

nucleossoma, que é constituído por 146 pb de DNA, enrolados em um octâmero de histonas. O 

octâmero é formado por duas cópias de histonas canônicas, conhecidas como H3, H4, H2A e 
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H2B (KORNBERG, 1974). É conhecido que regiões descondensadas da cromatina têm genes 

mais transcritos, com menos nucleossomas nas regiões intergênicas. Os promotores de genes 

ativamente transcritos também tendem a apresentar densidades mais baixas de histonas e, 

consequentemente, terem diminuição de nucleossomas quando comparados às regiões a jusante 

(POKHOLOK e colab., 2005).  

Diversos fatores catalíticos regulam a cromatina através de alterações químicas das 

histonas. Essas modificações pós-traducionais (MPT) afetam a estabilidade do nucleossoma, 

alterando as interações físico-químicas do mesmo ou dos vizinhos e resultando em uma 

cromatina mais aberta ou fechada. De maneira geral, os nucleossomas representam uma barreira 

transcricional, que deve ser movida ou desfeita, para que a polimerase possa percorrer o DNA 

(CLOSE e colab., 2006; KRISTJUHAN e colab., 2002). A acetilação das histonas H3 e H4 é 

tipicamente associada com genes ativos (CHIH e colab., 2005; POKHOLOK e colab., 2005), 

sendo importante para a transcrição na etapa de elongação (CLOSE e colab., 2006; 

KRISTJUHAN e colab., 2002). A trimetilação na H3K4 (H3K4me3) é normalmente 

concentrada na extremidade 5’ do gene e tem forte correlação com ativação transcricional. 

Igualmente, a metilação de H3K36 também pode ser evidenciada em vários genes codificadores 

(KROGAN e colab., 2003; POKHOLOK e colab., 2005; RAO e colab., 2005; XIAO e colab., 

2003).   

Essas modificações de histonas citadas são apenas alguns exemplos de estratégia 

de que a célula dispõe, para regular a transcrição e expressão dos genes antes de processar o 

RNA em sua maturação. Outros mecanismos regulatórios pós-transcricionais incluem os 

pequenos RNAs interferentes (siRNA) e os microRNAs (microRNA), que regulam a expressão 

gênica após a transcrição, via complexo de indução de silenciamento de RNA (RISC) 

(BARTEL, 2004; FILIPOWICZ, 2005). Contudo, a regulação pode ocorrer através do 

processamento por splicing do precursor do RNA mensageiro.   

Splicing é um processo que remove os íntrons do pré-mRNA e junta os éxons para 

produção de mRNA maduros (CHOW e colab., 1977; STERNER e colab., 1996). 

Tradicionalmente, os éxons são definidos como as sequências codificadoras dos genes que são 

representadas ininterruptamente em um mRNA e os íntrons são sequências que intervém entre 

os éxons no pré-mRNA e no molde de DNA. Cada íntron tem pelo menos três elementos cis: 

um sítio de splice 5’ (5’ss), um sítio de ramificação e um sítio de splice 3’ (3’ss). Este último é 

chamado de trato de polipirimidina e contém 15-40 pirimidinas (usualmente uracilas) (TARN 

e STEITZ, 1996; TURUNEN e colab., 2013). Uma vez que o ser humano tem 20.000-25.000 
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genes codificadores de proteínas e apenas 700 que não contém íntron (BUSCH e HERTEL, 

2013; LANDER e colab., 2001; LOUHICHI e colab., 2011), o splicing representa uma etapa 

fundamental para o bom funcionamento celular. 

O processo de splicing envolve diferentes etapas de alto consumo de ATP (PAN e 

colab., 2008), que são catalisadas pelo spliceossomo – uma maquinaria de pequenas partículas 

de ribonucleoproteínas (snRNP), conhecidas como U1, U2, U3, U4, U5 e U6 (OHSHIMA e 

colab., 1981). Primeiramente, U1 snRNP reconhece 5’ss via pareamento de bases com o pré-

mRNA, formando o complexo inicial (complexo E). O fator  de splicing 1 (SF1) liga-se ao sítio 

de ramificação; o fator auxiliar da U2 (U2AF) liga-se ao trato de polipirimidina e ao 3’ss; as 

proteínas serina-arginina (SR) ligam-se a enhancers de splicing exônico (ESE) (SHEN e colab., 

2004). Depois dessas interações, o complexo E está destinado à via de splicing, com 

subsequente ação catalisada pelas helicases Pp5 e Sub2. O complexo E é convertido em 

complexo A pela substituição do SF1 pela U2 no sítio de ramificação (CHEN e MANLEY, 

2009). Após a montagem do complexo A, U5 e U6 snRNPs são recrutadas para formação do 

complexo B, onde também há reconhecimento das regiões intrônicas (RAGHUNATHAN e 

GUTHRIE, 1998). Várias helicases de RNA participam do complexo B, resultando em um 

rearranjo das formas U2-U6 snRNPs, liberando U4 e U1 e iniciando vários processos catalíticos 

que amadurecem o mRNA no complexo C (ILAGAN e colab., 2013; SCHWER e GROSS, 

1998).  A formação dos complexos E, A e B são possíveis pontos de regulação do splicing 

alternativo. As reações do processo de splicing estão representadas de maneira simplificada na 

figura 02.  
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plantas e menor em humanos (MARQUEZ e colab., 2012; REDDY e colab., 2012), nos fazendo 

pensar na existência de uma diferença entre as espécies no reconhecimento de éxons e íntrons 

durante a implementação do splicing alternativo (REDDY e colab., 2012). 

A retenção intrônica poderia ser um mecanismo pós-transcricional de regulação 

negativa da expressão gênica via indução da maquinaria de vigilância de degradação  (YAP e 

colab., 2012) ou por Nonsense Mediated Decay (NMD), através da introdução de um codón de 

terminação prematuro (CTP) (WONG e colab., 2013). Alternativamente, a retenção intrônica 

poderia fazer parte de um mecanismo de regulação de expressão gênica, no qual o bloco 

intrônico seria liberado em resposta à determinada sinalização (NINOMIYA e colab., 2011), 

ou estímulo de desenvolvimento (BOOTHBY e colab., 2013).  

Muitos processos biológicos que determinam funções celulares essenciais são 

atribuídos a compartimentos genéricos da célula, partindo da premissa de que as organelas e 

subcompartimentos celulares sejam estáticos. Esta perspectiva não poderia estar mais distante 

da realidade, uma vez que uma dinâmica e complexa relação com o citoesqueleto define o 

posicionamento dessas organelas e microestruturas celulares, que servem de base estrutural dos 

subcompartimentos onde as reações e processos biológicos se desenvolvem (VAN BERGEIJK 

e colab., 2016). Macromoléculas, tais como RNA e proteínas, devem navegar a microanatomia 

intracelular para atingir seus sítios de ação, sendo fundamental que compreendamos melhor as 

regras que governam este trânsito. Alguns estudos reportaram que a retenção de íntrons pode 

funcionar como sinal de localização subcelular dos transcritos que os contém. A RI foi essencial 

para o direcionamento de 33 mRNAs neurais para os dendritos, ao ponto de afetar a localização 

onde aconteceria sua tradução (BUCKLEY e colab., 2011). Além disso, foi observado que um 

transcrito com retenção intrônica que codifica uma variante da chaperona GRP78 (GRP78va) 

atua de forma difusa no citoplasma, enquanto o produto de sua isoforma canônica fica retido 

no lúmen do retículo endoplasmático, exercendo ali sua função (NI, Min e colab., 2009). A 

complexidade desta área de investigação é ilustrada pela recente identificação de sequências 

intrônicas codificadoras de proteínas, as quais receberam uma nomenclatura própria, sendo 

chamadas de exitrons (STAIGER e SIMPSON, 2015). Sendo assim, alguns dogmas começam 

a ser quebrados e haverá muito debate na literatura nos próximos anos sobre as hipóteses de 

funcionamento dos transcritos com retenção intrônica (Figura 04). Esses transcritos em geral 

costumam ter pequenos íntrons com alto teor de GC (AMIT e colab., 2012; KEREN e colab., 

2010; SAKABE e DE SOUZA, 2007; WONG e colab., 2013), os quais frequentemente 

resultam de sítios de splicing fracos que escapam do spliceossomo (SAKABE e DE SOUZA, 
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MARTINEZ e LYNCH, 2013) durante as fases de diferenciação celular.  Para que ocorra 

diferenciação, é necessária a ativação do linfócito T pelo sinal um, que é desencadeado pelo 

reconhecimento por parte do receptor de células T (TCR) de pequenos fragmentos antigênicos 

apresentados pelo complexo de histocompatibilidade (MHC) expresso nas células 

apresentadoras de antígeno, bem como por um segundo sinal produzido pelo engajamento de 

um receptor coestimulador como, por exemplo, o CD28. O disparo simultâneo dos sinais um e 

dois desencadeia o processo de maturação do linfócito, que parte do fenótipo da célula naive 

em repouso e atravessa várias etapas progressivas de diferenciação, para atingir o fenótipo do 

linfócito armado efetor. Uma vez que as células atingem a diferenciação terminal, há três rotas 

possíveis: o exercício da função efetora, a morte por apoptose e o recolhimento ao 

compartimento de memória, nos formatos de células T tronco de memória central (TSCM) 

(ZHANG, Yi e colab., 2005), células T de memória central (TCM) e células T de memória 

efetora (TEM) (GATTINONI, L e colab., 2011; GATTINONI, Luca e colab., 2006; ZHANG, 

Yi e colab., 2005). A ativação do linfócito T está associada à produção de granzimas, perforina, 

citocinas efetoras, espécies reativas de oxigênio, bem como à proliferação celular (SMITH-

GARVIN e colab., 2009).  

A ativação do linfócito T é um dos modelos fenotípicos mais estudados, no que diz 

respeito à cromatina, com vários trabalhos de pesquisa em epigenômica na literatura (BARSKI 

e colab., 2007; POKHOLOK e colab., 2005; WANG, Zhibin e colab., 2008). Esses estudos 

possibilitaram alcançar um melhor entendimento sobre a assinatura epigenética dos linfócitos, 

com a identificação de anotações funcionais envolvidas na regulação e execução transcricional 

(ERNST e KELLIS, 2012; WANG, Zhibin e colab., 2008). Estudos genômicos da ativação do 

linfócito T revelaram que muitos dos genes silentes nas células T em repouso já carregam 

marcas epigenéticas na cromatina, com altos níveis de RNApol II no promotor, que são 

indicadoras de previa ativação. Curiosamente, após ativação do linfócito T, observa-se pouca 

ou quase nenhuma modificação no estado da cromatina, o que parece indicar que certos genes 

já poderiam estar preparados para transcrição rápida em resposta ao estímulo ativador (BARSKI 

e colab., 2009; CUDDAPAH e colab., 2010).   

