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INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

ANÁLISE COMPARATIVA DA DIVERSIDADE DE SPLICING ALTERNATIVO NO PROTEOMA DO 

CÉREBRO HUMANO E MURINO 

 

RESUMO 

 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS  

 

Esdras Matheus Gomes da Silva 

 

Os avanços obtidos em transcriptômica, em função do desenvolvimento de sequenciadores de alta 

vazão, e na proteômica, por meio dos modernos espectrômetros de massas (MS), resultaram em um 

grande volume de dados que passou a ser integrado em diversos estudos de Bioinformática, levando 

ao melhor entendimento sobre a fração dos RNAs mensageiros efetivamente traduzida em proteínas. 

A proteogenômica é a área de pesquisa que reúne estas tecnologias, atuando na interface entre a 

genômica e a proteômica para interpretar eventos moleculares, tais como, por exemplo, o splicing 

alternativo. Este evento molecular é capaz de gerar RNAs mensageiros diferentes a partir de um 

mesmo gene, podendo alterar a sequência polipeptídica e, consequentemente, gerar proteoformas 

com funções distintas. Neste sentido, atualmente alguns projetos têm realizado esta análise 

integrativa com o intuito de comparar os resultados de amostras de ser humano e outros mamíferos, 

uma vez que alguns destes animais são utilizados como organismos modelo para o estudo dos 

aspectos moleculares de doenças, como as neurodegenerativas. Desta forma, este projeto teve como 

objetivo principal analisar o perfil de expressão de variantes de splicing alternativo em dados de 

espectrometria de massas de proteínas de amostras de tecidos de cérebros sadios de humano e 

camundongo. Para tal, foram utilizados dados de mRNAs de referência (Refseq), ESTs e sequências 

da base de dados Uniprot/Swiss-Prot para confecção de repositórios de sequências proteicas 

personalizados, utilizando uma metodologia desenvolvida pelo nosso grupo de pesquisa denominada 

matrizes ternárias. O repositório personalizado para humano continha 20.150 sequências canônicas e 

204.294 peptídeos não redundantes, totalizando 224.453 sequências. O repositório de camundongo 

possuía 16.888 sequências canônicas e 156.889 peptídeos não redundantes, totalizando 173.777 

sequências. Estes repositórios de sequências proteicas personalizados foram empregados para a 

análise de dados de espectrometria de massas de três regiões distintas do cérebro de humano e 

camundongo (corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório). A partir destas análises, nós inferimos a 

expressão de um total de 3.289 proteínas canônicas e 23 proteoformas de genes ortólogos entre 

humano e camundongo. Dentre as proteoformas, seis foram inferidas a partir de peptídeos 

proteotípicos idênticos identificados em dados de MS de humano e camundongo (PKM, CRMP1, 

PRKCB, STXBP1, CADM1 e HNRNPK). Portanto, acreditamos que a identificação de peptídeos 

compartilhados entre humano e camundongo, pertencentes a proteoformas de genes ortólogos, 

realizada neste projeto, contribuiu para o melhor conhecimento da diversidade de splicing do cérebro 

de humano e camundongo. 

 

 

 



viii 

 
 

INSTITUTO OSWALDO CRUZ 

 

COMPARATIVE ANALYSIS OF ALTERNATIVE SPLICING DIVERSITY IN HUMAN AND MOUSE 

BRAIN PROTEOME 

 

ABSTRACT 

 

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL BIOLOGY AND SYSTEMS 

 

Esdras Matheus Gomes da Silva 

 

The advances in transcriptomics, due to the development of high throughput sequencers and in 

proteomics, using modern mass spectrometers (MS), resulted in a large volume of data that has been 

integrated into several Bioinformatics studies, leading to a better understanding of messenger RNAs 

fraction that is effectively translated into proteins. Proteogenomics is the area of research that brings 

together these technologies, acting at the interface between genomics and proteomics to interpret 

molecular events such as alternative splicing. This molecular event can generate different messenger 

RNAs from the same gene, which may alter the polypeptide sequence and, consequently, generate 

proteoforms with different functions. Currently, some projects have performed this integrative analysis 

with the aim of comparing the results derived from human and other mammal samples, since some of 

these animals are used as model organisms for the study of molecular aspects of diseases, such as 

neurodegenerative diseases. Thus, the main goal of this project was to analyze the expression profile 

of alternative splicing variants in protein mass spectrometry data from tissue samples from healthy 

human and mouse brains. For this, data from reference mRNAs (Refseq), ESTs and sequences from 

the Uniprot/Swiss-Prot database were used to make custom protein sequence repositories using a 

methodology developed by our research group called ternary matrices. The human custom repository 

contained 20,150 canonical sequences and 204,294 non-redundant peptides, summing up to 224,453 

sequences. The mouse custom repository had 16,888 canonical sequences and 156,889 non-

redundant peptides, giving a total of 173,777 sequences. These custom protein sequence repositories 

were used for the analysis of mass spectrometric data from three distinct regions of the human and 

mouse brain (corpus callosum, optic nerve and olfactory bulb). From these analyzes, we inferred the 

expression of a total of 3,289 canonical proteins and 23 proteoforms of orthologous genes between 

human and mouse. Among the proteoforms, six were inferred from identical proteotypic peptides 

identified in human and mouse MS data (PKM, CRMP1, PRKCB, STXBP1, CADM1 and HNRNPK). 

Therefore, we believe that the identification of shared peptides between human and mouse belonging 

to proteoforms from orthologous genes carried out in this project contributed to a better understanding 

of the splicing diversity of human and mouse brain. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O dogma central da biologia molecular, proposto por Francis Crick em 1970, 

corresponde, de maneira simplificada, a ideia de que uma porção da molécula de 

DNA, conhecida como gene, pode ser transcrita em RNA e traduzida em proteína 

(1,2). Com o aprimoramento tecnológico das plataformas desenvolvidas para se 

determinar a sequência dos blocos moleculares que compõem esses três tipos de 

moléculas, volumes de dados cada vez maiores passaram a ser produzidos (3–5). 

Com o intuito de se extrair informações com maior eficiência, tem-se realizado a 

integração dos dados destas diferentes plataformas tecnológicas, auxiliando o 

entendimento de eventos moleculares, como o splicing alternativo (6,7). Neste 

sentido, atualmente alguns projetos tem realizado esta análise integrativa com o 

intuito de comparar os resultados de amostras de ser humano e outros mamíferos 

(8–10), uma vez que alguns destes animais são utilizados como organismos modelo 

para o estudo dos aspectos moleculares de doenças como as neurodegenerativas 

(11–14). 

 

1.1 O splicing alternativo 

 

Em 1978 Walter Gilbert propôs a ideia de que os transcritos primários (pré-

mRNAs) possuem regiões internas que são excisadas (íntrons) durante o processo 

de maturação do RNA mensageiro (mRNA), permanecendo apenas as regiões que 

serão traduzidas em proteínas (éxons) (15). Este evento molecular denominado 

splicing do pré-mRNA é realizado por um complexo de proteínas e RNAs não 

codificadores de proteínas (ncRNAs), conhecido como spliceossomo, e ocorre em 

conjunto a uma série de outros eventos de processamento [revisto por (16)].  

 

O splicing alternativo foi descrito pela primeira vez em 1980 com a descoberta 

de um gene capaz de produzir dois mRNAs diferentes através da inclusão ou 

exclusão de éxons durante o processamento do pré-mRNA (17). Estes diferentes 

mRNAs ao serem traduzidos dão origem a proteínas distintas, comumente referidas 

como proteoformas (18,19). Este evento molecular é considerado um dos principais 

mecanismos responsáveis pela criação e perda de éxons em eucariotos (20) e foi de 

suma importância para a diversificação da vida na terra, sendo correlacionado à 

complexidade dos organismos (21).     
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Este processamento alternativo do pré-mRNA segue determinados padrões 

que podem ser apresentados de cinco maneiras distintas: (i) Uso alternativo de 

éxon, no qual um éxon ora se encontra presente no mRNA ora não se encontra; (ii) 

retenção de íntrons, em que um íntron é mantido no mRNA maduro; (iii) uso 

alternativo do sítio de splicing 5’ e (iv) 3’, em casos em que existem sítios de splicing 

alternativos nos íntrons; (v) éxons mutuamente exclusivos, no qual um éxon apenas 

é observado em um mRNA maduro na ausência de outro éxon (Figura 1.1) [revisto 

por (22)].  

           

 

Figura 1.1 – Representação esquemática dos principais padrões de splicing alternativo. Os éxons 
estão representados pela letra “E” e íntrons pela letra I e pelas linhas. As caixas e linha em vermelho 
representam éxons e íntrons usados de forma alternativa. Adaptado de Wang e colaboradores (2015) 
(22). 
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O padrão de splicing alternativo mais prevalente em vertebrados é o uso 

alternativo de éxon. Entretanto, em metazoários menos complexos, o padrão mais 

comum é a retenção de íntron (23). O uso alternativo de éxon é o padrão de splicing 

mais passível de modificar domínios conservados entre espécies, como humano e 

camundongo, contribuindo como uma fonte adicional de complexidade e diferenças 

espécies-específicas entre os mamíferos (24). 

 

As distintas conformações tridimensionais que as proteoformas produzidas 

por um gene assumem impactam suas funções. No verme Caenorhabditis elegans, 

o splicing alternativo do pré-mRNA do gene egl-15 produz duas proteoformas de um 

fator de crescimento de fibroblasto, as quais se ligam a receptores celulares 

diferentes, desempenhando duas funções fisiológicas distintas (25). Este mesmo 

organismo produz duas proteoformas de uma proteína de membrana sintetizada 

pelo gene fbl-1. Estas proteoformas desempenham papéis distintos, porém, 

complementares na formação e organização de tecidos (26).  

 

As diversas proteoformas produzidas em um tecido podem também exercer 

papéis específicos no comportamento de um organismo. Um exemplo 

particularmente interessante neste sentido é a produção de proteoformas sexo 

específicas do gene fru no sistema nervoso central de Drosophila melanogaster. 

Estas proteoformas são responsáveis pelo comportamento de acasalamento e 

orientação sexual das moscas machos e fêmeas. A indução experimental dos 

padrões de splicing masculinos em moscas fêmeas fez com que estas tentassem 

copular com outras fêmeas (27). 

 

Estudos utilizando dados de sequenciamento de alta vazão demonstraram 

que o splicing alternativo ocorre em aproximadamente 95% dos genes de humano e 

é controlado de forma específica nos diversos tecidos (28,29). Este evento 

molecular, além de aumentar a diversidade funcional das proteínas, também 

participa na regulação da expressão gênica (30). Além disso, o splicing do pré-

mRNA possui grande importância médica, uma vez que o seu mau funcionamento 

pode causar a super-expressão de algumas proteoformas ou gerar proteoformas 

aberrantes, estando associadas a algumas doenças do sistema nervoso central (31), 

tais como Alzheimer (32), Parkinson (33) e Esquizofrenia (34). 
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1.2 O splicing alternativo e o sistema nervoso central 

 

 No sistema nervoso central, milhares de isoformas de mRNAs são formadas 

através do mecanismo de splicing alternativo. Um dos exemplos mais ilustrativos da 

capacidade que o splicing alternativo possui em gerar múltiplas isoformas no 

sistema nervoso central de uma espécie é o gene Dscam, codificador de um 

receptor de orientação dos axônios da mosca Drosophila melanogaster. Este gene é 

capaz de expressar 38.016 mRNAs diferentes, produzidos através do splicing 

alternativo do pré-mRNA que, ao serem traduzidos, geram proteoformas que atuam 

em funções neuronais específicas (35).  

 

 Os processos celulares do sistema nervoso central de mamíferos também 

são coordenados pelo splicing alternativo através da produção de proteoformas 

tecido específicas (36). Por exemplo, as proteínas neuroliginas e neuroxinas atuam 

no processo de sinapse dos neurônios como moléculas de adesão celular (37,38). 

Ambas apresentam uma ampla diversidade de proteoformas (39,40). Foi observado 

que determinadas proteoformas de neuroligina 1 apenas se ligam a proteoformas 

específicas de alfa-neurexinas, estimulando a formação das sinapses, enquanto 

outras se ligam tanto às proteoformas de alfa-neurexinas quanto às proteoformas de 

beta-neurexinas, promovendo a expansão das sinapses (41).  

 

Os eventos de splicing alternativo são dirigidos pelo recrutamento de 

proteínas reguladoras às junções específicas entre éxons e íntrons. Uma das 

famílias de proteínas que realizam este tipo de regulação no sistema nervoso de 

vertebrados são as proteínas ricas em Ser/Arg (proteínas SR), em especial a SR100 

(42). Esta proteína reguladora é de extrema importância para que o splicing dos pré-

mRNAs de diversos genes expressos no sistema nervoso central ocorra de maneira 

adequada. Foi demonstrado em estudo in vivo que a deleção do gene codificador da 

SR100 prejudica o desenvolvimento do sistema nervoso central e periférico de 

mamíferos através da disrupção do crescimento dos neurônios e da orientação dos 

axônios em regiões importantes do cérebro, como o corpo caloso, responsável por 

realizar a conexão de um hemisfério cerebral com o outro (43).  
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 A PTBP1 (polypyrimidine tract binding protein 1) e PTBP2 (polypyrimidine 

tract binding protein 2) são duas outras  proteínas reguladoras do splicing 

específicas do sistema nervoso central (44). A PTBP1 funciona como repressora do 

programa de splicing específico dos neurônios e é amplamente expressa em células 

de outros tecidos (45).  Durante o processo de neurogênese, a redução na 

expressão de PTBP1 permite a expressão de PTBP2, causando uma mudança no 

padrão de splicing dos genes expressos nos neurônios em formação (46). A 

influência da mudança de expressão destes reguladores do splicing alternativo sobre 

a formação dos neurônios foi demonstrada em um experimento in vitro de 

transdiferenciação de fibroblastos em neurônios utilizando um sistema de cultura 

celular de fibroblastos com depleção de PTBP1 e super-expressão de PTBP2 (47). 

  

Em um humano adulto o cérebro é um dos órgãos em que ocorre o maior 

nível de expressão de proteoformas (48) as quais participam de diversos processos 

neuronais, tais como a neurogênese (49), mudança de atividade de receptores 

neuronais, controle da função sináptica (50), formação da grande diversidade dos 

canais de íons de potássio (51) e a despolarização dos neurônios (52). Os padrões 

de splicing alternativo tendem a ser mais conservados no sistema nervoso de 

vertebrados (53). Entretanto, o splicing alternativo também é capaz de gerar 

proteoformas espécie-específicas, sendo um dos eventos moleculares responsáveis 

pelas diferenças entre o cérebro humano e de outros mamíferos como o 

camundongo (54) e primatas não-humanos (55).   

 

1.3 O sistema nervoso de camundongo e de humano 

 

O cérebro de camundongo é considerado similar ao de humano em diversos 

aspectos. Por exemplo: a sequência de eventos chave na maturação do cérebro de 

humanos e roedores é equivalente (56); os mecanismos moleculares e celulares 

responsáveis pela formação do corpo caloso são similares em humano e 

camundongo (57); o fato de que certas mutações observadas em pacientes com 

doenças neurológicas podem causar fenótipos similares em ambas as espécies 

(58,59); a elevada conservação das sequências nucleotídicas, tamanho e 

quantidade de éxons (60) e nível de expressão gênica (61) que estas espécies 

apresentam; a semelhança da distribuição dos neurônios através da área visual e 

não visual do córtex cerebral de camundongo e humano (62).  
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Entretanto, existem algumas diferenças neurais estruturais e funcionais entre 

os seres humanos e o camundongo. Por exemplo, os lobos cerebrais humanos são 

definidos por sulcos, giros e marcações externas, enquanto o cérebro de 

camundongo não apresenta essas características; humanos possuem um lobo 

olfatório pequeno, com bastante substância branca, enquanto em camundongos 

essa região é relativamente espessa; o nervo óptico de camundongo possui dez 

vezes menos axônios que o de humano; o hipocampo do cérebro de camundongos 

possui um aspecto dorsal em relação ao cérebro, porém, em humanos, essa região 

apresenta um aspecto ventral; as meninges dos camundongos são finas, entretanto, 

as de humanos são grossas e bem desenvolvidas (63); o cérebro humano pesa 1,5 

quilogramas e possui 86 bilhões de neurônios; contudo, o cérebro de camundongo 

apresenta 0,5 grama e contém 70 milhões de neurônios (64); humanos possuem 

astrócitos maiores, mais rápidos e muito mais complexos que os dos camundongos 

(65); camundongos e humanos possuem sequências envolvidas no 

estado/organização da cromatina e regulação transcricional bem distintas (66).   

 

O camundongo tem sido utilizado como modelo biológico para o estudo de 

doenças neurodegenerativas (11–14) e para a caracterização de diferentes regiões 

do sistema nervoso central, como o corpo caloso (67), nervo óptico (68) e bulbo 

olfatório (69). Este roedor tem sido utilizado como modelo biológico por ser um 

mamífero pequeno, o que torna mais fácil mantê-lo em instalações de pesquisa, e 

por ser fácil de criar e de treinar para manipulação em análises in vivo (70). Os 

estudos realizados em modelos murinos se baseiam na extrapolação dos dados 

obtidos nestes modelos para o ser humano. Entretanto, o melhor meio de garantir 

que esta extrapolação seja realizada de forma racional é através do entendimento 

das diferenças e similaridades entre as diversas estruturas do cérebro do ser 

humano e do camundongo (63).  

 

Os dados presentes na literatura indicam a ocorrência de processos 

regulatórios após a formação do mRNA, fazendo com que nem todos os mRNAs 

sejam traduzidos em proteínas (71). Portanto, alguns projetos têm sido 

desenvolvidos voltados para a caracterização do conteúdo proteico do cérebro de 

camundongo (72) e de suas diferentes regiões (73,74) em diferentes estágios de 

desenvolvimento (75). Desta maneira, a elucidação das diferenças e similaridades 

dos componentes proteicos do cérebro de humano e de camundongo pode ser 
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considerada uma maneira de se contribuir para a melhor compreensão da real 

aplicabilidade dos modelos biológicos murinos.  

 

1.4 A proteômica baseada em espectrometria de massas 

 

O termo proteoma foi introduzido na literatura em 1995 (76) e se refere ao 

complexo proteico total expresso por uma célula ou tecido em uma determinada 

condição ou momento específico (77). Neste sentido, o estudo do proteoma passou 

a ser conhecido como proteômica (76). Atualmente, a estratégia mais utilizada em 

estudos de proteômica é a espectrometria de massas (MS, do inglês mass 

spectrometry), por meio da abordagem shotgun (78). Esta metodologia tem sido 

utilizada no âmbito das neurociências para a identificação de proteínas 

diferencialmente expressas em pacientes com doenças neurodegenerativas (79), 

desordens psicológicas (80) e lesões cerebrais (81). Além disso, também tem sido 

utilizada na identificação de biomarcadores em diversos tipos de câncer (82–84). 

 

Esta estratégia consiste na digestão enzimática das proteínas em peptídeos, 

normalmente por tripsina, os quais são separados em uma coluna de cromatografia 

líquida de fase reversa hifenada com o espectrômetro de massas (85) (Figura 1.2A). 

Os peptídeos fracionados são ionizados por eletrospray e, em seguida, analisados 

sob ação de campos elétricos/magnéticos em um sistema a vácuo. Isto resulta na 

separação destes íons de peptídeos de acordo com suas relações massa/carga, 

gerando os espectros de MS1 (86) (Figura 1.2B). A cada espectro de MS1, íons 

peptídicos precursores são selecionados sequencialmente e submetidos 

individualmente à fragmentação, comumente realizada por meio da colisão com um 

gás inerte. A fragmentação ocorre preferencialmente nas ligações peptídicas, 

gerando íons-fragmento das séries y (contendo o C-terminal do precursor) e/ou b 

(contendo o N-terminal do precursor), que serão separados, também segundo sua 

relação massa/carga, gerando o espectro de MS2 ou MS/MS (87) (Figura 1.2C).  

 

A identificação da sequência de aminoácidos normalmente é feita através da 

comparação dos espectros de MS2 experimentais com espectros de fragmentação 

teóricos, gerados a partir de um repositório de sequências proteicas, uma técnica 

denominada Peptide Spectrum Matching (PSM) (88) (Figura 1.2D). Os principais 

repositórios de sequências proteicas utilizados em PSM são o Uniprot (89), Refseq 
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(90) e Gencode (91). O Uniprot tem sido um dos repositórios mais utilizados, pois 

possui sequências curadas manualmente (UniprotKB/Swiss-Prot), com validação 

experimental e anotação funcional. Entretanto, o Refseq é baseado em traduções 

hipotéticas do transcriptoma curadas manualmente, enquanto o Gencode contém 

sequências provenientes da tradução hipotética de genomas, sem validação 

experimental no proteoma. 

 

 Os peptídeos identificados passam por uma etapa de seleção segundo 

critérios estatísticos. Nesta etapa, existem duas métricas que podem ser aplicadas: 

a taxa de falsos positivos (do inglês, False Discovery Rate; FDR), utilizada como 

uma medida global de falsos positivos identificados (92,93) e a probabilidade de erro 

posterior (do inglês, Posterior Error Probability; PEP), definida como a probabilidade 

de um dado PSM ser incorreto e é vista como uma versão local da FDR (94,95) 

(Figura 1.2E). Um dos principais desafios da proteômica shotgun é a identificação de 

peptídeos proteotípicos, ou seja, peptídeos exclusivos que possam garantir, de 

forma inequívoca, a identificação de uma única proteína do repositório de 

sequências proteicas utilizado (96).     
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Figura 1.2 – Representação esquemática de um fluxo de análises de proteômica shotgun. (A) As 

proteínas de uma amostra proteica são digeridas em peptídeos por uma enzima específica. (B) Os 

peptídeos são fracionados por uma metodologia de cromatografia e em seguida são obtidos os 

espectros de massa MS1 correspondentes à razão massa/carga destes peptídeos. (C) Os peptídeos 

precursores fracionados são então fragmentados e têm suas razões massa/carga medidas, dando 

origem aos espectros de massa MS2. (D) Os espectros de massas experimentais MS2 são 

comparados aos espectros de massas MS2 teóricos, gerados computacionalmente, a partir de um 

repositório de sequências proteicas. (E) Caso coincidam, é realizada a seleção segundo critérios 

estatísticos da identificação do peptídeo.  

 

1.5 A proteogenômica 

 

Ao se realizar um experimento de proteômica shotgun, é frequente a ausência 

de associação de espectros de massas de alta qualidade com uma sequência 

peptídica conhecida (97). Portanto, alguns desses espectros podem ser 

correspondentes a peptídeos de proteoformas que não estão contemplados em 

repositórios de sequências proteicas convencionais (7). Uma das abordagens mais 

frequentes para a identificação desses peptídeos é a proteogenômica (98). Este 

termo foi introduzido na literatura em 2004 (99) e pode ser definido como o uso de 

dados de sequenciamento do genoma ou transcriptoma com a finalidade de se criar 
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repositórios de sequências proteicas personalizados para aperfeiçoar a detecção de 

variantes proteicas (100). Portanto, a proteogenômica é parte da bioinformática 

integrativa, visando à integração de dados de diferentes fontes com diferentes 

formatos (101).  

 

 A construção de repositórios de sequências proteicas personalizados 

normalmente envolve duas etapas principais. A primeira etapa consiste na obtenção 

de sequências nucleotídicas. Para algumas espécies, estas sequências estão 

disponíveis publicamente em bancos de dados como Refseq (102) e dbEST (103). 

Entretanto, estes bancos de dados não possuem sequências específicas para 

determinadas condições celulares ou para alguns organismos pouco estudados. 