Foi demostrado que a retenção intrônica é prevalente nas células T CD4+ em 

repouso, mas os transcritos produzidos por esse tipo de splicing alternativo desaparecem, 

quando os linfócitos são ativados através do TCR e CD28. Esse estudo revelou também que os 

transcritos com retenção intrônica têm maior turnover nas células em repouso e sugere que o 
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processamento adicional dos mRNAs durante a ativação do linfócito CD4+ poderia estabilizá-

los, afetando o estado das isoformas proteicas codificadas (NI, Ting e colab., 2016).  

 Neste trabalho, abordamos indiretamente uma questão fundamental sobre a 

relevância biológica da retenção intrônica, que surgiu depois da descoberta de que esta forma 

de splicing alternativo se estende além da biologia das plantas ao transcriptoma de mamíferos.  

Procuramos responder se a retenção intrônica representa alguma forma de ruído (background) 

transcricional e o quanto ela é seletiva para fenótipos definidos da célula, assim como se existe 

variação interindividual. 

 

2. HIPÓTESE  

Lançamos a hipótese de que o splicing alternativo por retenção intrônica não seja 

um mero ruído transcricional que acompanha passivamente a flutuação da expressão gênica 

global e que este tipo de splicing alternativo possa ocorrer de maneira seletiva durante os 

estados de repouso e ativação do linfócito T.  

 

3. OBJETIVOS 

- Construir uma ferramenta algorítmica para identificação e análise de retenção intrônica; 

- Validar a ferramenta; 

- Processar e construir o transcriptoma do linfócito T CD4+ exposto à ativação do TCR e CD28; 

- Determinar o padrão de transcritos com retenção intrônica nos genes analisados por RNA-seq 

- Testar e validar os transcritos contendo retenção intrônica por RT-PCR; 

- Estudar a ocorrência da retenção intrônica em diferentes estados de ativação dos linfócitos T 

CD4+. 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS  

4.1 Construção de uma ferramenta algorítmica para análise de retenção intrônica 
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 Geramos um programa de identificação de transcritos que determina as formas de 

splicing alternativo e, dentre elas, aquelas que exibem retenção intrônica. Empregamos dois 

pacotes essenciais nesta tarefa. Usamos o cummeRbund para criar os bancos de dados que 

descrevem as relações entre os genes, transcritos e regiões dos transcritos (COSSIO e colab., 

2012). Para identificação dos diferentes tipos de splicing alternativo, usamos spliceR 

(VITTING-SEERUP e colab., 2014). Construímos um código capaz de assimilar os arquivos 

gerados pelo processamento dos dados brutos de RNA-seq e gerar uma lista de isoformas 

contendo retenção intrônica, conforme nossas perguntas biológicas, assim como, tabelas 

essenciais e figuras necessárias para a realização deste trabalho.  

4.2 Validação e padronização do processamento dos dados 

Utilizamos a ferramenta criada para processar os dados de RNA-seq com alta cobertura 

(~150 milhões de reads), adquiridos no Arquivo de Sequências de Reads (SRA) do Centro 

Nacional de Informação Biotecnológica dos Estados Unidos (NCBI). A indexação do genoma 

humano UCSC hg19 foi realizada com o bowtie2. Logo então, o mapeamento dos reads foi 

conduzido com o Tophat2 e a montagem dos transcritos realizada pelo cufflinks. Com os arquivos 

gerados, foi possível juntar as amostras com o cuffmerge e processar as tabelas dos genes 

diferencialmente expressos com o cuffdiff (COSSIO e colab., 2012). Fizemos mudanças nos 

parâmetros desta pipeline, de acordo com Dvinge & Bradley (DVINGE e BRADLEY, 2015): –

min-anchor-length 6, --splice-mismatches 0, --min-intron-length 10, --max-intron—length 

1,000,000, --min-isoform-fraction 0.0.  

4.3 Isolamento de células T CD4+ 

 Células mononucleares do sangue periférico (PBMC) foram isoladas através de 

centrifugação em gradiente de Ficoll, de acordo com o protocolo do fabricante (GE Healthcare). 

Foi feita a depleção de monócitos por aderência diferencial ao plástico durante 1h a 37°C, em uma 

atmosfera de 5% CO2. As células mononucleares resultantes foram isoladas, usando Dynabeads 

Untouched Human CD4+ T cells kit (ThermoFisher Cat. N. 1135D), sem serem ativadas.  

4.4 Ativação dos linfócitos T CD4+ 

As células T CD4+ foram cultivadas em meio RPMI com 10% de soro fetal bovino em 

placas de 24 poços. A ativação foi feita após o isolamento das células CD4+, usando Gibco 

Dynabeads Human T-Activator CD3/CD28 (ThermoFisher Cat. N. 111.31D), para efetuar o 

disparo dos sinais um e dois e conduzir à completa ativação do linfócito T.  
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4.5 Verificação da ativação e isolamento das células T CD4+ 

Após 18h de incubação das células T com os Dynabeads ativadores, parte das amostras 

foi coletada para verificação da qualidade do processo de isolamento celular, assim como do nível 

de ativação celular. Para isso, as células foram marcadas com um anticorpo anti-CD4 para verificar 

a qualidade do isolamento, tendo as células com o fenótipo de interesse que contemplar 90% da 

população depois da separação. Já para a verificação do estado de ativação, foi utilizado um 

anticorpo anti-CD25. As células T em repouso costumam ter expressões baixas deste marcador de 

superfície, enquanto células T ativadas costumam mostrar um aumento dramático da expressão do 

mesmo, pouco tempo após a ativação. 

4.6 Extração de RNA e síntese de cDNA 

A extração de RNA foi realizada após 18h de ativação das células T, utilizando o 

reagente Trizol. A qualidade do RNA foi testada em gel de eletroforese e espectrofotometria 

(Quibit da Thermo Fisher). As amostras utilizadas não exibiram sinais de degradação ou 

contaminação. Para síntese de cDNA, usou-se o kit Improm II Reverse Transcription System 

(Promega Cat. N. A3800). Empregamos oligo(dT), ao invés de random primers, para assegurar 

maior confiabilidade dos resultados, uma vez que são excluídos transcritos sem cauda polyA. 

4.7 Validação dos genes com retenção intrônica em seus transcritos  

 A validação das isoformas intrônicas foi realizada através do método de reação em cadeia 

da polimerase (PCR), para amplificar os transcritos escolhidos. Nesta estratégia, foi usado nested-

PCR, uma vez que o isolamento dos transcritos relevantes é complicado pela expressão diluída dos 

mesmos no conjunto de transcritos de cada gene. Desta forma, foi feita uma amplificação inicial 

das amostras, utilizando primers externos desenhados nas regiões upstream do éxon e downstream 

do íntron. Para a amplificação da segunda reação do nested-PCR, utilizou-se 0,5 μl da primeira 

reação, um primer que reconhece uma sequência dentro do íntron e outro que reconhece o éxon 

adjacente. Garantimos, assim, uma pré-amplificação dos templatos, para realizar uma amplificação 

específica do transcrito com retenção intrônica numa segunda etapa. O número de ciclos foi 

adaptado para cada gene, sendo TIMMDC1, GAS5, LY9, PIK3R1, CCNL1, FYN, RHOA, HLA-

B amplificados com 30 ciclos na primeira reação e ANKZF1, UBXN11, SH3BRGL3 com 35 

ciclos. Já na segunda reação, usamos 30 ciclos para TIMMDC1, GAS5, LY9, PIK3R1, ANKZF1, 

UBXN11 e 35 ciclos para CCNL1, FYN, RHOA, HLA-B, SH3BRGL3. A lista de primers 

encontra-se nas tabelas abaixo:  
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Tabela 1 – Lista de Primers para a primeira reação do nested-PCR 

  Primer Forward Primer Reverse 

ANKZF1  CAAGAGCTACAGCGTGTGCTCC GAGAGGTAGGGGCTCCCAACTG 

GAS5 ACCACTGGGAGGCTGAGGAT GGTTTTGGTGGCATATACACCTT 

LY9 CCATGCCTACGTGTGCTCAG AGATCATTCTGTTGTGGTGGTGG 

PIK3R1 GCCAAGGAAACTCTTGCACA GCCCAAAACCCTAATTTCAGC 

TIMMDC1 GGTCAAATGCACGGATTCTCAC CACTCTTCCAGTTTTAGCTCATGG 

UBXN11 GCTGCCTGCTGCTCTGTTTC CGAGGAAGTTGTGGGACCTG 

SH3BGL3 GCGTCTACAGCACGTCGGT TGGCTGATGGAACCAACAGA 

HLA-B CCTTCCCGTTCTCCAGGTATC AGTCTCCTCAGACGCCGAGAT 

FYN TTCGGATTTGGGGACAAGTG CCCTGTACGGGAGGTTCACA 

CCNL1 GCCAGTTTTCCAGCCCAAG CGTAATCAAACCCTGGTTCAAA 

RHOA TGGTGTGTCAGGTGGGAGTG ATCGAGGTGGATGGAAAGCA 

 

Tabela 2 – Lista de Primers para segunda reação do nested-PCR 

  Primer Forward Primer Reverse 

ANKZF1 CCTTGGTCTGGTTGGGTGAT GTGATGCCTTCCCACTCTGC 

GAS5 GCACTCTAGCTTGGGTGAGG TCATCTTCAAACAGGCAGACC 

LY9 ATCACCCCAACCTCACATGC GCCTGTCCTCATCCTCCTCA 

PIK3R1 CACTGCCTCCTAAACCACCAA GCCCAAAACCCTAATTTCAGC 

TIMMDC1 GAGTCTTTGCTGCCGAAGCT CTTTGCCAAACAGCTCCCG 

UBXN11 CCCTTCAAAATCCCCAAAGG CAGGTGAAGGCCCAGACTGA 

SH3BGL3 GGACATCTCCCAGGACAACG GTTCCACAGCCTCCACGAAG 

HLA-B GGATGGGGAGTCGTGACCT GAACCGTCCTCCTGCTGCT 

FYN TTGGTACTGGGGCTCTGTCG GCATGAACAACCGGGAGGT 

CCNL1 CCCATTGTAAGGGCTTTTGGA GCATGTGCTTGCATCTACCTTG 

RHOA CAGACGGGTTGGACATCGTT TTCGGAATGATGAGCACACAA 
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4.8 Análise estatística 

Em diferentes seguimentos do trabalho de dissertação aqui apresentado, o teste t de 

Student foi empregado para comparar dois grupos experimentais. As diferenças foram consideradas 

significativas quando p < 0,05. Para avalição estatística descritiva em ambiente de programação R, 

aplicamos o coeficiente de correlação de Spearman, onde o r = 1 significa uma correlação positiva 

perfeita, r = -1 indica uma correlação negativa perfeita e r = 0 significa que as duas variáveis não 

dependem linearmente uma da outra. A ferramenta Cuffdiff foi usada para calcular a expressão 

diferencial dos transcritos. Para isso, o Cuffdiff realiza um test t unilateral baseado na métrica de 

Jensen-Shannon.(COSSIO e colab., 2012).  