Desta forma, as sequências nucleotídicas podem ser obtidas por meio do 

sequenciamento do genoma (104), do exoma (105), do transcriptoma (106) ou do 

translatoma (107). Na segunda etapa, é realizada a tradução hipotética dessas 

sequências nucleotídicas em aminoácidos, gerando o repositório de sequências 

proteicas personalizado. A tradução hipotética pode ser realizada nos três quadros 

de leitura (quando se sabe a orientação do transcrito) ou nos seis quadros de leitura, 

utilizando um programa como o transeq do pacote EMBOSS (108) ou através de 

funções de módulos de linguagens de programação como Bioperl (109), Biopython 

(110) e Biostrings (Bioconductor). Estes repositórios podem ser específicos para 

identificação de variantes de aminoácido único (do inglês, Single Aminoacid Variant; 

SAV) (111), variantes de splicing (112,113) ou RNAs mensageiros quiméricos (114) 

(Figura 1.3).   
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Figura 1.3 – Esquema representativo de um fluxo de análises geral para construção de um repositório 

de sequências proteicas personalizado. 

 

Neste sentido, muitas estratégias têm sido desenvolvidas para a construção 

de repositórios de sequências proteicas personalizados e análise integrativa dos 

dados de genoma, transcriptoma e proteoma. Por exemplo, Evans e colaboradores 

(2012) (115) utilizaram dados de sequenciamento de RNA mensageiro para a 

construção de um repositório de sequências proteicas personalizado, com o intuito 

de identificar genes e proteínas de espécies que não possuem um repositório de 

sequências proteicas disponível publicamente. Para realização da prova de conceito, 

os autores utilizaram um modelo de cultura celular humana infectada com 

adenovírus. Esta abordagem possibilitou a identificação de mais de 99% do total de 

3.700 proteínas identificadas pela análise com repositórios de sequências proteicas 

convencionais.    
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Castellana e colaboradores (2010) (116) desenvolveram uma abordagem 

híbrida entre e PMS e a identificação de peptídeos de novo, isto é, a identificação de 

peptídeos sem a utilização de um repositório de sequências proteicas. Nesta 

metodologia, inicialmente ocorre a busca dos espectros de massa MS2 contra um 

repositório de sequências proteicas, os peptídeos identificados são chamados de 

âncora. Em seguida, os espectros de massa MS2 não identificados no repositório de 

sequências proteicas são utilizados para o sequenciamento de novo. Os peptídeos 

âncora têm suas sequências estendidas a partir da sobreposição de peptídeos que 

foram identificados pelo sequenciamento de novo, possibilitando a reconstrução da 

sequência completa da proteína. Neste trabalho, os autores utilizaram dados de 

espectrometria de massas para reconstruir a sequência completa de um anticorpo e 

obtiveram 98% de acurácia. Uma das desvantagens desta metodologia é que ela 

apenas pode ser utilizada para proteômica dirigida, isto é, para o sequenciamento de 

proteínas previamente estabelecidas, neste caso, um anticorpo. 

 

Helmy e colaboradores (2012) (117) desenvolveram uma estratégia de 

proteogenômica chamada subtração sequencial de espectros de massa (do inglês, 

Mass Espectrum Sequential Subtraction; MSSS). Os autores realizaram a busca dos 

espectros de massas de proteínas de culturas de células de arroz contra diversos 

repositórios de sequências proteicas de maneira sequencial, de forma que os 

espectros que identificassem peptídeos não fossem utilizados na busca contra o 

próximo repositório. Esta abordagem computacional reduziu o tempo de busca em 

75% e não teve efeito sobre a FDR e sobre a identificação de novos peptídeos. Além 

disso, esta metodologia possibilitou a identificação de 74 peptídeos novos, que ao 

serem mapeados ao genoma revelaram 47 características genômicas novas. 

Entretanto, Ivanov e colaboradores (2017) (118) demonstraram que a busca dos 

espectros de massa contra um repositório de sequências proteicas personalizado 

único proporciona uma maior identificação de variantes de peptídeos do que a busca 

contra diversos repositórios de sequências proteicas de maneira sequencial.          
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 Nosso grupo de pesquisa também tem contribuído com o estado da arte da 

proteogenômica através do desenvolvimento de um repositório de sequências 

proteicas personalizado com o intuito de identificar proteoformas em dados de 

proteômica shotgun de humano. Foram utilizadas sequências de referência do 

transcriptoma (Refseq), ESTs e reads de sequenciamento de alta vazão de RNA 

mensageiro para a identificação dos transcritos variantes de splicing, através de uma 

metodologia desenvolvida pelo grupo de pesquisa chamada matrizes ternárias. As 

sequências identificadas como variantes de splicing foram traduzidas in silico 

através do programa transeq, gerando assim o repositório de sequências proteicas 

personalizado chamado Spliceprot. Foram identificados 54 peptídeos de 

proteoformas que não estavam presentes no UniprotKB/TrEMBL através da análise 

de dados de espectrometria de massas de proteínas oriundos de bancos de dados 

públicos (113).  

 

A proteogenômica tem sido aplicada no melhoramento da anotação do 

genoma humano (119), no estudo de proteoformas alvo para o desenvolvimento de 

fármacos [revisto por (120)], na identificação de variantes proteicas implicadas em 

determinados tipos de câncer (82) e na detecção de proteoformas pertencentes a 

tipos celulares específicos (121). Entretanto, esta metodologia também tem sido 

aplicada em dados de diversos organismos (122–125), o que possibilita o seu 

emprego no âmbito da biologia comparada. Devido à vasta utilização do 

camundongo como modelo biológico para o estudo de doenças neurodegenerativas 

e de processos biológicos cerebrais, a análise comparativa da diversidade destas 

proteoformas em distintas regiões do cérebro de humano e camundongo pode gerar 

resultados que sirvam como ponto de partida para futuros estudos que visem avaliar 

as limitações do modelo murino. 
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2 OBJETIVOS  

 

Objetivo Geral 

 

O presente projeto tem como objetivo analisar o perfil de expressão de 

variantes por splicing alternativo em dados de espectrometria de massas de 

proteínas de amostras de tecidos de cérebros sadios de humano e camundongo em 

busca de proteoformas de genes ortólogos entre as duas espécies. 

 

Objetivos Específicos 

 

1) Construção do banco de dados contendo as variantes de splicing de 

camundongo, através da metodologia das matrizes ternárias. 

2) Construção do repositório Spliceprot e repositório de sequências proteicas 

personalizado de camundongo. 

3) Análise dos dados de espectrometria de massas de proteínas do cérebro 

sadio de humano e camundongo, utilizando o repositório de humano 

previamente desenvolvido pelo grupo de pesquisa ao qual o aluno encontra-

se inserido e o repositório personalizado de camundongo construído em 2). 

4) Comparação do perfil de splicing alternativo de humano e camundongo. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Todas as análises realizadas neste projeto de pesquisa utilizaram a 

infraestrutura do Laboratório de Genômica Funcional e Bioinformática do Instituto 

Oswaldo Cruz da Fundação Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz) e da Plataforma de 

Bioinformática da Fiocruz RPT04A/RJ. Todos os programas desenvolvidos neste 

projeto foram escritos na linguagem de programação Perl e as informações 

processadas foram armazenadas e recuperadas em uma base de dados utilizando o 

sistema gerenciador de banco de dados (SGBD) PostgreSQL (versão 8.4.7). Os 

diagramas de Venn apresentados nos resultados foram confeccionados utilizando o 

programa powerpoint (versão 2016).  

  

3.1 Conjunto de dados 

 

Os genomas de humano (versão hg-19) e de camundongo (versão mm9) foram 

obtidos através do sítio de FTP da Universidade da Califórnia, campus Santa Cruz 

(UCSC) (126). Os dados referentes aos transcritos foram obtidos através do projeto 

Unigene (127) de humano (versão 235) e de camundongo (versão 194), nos quais 

foram adquiridas sequências de referência (prefixos NM) e ESTs (do inglês, 

Expressed Sequence Tags). As sequências proteicas curadas manualmente de 

humano e camundongo foram obtidas no banco de dados Uniprot/Swissprot (89) em 

novembro de 2017. 

  

Nós utilizamos dados de espectrometria de massas de proteínas de três 

regiões do cérebro sadio de humano e camundongo: corpo caloso, bulbo olfatório e 

nervo óptico. Estas regiões do cérebro foram escolhidas devido a relevância que 

apresentam no contexto cognitivo, além de já possuírem dados disponíveis 

publicamente. Os dados de espectrometria de massas no formato RAW foram 

adquiridos a partir do repositório PRIDE do consórcio ProteomExchenge (128), os 

quais foram oriundos de  quatro projetos diferentes (3 de humano e 1 de 

camundongo) representados pelos seus respectivos identificadores (Tabela 3.1).  
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Tabela 3.1 – Informações dos dados de proteômica shotgun.  

Organismo Humano Camundongo 

Região 

Cerebral 

Corpo 

Caloso 

Nervo 

Óptico 

Bulbo 

Olfatório 

Corpo 

Caloso 

Nervo 

Óptico 

Bulbo 

Olfatório 

Identificador PXD000547 PXD001581 PXD005629 PXD001250 

Referência (129) (130) (131) (74) 

Espectrômetro 

de Massas 

LTQ-

Orbitrap XL 

 

Orbitrap 

Elite 

Orbitrap 

Fusion Tribrid 

Q Exactive 

 

Quantidade de 

Amostras 

2 5 3 3 3 4 

Tamanho dos 

datasets (Giga 

Bites) 

9.8 15 47 13.3 13.6 23.8 

 

3.2 Matrizes Ternárias 

 

As matrizes ternárias consistem na construção de matrizes de tamanho NxM, 

onde N é o número total de quaisquer transcritos ou proteínas mapeadas em uma 

região específica de um dado genoma, e M é o número total de éxons e íntrons 

encontrados na mesma região (132). Nesta metodologia, os transcritos são 

mapeados às suas respectivas unidades transcricionais para verificação do padrão 

de splicing (Figura 3.1A). Cada célula da matriz recebe o caractere “1” para a 

presença de um éxon (ou parte dele) mapeado, “0” na ausência de mapeamento e 

“|” para delimitar os limites de éxons e também os limites do primeiro e do último 

éxon do gene (Figura 3.1B). Uma variante de splicing é selecionada quando são 

encontrados um ou mais caracteres “0” flanqueados por “1”. Os éxons (ou parte 

deles) não mapeados e que não são flanqueados por “1” são preenchidos por 

caracteres “’1” de forma a eliminar possíveis redundâncias, uma vez que as 

sequências de ESTs são incompletas e a ausência de porções nas suas 

extremidades podem evidenciar uma ausência de sequenciamento daquela região e 

não um novo evento de splicing (Figura 3.1C). 
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Figura 3.1 - Construção de uma matriz ternária. (A) Todos os transcritos pertencentes a uma 

determinada unidade transcricional são mapeados para identificação das regiões genômicas 

expressas. (B) Após a delimitação das coordenadas de cada éxon, a presença ou ausência de cada 

região expressa é classificada como “1” ou “0”, respectivamente. (C) Cada variante de splicing é 

identificada quando um ou mais “0” são flanqueados por “1”. No exemplo, podemos observar três 

variantes: os transcritos A, B e C seriam uma mesma variante (não apresentando qualquer evento de 

splicing), o transcrito D (apresentando uso alternativo do éxon 2) e o transcrito E (apresentando uso 

alternativo do éxon 2 e uso alternativo do sítio de splice 3’ do éxon 2). Figura de Tavares, 2016 (133). 

 

3.3 Construção do repositório de sequências proteicas Spliceprot 

 

Para a realização da construção do repositório Spliceprot de camundongo, 

nós utilizamos um conjunto de programas escrito pelo Dr. Raphael Tavares durante 

seu período de mestrado. A primeira etapa consistiu em alinhar os dados de Refseq 

e EST contra os genomas de ambos os organismos para a determinação das 

coordenadas gênicas, utilizando o programa BLAT (134) com os seguintes 

parâmetros: “-minIdentity=97 -out=sim4”. Transcritos contendo apenas um éxon 

foram desconsiderados. Em seguida, cada transcrito foi analisado de acordo com 

seu respectivo mapeamento às unidades transcricionais do genoma de referência, 
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agrupado em variantes de splicing através da metodologia de matrizes ternárias, 

descrita no tópico anterior, e armazenado em um banco de dados SQL.  