 

5. RESULTADOS 

5.1 Processamento dos dados e programação da ferramenta de análise de splicing 

 O processamento foi efetuado em unix commands, utilizando dados de RNA-seq, 

baixados em FastQ do banco de arquivos SRA-NCBI. Os dados brutos referentes às amostras 

de linfócitos T CD4+ em repouso (SRR2033046) e ativados (SRR2033047) foram gerados 

através de um protocolo de sequenciamento de RNA por ligação direcional (Deli-seq) single 

end com purificação dupla de polyA. Os arquivos foram baixados através do SRA toolkit 

(versão 2.8.2-1), com código fastq-dump – ‘código SRR da amostra’. Esses arquivos foram 

podados pela ferramenta Trimmomatic (versão 0.36), para remoção de adaptadores, bases de 

baixa qualidade de leitura ou bases N, bem como reads abaixo de 36 pares de base, usando o 

código descrito abaixo:  

 

$ java -jar trimmomatic-0.36.jar SE -phred33 SRR2033046.fastq  
SRR2033046_trimmed.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-SE:2:30:10 LEADING:3 
TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36 
 
$ java -jar trimmomatic-0.36.jar SE -phred33 SRR2033047.fastq  
SRR2033047_trimmed.fastq ILLUMINACLIP:TruSeq3-SE:2:30:10 LEADING:3 
TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36 
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Após o emprego deste filtro, foi verificada a qualidade das amostras usando o 

FastQC (versão 0.11.5). O FastQC gera um boxplot para cada amostra que identifica o intervalo 

interquartil de 25% a 75% em amarelo; em vermelho é indicado a mediana; em preto estão os 

whiskers que vão de 10% a 90%; e em azul está a linha que representa a média da qualidade 

dada pelo programa. Uma vez que os scores obtidos por este software eram > 20 (Figura 05 e 

Figura 06), o que é de boa qualidade segundo os criadores do programa (Babraham 

Bioinfomatics), prosseguimos com a execução do protocolo Tuxedo. Este protocolo requer que 

geremos arquivos compatíveis com o alinhamento genômico, o que foi realizado através do 

comando bowtie2-build do programa Bowtie2 (versão 2.3.2).  

 

Figura 05. Resultado da análise de qualidade das bases identificadas no sequenciamento da 

amostra SRR2033046.fastq (T CD4+ em repouso) pelo software FastQC. Pode-se observar uma 

pontuação de qualidade (Quality score) acima de 30, o que representa uma boa média para 

análises posteriores. 
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Figure 06. Resultado da análise de qualidade das bases identificadas no sequenciamento da 

SRR2033047.fastq (T CD4+ ativado) pelo software FastQC. Pode-se observar uma pontuação 

de qualidade acima de 30, o que também indica uma boa qualidade para análises posteriores. 

 O alinhamento das amostras foi conduzido pelo Tophat2 (versão 2.1.1), 

utilizando parâmetros um pouco diferentes do padrão, para conseguir detectar transcritos 

contendo retenção intrônica. Utilizamos um mínimo de âncora de 6, um erro de pareamento de 

splicing de 0, mínimo de tamanho de retenção intrônica de 10 e máximo de 1.000.000. A 

indexação genômica foi feita com o genoma de referência UCSC hg19. Tophat2 gera arquivos 

comprimidos (.bam) no formato de alinhamento de sequenciamento (.sam). Os dados obtidos 

pelo alinhamento realizado pelo programa Tophat2 se revelaram de boa qualidade (> 97% de 

mapeamento) (tabela 03), permitindo prosseguir com o protocolo. O código utilizado é descrito 

abaixo: 

 

$  ./tophat2 -o  ~Bioinfo/Tophat2-Bowtie2/Results/Resting_Cell -a 6 -m 0 -i 10 -I 1000000 
-p 12 -hg19 SRR2033046_trimmed.fastq 
 
$ ./tophat2 -o  ~Bioinfo/Tophat2-Bowtie2/Results/Activated_Cell -a 6 -m 0 -i 10 -I 
1000000 -p 12 hg19 SRR2033047_trimmed.fastq 
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Tabela 03 – Resultados obtidos a partir do alinhamento com o programa Tophat2 

  Célula T CD4+ em Repouso Célula T CD4+ Ativada 
Entrada:            146155086 reads                   179467597 reads 

% de reads 
mapeados: 

141936045 (97,1%)  174589910 (97,3%)  

% de reads com 
múltiplos 

alinhamentos 

16364593 (11,5%) tem 
múltiplos alinhamentos 

(546131 tem > 2). 

  17991064 (10,3%) tem múltiplos 
alinhamentos (310815 tem > 2) 

 

 Utilizamos o cufflinks (versão 2.2.1) para montagem dos transcritos e estimar as 

isoformas transcricionais. O arquivo de saída em .gtf é unido através do cuffmerge ao mesmo 

tempo em que os nomes dos genes para cada locus são anotados. Por último, lançamos mão do 

cuffdiff para calcular a expressão diferencial entre as amostras. Os códigos estão descritos 

abaixo:  

 

O segundo passo foi a construção de uma ferramenta algorítmica para identificação 

dos transcritos com retenção intrônica. Por esta razão, criamos uma pipeline que, a partir dos 

dados de RNA-seq processados, nos permitiu gerar tabelas com o nível de expressão dos genes 

Cufflinks: 

$ ./cufflinks -o ~/Bioinfo/cufflinks-2.2.1/Resting_Cell -p 12 -F 0. ~/Bioinfo/Tophat2-
Bowtie2/Results/Resting_Cell/accepted_hits.bam 
 
$ ./cufflinks -o ~/Bioinfo/cufflinks-2.2.1/Activated_Cell -p 12 -F 0.0 ~/Bioinfo/Tophat2-
Bowtie2/Results/Activated_Cell/accepted_hits.bam 
 

Cuffmerge: 
 
$  ./cuffmerge -o  ~/Bioinfo/cufflinks-2.2.1/Cuffmerge --min-isoform-fraction 0.0  -g 
genes.gtf -p 12  assembly_list.txt 
 

Cuffdiff: 
 
$ ./cuffdiff -o ./ -L Resting_CD4+_T_cell,Activated_CD4+_T_cell  -p 24 

~/Bioinfo/cufflinks-2.2.1/CuffmergeNV/merged.gtf ~/Bioinfo/Tophat2 Bowtie2/Results/ 

Resting_Cell/accepted_hits.bam ~/Bioinfo/Tophat2-Bowtie2/Results/Activated_Cell/ 

accepted_hits.bam 
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e separar aqueles com diferentes tipos de splicing. Então, escrevemos um programa em 

linguagem R com a finalidade de nos servirmos dos pacotes cummeRbund e spliceR. O 

cummeRbund é um pacote que permite o armazenamento, acesso e exploração dos dados de 

sequenciamento derivados do cufflinks, com algumas funções de visualização comumente 

usadas na área. Já o spliceR é outro pacote para classificação de splicing alternativo para dados 

derivados de RNA-seq.  

 A pipeline foi criada começando pela leitura dos dados derivados do cufflinks e 

do cuffdiff. Então, foram produzidos objetivos de GRanges (intervalos genômicos) para compor 

uma lista, em que foram anotados todos os objetos e isoformas transcricionais contendo as 

classes de splicing alternativo, assim como outros metadados. Uma vez compilada a lista de 

todas as isoformas transcricionais e suas anotações, o código permitiu gerar sublistas, tais como 

aquela de transcritos contendo retenção intrônica ou a sublista apenas de genes. Outras duas 

importantes finalidades desta ferramenta foram criar a possibilidade de identificar isoformas 

transcricionais que aparecem somente em um dos grupos analisados, bem como fazer a 

visualização dos dados. Segue o código baixo: 

#=================IDENTIFICAÇÃO DE RETENÇÃO INTRÔNICA==================# 

 

##Instalar e carregar os pacotes necessários: 

source("https://bioconductor.org/biocLite.R") 

biocLite(c("spliceR", "cummeRbund")) 

n 

 

library(spliceR, cummeRbund) 
 

##Criar um banco de dados cuff (cuffDB): gtf merged file + arquivos cds/gen
e/isoforms/TSS/promoters/splicing do cuffdiff. 

 

#Usar genoma hg19 como referência e reconstruir. Ex: 

cuffDB <- readCufflinks(dir= "C:/Users/Pedro/Documents/Cuffdiff", gtfFile = 
"C:/Users/Pedro/Documents/Cuffdiff/merged.gtf", genome = 'hg19', rebuild = 
TRUE) 

  
#Preparar cuffDB para o spliceR: 

cuffDB_spliceR <- prepareCuff(cuffDB) 

 

#Correr o spliceR para criação dos Granges e listas.  
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mySpliceRList <- spliceR(cuffDB_spliceR, compareTo='preTranscript', filters
=c('expressedGenes','geneOK', 'isoOK', 'expressedIso', 'isoClass')) 

 

#Visualizar um diagrama de Venn com isoformas globais com retenção intrônic
a 

mySpliceRList <- spliceRPlot(mySpliceRList, evaluate="nr_AS", asType="ISI") 

 
#Visualizar números de transcritos por gene em diagrama de venn 

#Transcript_gene <- spliceRPlot(mySpliceRList, evaluate="nr_transcript_pr_g
ene") 

 

#Você pode mudar a cor se preferir: 

#mySpliceRList <- spliceRPlot(mySpliceRList, evaluate="nr_AS", asType="ISI"
, colors = c("green", "blue", "orange"), alpha = 0.5) 

  
#Identificar as isoformas e lista isoformas com retenção intrônica em conju
nto de dados 
  
#Criar uma tabela com as isoformas: 

isoforms_list = as.data.frame(mySpliceRList[[6]]$isoforms) 
 

 
#Identificar genes em um conjuto de dados: 

genes_list = as.data.frame(mySpliceRList[[6]]$genes) 

  
#Filtrar tabelas de isoformas e genes com retenção intrônica. Criar lista d
e isoformas com retenção intrônica:  
  
#Não precisamos de ISI (retenção intrôniaca) = 0 

 

intron_retention_list = subset(isoforms_list, isoforms_list$ISI > 0) 

 
#Recuperar IDs dos genes (XLOC)  

get_gene_id <- getSig(cuffDB,level="genes") 

  
#Usar para criar o retorno de idenficadores do objeto CuffgeneSet com todas 
informações relevantes do gene: 

#gene_short_name values (and corresponding XLOC_* values) can be retrieved 
from the CuffGeneSet by using: 

#nomes do gene_short_name (correspondendes a XLOC) podem ser recuparados pe
lo CuffGeneSet usando: 

names <- as.data.frame(featureNames(get_genes)) 
 
#Mudar o nome do tracking_id para gene_id 

names(names)[1] <- paste ("gene_id") 
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#Unir XLOC com nome do gene 

genes_list <- merge.data.frame(names, genes_list, by = "gene_id", all = TRU
E) 

  
#Unir XLOC com nome dos genes nas listas 

intron_retention_list <- merge.data.frame(names, intron_retention_list, by 
= "gene_id", all = TRUE) 

 

isoform_WO_intron_retention <- merge.data.frame(names, isoform_WO_intron_re
tention, by = "gene_id", all = TRUE) 

 

isoforms_list <- merge.data.frame(names, isoforms_list, by = "gene_id", all 
= TRUE) 

 
#Filtrar ISI: 

intron_retention_list = subset(intron_retention_list, intron_retention_list
$ISI > 0) 

  
#Troca o 0 para NA na tabela, caso seja melhor: 

#intron_retention_list[intron_retention_list == 0] <- NA  

 

  
#Ajustar as tabelas e gerar documentos finais: 

diff_expression <- read.table("C:/Users/Pedro/Documents/Cuffdiff/isoform_ex
p.diff") 

 

names(intron_retention_list)[3] <- paste("isoform_id") 

intron_retention_list <- merge.data.frame(diff_expression, intron_retention
_list, by = "isoform_id") 

intron_retention_list$`Sample 1` <- NULL  

intron_retention_list$`Sample 2` <- NULL  

intron_retention_list$Status <- NULL  

intron_retention_list$`value 1` <- NULL  

intron_retention_list$`value 2` <- NULL  

intron_retention_list$test_stat <- NULL  

intron_retention_list$p_value <- NULL  

intron_retention_list$q_value <- NULL  

intron_retention_list$significant <- NULL  

intron_retention_list$gene_id.y <- NULL  

intron_retention_list$gene_short_name <- NULL  

intron_retention_list$`log2(fold_change)` <- NULL  
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names(intron_retention_list)[2] <- paste("gene_id") 

write.csv2(intron_retention_list, file = "intron_retention_list") 

 

names(gene_list)[3] <- paste("isoform_id") 

genes_list <- merge.data.frame(diff_expression, genes_list, by = "isoform_i
d") 

genes_list$`Sample 1` <- NULL 

genes_list$`Sample 2` <- NULL 

genes_list$Status <- NULL 

genes_list$`value 1` <- NULL 

genes_list$`value 2` <- NULL 

genes_list$`log2(fold_change)` <- NULL 

genes_list$test_stat <- NULL 

genes_list$p_value <- NULL 

genes_list$q_value <- NULL 

genes$significant <- NULL 

genes_list$gene_id.y <- NULL 

names(genes_list)[2] <- paste("gene_id") 

write.csv2(genes_list, file = "genes_list") 

 

 

names(isoforms_list)[3] <- paste("isoform_id") 

isoforms_list <- merge.data.frame(diff_expression, isoforms_list, by = "iso
form_id") 

isoforms_list$`Sample 1` <- NULL 

isoforms_list$`Sample 2` <- NULL 

isoforms_list$Status <- NULL 

isoforms_list$`value 1` <- NULL 

isoforms_list$`value 2` <- NULL 

isoforms_list$`log2(fold_change)` <- NULL 

isoforms_list$test_stat <- NULL 

isoforms_list$p_value <- NULL 

isoforms_list$q_value <- NULL 

isoforms_list$significant <- NULL 

isoforms_list$gene_id.y <- NULL 

isoforms_list$gene_id.y <- NULL 

names(isoforms_list)[2] <- paste("gene_id") 

write.csv2(isoforms_list, file = "isoforms_list") 
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#========ACHAR TRANSCRITOS DIFERENTES COM RETENÇÃO INTRÔNICA===========# 

 

#Victor Sande me ajudou com este código: 

 

#i = interator 

#k = interator 

k = 1 

i = 1 

diff_transcripts_w_intron_retention = "x" 

 

intron_retention_list <- as.matrix(intron_retention_list) 

for (i in 1:dim(intron_retention_list)[1]){ 

 

if (as.numeric(intron_retention_list[i,"Resting_CD4__T_cell"]) != 0 && as.n
umeric(intron_retention_list[i,"Activated_CD4__T_cell "]) == 0){ 

diff_transcripts_w_intron_retention[k]=intron_retention_list[i,3] 

k = k + 1 

} 

} 

intron_retention_list <- as.data.frame(intro_retention_list) 

diff_transcripts_w_intron_retention 

 

 

#==================Visualização dos Transcritos=======================# 

  
#Visualizar região do gene: 
 
#Primeiro, escolha o gene de interesse: 

mygeneid <- "GENENAME" 

mygene <- getGene(cuffDB, mygeneid) 

  
#Checar anotação: 

mygene 

  

#Plottrack 

 

tracklist <- list() 
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mystart <- min(features(mygene)$start) 

myend <- max(features(mygene)$end) 

mychr <- unique(features(mygene)$seqnames) 

genome <- 'hg19' 

ideotrack <- IdeogramTrack(genome = genome, chromosome = mychr) 

tracklist <- c(tracklist, ideotrack) 

axtrack <- GenomeAxisTrack() 

tracklist <- c(tracklist, axtrack) 

genetrack <- makeGeneRegionTrack(mygene) 

 

tracklist <- c(tracklist, genetrack) 

 

#=====================================================================# 

  
#Adicionar transcritos do ENSEMBL 

biomtrack <- BiomartGeneRegionTrack(genome = genome, chromosome = as.charac
ter(mychr),  

               start= mystart, end = myend, name = "ENSEMBL", showId = T) 

tracklist <- c(tracklist, biomtrack) 

 

#=======================================================================# 

  
#Adiciocionar picos de conservação 

conservation <- UcscTrack(genome = genome, chromosome = mychr, 

                 track = "Conservation", table = "phyloP100wayAll",  

                 from = mystart-2000, to = myend+2000, trackType = "DataTra
ck",  

                 start = "start", end = "end", data = "score", 

                 type = "hist", window = "auto", col.histogram = "darkblue"
,  

                 fill.histogram = "darkblue", ylim = c(-3.7, 4), 

                 name = "Conservation") 

tracklist <- c(tracklist, conservation) 

 

#=======================================================================# 

  
#Visualizar transcritos 

plotTracks(tracklist, from=mystart-2000, to = myend+2000, main="GENE transc
ripts",col.main="Black", title.width = 0.2, fontcolor="black", fill = "blac
k", col.line = "darkgray", col.title = "transparent", background.title = "t
ransparent", col.axis = "darkgray", fontsize = 14) 
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#Checar id para ver sequência no ensemble e NCBI 

features(mygene) 

 

#========Criando tabelas e Analisando expressão diferencial============# 

 

library(spliceR, cummeRbund) 

 

cuffDB <- readCufflinks(dir= "C:/Users/Pedro/Documents/Cufflinks_CD4_cells"
, gtfFile = "C:/Users/Pedro/Documents/Cufflinks_CD4_cells/merged.gtf", geno
me = 'hg19', rebuild = TRUE) 

 

diff_expression <- read.table("C:/Users/Pedro/Documents/Cuffdiff/isoform_ex
p.diff") 

 

#=====================Expressão diferencial ============================# 

 
#Ajustar nomes das colunas: 

names(diff_expression)[1] <- paste("isoform_id") 

names(diff_expression)[2] <- paste("gene_id") 

names(diff_expression)[3] <- paste("Gene") 

names(diff_expression)[4] <- paste("Locus") 

names(diff_expression)[5] <- paste("Sample 1") 

names(diff_expression)[6] <- paste("Sample 2") 

names(diff_expression)[7] <- paste("Status") 

names(diff_expression)[8] <- paste("value 1") 

names(diff_expression)[9] <- paste("value 2") 

names(diff_expression)[10] <- paste("log2(fold_change)") 

names(diff_expression)[11] <- paste("test_stat") 

names(diff_expression)[12] <- paste("p_value") 

names(diff_expression)[13] <- paste("q_value") 

names(diff_expression)[14] <- paste("significant") 

 
#Transfromas p valor em número 

diff_expression$p_value <- as.numeric(as.character(diff_expression$p_value)
) 

 
#Filtrar a tabela com base na significância da expressão diferencial 
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diff_expression_significant <- subset(diff_expression, diff_expression$sign
ificant == "yes") 
 
#Abrir intron_retenion_list 

intron_retention_list <- read.csv2("C:/Users/Pedro/Documents/intron_retenti
on_list") 

 
#Unir as tabelas: 

diff_expression_IR_significant <- merge.data.frame(diff_expression_signific
ant, intron_retention_list, by = "isoform_id") 

 

diff_expression_IR_significant$gene_id.y <- NULL 

diff_expression_IR_significant$Locus.y <- NULL 

diff_expression_IR_significant$Resting_CD4__T_cell <- NULL 

diff_expression_IR_significant$Activated_CD4__T_cell <- NULL 

diff_expression_IR_significant$Gene.y <- NULL 

 

#==========================Gene Ontoogy================================# 

 
#Fazer Gene Ontology Analysis no David Website e baixar os arquivos. Abrir 
e salvar no excel como .CSV e abrir no R 

 

GO_gene_exp <- read.csv2("C:/Users/Pedro/Documents/GO_gene_exp.csv") 

GO_gene_AS  <- read.csv2("C:/Users/Pedro/Documents/GO_gene_AS.csv") 

GO_gene_IR  <- read.csv2("C:/Users/Pedro/Documents/GO_gene_IR.csv") 

  
#Transformar o pvalues e Benjamini values em números 

 

GO_gene_exp$PValue <- as.numeric(as.character(GO_gene_exp$PValue)) 

GO_gene_exp$Benjamini <- as.numeric(as.character(GO_gene_exp$Benjamini)) 

 

GO_AS$PValue <- as.numeric(as.character(GO_AS$PValue)) 

GO_AS$Benjamini <- as.numeric(as.character(GO_AS$Benjamini)) 

 

GO_IR$PValue <- as.numeric(as.character(GO_IR$PValue)) 

GO_IR$Benjamini <- as.numeric(as.character(GO_IR$Benjamini)) 

  
#Criar um datafram com valores acima pvalor 0.01 

GO_gene_exp <- subset(subset(GO_gene_exp, GO_gene_exp$PValue < 0.01)) 

GO_AS <- subset(subset(GO_AS, GO_AS$PValue < 0.01)) 

GO_IR <- subset(subset(GO_IR, GO_IR$PValue < 0.01)) 
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#Criar dataframe com valores acima 0.05 para benjamini 

GO_gene_exp <- subset(subset(GO_gene_exp, GO_gene_exp$Benjamini < 0.05)) 

GO_AS <- subset(subset(GO_AS, GO_AS$Benjamini < 0.05)) 

GO_IR <- subset(subset(GO_IR, GO_IR$Benjamini < 0.05)) 

  
#Visualizar barplot com contagem de genes com análise de Gene Ontology pelo 
pvalor 

 

 

barplot(order(go_list$Count, decreasing = TRUE), main="Gene Ontology", hori
z=TRUE, names.arg=(go_list$Term), cex.names=0.8) 

 

barplot(go_list$PValue, main="Gene Ontology", horiz=TRUE, names.arg=(go_lis
t$Term), cex.names=0.8) 

 

 

#==========Achar Premature Termination Codon(PTC)====================# 

  
#Abrir o BSgenome do H.sapiens 

library(BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19) 

 

require("BSgenome.Hsapiens.UCSC.hg19",character.only = TRUE) 

ucscCDS <- getCDS(selectedGenome="hg19", repoName="UCSC") 