 

Subsequentemente, através deste conjunto de programas nós recuperamos 

do banco de dados as sequências nucleotídicas dos transcritos variantes de splicing 

identificados pelas matrizes ternárias e direcionamos para o programa transeq do 

pacote EMBOSS (versão 6.3.1) (135). Este programa foi configurado para realizar a 

tradução in silico nas 3 fases de leitura do transcrito (parâmetro: “-frame=3”), de 

acordo com a sua respectiva orientação gênica. Após esta etapa, a seleção da fase 

de leitura correta ocorreu utilizando o programa clustalw (versão 2.1) ao 

compararmos as sequências traduzidas das 3 fases de leitura para aqueles genes 

que possuem uma proteína conhecida. Foi escolhida assim a sequência traduzida 

da fase de leitura com maior identidade e cobertura em relação à sequência da 

proteína conhecida. Para aqueles genes cuja proteína não é conhecida, foi 

selecionada a sequência mais longa dentre as traduzidas a partir das 3 fases de 

leitura (Figura 3.2).   

 

 

Figura 3.2 – Esquema representativo do fluxo de análises para construção do repositório de 

sequências proteicas personalizado (Spliceprot). 
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3.4 Construção dos repositórios de sequências proteicas personalizados 

 

Para a construção do repositório proteico personalizado foi desenvolvido um 

conjunto de programas de acordo com o desenho experimental de Tavares e 

colaboradores (2016) (121). Para tal, em primeiro lugar, sequências canônicas do 

repositório Uniprot/Swiss-Prot tiveram suas redundâncias removidas e em seguida, 

foram copiadas para um arquivo temporário. As sequências das proteoformas foram 

acrescidas a um arquivo a parte junto com as sequências do SpliceProt e, após a 

remoção das sequências redundantes, foi efetuada a digestão computacional pelo 

programa Digest (pacote EMBOSS versão 6.3.1). Este programa foi previamente 

modificado para que a digestão computacional hipotética por tripsina fosse realizada 

somente na porção c-terminal dos aminoácidos lisina (K) e arginina (R), exceto se 

sucedidos por uma prolina (P). Os peptídeos produzidos por esta digestão 

computacional foram selecionados de forma que não pudessem estar presentes em 

qualquer sequência canônica. Por fim, esses peptídeos selecionados tiveram 

também a suas redundâncias removidas e, em seguida, foram acrescentados ao 

repositório proteico-base que continha as sequências canônicas do Uniprot, 

finalizando o repositório personalizado (Figura 3.3). 

 

 

Figura 3.3 – Esquema para a construção do repositório proteico personalizado. Figura adaptada de 

Tavares e colaboradores (2017) (121). 
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3.5 Análise dos dados de espectrometria de massas de proteínas 

 

Os dados de espectrometria de massas das diferentes regiões do cérebro de 

humano e camundongo foram analisados por meio do programa PatternLab for 

Proteomics (versão 4.0.0.74) (136). Nós utilizamos este programa porque foi 

demonstrado que ele apresenta a menor taxa de falsos positivos para identificação 

de peptídeos dentre os programas comumente utilizados para análise de dados de 

proteômica shotgun, por meio da abordagem PSM (137).  

 

Na primeira etapa, foi gerado um banco decoy do tipo Target-Reverse 

contendo as sequências do repositório de sequências proteicas personalizado no 

sentido correto (Target) e invertidas (Reverse). Em seguida, foi realizada a busca 

pelos espectros de massas neste repositório. Esta etapa foi conduzida pela 

ferramenta de busca Comet (138), a qual se encontra implementada no programa 

PatternLab for Proteomics. Nós utilizamos os parâmetros recomendados por Eng e 

colaboradores (2015) (139), de acordo com as informações de resolução dos 

espectrômetros de massas e protocolos utilizados para gerar os dados de humano e 

camundongo em cada projeto (Tabela 3.2).  

 

Tabela 3.2 – Parâmetros utilizados para busca dos espectros de massas contra o repositório de 

sequências proteicas personalizado. 

Parâmetros Humano Camundongo 

Enzyme TrypsinNotFollowedByP TrypsinNotFollowedByP 
Enzyme Specificity semi-specific semi-specific 

Fix Modifications  
Carbamidomethylation of 

Cysteine 
Carbamidomethylation of 

Cysteine 
Variable Modifications  Oxidation of Methionine Oxidation of Methionine 

Precursor Mass 
Tolerance 

40 40 

Fragment Bin Tolerance 1.0005 0.2 
Fragment Bin Offset 0.04 0 
Missed Cleavages 2 2 

Max variable mods per 
peptide 

2 2 

Theoretical frag ions M peak only default peak shape 
Acurácia dos fragmentos 

(MS1-MS2) 
High-Low High-High 
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Por fim, foi realizado o controle de confiança estatística dos PSMs, baseado 

na taxa de falsos positivos FDR através do programa SEpro (140), implementado no 

programa PatternLab for Proteomics. Para todos os conjuntos de dados, apenas foi 

admitida a identificação do conjunto de peptídeos e proteínas com um valor de FDR 

menor ou igual a 1%.  

 

3.6 Busca por proteínas de genes ortólogos entre humano e camundongo 

 

Nós desenvolvemos um conjunto de programas para o processamento dos 

peptídeos identificados e posterior busca das proteínas e peptídeos de genes 

ortólogos entre humano e camundongo. Os arquivos gene2refseq.txt, 

gene2unigene.txt, gene_refseq_uniprotkb_collab.txt, utilizados para a conversão dos 

códigos de proteínas (Uniprot ID, Refseq ID e EST ID), e o arquivo utilizado para 

identificação dos genes ortólogos (gene_group.txt) foram obtidos através do sítio 

FTP do National Center for Biotechnology Information (NCBI) 

(https://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/gene/DATA/).  

 

Na primeira etapa, os peptídeos foram separados de acordo com sua origem, 

isto é, por serem de proteínas canônicas ou exclusivos de proteoformas (Figura 

3.4A). As sequências do Uniprot/Swiss-Prot mais prevalentes, com maior 

similaridade entre sequências ortólogas de outras espécies e com maior 

comprimento, são definidas como canônicas e possuem um código Uniprot 

específico (141). Na segunda etapa, tanto os peptídeos de proteínas canônicas, 

quanto os peptídeos de proteoformas passaram por um filtro, no qual foram 

removidos os oriundos de sequências decoy e contaminantes e selecionados os 

peptídeos proteotípicos com contagem expectral superior a dois. Com exceção das 

proteoformas, neste caso também foram aceitos peptídeos compartilhados entre 

proteoformas (Figura 3.4B). Na terceira etapa, os códigos das sequências proteicas 

(Uniprot ID, Refseq ID e EST ID) dos peptídeos foram convertidos para código de 

gene (Gene ID), utilizando os arquivos gene_refseq_uniprotkb_collab.txt, 

gene2refseq.txt e gene2unigene.txt (Figura 3.4C). Na quarta e última etapa, os Gene 

IDs de humano e camundongo, resultantes da etapa anterior, foram comparados 

através do quarto arquivo (gene_group.txt) para a identificação dos genes ortólogos 

identificados. Este arquivo contém todos os genes ortólogos entre humano e 

camundongo conhecidos na literatura (Figura 3.4D). 
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Figura 3.4 – Esquema do fluxo de análises para identificação de peptídeos e proteínas de genes 

ortólogos. *Para proteoformas também foram aceitos peptídeos compartilhados apenas entre outras 

proteoformas.  

 

3.7 Comparação das proteínas identificadas em nossas análises com as 

proteínas inferidas nos artigos de origem dos conjuntos de dados de MS  

 

 Nós obtivemos as proteínas inferidas nos artigos de origem dos conjuntos de 

dados de MS de humano e camundongo analisados neste projeto, através de 

tabelas presentes nos materiais suplementares (Tabela 3.3). Destas tabelas nós 

extraímos apenas as proteínas inferidas por peptídeos proteotípicos e comparamos 

com nossos resultados, utilizando um programa escrito neste projeto.  

 

 

 

Tabela 3.3 – Lista de tabelas suplementares contendo as proteínas inferidas nos artigos de origem 

dos dados de MS. 
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Organismo Humano Camundongo 

Região do Cérebro Corpo 

Caloso 

Nervo 

Óptico 

Bulbo 

Olfatório 

Corpo 

Caloso 

Nervo 

Óptico 

Bulbo 

Olfatório 

Referência (129) (130) (131) (74) 

Tabela tabela 1 tabela 1 tabela S1 tabela 17 

 

3.8 Visualização dos eventos de splicing e confecção de figuras 

 

As proteoformas e seus respectivos peptídeos foram alinhados aos genomas de 

humano e camundongo, utilizando a versão online do programa BLAT (134) e 

visualizadas com a versão online do programa genome browser (142). Após isso, 

foram confeccionadas figuras para a representação dos diferentes eventos de 

splicing, através do programa powerpoint (versão 2016). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Repositório Spliceprot e repositório personalizado de humano e 

camundongo 

 

O repositório Spliceprot humano previamente desenvolvido por nosso grupo de 

pesquisa (113) foi composto por 159.719 sequências proteicas. O repositório de 

sequências proteicas personalizado humano também construído por nosso grupo de 

pesquisa (7), continha 20.150 sequências canônicas e 204.294 peptídeos não 

redundantes, totalizando 224.453 sequências.  

 

Para a construção do repositório Spliceprot de camundongo, nós realizamos a 

identificação de 217.977 variantes de splicing a partir de 4.223.625 transcritos 

contidos na base de dados Unigene de camundongo. Em seguida, estes transcritos 

passaram por um processo de tradução in silico, utilizando o programa TRANSEQ, o 

que resultou em 84.278 sequências polipeptídicas não redundantes, dando origem 

ao repositório Spliceprot de camundongo.  

 

A construção do repositório de sequências proteicas personalizado de 

camundongo, constituído por sequências proteicas canônicas do UniProt/SwissProt 

e peptídeos não-redundantes oriundos das proteoformas do SpliceProt e do 

UniProt/SwissProt, gerou 16.888 sequências canônicas e 156.889 peptídeos não 

redundantes, totalizando 173.777 sequências. 

 

4.2 Proteínas Canônicas 

 

Todas as proteínas foram inferidas a partir de pelo menos um peptídeo 

proteotípico com contagem de espectro maior que um. Após isto, foram obtidos os 

códigos de gene referentes às proteínas inferidas. Através desta abordagem, nós 

identificamos 1243 genes humanos e 4890 genes de camundongo nos dados de 

proteômica shotgun de corpo caloso. Nos dados de nervo óptico, nós identificamos 

2186 genes de humano e 4836 genes de camundongo e nos de bulbo olfatório, 3733 

humanos e 5753 de camundongo (Tabela 4.1).  
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Tabela 4.1 – Quantidade de genes, proteínas canônicas inferidas e peptídeos identificados nos dados 

de proteômica shotgun de corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório do cérebro de humano e 

camundongo. 

Região 
Cerebral 

Corpo Caloso Nervo Óptico Bulbo Olfatório 

Organismo Humano Camundongo Humano Camundongo Humano Camundongo 

Genes 1233 4834 2158 4790 3690 5692 

Peptídeos 6336 29631 10895 24881 21835 48510 

Proteínas 1234 4836 2160 4793 3692 5697 

       
Ao analisarmos a distribuição dos genes, peptídeos e proteínas nas três 

regiões do cérebro estudadas neste projeto, observamos que 956 genes, 2064 

peptídeos e 951 proteínas eram comuns ao corpo caloso, nervo óptico e bulbo 

olfatório de humano (Figura 4.1). Em camundongo, 3633 genes, 12121 peptídeos e 

3592 proteínas eram comuns às três regiões do cérebro (Figura 4.2). 

 

 

Figura 4.1 – Diagramas de Venn demonstrando a distribuição dos genes, peptídeos e proteínas entre 

os tecidos: corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório de humano. 
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Figura 4.2 – Diagramas de Venn demonstrando a distribuição dos genes, peptídeos e proteínas entre 

os tecidos: corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório de camundongo. 