 

#Adquirir PTC 

cuffDB_spliceR_PTC <- annotatePTC(cuffDB_spliceR, cds=ucscCDS, Hsapiens, PT
CDistance=50) 

cuffDB_spliceR_PTC_grange <- as.data.frame(cuffDB_spliceR_PTC[[1]]) 

cuffDB_spliceR_PTC_intermed <- data.frame(cuffDB_spliceR_PTC_grange$isoform
_id, cuffDB_spliceR_PTC_grange$spliceR.PTC) 

names(cuffDB_spliceR_PTC_intermed)[1] <- paste("isoform_id") 

names(cuffDB_spliceR_PTC_intermed)[2] <- paste("PTC - NMD") 

 

  
#Achar os genes diferencialmente expressos contendo rentenção intrônica com 
PTC 

diff_expression_IR_significant <- merge.data.frame(diff_expression_IRp0.05, 
cuffDB_spliceR_PTC_intermed, by = "isoform_id") 
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5.2 Análise dos genes e eventos com retenção intrônica 

 O processamento dos dados de expressão das amostras analisadas com a 

ferramenta algorítmica aqui desenvolvida permitiu que se perguntasse primeiramente se existia 

alguma diferença global entre os tipos de splicing alternativo nos estados de repouso e ativação 

dos linfócitos T CD4+, contando cada evento transcricional (isoforma) de splicing alternativo, 

desconsiderando a expressão dos transcritos. Para nossa surpresa, não detectamos nenhuma 

diferença nos dois estados fenotípicos no que diz respeito à frequência global de eventos dos 

diferentes tipos de splicing alternativo (Figura 07, t test: p > 0,05), uma vez que a maior parte 

dos mesmos são compartilhados entre os dois fenótipos da célula. Contudo, pode-se afirmar 

que o tipo de evento de splicing alternativo mais comum seja o de retenção intrônica. 

 

Figura 07. Número de eventos transcricionais (isoformas) globais em células T CD4+. 

RI: Retenção intrônica; A5: Sítio de splice alternativo 5’; A3: Sítio de splice alternativo 3’; 

MES: Múltiplos éxons skipping; ES: Éxon skipping; ATTS: Sítio alternativo de terminação 

transcricional; ATSS: Sítio alternativo de iniciação transcricional. 

A análise dos dados obtidos revela que os padrões de expressão gênica das células 

T CD4+ em repouso e ativadas são relativamente parecidos, observando-se expressão 

diferencial (p < 0,05) de apenas 784 dos cerca de 327.000 transcritos analisados. Esta “pequena” 

diferença é, contudo, capaz de causar uma mudança fenotípica importante nos linfócitos (Figura 

08).  
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interpretação, foi registrada uma maior prevalência de transcritos com retenção intrônica no 

subgrupo ontológico associado ao processamento de RNA. 

 

Figura 09. Análise ontológica de genes em processos biológicos. A: Genes diferencialmente 

expressos em linfócitos ativados. B: Genes contendo retenção intrônica. A maioria dos genes 

estão envolvidos em processos metabólicos e celulares, contemplando uma sobreposição da 

análise ontológica dos genes em A e B da figura. Nota-se uma maior representatividade de 

genes possuidores de retenção intrônica relacionados com o metabolismo, bem como aqueles 

relacionados com o processamento de RNA, quando comparado com a mesma análise feita com 

os transcritos diferencialmente expressos.  

5.3 Estudo do ruído (background) transcricional  

A fim de estudar o ruído transcricional relacionado com a expressão da retenção 

intrônica, somamos todas as isoformas transcricionais com retenção intrônica de cada gene em 



45 

 

um único valor, que denominamos de expressão intrônica. Ruído transcricional nesta 

dissertação, refere-se ao produto de transcrição sem nenhuma consequência biológica 

produzido por consequência natural da expressão gênica (o que, por sua vez, representa o valor 

de expressão global de todos os transcritos de um gene). Um ruído transcricional seria evidente, 

se quando a expressão gênica estivesse regulada positivamente ou negativamente durante os 

estados fenotípicos da ativação do linfócito, a expressão intrônica a acompanhasse. Pensando 

nisto, utilizamos o fold change da expressão gênica e da expressão intrônica para verificar a 

existência de uma correlação. Desta forma, então, foi possível indagar se o aumento ou 

diminuição da expressão das isoformas transcricionais do gene (expressão gênica) também 

estaria diretamente relacionado com as isoformas transcricionais intrônicas (expressão 

intrônica). A partir dos dados de RNA-seq, fizemos um teste de correlação de Spearman – onde 

1 e -1 seriam os extremos positivo e negativo e zero o mínimo de correlação –, excluindo 

expressões de 0 RPKM (reads per kilobase million).  

A princípio, esta análise revelou não haver uma correlação forte entre expressão 

gênica e expressão intrônica (r = 0.6) (Figura 10). Essa descoberta nos permite afirmar a 

existência de um desacoplamento de parte dos transcritos com RI da expressão gênica, o que 

derruba a suposição de que a retenção intrônica seja completamente ligada a uma ineficiência 

de maquinaria de splicing. 
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Figura 10. Expressão gênica vs expressão intrônica. O teste de Spearman foi utilizado para 

correlacionar a expressão gênica com a regulação da expressão intrônica no linfócito T CD4+. 

Não foi observada uma correlação forte entre as duas expressões. 

Embora o resultado anterior mostre uma correlação moderada, em que o nível de 

retenção intrônica sugira que uma fração de produtos transcricionais não tenha uma relevância 

biológica maior, o fato de não evidenciarmos um paralelismo forte entre a retenção intrônica e 

o volume global de transcrição não exclui que, para certos genes, a retenção intrônica seja de 

fato fortemente acoplada a um ruído que sobe e desce com a transcrição. Tal raciocínio não 

seria surpreendente se considerarmos a diversidade do transcriptoma humano e a quantidade de 

genes expressos sob diferentes tipos de regulação. Para evidenciarmos estes genes, calculamos 

a razão da expressão intrônica entre as células em repouso e ativadas (expressão intrônica da 

célula em repouso ÷ expressão intrônica da célula ativada). Este exercício permitiu identificar 

os 10 genes mais regulados positivamente e os 10 genes mais regulados negativamente quanto 

à sua expressão intrônica. Uma vez identificados os extremos da curva de distribuição no que 

diz respeito à retenção intrônica, refizemos o teste de Spearman, o qual nos permitiu visualizar 

uma forte correlação entre as variáveis comparadas (Figura 11). Este resultado nos revela que 
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a transcrição de alguns grupos de genes é acompanhada de um ruído de expressão intrônica 

com uma forte correlação (r = 0.9).  

 

Figura 11. Correlação entre expressão gênica e intrônica dos genes mais afetados pela mudança 

de expressão intrônica. Quando analisados os genes que apresentam uma mudança extrema de 

expressão gênica entre os fenótipos de ativação do linfócito, observa-se uma alta correlação 

positiva com a expressão intrônica.   

Observamos que os genes que sofrem uma drástica mudança de expressão gênica são 

naturalmente acompanhados por uma alteração de expressão de transcritos com RI, com alta 

correlação positiva. Entretanto, quando analisamos o contexto global, percebemos a ocorrência 

de uma correlação moderada entre a expressão gênica e a expressão intrônica, o que nos permite 

especular sobre a existência de uma força moduladora sobre determinados grupos de genes. 

Ademais, resta a ser estabelecido se a modulação da retenção intrônica é determinante ou 

consequência do fenótipo celular. 
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5.4 Regulação fina da retenção intrônica 

Considerando que parte dos transcritos com retenção intrônica não estão 

diretamente ligados ao aumento ou diminuição da expressão gênica global, como demonstrado 

na figura 10, especulamos que os mesmo devam sofrer algum tipo de regulação fina do processo 

de splicing, para seleção das variantes com RI. Na tentativa de identificar os genes mais 

“desacoplados” e que estivessem excluídos do ruído transcricional, elaboramos uma sublista de 

genes da qual foram excluídas as isoformas transcricionais com retenção intrônica de RPKM < 

10.  

Entendemos que a totalidade dos transcritos com RI de cada gene tem o potencial 

de causar impacto na funcionalidade da célula. Então, somamos os valores de RPKM de todos 

os transcritos com RI de um mesmo gene para gerar novamente o que chamamos de expressão 

intrônica. Filtramos, em seguida, os genes de acordo com sua presença no estado de repouso ou 

ativação do linfócito. É importante considerarmos aqui a expressão intrônica em contexto com 

a expressão gênica, pois assim encontraremos quais genes podem estar sendo modulados 

durante a transcrição. Para isso, calculamos o percentual de RI relativo à sua expressão gênica 

e filtramos os genes em que a RI correspondesse a > 20% da transcrição. A escolha do cut-off 

de 20% se justifica, porque há precedente na literatura que demonstra que este nível de RI pode 

gerar uma degradação por NMD comparável àquela obtida de um silenciamento funcional por 

RNAi (TRAVELLA, 2006). De posse destas sublistas, calculamos o que definimos como 

“Índice de Desacoplamento Transcricional” ou IDT, que reflete a incidência relativa de RI 

associada ao estado de ativação do linfócito. O IDT foi determinado para os genes de cada 

sublista em se dividindo o valor percentual de RI por aquele correspondente do estado de 

ativação alternativo (%RI-repouso ÷ %RI-ativação ou %RI-ativação ÷ %RI-repouso).  

As tabelas 4 e 5 nos permitem identificar genes claramente desacoplados, alguns 

deles de importância já conhecida na fisiologia do linfócito e para a célula em geral. Notam-se 

quatro padrões de desacoplamento: (i) expressão gênica similar nos dois estados de ativação e 

queda do % de RI durante a ativação (HMGN3 e ORMDL1); (ii) expressão gênica similar nos 

dois estados de ativação e aumento do % de RI durante a ativação (GAS5); (iii) expressão 

gênica aumentada na ativação com queda do % de RI na ativação (POLR2B, SFPQ, PSMB4, 

RER1, SP140 e MRPS25) e (iv) expressão gênica aumentada na ativação com aumento 

desproporcional do % de RI na ativação (IQCG, ADAM15, FASTKD3, EXO1, UBE2F, 

NIF3L1 e MRPL22). 



49 

 

Identificamos casos extremos de desacoplamento, o que sugere fortemente que os 

transcritos com retenção intrônica possam ser regulados de forma independente da transcrição 

global do gene pela maquinaria de splicing. Assim, o gene HMGN3 apresenta expressão global 

pouco afetada pela ativação, mas ganha um IDT de 16, ou seja, sua expressão intrônica cai 

drasticamente (cerca de 16 vezes) na ativação. Já o gene POLR2B aumenta cerca 3,5 vezes sua 

expressão gênica e inversamente reduz cerca de 8 vezes o % de RI na ativação. Finalmente, o 

gene EXO1 aumenta 20 vezes com a ativação linfocitária, mas o incremento na % de RI é 

desproporcionalmente modesto, com um IDT de 3,78. 

Tabela 4 – Genes com alto IDT na célula em repouso (RPKM) 

Nome do 
gene 

Expressão 
intrônica – 
Célula em 
repouso 

Expressão 
intrônica – 

Célula 
ativada 

Expressão 
gênica – 

Célula em 
repouso 

Expressão 
gênica – 
Célula 
ativada 

% da 
expressão 

intrônica do 
gene – Célula 
em repouso 

% da 
expressão 

intrônica do 
gene – Célula 

ativada 

Razão IDT 

HMGN3 33,89 2,69 37,16 47,76 91,21% 5,64% 16,16 
POLR2B 17,68 7,81 73,44 258,80 24,07% 3,021% 7,96 
SFPQ 90,14 46,49 304,04 1079,84 29,64% 4,30% 6,88 
PSMB4 65,48 47,79 115,02 428,81 56,93% 11,14% 5,10 
LDLRAP1 17,93 0,84 55,02 13,11 32,59% 6,43% 5,06 
ORMDL1 56,33 13,12 110,13 125,26 51,14% 10,47% 4,88 
RER1 12,11 11,57 45,34 207,55 26,71% 5,57% 4,78 
SP140 18,13 9,66 27,96 69,39 64,84% 13,93% 4,65 
MRPS25 13,18 12,61 18,06 79,62 72,96% 15,83% 4,60 
SNRPE 10,19 15,36 20,52 138,61 49,64% 11,08% 4,47 

 

Tabela 5 – Genes com alto IDT na célula ativada (RPKM) 

Nome do 
gene 

Expressão 
intrônica – 
Célula em 
repouso 

Expressão 
intrônica – 

Célula 
ativada 

Expressão 
gênica – 

Célula em 
repouso 

Expressão 
gênica – 
Célula 
ativada 

% da 
expressão 

intrônica no 
gene – Célula 
em repouso 

% da 
expressão 

intrônica no 
gene – Célula 

ativada 

Razão IDT 

IQCG 0,79 14,50 6,15 19,23 12,84% 75,42% 5,87 
ADAM15 3,14 28,06 22,77 47,43 13,80% 59,16% 4,28 
GAS5 62,78 351,49 447,66 593,47 14,02% 59,22% 4,22 
FASTKD3 0,25 11,13 2,00 22,31 12,73% 49,87% 3,91 
EXO1 0,36 28,85 1,47 30,50 25,00% 94,58% 3,78 
RUNX3 5,89 43,73 66,99 149,04 8,80% 29,34% 3,33 
UBE2F 1,58 25,44 16,08 78,93 9,88% 32,23% 3,26 
WDR41 1,21 10,85 8,57 23,70 14,20% 45,78% 3,22 
NIF3L1 1,13 15,92 6,45 33,05 17,53% 48,18% 2,74 
MRPL22 3,42 56,60 19,46 118,50 17,59% 47,76% 2,71 
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 Outra evidência que suporta a existência de uma regulação fina da retenção 

intrônica é a seletividade estrutural dos transcritos identificados. Em princípio, a célula teria a 

possibilidade de reter qualquer ou quaisquer íntron(s) durante o processamento do splicing 

alternativo. Todavia, observamos que frequentemente o(s) mesmo(s) íntron(s) são preservados 

nos transcritos. Há, portanto, predominância de certas isoformas, cuja expressão gênica não fica 

diluída na diversidade potencial oferecida pelas inúmeras combinações distintas de retenção 

intrônica de que as variantes podem usufruir. 

5.5 Genes com alta expressão de retenção intrônica independentes do fenótipo 

Nas seções anteriores relatamos os experimentos realizados para testar nossa 

hipótese de trabalho, os quais revelaram uma tendência moderada de associação entre retenção 

intrônica e volume global de transcrição. Todavia, esta tendência não é absoluta, sendo 

compatível com uma modulação ativa de splicing alternativo por RI de certos genes no 

trascriptoma dos linfócitos. Para complementar o cenário apenas descrito, buscamos encontrar 

quais transcritos com RI aparecem de maneira independente do fenótipo. Fizemos a primeira 

incursão neste sentido com o experimento relatado na figura 7, no qual procuramos identificar 

o número de eventos transcricionais (isoformas) de diferentes tipos de splicing alternativo 

segregados de acordo com o estado de ativação. Entretanto, aquela análise focou na ocorrência 

do evento e não no nível de expressão associado. Reabordamos a questão, desta vez de forma 

quantitativa, somando todos os transcritos com retenção intrônica de cada gene, para identificar 

quais os genes eram mais impactados com a retenção intrônica. A tabela 6 mostra os genes com 

os 10 maiores RPKMs de expressão intrônica. Com exceção da IL-2, que é expressa de maneira 

funcional apenas no linfócito ativado, todos os outros genes apresentaram alta expressão em 

RPKM de expressão intrônica em ambos estados de ativação (>50). Em determinados casos, 

alguns genes contêm uma expressão intrônica que representa a quase totalidade da expressão 

gênica (dados não mostrados) e, de maneira inesperada, encontramos genes fortemente 

associados à função do linfócito T, como se pode ver na tabela 6.  

 

     Tabela 6 – Genes com alta expressão intrônica independente do fenótipo de ativação 

Nome do gene Função RPKM – Célula  
em repouso 

RPKM – Célula 
ativada 

(GNB2L1) RACK1 
 

Metabolismo (PKC) e ciclo celular 
 935,47 1336,35 

IL-2 Proliferação 2,18 1100,59 
SH3BGRL3 Importante papel na via redox 339,60 447,86 
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TRAF3IP3 
 

Media crescimento celular (Jun 
Kinase) 262,51 72,18 

CSDE1 
 

Repressão transcricional de c-myc  
 136,27 331,02 

RHOA Organização da actina 128,46 298,06 
CD74 Envolvida no MHCII 204,59 218,15 
FYN 
 
 

Remodelação do citoesqueleto e 
Ativação do linfócito T 
 123,28 210,48 

HLA-B Envolvido no MHCI 162,86 150,26 
CCNL1 
 

Envolvido com CDKs e splicing 
alternativo 199,79 104,80 

 

5.6 Validação experimental dos resultados  

 Após o exercício analítico do perfil de retenção intrônica no linfócito T CD4+ 

com o uso das ferramentas algorítmicas aqui desenvolvidas, avaliamos se os dados gerados na 

figura 12 e tabela 6 do RNA-seq tinham algum valor preditivo em diferentes doadores.  

Isolamos linfócitos T CD4+, que foram ativados (ou não) com anticorpos anti-CD3/anti-CD28 

durante 18 horas. A confirmação da qualidade das amostras foi efetuada por citometria de fluxo, 

em se estimando a positividade do marcador CD4 e em se avaliando o estado de ativação 

linfocitária com o marcador CD25. Em seguida, extraímos o RNA para síntese de cDNA e 

subsequente amplificação por nested-PCR, com primers especificos para os genes 

selecionados.  

Os testes feitos com o grupo de genes exclusivos da célula em repouso e da célula 

ativada em sua maioria identificaram as isoformas transcricionais previstas in sílico, seja pelo 

correto tamanho do amplicon, seja pelo direto sequenciamento das bandas amplificadas.  GAS5 

e LY9 mostraram concordância total, com exclusividade de expressão do transcrito com RI, 

condicionada pelo estado de ativação celular em 4 de 5 doadores para cada gene. O gene LY9 

continha mais de uma isoforma exclusiva do fenótipo de repouso na análise. Esperava-se um 

amplicon na altura de 345 pb (TCONS_00013304) e possivelmente uma outra isoforma 

(TCONS_00013296) (ANEXO B – F), expressa em menor quantidade (0,3 RPKM) de 387 pb.  

De acordo com a previsão in sílico, identificamos exclusividade de expressão do transcrito com 

RI em 2 de 7 doadores para o UBXN11 e em 3 de 7 doadores para o TIMMDC1. Entretanto, 

identificamos também alguma promiscuidade de expressão das isoformas com RI no que diz 

respeito ao estado de ativação do linfócito, que parece ocorrer de maneira dependente do doador 

em 4 de 7 indivíduos para o TIMMDC1 e em 5 de 7 indivíduos para o ANKFZ1 (Figura 13). 
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comum de SA em plantas e em eucariotos (BRAUNSCHWEIG e colab., 2014). É possível ver 

o mesmo padrão de frequência nos resultados de splicing alternativo encontrados na célula T 

CD4+, sendo também o evento de splicing mais comum nessas células (Figura 07).  

Os estudos mais detalhados sobre retenção intrônica existentes na literatura usaram 

a diferenciação celular como modelo. O primeiro trabalho que dissecou este fenômeno mostrou 

diferentes padrões de RI em cada uma das diferentes etapas da granulopoiese, sugerindo um 

papel importante na fisiologia deste processo (WONG e colab., 2013). Essa sugestão foi 

reforçada em estudos posteriores da eritropoiese (PIMENTEL e colab., 2016) e na 

espermatogênese (NARO e colab., 2017). Transcritos com RI poderiam estar reduzindo os 

níveis de expressão proteica menos importantes para a fisiologia da célula quando necessário 

(BRAUNSCHWEIG e colab., 2014). Estes estudos apontam para uma maior complexidade da 

dinâmica de transcrição e da regulação pós-transcricional do nosso transcriptoma do que 

pensado anteriormente. 

A ativação do linfócito T é um processo muito importante para o sistema imune, 

em que as células em repouso se diferenciam e passam a proliferar e produzir moléculas 

efetoras, tais como citocinas (SMITH-GARVIN e colab., 2009). É sabido que as marcas 

epigenéticas entre estes dois estados do linfócito são semelhantes, sem exibir quase nenhuma 

diferença a nível de cromatina (BARSKI e colab., 2009; CUDDAPAH e colab., 2010). A 

mudança de expressão gênica do linfócito T (Figura 08) é consequência da sinalização mediada 

pela Proteína Ativadora-1 (AP-1), pelo Fator Nuclear Ativador das Células T (NFAT), pelo 

Fator Nuclear kappa B (NF-kB) e pela sinalização autócrina da interleucina 2 (IL-2) (MACIÁN 

e colab., 2001; NISHIMURA e colab., 2002).  

É fato que a distribuição ontológica dos transcritos com RI identificada nas células 

T CD4+ é semelhante àquela encontrada no estudo da eritropoiese (PIMENTEL e colab., 2016) 

e da espermatogênese (NARO e colab., 2017). Estes eventos envolvem grandes números de 

genes responsáveis pelo processamento de RNA, pelos processos celulares (ex: organização do 

citoesqueleto) e pela organização de organelas. Este padrão de participação da RI na transcrição 

gênica diferencia-se apenas no que diz respeito às sinalizações específicas do tecido. Até 

mesmo doenças como o câncer mantém o perfil de utilização da RI nos processos biológicos 

como, por exemplo, o de processamento de RNA (DVINGE e BRADLEY, 2015). Os resultados 

apresentados na figura 9 revelam que os processos biológicos associados com transcritos 

diferencialmente expressos no linfócito T CD4+, no que tange ao estado de ativação, são os 

mesmos processos biológicos mais relacionados com a RI. Embora esta tenha sido uma análise 
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qualitativa, ela era indicativa de que a RI fosse um ruído transcricional que acompanhava a 

oscilação da expressão gênica. 