 

 Dos resultados obtidos por nossas análises 1172 proteínas (95%) de corpo 

caloso, 1962 (90%) de nervo óptico e 3586 (97%) de bulbo olfatório foram comuns 

aos que os autores dos artigos de origem dos dados de MS de humano encontraram 

(Figura 4.3.1). Em camundongo, 2506 (51%) proteínas de corpo caloso, 2431 (51%) 

de nervo óptico e 2921 (51%) de bulbo olfatório foram identificadas tanto pelos 

autores quanto pelas nossas análises (Figura 4.3.2).  
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Figura 4.3.1 – Diagramas de Venn demonstrando a distribuição das proteínas identificadas pelos 

autores dos artigos de origem dos dados de MS e das proteínas identificadas em nossas análises em 

corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório de humano. 
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Figura 4.3.2 – Diagramas de Venn demonstrando a distribuição das proteínas identificadas pelos 

autores dos artigos de origem dos dados de MS e das proteínas identificadas em nossas análises em 

corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório de camundongo. 
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4.2.1 Proteínas canônicas de genes ortólogos 

 

Nós identificamos 1043 genes ortólogos entre humano e camundongo de 

proteínas canônicas de corpo caloso, 1705 genes de nervo óptico e 3055 genes de 

bulbo olfatório (Tabela 4.2).  

 

Tabela 4.2 – Quantidade de genes ortólogos, proteínas canônicas inferidas e peptídeos de genes 

ortólogos identificados nos dados de proteômica shotgun de corpo caloso, nervo óptico e bulbo 

olfatório do cérebro de humano e camundongo. 

Região 
Cerebral 

Corpo Caloso Nervo Óptico Bulbo Olfatório 

Organismo Humano Camundongo Humano Camundongo Humano Camundongo 

Genes 1043 1043 1705 1705 3055 3055 

Peptídeos 5643 11698 9058 15050 19004 38813 

Proteínas 1044 1043 1702 1702 3053 3052 

 

Destes genes, nós observamos que 817 eram comuns aos três tecidos, 38 

exclusivos de corpo caloso, 174 de nervo óptico e 1380 de bulbo olfatório (Figura 

4.4).  

 

Figura 4.4 – Diagrama de Venn demonstrando os genes ortólogos de proteínas inferidas nos 

experimentos de proteômica shotgun dos três tecidos do cérebro de humano e camundongo 

analisados neste projeto: corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório.  
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4.3 Proteoformas 

 

Nos dados de MS de corpo caloso nós inferimos 10 proteoformas em humano 

e 3 proteoformas em camundongo. Já nos dados de MS de nervo óptico, nós 

inferimos 13 proteoformas em humano e 4 proteoformas em camundongo. Por fim, 

nos dados de MS de bulbo olfatório, nós inferimos 23 proteoformas em humano e 5 

proteoformas em camundongo (Tabela 4.3). Para a inferência das proteoformas nós 

utilizamos apenas peptídeos proteotípicos os quais podem ser conferidos nas 

tabelas 4.4, 4.5 e 4.6. 

 

Tabela 4.3 – Quantidade de genes, proteoformas e peptídeos inferidos e identificados nos dados de 

proteômica shotgun de corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório do cérebro de humano e 

camundongo. 

Região 
Cerebral 

Corpo Caloso Nervo Óptico Bulbo Olfatório 

Organismo Humano Camundongo Humano Camundongo Humano Camundongo 

Genes 10 3 13 4 23 5 

Proteoformas 10 3 13 4 23 5 

Peptídeos 12 3 14 4 28 5 

 

Tabela 4.4 – Peptídeos proteotípicos de proteoformas identificados nos dados de MS de corpo 

caloso. 

Espécie Gene ID Peptídeo 
Contagem de 

Espectros 

Humano 

10529 GCFHCEVCK 3 

10529 TQEQISNVK 4 

1809 GSGSRPGIEGDTPR 4 

1809 TLDFDALSVGQR 3 

23564 GVPESLASGEGAGAGLPALDLAGK 3 

2670 GAEM+15.994900M+15.994900ELNDR* 2 

302 GTNQELQEINR 2 

51295 ELQNLQAPLVLR 14 

5315 GGVNLPGAAVDLPAVSEK 2 

5690 DGYELSPTAAANFTR 2 

56948 VLVGGGTGFIGTALTQLLNAR 6 

7167 EAGVSDAVAQSTR 2 

Camundongo 

12322 SSSSVQLMESSESTNTTIEDEDTK 3 

20320 RPDEVPDAGPMK 2 

210274 NSLYSDCIIEDK 3 

*A anotação “M+15.9949900” refere-se a um aminoácido metionina oxidado. 
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Tabela 4.5 – Peptídeos proteotípicos de proteoformas de genes ortólogos identificados nos dados de 

MS de nervo óptico. 

Espécie 
Gene 

ID 
Peptídeo 

Contagem 
de 

Espectros 

Humano 

10382 EAATFIGNSTAIQELFK 3 

1295 VEIPLASLR 2 

3043 GSAVTALWGK 6 

3845 QGVDDAFYTLVR 7 

4134 LSSTEEAVLNQAPQQK 2 

4134 SQSDLDFPGAADIPTR 13 

5315 GGVNLPGAAVDLPAVSEK 2 

5339 VPDVQDGELQLR 8 

5690 DGYELSPTAAANFTR 7 

57142 SSAVVDLLYWR 2 

60 HQGVM+15.994900VGIVTNWDDM+15.994900EK* 2 

81606 M+15.994900QVSTSRPAAAGLSCPDYLR 41 

8856 APAIPLHSAAAELASNHPR 3 

90231 GLGLALSPVSR 3 

Camundongo 

12322 SSSSVQLMESSESTNTTIEDEDTK 4 

12661 GCGKPISEEGATLGEGK 3 

13518 YSEVQVSIPDK 3 

20320 RPDEVPDAGPMK 5 
*A anotação “M+15.9949900” refere-se a um aminoácido metionina oxidado. 
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Tabela 4.6 – Peptídeos proteotípicos de proteoforma identificadas nos dados de MS de bulbo 

olfatório. 

Espécie 
Gene 

ID 
Peptídeo 

Contagem 
de 

Espectros 

Humano 

10382 EAATFIGNSTAIQELFK 3 

1400 YGGMFAAVEGAYENK 2 

1809 EPAPASPAPAGVEIR 6 

1809 EVLQNLGPK 12 

1809 TLDFDALSVGQR 2 

2037 EEQEYEEEVEEEPRPAAKPPVVK 2 

213 LVRPEVDVM+15.994900CTAFHDNEETFLLR* 8 

22924 QGQDVAPPPNPVPQR 3 

23705 AHSDYMLYVYDSR 2 

2597 VIHDNFGIVEGLM+15.994900VTVHAITATQK 2 

2597 VIHDNFGIVEGLMVTV 2 

3043 VNVDAVGGEALGSAVTALWGK 2 

309 EDAQEIADTPSGDK 6 

3329 ALMLQGVDLLAK 2 

4134 EIPPFICEEPVAK 2 

51062 ELGAVIDQVAAALWDQALYK 4 

5339 VPDVQDGELQLR 4 

5690 DGYELSPTAAANFTR 2 

56948 VLVGGGTGFIGTALTQLLNAR 3 

60 HQGVM+15.994900VGIVTNWDDMEK* 9 

60 HQGVMVGIVTNWDDM+15.994900EK* 2 

60 HQGVMVGIVTNWDDMEK 3 

6262 VLDIANVLFHLEQVEHPQR 3 

7419 SCSGVMEFSTSGHAYTDTGK 4 

7534 TVFDEAIAELDTLSEESYK 2 

818 SSSSVHLMEPQTTVVHNATDGIK 3 

81 MLDAEDIVGTLRPDEK 9 

998 NVFDEAILAALEPPETQPK 12 

Camundongo 

16706 FSFPAAYFIHHR 3 

20320 RPDEVPDAGPMK 2 

27062 LAELVIEVLQQNEEHHAEGK 14 

83679 LNLQVLLSHVLGK 3 

94090 NVQVTLHTGLPVPDFYSSR 8 

*A anotação “M+15.9949900” refere-se a um aminoácido metionina oxidado. 

 

4.3.1 Proteoformas de genes ortólogos 

Ao procurarmos por proteoformas de genes ortólogos entre humano e 

camundongo nos dados de MS analisados neste projeto, admitimos proteoformas 

inferidas tanto por peptídeos compartilhados entre outras proteoformas quanto por 
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peptídeos proteotípicos. A partir deste conjunto de dados, inferimos proteoformas de 

5 genes ortólogos entre humano e camundongo em corpo caloso, 11 em nervo 

óptico e 19 em bulbo olfatório (Tabela 4.7). Os peptídeos identificados e suas 

respectivas contagens de espectros podem ser conferidos na Tabela 4.8. 

 

Tabela 4.7 – Genes ortólogos entre humano e camundongo que expressam proteoformas inferidas 

nos dados de espectrometria de massas de corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório.  

Organismo Humano Camundongo 

Região do Cérebro Gene ID Símbolo Gênico Gene ID Símbolo Gênico 

Corpo Caloso 

5315 PKM 18746 Pkm 

6709 SPTAN1 20740 Sptan1 

7168 TPM1 22003 Tpm1 

7170 TPM3 59069 Tmp3 

58473 PLEKHB1 27276 Plekhb1 

Nervo Óptico 

1759 DNM1 13429 Dnm1 

4134 MAP4 17758 Map4 

4155 MBP 17196 Mbp 

5315 PKM 18746 Pkm 

5339 PLEC 18810 Plec 

6709 SPTAN1 20740 Sptan1 

7168 TPM1 22003 Tpm1 

7170 TPM3 59069 Tpm3 

23114 NFASC 269116 Nfasc 

23136 EPB41L3 13823 Epb41l3 

58473 PLEKHB1 27276 Plekhb1 

 
 

Bulbo Olfatório 

1400 CRMP1 12933 Crmp1 

1759 DNM1 13429 Dnm1 

3190 HNRNPK 15387 Hnrnpk 

4134 MAP4 17758 Map4 

4137 MAPT 17762 Mapt 

5315 PKM 18746 Pkm 

5579 PRKCB 18751 Prkcb 

6812 STXBP1 20910 Stxbp1 

7168 TPM1 22003 Tpm1 

7169 TPM2 22004 Tpm2 

7170 TPM3 59069 Tpm3 

8573 CASK 12361 Cask 

9066 SYT7 54525 Syt7 

10313 RTN3 20168 Rtn3 

23114 NFASC 269116 Nfasc 

23136 EPB41L3 13823 Epb41l3 

23499 MACF1 11426 Macf1 

23705 CADM1 54725 Cadm1 

65009 NDRG4 234593 Ndrg4 

Legenda: Os genes ortólogos marcados em cinza possuem proteoformas inferidas nos dados das 
três regiões do cérebro de camundongo analisadas neste projeto: corpo caloso, nervo óptico e bulbo 
olfatório.
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Tabela 4.8 – Peptídeos identificados nos experimentos de MS de humano e camundongo e suas respectivas contagens de espectros de acordo com as três 
regiões do cérebro analisadas neste projeto. 

 Amostras   Corpo Caloso Nervo Optico Bulbo Olfatório 

Gene Peptídeo Homem Mouse Homem Mouse Homem Mouse 

PLEC 

AIQHEISSLK - - - 2 - - 

VPDVQDGELQLR - - 8 - - - 

SGGGSVGNGSVLDPAER - - - 2 -   

NFASC 

VYSDTVQGQLR - - - 6 - - 

GPEPDTIIGYSGEDYPR   - - 8 - 2 

EFTTPEGVPSAPR - - - 3 - - 

GPEPESVIGYSGEDLPSAPR - - 3 - 8 - 

IGYSGEDLPSAPR - - - - 2 - 

MAP4 

EIPPFICEEPVAK - - - - 2 - 

LNEIGLNVSMDGQLK - - - 10 - - 

SSEEGPMLDQVPQQK - - - 4 - 4 

ELGIAGLYLHSK - - - - - 6 

EIGQDGFEWQR - - - 3 - 2 

ALTAALAAEDEQLSK - - - 3 - - 

NGLVSSCSVTGVMSDNSGQLNNK - - - 2 - - 

AAEFHPGLTEGK - - - 4 - 5 

EIEVTATQSIPSLLLEETPR - - - 8 - 8 

QPAALTAALAAEDEQLSK - - - 2 - - 

LSSTEEAVLNQAPQQK - - 2 - - - 

NSSFLEQNK - - - - - 3 

VDSCPFICLGGEK - - - 2 - 2 

ALSECYHLSVPPAVNLVDK - - - 2 - - 

LEQIPEGSHK - - - 4 - 3 

SQSDLDFPGAADIPTR - - 13 - - - 

TPM1 

AEDSLLAAEEAAAK - - 2 - 2 - 

SLQEQADAAEER 2 2 5 - 7 4 

ETAEADVASLNR 3 - 3 - - - 

SIDDLEDQLYQQLEQNR - - - - 4 - 

SIDDLEDQLYHQLEQNR - 3 - - - 9 

AEDSLLAADETAAK - 2 - 2 - 2 



50 

TPM2 
SLIASEEEYSTK - - - - - 3 

SLMASEEEYSTK - - - - 2 - 

TPM3 

IQVLQQQADDAEER 2 3 8 3 7 4 

EEHLCTQR - 2 - - - - 

EQAEAEVASLNR 2 3 2 2 4 3 

TIDDLEDK - 3 - - - - 

NDRG4 

YFLQGMGYM+15.994900PSASMTR - - - - 3 - 

YFLQGM+15.994900GYMPSASMTR - - - -   2 

YFLQGMGYMPSASMTR - - - - 3 4 

SORBS1 
SATASPQQPQAQQR 2 - - - - - 

STQDLSDVSTDEVGIPLR - 5 - - - - 

MBP 

SPLPSHAR - - - 4 - - 

GAYDAQGTLSK - - - 17 - - 

PGFGYGGR - - - 5 - - 

FSWGAEGQKPGFGYGGR - - - 7 - - 

VPWLKPGR - - 7 - - - 

SPTAN1 
QEQIDNQYHSLLELGEK 4 - 8 - - - 

QGQIDNQYQSLLELGEK - 9 - 13 - - 

PKM 

LLFEELVR - 14 - 9 - 18 

EAEAAMFHR - 5 12 5 3 8 

EAEAAM+15.994900FHR - - - 2 - - 

ALIVLTESGR - - 5 - - - 

ASSHSTDLMEAMAMGSVEASYK - 20 2 38 74 44 

ASSHSTDLMEAMAM+15.994900GSVEASYK - 23 - 6 - 24 

CLAAALIVLTESGR 27 3 10 - 13 16 

ASSHSTDLM+15.994900EAMAMGSVEASYK - 7 - 5 - 9 

ASSHSTDLM+15.994900EAM+15.994900AMGSVEASYK - - - - - 5 

LFEELVR 2 - 20 - - - 

ASSHSTDLMEAM+15.994900AMGSVEASYK - 7 - 8 - 8 

MAMGSVEASYK - - - 3 - - 

ASSHSTDLM+15.994900EAMAM+15.994900GSVEASYK - 2 - - - - 

HNRNPK IIPTLEEYQHYK - - - - 5 5 

CRMP1 
AWNTEDDLPVYLARPGSAAQTPR - - - - - 2 

TIDFDAYSVGR - - - - - 3 
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YGGMFAAVEGAYENK - - - - 2 5 

YGGM+15.994900FAAVEGAYENK - - - - - 5 

MACF1 

IGQSLSSLTSPAEQGVLSEK - - - - 2   

KPQASLPGMEQFSGACLEK - - - - - 6 

QELPALQQNQSDLK - - - - - 4 

QFHETAEPISDFLSVTEK - - - - - 4 

SYT7 

LGEKPAPVPPPGEDALR - - - - 2 - 

EFILNISPYAPYGDPR - - - - 2 - 

QQSLQQPLSQNQQGR - - - - - 3 

SNPGSWDHVVGQIR - - - - - 4 

EPB41L3 

SLDGEVGTGQYATTK - - - 13 - 4 

DSM+15.994900SAAEVGTGQYATTK - - 5 - - - 

DSMSAAEVGTGQYATTK - - 2 - 4 - 

MAPT 

AEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQ - - - - 2 - 

AEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQAR - - - - 5 - 

AEEAGIGDTPNQEDQAAGHVTQAR - - - - - 25 

PLEKHB1 

TALM+15.994900EANSTPVR - 2 - 3 - - 

TALMEANSTPVR - 2 - - - - 

TALLEANSTPVR 3 - 17 - - - 

RTN3 
SCGSSCAVHDLIFWR - - - - - 10 

SCSSSCAVHDLIFWR - - - - 4 - 

CASK 
HNADLVTYEEVVK - - - - 2 - 

TQSSSCEDLPSTTQPK - - - - 2 2 

DMN1 
TGLFTPDLAFEATVK - - 7 6 10 9 

CVDMVVSELTATIR - - - - 4 - 

PRKCB NIDQSEFEGFSFVNSEFLKPEVK - - - - 2 6 

STXBP1 WEVLIGSTHILTPTK - - - - 6 4 

CADM1 AHSDYMLYVYDSR - - - - 2 5 
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Destes genes, apenas 3 tiveram proteoformas inferidas nas três regiões do 

cérebro de humano e camundongo analisadas neste projeto. Dois genes foram 

exclusivos de nervo óptico, 12 de bulbo olfatório e nenhum de corpo caloso (Figura 

4.5). 

 

 

Figura 4.5 – Diagrama de Venn demonstrando os genes ortólogos de proteoformas inferidas nos 

experimentos de proteômica shotgun das três regiões do cérebro de humano e camundongo 

analisadas neste projeto: corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório. 

 

Nos próximos subtópicos, apresentaremos os diferentes eventos de splicing 

das proteoformas inferidas nos dados de MS e a localização dos seus respectivos 

peptídeos, de acordo com as três regiões do cérebro analisadas neste projeto. 
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4.3.1.1 Proteoformas exclusivas do nervo óptico  

 

A partir das análises dos dados de MS de nervo óptico de humano e 

camundongo, inferimos proteoformas de dois genes ortólogos entre humano e 

camundongo (MBP e PLEC).  

 

Para o gene MBP de humano, identificamos um peptídeo (VPWLKPGR) 

correspondente a duas proteoformas (P02686-3 e P02686-4/NP_002376). Este 

peptídeo mapeou inteiramente em um éxon e evidenciou um evento de uso 

alternativo de éxon (Figura 4.6.1). Para o gene ortólogo de camundongo (Mbp) nós 

identificamos quatro peptídeos (“FSWGAEGQKPGFGYGGR”; “PGFGYGGR”; 

“GAYDAQGTLSK” e “SPLPSHAR”) compartilhados entre as proteoformas P04370-4; 

P04370-5; P04370-6; P04370-9; P04370-10; P04370-11 e P04370-13. O 

mapeamento destes peptídeos ao genoma evidenciou o uso alternativo de 3 éxons 

distintos (Figura 4.6.2).  

 

 

Figura 4.6.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma do gene MBP de humano. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos de 

proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. O quadro verde representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas 

e as linhas pontilhadas verdes representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas.  

Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO). 

 

 



54 

 

Figura 4.6.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma do gene Mbp de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos 

de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados entre 

proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos éxons 

das proteoformas. As linhas pontilhadas azuis representam a ampliação dos éxons. Entre parênteses 

a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO). 

 

Nós identificamos um peptídeo proteotípico (VPDVQDGELQLR) do gene 

PLEC de humano correspondente a proteoforma Q15149-3, e dois peptídeos em 

camundongo (“AIQHEISSLK” e “SGGGSVGNGSVLDPAER”) compartilhados entre 

as proteoformas Q9QXS1-6; Q9QXS1-7; Q9QXS1-8; Q9QXS1-11; Q9QXS1-12 e 

NP_958788 do gene ortólogo (Plec). Ao mapearmos o peptídeo identificado em 

humano ao genoma, observamos que este se localiza na junção entre dois éxons, o 

que indica um evento de uso alternativo de sítio 5’ de splicing (Figura 4.7.1). Os 

peptídeos de camundongo mapearam inteiramente em dois éxons distintos, 

evidenciando eventos de uso alternativo de éxon (Figura 4.7.2). 
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Figura 4.7.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene PLEC de humano. Retângulos azuis representam os éxons das 

proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo correspondente. Os retângulos 

brancos com contorno pontilhado representam a ausência de parte do éxon. O quadro vermelho 

representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas pontilhadas 

vermelhas representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. As linhas 

pontilhadas azuis representam a ampliação dos éxons. Entre parênteses a contagem de espectros de 

cada peptídeo no nervo óptico (NO). 
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Figura 4.7.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Plec de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos 

de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados entre 

proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos éxons 

das proteoformas. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO).   

 

4.3.1.2 Proteoformas exclusivas de bulbo olfatório 

 

Nos dados de MS de bulbo olfatório de humano e camundongo, inferimos 

proteoformas de 12 genes ortólogos (CRMP1, HNRNPK, MAPT, PRKCB, STXBP1, 

TPM2, CASK, SYT7, RTN3, MACF1, CADM1, NDRG4) através de peptídeos 

proteotípicos e compartilhados entre proteoformas. 

  

Em humano, para o gene TPM2, identificamos um peptídeo 

(SLMASEEEYSTK) compartilhado entre as proteoformas P07951-2/NP_998839 e 

P07951-3. Em camundongo, para o gene ortólogo (Tpm2), identificamos um 

peptídeo proteotípico (SLIASEEEYSTK) referente à proteoforma P58774-2. Ao 
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mapearmos estes peptídeos aos genomas das respectivas espécies, observamos 

um evento de uso alternativo de éxon em humano (Figura 4.8.1) e camundongo 

(Figura 4.8.2). 

 

 

Figura 4.8.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma do gene TPM2 de humano. Retângulos azuis representam os éxons das proteínas 

canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo correspondente. Os retângulos brancos com 

contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. O quadro verde representa um peptídeo 

identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam sua 

respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre parênteses a contagem de espectros do 

peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

 

Figura 4.8.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene Tpm2 de camundongo. Os éxons são representados pelos 

retângulos azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um 

éxon. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípicos identificado e 
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sua respectiva localização nos éxons. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo 

no bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene NDRG4 de humano, identificamos um peptídeo 

(YFLQGMGYMPSASMTR) compartilhado entre as proteoformas Q9ULP0-2; 

Q9ULP0-3/NP_065198/NP_075061; Q9ULP0-5; Q9ULP0-6/NP_001123959; 

Q9ULP0-7; Q9ULP0-8. Em camundongo, para o gene ortólogo (Ndrg4), 

identificamos o peptídeo “YFLQGMGYMPSASMTR” proteotípico da proteoforma 

Q8BTG7-2/NP_663577. Tanto o peptídeo de humano quanto o de camundongo 

mapearam em uma junção entre dois éxons e evidenciam um evento de uso 

alternativo de éxon (Figuras 4.9.1 e 4.9.2). 

 

 

Figura 4.9.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma do gene NDRG4 de humano. Os éxons são representados pelos retângulos azuis. Os 

retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. O quadro verde 

representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes 

representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. As linhas pontilhadas azuis 

representam a ampliação dos éxons. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no 

bulbo olfatório (BO). 
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Figura 4.9.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene Ndrg4 de camundongo. Os éxons são representados pelos 

retângulos azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um 

éxon. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípicos identificado e 

sua respectiva localização nos éxons. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo 

no bulbo olfatório (BO). 

  

Para o gene HNRNPK de humano e seu ortólogo Hnrnpk de camundongo nós 

identificamos um peptídeo proteotípico (IIPTLEEYQHYK) referente às proteoformas 

P61978-3 de humano e P61979-3 de camundongo. O peptídeo mapeou em uma 

junção entre dois éxons e evidenciou um evento de uso alternativo de éxon (Figura 

4.10). 
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Figura 4.10 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene HNRNPK de humano e camundongo. Os éxons são representados 

pelos retângulos azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de 

um éxon. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípico identificado e 

sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre parênteses a contagem de espectros 

de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene CRMP1 humano, identificamos um peptídeo proteotípico 

(YGGMFAAVEGAYENK) que mapeou inteiramente em um éxon da proteoforma 

Q14194-2, representando um evento de uso alternativo de éxon. Em camundongo, 

para o gene ortólogo (Crmp1), identificamos três peptídeos proteotípicos 

(“AWNTEDDLPVYLARPGSAAQTPR”; “YGGMFAAVEGAYENK” e “TIDFDAYSVGR”) 

correspondentes a proteoforma de splicing NP_001129530. Estes peptídeos 

mapearam inteiramente em um éxon, evidenciando também um evento de uso 

alternativo de éxon (Figura 4.11). 
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Figura 4.11 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene CRMP1 de humano e seu ortólogo em camundongo (Crmp1). 

Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos de proteoformas onde os peptídeos 

identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis representam os éxons das proteínas 

canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo correspondente. O quadro e linhas 

pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípico identificado e sua respectiva localização 

no éxon da proteoforma. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo 

olfatório (BO). 

 

Em relação ao gene MACF1 humano nós identificamos um peptídeo 

(IGQSLSSLTSPAEQGVLSEK) compartilhado com as proteoformas Q9UPN3-2/ 

NP_036222 e Q9UPN3-3. Este peptídeo mapeou inteiramente em um éxon destas 

proteoformas e representa um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.12.1). Em 

camundongo, para o gene ortólogo (Macf1), identificamos dois peptídeos 

(“QELPALQQNQSDLK” e “KPQASLPGMEQFSGACLEK”) compartilhados entre duas 

proteoformas (NP_001186065 e NP_001186066). O primeiro peptídeo mapeou 

inteiramente em uma porção de um éxon das proteoformas, evidenciando um evento 

de uso alternativo de sítio 5’ de splicing. O segundo peptídeo mapeou inteiramente 

em uma região do éxon das proteoformas que corresponde a um íntron na proteína 

canônica, indicando um evento de retenção de íntron. Nós identificamos também um 

peptídeo (QFHETAEPISDFLSVTEK) compartilhado com estas proteoformas e a 

proteína canônica, diferindo apenas em dois aminoácidos. Este peptídeo não 
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corresponde a um evento de splicing, porém, evidencia uma possível variação 

genética (Figura 4.12.2). 

 

 

Figura 4.12.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene MACF1 de humano. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos 

de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. O quadro verde representa um peptídeo identificado compartilhado entre 

proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam sua respectiva localização nos éxons das 

proteoformas. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 
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Figura 4.12.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Macf1 de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons e íntrons 

retidos exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados 

entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos 

éxons das proteoformas. O quadro e linhas amarelos representam as sequências do peptídeo nas 

proteoformas e a sequência correspondente na proteína canônica (os aminoácidos diferentes estão 

marcados em vermelho). Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo 

olfatório (BO). 

 

Para o gene SYT7 humano, identificamos dois peptídeos 

(“LGEKPAPVPPPGEDALR” e “EFILNISPYAPYGDPR”) correspondentes a 5 

proteoformas (O43581-2; O43581-3; O43581-4; O43581-5; O43581-6). Os 

peptídeos mapearam inteiramente em éxons evidenciando eventos de uso 

alternativo de éxons e éxons mutuamente exclusivos (Figura 4.13.1). Para o gene 

ortólogo de camundongo (Syt7), identificamos dois peptídeos proteotípicos 

(“QQSLQQPLSQNQQGR” e “SNPGSWDHVVGQIR”) da proteoforma Q9R0N7-4. 

Estes peptídeos mapearam inteiramente em um éxon, indicando um evento de uso 

alternativo de éxon (Figura 4.13.2). 
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Figura 4.13.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene SYT7 de humano. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos de 

proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados entre 

proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos éxons 

das proteoformas. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório 

(BO). 
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Figura 4.13.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene Syt7 de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons 

exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. Os quadros e linhas pontilhadas vermelhas representam os peptídeos 

proteotípicos identificados e suas respectivas localizações nos éxons das proteoformas. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene MAPT humano, identificamos dois peptídeos 

(“AEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQAR” e “AEEAGIGDTPSLEDEAAGHVTQ”) 

correspondentes as proteoformas P10636-2/NP_058525 e P10636-6/NP_058518. O 

primeiro peptídeo mapeou em uma junção entre dois éxons. O segundo peptídeo 

corresponde a uma porção do primeiro peptídeo e mapeou inteiramente em um 

éxon. Ambos evidenciaram um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.14.1). 

Para o gene ortólogo de camundongo (Mapt) nós identificamos um peptídeo 

(AEEAGIGDTPNQEDQAAGHVTQAR) correspondente as proteoformas P10637-3; 

P10637-4 e P10637-5. Este peptídeo mapeou em uma junção entre dois éxons e 

evidenciou um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.14.2). 
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Figura 4.14.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene MAPT de humano. Os éxons são representados pelos retângulos azuis. Os 

retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. Os quadros verdes 

representam os peptídeos identificados compartilhados entre proteoformas e as linhas pontilhadas 

verdes representam suas respectivas localizações nos éxons das proteoformas. Entre parênteses a 

contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 
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Figura 4.14.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Mapt de camundongo. Os éxons são representados pelos retângulos azuis. Os 

retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. O quadro verde 

representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes 

representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre parênteses a contagem 

de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene RTN3 humano, identificamos um peptídeo 

(SCSSSCAVHDLIFWR) correspondente as proteoformas O95197-3/NP_006045; 

O95197-5/NP_958833 e O95197-6. Este peptídeo mapeou em uma junção entre 

dois éxons e demonstra um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.15.1). Para 

o gene ortólogo de camundongo (Rtn3) nós identificamos um peptídeo proteotípico 

(SCGSSCAVHDLIFWR) correspondente a proteoforma de splicing Q9ES97-3. O 

peptídeo mapeou em uma junção entre dois éxons evidenciando um evento de uso 

alternativo de dois éxons (Figura 4.15.2). 
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Figura 4.15.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene RTN3 de humano. Os éxons são representados pelos retângulos 

azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. O 

quadro verde representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas 

pontilhadas verdes representa sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

 

Figura 4.15.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene Rtn3 de camundongo. Os éxons são representados pelos retângulos 

azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de dois éxons. O 

quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípico identificado e sua 

respectiva localização nos éxons. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no 

bulbo olfatório (BO). 
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Para o gene CASK humano, identificamos dois peptídeos 

(“TQSSSCEDLPSTTQPK” e “HNADLVTYEEVVK”) correspondentes as proteoformas 

O14936-2/NP_003679; O14936-3/NP_001119527; O14936-

4/NP_001119526/NP_001119526; O14936-5 e O14936-6. Estes peptídeos 

mapearam em junções de éxons evidenciando eventos de uso alternativo de éxons 

e uso alternativo de sítio 5’ de splicing (Figura 4.16.1). Para o gene ortólogo de 

camundongo (Cask), identificamos um peptídeo proteotípico 

(TQSSSCEDLPSTTQPK) correspondente a proteoforma de splicing O14936-

2/NP_003679. Este peptídeo mapeou em uma junção entre dois éxons evidenciando 

um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.16.2). 

 

 

Figura 4.16.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene CASK de humano. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos de 

proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um 

éxon. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados entre proteoformas 

e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos éxons das 

proteoformas. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 
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Figura 4.16.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene Cask de camundongo. Os éxons são representados pelos retângulos 

azuis. O retângulo branco com contorno pontilhado representa a ausência de um éxon. O quadro e 

linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípico e sua respectiva localização nos 

éxons. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

Tanto para o gene PRKCB humano quanto para o seu ortólogo em 

camundongo (Prkcb), identificamos 1 peptídeo proteotípico 

(NIDQSEFEGFSFVNSEFLKPEVK) correspondente as proteoformas P05771-

2/NP_002729 de humano e P68404-2/NP_NP_032881 de camundongo. Tanto em 

humano quanto em camundongo este peptídeo mapeou em uma porção de um éxon 

de uma proteoforma, correspondente a um íntron na proteína canônica, 

evidenciando um evento de uso alternativo de sítio de splicing 3’ (Figura 4.17). 
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Figura 4.17 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene PRKCB de humano e camundongo. Retângulos vermelhos representam os 

éxons exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo 

proteotípico identificado e sua respectiva localização no éxon. Entre parênteses a contagem de 

espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene STXBP1 humano e seu ortólogo em camundongo (Stxbp1), 

identificamos um peptídeo proteotípico (WEVLIGSTHILTPTK) correspondente as 

proteoformas P05771-2/NP_002729 de humano e O08599-2/NP_001107041 de 

camundongo. Tanto para humano como para camundongo este peptídeo mapeou 

em uma junção entre dois éxons, evidenciando um evento de uso alternativo de 

éxon (Figura 4.18). 
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Figura 4.18 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene STXBP1 de humano e camundongo. Retângulos vermelhos representam os 

éxons exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo 

proteotípico identificado e sua respectiva localização nos éxons. Entre parênteses a contagem de 

espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene CADM1 humano e seu respectivo ortólogo em camundongo 

(Cadm1), identificamos um peptídeo proteotípico (AHSDYMLYVYDSR) 

correspondente as proteoformas Q9BY67-5 de humano e Q8R5M8-

4/NP_001020771 de camundongo. Tanto em humano quanto em camundongo este 

peptídeo mapeou em uma junção entre dois éxons, evidenciando um evento de uso 

alternativo de éxon (Figura 4.19). 
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Figura 4.19 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene CADM1 de humano e camundongo. Os éxons são representados pelos 

retângulos azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um 

éxon. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípico identificado em 

um ou mais experimentos de MS e sua respectiva localização nos éxons. Entre parênteses a 

contagem de espectros de cada peptídeo no bulbo olfatório (BO). 

 

4.3.1.3 Proteoformas comuns ao nervo óptico e bulbo olfatório 

 

Nos dados de MS de nervo óptico e bulbo olfatório, identificamos 

proteoformas de quatro genes ortólogos entre humano e camundongo (EPB41L3, 

NFASC, MAP4 e DNM1) comuns às estas regiões do cérebro. 

 

Para o gene NFASC humano, identificamos dois peptídeos 

(“GPEPESVIGYSGEDLPSAPR” e “IGYSGEDLPSAPR”) compartilhados com as 

proteoformas O94856-12; O94856-9 ou NP_001005388 e O94856-4. Em 

camundongo, para o gene ortólogo (Nfasc), identificamos três peptídeos 

compartilhados com as proteoformas NP_001153790; NP_001153789; 

NP_001153788. O mapeamento dos peptídeos ao genoma evidenciou um evento de 

uso alternativo de éxons em humano (Figura 4.20.1) e camundongo (Figura 4.20.2).   
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Figura 4.20.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene NFASC de humano. Os éxons são representados pelos retângulos azuis. Os 

retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de dois éxons. Os quadros 

verdes representam os peptídeos identificados compartilhados entre proteoformas e as linhas 

pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos éxons das proteoformas. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 
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Figura 4.20.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Nfasc de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons 

exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados 

entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos 

éxons das proteoformas. As linhas pontilhadas azuis representam a ampliação dos éxons. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 

 

Nós identificamos três peptídeos proteotípicos (“EIPPFICEEPVAK”; 

“LSSTEEAVLNQAPQQK” e “SQSDLDFPGAADIPTR”) do gene MAP4 humano 

correspondentes a proteoforma P27816-3. Em camundongo, para o gene ortólogo 

(Map4), identificamos treze peptídeos proteotípicos (“LNEIGLNVSMDGQLK”; 

“SSEEGPMLDQVPQQK”; “ELGIAGLYLHSK”; “EIGQDGFEWQR”; 

“ALTAALAAEDEQLSK”; “NGLVSSCSVTGVMSDNSGQLNNK”; “AAEFHPGLTEGK”; 

“EIEVTATQSIPSLLLEETPR”; “QPAALTAALAAEDEQLSK”; “NSSFLEQNK”; 

“VDSCPFICLGGEK”; “ALSECYHLSVPPAVNLVDK”; “LEQIPEGSHK”) 

correspondentes a proteoforma P27546-4/NP_001192260. O mapeamento dos 

peptídeos ao genoma de humano (Figura 4.21.1) e camundongo (Figura 4.21.2) 

mostrou o evento de uso alternativo de um éxon.  
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Figura 4.21.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene MAP4 de humano. Retângulos vermelhos representam os éxons 

exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam os peptídeos 

proteotípicos identificados e suas respectivas localizações nos éxons. Entre parênteses a contagem 

de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 
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Figura 4.21.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene Map4 de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons 

exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam os peptídeos 

proteotípicos identificados e suas respectivas localizações nos éxons. Entre parênteses a contagem 

de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene EPB41L3 humano, identificamos um peptídeo 

(DSMSAAEVGTGQYATTK) correspondente a 3 proteoformas (Q9Y2J2-2; Q9Y2J2-

3; Q9Y2J2-4). Este peptídeo mapeou em uma porção de um éxon das proteoformas 

que corresponde a um íntron na proteína canônica, indicando um evento de uso 

alternativo de sítio de splicing 3’ (Figura 4.22.1). Para o gene ortólogo de 

camundongo (Epb41l3), identificamos um peptídeo (SLDGEVGTGQYATTK) 

correspondente a 2 proteoformas (Q9WV92-7 e Q9WV92-8). Este peptídeo mapeou 

em uma junção entre dois éxons das proteoformas, evidenciando um evento de uso 

alternativo de sítio de splicing 3’ (Figura 4.22.2). 
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Figura 4.22.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene EPB41L3 de humano. O Retângulo vermelho representa parte do éxon 

exclusiva das proteoformas onde o peptídeo identificado em nossas análises mapeou. Retângulos 

azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. O quadro verde representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas 

e as linhas pontilhadas verdes representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. 

Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO) e bulbo olfatório 

(BO). 

 

 

Figura 4.22.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Pb41l3 de camundongo. Os éxons são representados pelos retângulos azuis. 

Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de parte de um éxon. O 

quadro verde representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas 
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pontilhadas verdes representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 

 

Para o gene DMN1 humano e seu ortólogo em camundongo (Dmn1), 

identificamos o peptídeo “TGLFTPDLAFEATVK” correspondente as proteoformas 

Q05193-2 e Q05193-5 de humano e P39053-3 de camundongo. Este peptídeo 

mapeou inteiramente em um éxon, tanto em humano quanto em camundongo, 

evidenciando um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.23). 

 

 

Figura 4.23 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene DMN1 humano e camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons 

exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. As linhas pontilhadas verdes representam o peptídeo compartilhado entre 

proteoformas, identificado em um ou mais experimentos de MS e suas respectivas localizações no 

éxon das proteoformas de humano. As linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo 

proteotípico identificado em um ou mais experimentos de MS e sua respectiva localização no éxon da 

proteoforma de camundongo. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no nervo 

óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 
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4.3.1.4 Proteoformas comuns ao nervo óptico e corpo caloso 

 

Nós inferimos proteoformas de dois genes ortólogos entre humano e 

camundongo (SPTAN1 e PLEKHB1) nos dados de MS dos dois organismos, 

compartilhadas entre nervo óptico e corpo caloso. 

 

Para o gene SPTAN1 humano, identificamos um peptídeo proteotípico 

(QEQIDNQYHSLLELGEK) correspondente a proteoforma Q13813-

3/NP_001182461. Este peptídeo mapeou em uma junção entre dois éxons e 

representam um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.24.1). Para o gene 

ortólogo em camundongo (Sptan1), identificamos um peptídeo 

(QEQIDNQYQSLLELGEK) compartilhado com duas proteoformas (NP_001070022; 

NP_001171139). Este peptídeo também mapeou em uma junção entre dois éxons e 

evidência um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.24.2). 

 

 

Figura 4.24.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene SPTAN1 de humano. Os éxons são representados pelos retângulos 

azuis. O retângulo branco com contorno pontilhado representa a ausência de um éxon. O quadro e 

linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípico identificado em um ou mais 

experimentos de MS e sua respectiva localização nos éxons. Entre parênteses a contagem de 

espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico (NO). 
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Figura 4.24.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Sptan1 de camundongo. Os éxons são representados pelos retângulos azuis. 

Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. O quadro verde 

representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes 

representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre parênteses a contagem 

de espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico (NO). 

 

Para o gene PLEKHB1 humano, identificamos um peptídeo 

(TALLEANSTPVR) correspondente as proteoformas Q9UF11-2/NP_001123505 e 

Q9UF11-4/NP_001123507/NP_001123508. Este peptídeo mapeou em uma junção 

entre dois éxons e evidenciou um evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.25.1). 

Para o gene ortólogo em camundongo (Plekhb1), identificamos um peptídeo 

(TALMEANSTPVR) correspondente as proteoformas Q9QYE9-2/NP_001156654 e 

Q9QYE9-4/NP_001156656/NP_001156657/NP_001156659. Este peptídeo também 

mapeou em uma junção entre dois éxons e evidenciou um evento de uso alternativo 

de éxon (Figura 4.25.2). 
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Figura 4.25.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene PLEKHB1 de humano. Os éxons são representados pelos retângulos 

azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. O 

quadro verde representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas 

pontilhadas verdes representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico (NO). 

 

 

Figura 4.25.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene Plekhb1 de humano. Os éxons são representados pelos retângulos 

azuis. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de um éxon. O 

quadro verde representa o peptídeo identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas 

pontilhadas verdes representam sua respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico (NO). 
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4.3.1.5 Proteoformas comuns as três regiões do cérebro 

 

Nós inferimos proteoformas de três genes ortólogos entre humano e 

camundongo (PKM, TPM1 e TPM3) em dados de MS de corpo caloso, nervo óptico 

e bulbo olfatório de ambos os organismos. 

 

Para o gene PKM humano, identificamos cinco peptídeos proteotípicos 

(“EAEAAMFHR”; “LFEELVR”; “ASSHSTDLMEAMAMGSVEASYK”; 

“CLAAALIVLTESGR” e “ALIVLTESGR”) da proteoforma de splicing P14618-

2/NP_872270/NP_872271. Estes peptídeos mapearam inteiramente em um éxon e 

evidenciam um evento de uso alternativo de éxon. Para o gene ortólogo de 

camundongo, identificamos cinco peptídeos proteotípicos (“EAEAAMFHR”; 

“LLFEELVR”; “ASSHSTDLMEAMAMGSVEASYK”; “MAMGSVEASYK” e 

“CLAAALIVLTESGR”) correspondentes a proteoforma P52480-2/NP_001240812. 

Estes peptídeos também mapearam inteiramente em um éxon e evidenciam um 

evento de uso alternativo de éxon (Figura 4.26). 

 

 

Figura 4.26 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoforma de splicing do gene PKM de humano e camundongo. Retângulos vermelhos representam 

os éxons exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 



84 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência 

de um éxon. Os quadros e linhas pontilhadas vermelhas representam os peptídeos proteotípicos 

identificados em um ou mais experimentos de MS e suas respectivas localizações no éxon da 

proteoforma. Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e 

nervo óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 

 

Em humano, para o gene TPM1, identificamos dois peptídeos proteotípicos 

(“SLQEQADAAEER” e “SIDDLEDQLYQQLEQNR”), correspondentes a proteoforma 

P09493-5/NP_001018008, um peptídeo (“ETAEADVASLNR”) compartilhado entre as 

proteoformas P09493-2 e P09493-5/NP_001018008 e outro peptídeo 

(“AEDSLLAAEEAAAK”) compartilhado entre as proteoformas P09493-6; P09493-

7/NP_001192260 e P09493-8/ NP_001192260. Em camundongo, para o gene 

ortólogo (Tpm1), identificamos um peptídeo proteotípico da proteoforma de splicing 

NP_001157721 e outro peptídeo compartilhado entre as proteoformas 

NP_001157727 e NP_001157728 (“SIDDLEDQLYHQLEQNR”). O mapeamento dos 

peptídeos ao genoma de humano evidenciou eventos de uso alternativo de éxon e 

do sítio 3’ de splicing (Figura 4.27.1). Em camundongo os peptídeos mapeados ao 

genoma mostraram eventos de uso alternativo de éxon (Figura 4.27.2). 
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Figura 4.27.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene TPM1 de humano. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos de 

proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência de parte de 

um éxon. Os quadros e linhas pontilhadas vermelhas representam os peptídeos proteotípicos 

identificados em um ou mais experimentos de MS e suas respectivas localizações nos éxons. Os 

quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados entre proteoformas e as 

linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos éxons das proteoformas. 

Entre parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico 

(NO) e bulbo olfatório (BO). 
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Figura 4.27.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Tpm1 de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons 

exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. Os retângulos brancos com contorno pontilhado representam a ausência 

de um éxon. O quadro e linhas pontilhadas vermelhas representam o peptídeo proteotípico 

identificado e sua respectiva localização nos éxons. O quadro verde representa o peptídeo 

identificado compartilhado entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam sua 

respectiva localização nos éxons das proteoformas. Entre parênteses a contagem de espectros de 

cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico (NO) e bulbo olfatório (BO). 

 

Nós identificamos dois peptídeos (“IQVLQQQADDAEER” e 

“EQAEAEVASLNR”) compartilhados entre as proteoformas P06753-2/NP_705935; 

P06753-3/NP_001036817; P06753-5/NP_001036816; P06753-4/NP_001036818 e 

P06753-6 do gene TPM3 de humano. Em camundongo, para o gene ortólogo 

(Tpm3), identificamos quatro peptídeos (“IQVLQQQADDAEER”; “EQAEAEVASLNR”; 

“TIDDLEDK” e “EEHLCTQR”) compartilhados entre as proteoformas NP_071709; 

NP_001258693; NP_001240669 e P21107-2/NP_001240667. O mapeamento dos 

peptídeos ao genoma das respectivas espécies mostrou eventos de uso alternativo 

de éxon em relação à forma proteica canônica em humano (Figura 4.28.1) e 

camundongo (Figura 4.28.2). 
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Figura 4.28.1 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene TPM3 de humano. Retângulos vermelhos representam os éxons exclusivos de 

proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. Retângulos azuis 

representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um peptídeo 

correspondente. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados entre 

proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos éxons 

das proteoformas. As linhas pontilhadas azuis representam a ampliação dos éxons. Entre parênteses 

a contagem de espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico (NO) e bulbo 

olfatório (BO). 
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Figura 4.28.2 – Esquema representativo das diferenças no padrão de splicing da proteína canônica e 

proteoformas do gene Tpm3 de camundongo. Retângulos vermelhos representam os éxons 

exclusivos de proteoformas onde os peptídeos identificados em nossas análises mapearam. 

Retângulos azuis representam os éxons das proteínas canônicas e proteoformas que não tiveram um 

peptídeo correspondente. Os quadros verdes representam os peptídeos identificados compartilhados 

entre proteoformas e as linhas pontilhadas verdes representam suas respectivas localizações nos 

éxons das proteoformas. As linhas pontilhadas azuis representam a ampliação dos éxons. Entre 

parênteses a contagem de espectros de cada peptídeo no corpo caloso (CC) e nervo óptico (NO) e 

bulbo olfatório (BO). 

 

4.3.1.6 Proteoformas de humano e camundongo inferidas por peptídeos 

proteotípicos idênticos 

 

Como demonstrado nos subtópicos anteriores as proteoformas dos genes 

PRKCB, STXBP1, CADM1, HNRNPK, PKM e CRMP1 de humano e de seus 

ortólogos em camundongo foram inferidas por peptídeos proteotípicos idênticos. Ao 

alinharmos as sequências destas proteoformas de humano e camundongo 

observamos que as do gene PRKCB possuem 99% de identidade (Figura 29), as do 

gene STXBP1 100% de identidade (Figura 30), as do gene CADM1 98% de 

identidade (Figura 31), as do gene HNRNPK 99% de identidade (Figura 32), as do 

gene PKM possuem 98% de identidade (Figura 33) e as do gene CRMP1 98% de 
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identidade (Figura 34). As características principais que estas proteoformas 

possuem em comum estão resumidas na tabela 4.9. 

 

 

Figura 4.29 – Alinhamento entre a proteoforma P05771-2 (Query) do gene PRKCB de humano e a 

proteoforma P68404-2 (Sbjct) do gene Prkcb de camundongo. O peptídeo proteotípico identificado 

nos dados de MS está marcado em vermelho. 
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Figura 4.30 – Alinhamento entre a proteoforma P61764-2 (Query) do gene STXBP1 de humano e a 

proteoforma O08599-2 do gene (