Com o intuito de abordar essa importante possibilidade, consideramos a expressão 

intrônica (soma de todos os transcritos com retenção intrônica do mesmo gene) e a comparamos 

com a expressão gênica (soma de todos transcritos do mesmo gene). Nós mostramos a 

existência de uma alta correlação entre RI e expressão gênica para os genes que aumentam ou 

diminuem nos extremos da curva gaussiana de expressão global (Figura 11). Por outro lado, 

quando fizemos a mesma análise com todos os genes, verificamos uma correlação moderada da 

expressão intrônica com a expressão gênica (Figura 10).  

Portanto, nossos dados indicam que parte dos transcritos com RI podem estar 

‘desacoplados’ da expressão gênica, podendo ser diferencialmente regulados. De forma 

interessante, um índice de RI calculado a partir das regiões intrônicas e exônicas compartilhadas 

por diferentes transcritos do mesmo gene mostrou-se reduzido no linfócito T CD4+ ativado, 

quando comparado à célula em repouso (NI, Ting e colab., 2016). Diante deste fato, um dado 

transcrito poderia estar sendo pré-selecionado para servir de sentinela capaz de sofrer 

rapidamente a excisão do bloco intrônico após uma estimulação, como já observado na 

atividade neuronal (MAUGER e colab., 2016). 

Embora na análise global realizada por Ni e colaboradores (NI, Ting e colab., 2016) 

pareça que haja uma menor expressão dos transcritos com retenção intrônica na célula ativada, 

os nossos dados mostram que existem vários genes que aumentam a expressão intrônica na 

célula ativada quando comparado à célula em repouso, assim como o inverso (Tabela 4 e 5). 

Desta maneira, os genes identificados com o maior IDT (Índice de desacoplamento 

transcricional) nas tabelas 4 e 5 seriam passíveis de sofrer uma mudança da expressão intrônica 

de maneira dependente do fenótipo. Vale notar que em alguns genes não se observa alteração 

na expressão gênica global entre os fenótipos, mas há uma mudança drástica na expressão 

intrônica. Isso nos faz pensar que haja uma regulação seletiva de isoformas intrônicas.   

Uma regulação seletiva explicaria os padrões de isoformas transcricionais com RI 

específicos, que já foram evidenciados em tecidos de mamífero (BRAUNSCHWEIG e colab., 

2014) e em diferentes tipos de câncer (DVINGE e BRADLEY, 2015). Um estudo com células 

musculares diferenciadas sugeriu a existência de uma maquinaria de splicing adaptada ao 

tecido, capaz de aumentar os transcritos com RI sem que isto constituísse um defeito de 
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transcrição (LLORIAN e colab., 2016). Torna-se, assim, plausível a possibilidade do uso dessas 

isoformas como biomarcadores, para determinar fenótipos celulares. 

Quando começamos nosso estudo, partimos da premissa de que era possível a 

existência de transcritos específicos de células T em repouso e de células T ativadas. 

Abordamos esse ponto, selecionando transcritos com RI exclusivos de cada estado celular com 

nosso código computacional. Os resultados de tal exercício sugerem que a célula tem um viés 

de escolha de qual íntron será retido para a transcrição de cada gene, de forma frequentemente 

dependente do estado de ativação celular (ANEXO A). Identificamos que alguns dos transcritos 

tinham boa representatividade em relação a expressão gênica (Figura 11) e apresentavam 

código prematuro de terminação, sugerindo uma regulação negativa através da degradação pela 

via NMD (BUCKLEY e colab., 2014).  

Validamos os resultados gerados in silico, usando nested-PCR e visualizando os 

amplicons em eletroforese. Podemos dizer que estas isoformas transcricionais encontradas na 

análise do RNA-seq pela nossa ferramenta realmente existem (Figura 13 e Figura 14). Nas 

análises dos transcritos presentes com exclusividade nos fenótipos estudados, encontramos 

concordância em 4 de 5 doadores nos genes LY9 e GAS5 (Figura 13D e Figura 13F). LY9 é 

um gene que acredita-se regular negativamente a ativação do linfócito (MARTIN e colab., 

2005; SINTES e colab., 2007) e inibir a secreção de interferon-γ (IFN- γ) (DE SALORT e 

colab., 2013). Já o GAS5 é um RNA não codificador, que se liga ao receptor de glicocorticoides, 

mimetizando a região do DNA que contém um elemento responsivo ao glucocorticoide (GRE). 

GAS5 inibe assim o GRE permitindo a sobrevivência celular durante a escassez de nutrientes 

(KINO e colab., 2010). A isoforma do gene LY9 é amplificada apenas na célula em repouso, 

enquanto a isoforma do gene GAS5 é amplificada no fenótipo ativado em 4 de 5 doadores. 

Ressalta-se que o GAS5 é um dos genes com alto IDT visto na tabela 5. Ele apresenta um nível 

similar de expressão gênica nos dois fenótipos celulares, mas há um aumento substancial da 

expressão intrônica na célula ativada. O perfil de expressão desses dois genes mostra a 

existência de isoformas específicas claramente ligadas ao fenótipo de ativação do linfócito. 

Havíamos previsto transcritos com retenção intrônica compartilhados entre os dois 

fenótipos estudados do linfócito T CD4+ (Figura 07). Para enriquecer a informação sobre o 

cenário descrito até então, procuramos identificar os genes que exibiam a maior parte da 

expressão gênica feita por transcritos com RI de forma independente da ativação do linfócito. 

Análise experimental do gene SH3BRGL3 teve uma concordância total com os dados in silico 

(6/6 dos doadores) (Figura 14E). O gene FYN que é importante para ativação do linfócito T 
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(SMITH-GARVIN e colab., 2009) mostrou também boa concordância (3/4 dos doadores) 

(Figura 14B).  HLA-B é um importante gene envolvido na apresentação de antígenos no sistema 

imune (EZQUERRA e colab., 1985); sua isoforma com retenção intrônica foi encontrada e está 

em parcial conformidade com a predição in silico, tendo sido amplificada no tamanho esperado 

de 367 pb (3/6 dos doadores) (TCONS_00274854, ANEXO B - H). No caso do HLA-B, houve 

também a amplificação de uma isoforma de 493 pb, identificada como AL671883.2 no banco 

de dados da ENSEMBL que julgamos ser um exitron, bem como de uma outra isoforma não 

identificada.  

Com a exceção do gene da IL-2, aqueles listados na tabela 6 deveriam ser pouco 

susceptíveis a um suposto efeito sobre a RI desencadeado pelos sinais um e dois gerados pelo 

TCR e CD28, respectivamente. Este padrão de expressão intrônica do linfócito anteriormente 

descrito gera uma questão intrigante: por que a célula manteria uma alta expressão de certos 

transcritos “defeituosos” ou “imaturos”, de maneira dissociada de seu fenótipo de ativação? 

Não faria muito sentido para a economia energética da célula fazê-lo, a menos que esses 

transcritos fossem traduzidos ou estivessem prontos para sofrer re-splicing. Embora esta última 

questão extrapole o propósito da tese, é plausível que os genes identificados representem ótimos 

alvos para estudos funcionais e elucidação da importância deste tipo de splicing alternativo na 

fisiologia do linfócito. FYN, por exemplo, tem uma enorme participação no processo da 

ativação dessa célula. 

Alguns genes mostraram ter uma plasticidade interindividual no mecanismo de 

retenção intrônica dependente do estado de ativação do linfócito. A análise in silico prevê uma 

isoforma com RI do gene TIMMDC1, que codifica para uma chaperona envolvida na montagem 

mitocondrial do complexo I com grande importância na cadeia respiratória (ANDREWS e 

colab., 2013), cuja existência foi confirmada em 3 de 7 dos doadores na célula ativada, como 

esperado. Entretanto, 4 dos 7 indivíduos testados também apresentaram esta isoforma na célula 

em repouso (Figura 13A). Esse padrão repete-se no gene ANKFZ1, um gene de resposta ao 

peróxido de hidrogênio, importante para a manutenção da integridade da mitocôndria em 

condições de estresse celular (VAN HAAFTEN-VISSER e colab., 2017) (Figura 13E).   

O processo de escolha dos transcritos pela célula é complicado, sendo estimado que 

cerca de 95% dos genes sofram splicing alternativo em seres humanos (PAN e colab., 2008; 

WANG, Eric T e colab., 2008), com a expressão variável conforme o tecido (YEO e colab., 

2004). O projeto ENCODE avaliou 15 linhagens celulares com sequenciamento de alta 

profundidade, revelando que a expressão de um gene é feita em média por 12 isoformas por 
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gene, que não são equalizadas. Existe uma isoforma dominante que tipicamente representa 30% 

da expressão do gene, como vimos para alguns genes descritos neste trabalho (Figura 12) 

(DJEBALI e colab., 2012). Todavia, a complexidade por trás do splicing alternativo por 

retenção intrônica vai muito além. Em S. cerevisiae e outras leveduras, todos os íntrons 

catalisados pela U2 contêm sequências terminais canônicas GT-AG (BON e colab., 2003). Os 

sítios de splice desses íntrons são bastante conservados, com motivos de sequências específicos. 

Já em humanos, a maioria dos íntrons catalisados pela U2 são bastante degenerados, muitas 

vezes não tendo informação suficiente para sinalizar o 5’ss, o sítio de ramificação ou o 3’ss, 

sobretudo em longos íntrons que contêm vários elementos semelhantes (SHEPARD e 

HERTEL, 2009; VALCÁRCEL e GREEN, 1996). A título ilustrativo, se compararmos dois 

íntrons aleatórios de S. cerevisiae, haveria 58% de chance de que eles exibissem os mesmos 

5’ss, enquanto que a probabilidade desceria para 5,5%, se fizéssemos a mesma comparação 

entre íntrons humanos. Já a probabilidade de íntrons humanos compartilharem o mesmo sítio 

de ramificação é <1%, enquanto que para S. cerevisiae a probabilidade é de 94% (GAO e colab., 

2008; KOL e colab., 2005).  

Dada sua complexidade, os íntrons retidos têm sido classificados em 3 tipos de 

classes, variando em sua porcentagem de retenção intrônica, conteúdo de GC, tamanho do 

íntron, histórico evolucionário e seu efeito no open reading frame (ORF). Os membros da classe 

A são os mais abundantes, tendo uma porcentagem baixa de retenção intrônica, conteúdo 

intermediário de GC, tamanho médio e origem de íntrons  ancestrais. Aqueles da classe B têm 

alta porcentagem de retenção intrônica e de conteúdo GC, são curtos e parecem derivar de éxons 

ancestrais. Os íntrons da classe C são caracterizados por serem longos e adjacentes a cassetes 

de éxons de genes conhecidos, exibindo uma porcentagem intermediária de retenção intrônica, 

com baixo conteúdo GC (JACOB e SMITH, 2017). A heterogeneidade acima descrita foi vista 

num estudo que comparou pacientes com câncer de mama em indivíduos afro-americanos e 

caucasianos, constatando a diferença na ocorrência de retenção intrônica nas duas populações 

(KIM e colab., 2018), assim como nós constatamos em nossos doadores (Figura 12 e Figura 

13). Tal estudo sugeriu o fato das marcas epigenéticas serem distintas entre indivíduos de 

diferentes etnias como possível  motivo para a heterogeneidade na incidência de RI. Embora 

concordemos com esta interpretação, estima-se que menos de 20% dos transcritos com RI sejam 

explicáveis pelo efeito da dinâmica epigenética sobre a maquinaria de splicing (GUO e colab., 

2014; WONG e colab., 2017), indicando que muito do mecanismo regulatório da RI ainda está 

por ser determinado. Pelo que nos consta, a heterogeneidade individual no uso da RI somente 
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foi abordada na literatura pelo estudo apenas descrito com pacientes portadores de câncer e pelo 

trabalho experimental desta dissertação nos estados fisiológicos de ativação do linfócito. 

Conjuntamente, os dois trabalhos indicam que a transcrição das isoformas com RI possa ter 

uma certa versatilidade interindividual. 

Trabalhar com retenção intrônica é desafiador, com enumeras dificuldades técnicas. 

Precisa-se de precaução, uma vez que os produtos com RI podem ser idênticos ao DNA 

genômico ou ao pré-mRNA. O emprego de oligo dT durante a síntese de DNA complementar 

(cDNA) é uma garantia de que os RNAs estão poliadenilados; no entanto, existe uma 

possibilidade de perda de espécies nucleares nascentes de RNA. A obtenção de reads na junção 

éxon-íntron também é um problema. O íntron em geral é muito maior que o éxon ocasionando 

uma menor cobertura (reads), enquanto que a cobertura dos éxons é facilitada pelo tamanho 

médio de 150 nucleotídeos. Em outras palavras, os éxons facilmente serão cobertos num 

sequenciamento de alta cobertura, enquanto que os íntrons não, dificultando o mapeamento 

fidedigno de um transcrito com retenção intrônica. (JACOB e SMITH, 2017). Há, portanto, 

uma limitação importante da tecnologia de sequenciamento de RNA atual, uma vez que ela nos 

permite ler 75-150 pb em um experimento padrão de RNA-seq. Todavia, os experimentos da 

área estão usando alta cobertura para aumentar a detecção e quantificação dos tipos de splicing, 

sendo ideal o uso de aproximadamente 150 milhões de reads por amostra (BRAUNSCHWEIG 

e colab., 2014; GUEROUSSOV e colab., 2015). O fato do transcriptoma apresentar transcritos 

com sequências repetitivas e em tandem, muitas vezes com elementos interpassados (LINE e 

SINE) e transposons também constitui-se  em um verdadeiro desafio para os algoritmos atuais 

de mapeamento como Tophat2 (DOBIN e GINGERAS, 2013), STAR (DOBIN e colab., 2013) 

e MapSplice (WANG, Kai e colab., 2010).  

De fato, encontramos algumas dessas dificuldades durante as análises in silico neste 

trabalho. Um dos genes encontrado na célula ativada com um alto índice de expressão intrônica 

foi aquele que codifica para a IL-2. Nosso algoritmo previu, para a transcrição do gene desta 

citocina, a existência de uma isoforma intrônica (TCONS_00237719) (ANEXO B - Q), cuja 

expressão seria maior do que todas as outras isoformas transcricionais. Esta isoforma intrônica 

não foi amplificada, enquanto a segunda isoforma exônica mais expressa o foi (dado não 

mostrado). Este resultado leva a crer que o pequeno fragmento representado na figura do 

ANEXO B - Q foi confundido com um íntron, devido a um erro de processamento de reads. 

Podemos também afirmar que é difícil para o algoritmo identificar íntrons na extremidade 5’ 

do primeiro éxon do gene, o que pode justificar a má amplificação/correlação encontrada para 
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os genes CCNL1 e RHOA (Figura 14A e 14C). Todavia, o programa tem excelente valor 

preditivo para genes com cassetes intrônicos mais bem definidos e distantes da região 5’, como 

FYN e SH3BRGL3, com ótima correlação entre o esperado das análises computacionais e o 

identificado experimentalmente. 

Além disso, a validação destes transcritos requer bastante trabalho e nem sempre é 

possível, considerando a complexidade e multiplicidade das isoformas transcricionais de certos 

genes (ANEXO B). Um gene pode se expressar em diferentes isoformas e quase nunca a 

isoforma intrônica é a mais frequente. Se o gene não tiver uma expressão comparável àquela de 

um gene housekeeping, suas diferentes isoformas transcricionais serão difíceis de serem 

amplificadas, o que somente nos foi possível fazer com o uso da estratégia do nested-PCR. O 

desenho de primers específicos em meio a tantas isoformas transcricionais possíveis é trabalho 

árduo. Num cenário ideal, deveríamos amplificar e sequenciar o transcrito inteiro ou, pelo 

menos, fazer leituras (reads) bem maiores no sequenciamento de RNA. O trabalho aqui 

apresentado é, até onde nós sabemos, um dos poucos que fizeram a validação experimental da 

retenção intrônica em diferentes doadores e nos indica a existência de transcritos com RI 

diretamente ligados ao fenótipo celular de ativação e outros que poderão variar entre indivíduos. 

 

7. CONCLUSÃO 

 A retenção intrônica é o evento de splicing alternativo mais comum nos linfócitos T 

CD4+.  O linfócito T regula, aumentando ou diminuindo a carga intrônica transcricional 

(RPKM) em determinados genes, de maneira dependente do seu estado de ativação. 

Comprovamos a existência de transcritos com retenção intrônica expressos de maneira 

exclusiva vinculada ao estado fenotípico de ativação do linfócito T CD4+. Nossos resultados 

indicam que a retenção intrônica pode representar um ruído transcricional. Entretanto, o 

linfócito também pode usar este tipo de splicing alternativo de maneira seletiva dependendo do 

estado de ativação 
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9. ANEXOS 

9.1 ANEXO A 

Tabela 7 – Recorte da lista de transcritos com retenção intrônica exclusivos da célula T 

CD4+ em repouso 

RPKM Gene Isoforma-ID CTP RPKM total 
do gene 

% da isoforma 
no gene 

6,06 MRFAP1 TCONS_00223923 - 79,59 7,61 
6,08 - TCONS_00044663 - 107,05 5,68 
6,30 BSDC1 TCONS_00023434  SIM 24,88 25,35 
6,36 UBA7 TCONS_00210830 - 73,08 8,71 
6,64 MTF2 TCONS_00008675  SIM 21,03 31,57 
6,68 - TCONS_00044685 NÃO 50,01 13,37 
6,82 RP4-781K5.2 TCONS_00018409 - 6,82 100 
7,27 - TCONS_00131865 NÃO 702,20 1,03 
7,66 EIF4A2 TCONS_00205701 NÃO 1021,09 0,75 
7,81 CCDC66 TCONS_00198808  TRUE 78,35 9,96 
7,87 CAPG TCONS_00165388 NÃO 22,01 35,74 
7,97 RPSA TCONS_00196574 NÃO 442,95 1,79 
8,02 BCLAF1 TCONS_00280585 - 250,07 3,20 
8,07 SNHG8 TCONS_00228668 - 426,70 1,89 
8,33 CD28 TCONS_00156040 NÃO 140,80 5,92 
8,99 - TCONS_00069601 - 38,26 23,5 
10,31 EIF4A2 TCONS_00205705 - 1021,09 1,01 
10,37 LY9 TCONS_00013304 NÃO 32,04 32,37 
10,94 MTCH1 TCONS_00275848  SIM 51,82 21,11 
10,95 RPS7 TCONS_00144084 NÃO 166,18 6,59 
12,24 - TCONS_00068212 NÃO 67,05 18,26 
13,06 LDLRAP1 TCONS_00002887  SIM 55,02 23,74 
14,13 PIK3R1 TCONS_00244844 NÃO 231,85 6,09 
14,20 UBXN11 TCONS_00022609  SIM 28,50 49,83 
14,42 ANKZF1 TCONS_00157297  SIM 77,81 18,53 
33,83 EIF4A2 TCONS_00205685  SIM 1021,09 3,31 

 

Tabela 8 – Recorte da lista de transcritos com retenção intrônica exclusivos da célula T 

CD4+ ativada 

RPKM Gene Isoforma-ID CTP RPKM total 
do gene 

% da isoforma 
no gene 

23,16 INO80B TCONS_00148616 NÃO 70,00 33,09 
23,47 RBPJ TCONS_00224787 NÃO 488,63 4,80 
23,53 NOP58 TCONS_00155841 - 688,77 3,41 
24,00 EIF4A2 TCONS_00205691 NÃO 1724,77 1,39 
24,09 EIF4A2 TCONS_00205687 NÃO 1724,77 1,39 
24,93 RBPJ TCONS_00224771 NÃO 488,63 5,10 
26,55 TIMMDC1 TCONS_00201029 NÃO 127,71 20,78 
28,34 DAP3 TCONS_00012612 - 518,49 5,46 
29,15 TNIP1 TCONS_00260070 NÃO 379,28 7,68 
33,71 EIF4G1 TCONS_00205352 NÃO 374,68 8,99 
37,40 PNPT1 TCONS_00163368  SIM 136,85 27,33 
38,65 NCBP2 TCONS_00220148 NÃO 294,17 13,13 
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46,73 CCDC58 TCONS_00214609 NÃO 135,59 34,46 
47,35 NOP16 TCONS_00261231 NÃO 450,08 10,52 
48,25 IMPDH2 TCONS_00210465 - 534,92 9,02 
76,83 CLDND1 TCONS_00213169  SIM 281,84 27,26 
90,03 MBNL1 TCONS_00203574 NÃO 291,58 30,87 
90,36 RPS14 TCONS_00259923 NÃO 1604,24 5,63 
102,39 GAS5 TCONS_00034588 - 593,47 17,25 
208,21 GNB2L1 TCONS_00262323  SIM 5244,05 3,97 

 

9.2 ANEXO B 

Neste anexo B, mostramos a representações que fizemos de todos os transcritos de 

cada gene a partir do nosso programa algorítmico, com suas respectivas tabelas de expressão. 

Usamos essas representações para identificar os transcritos com retenção intrônica e desenhar 

os primers. As caixas pretas são cassetes de éxons ou íntrons em um mRNA já processado e as 

flechas são partes do transcrito que foram excluídos durante o splicing alternativo. Para facilitar 

a visualização desses dados, colocamos uma caixa vermelha para evidenciar o transcrito alvo 

que analisámos nessa dissertação. Nos transcritos analisados experimentalmente, desenhamos 

setas em verde para retratar em qual cassete colocamos os primers da primeira reação de nested-

PCR e as setas em vermelho para a segunda reação do nested-PCR. 
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9.3 ANEXO C 
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9.4 ANEXO D 

 


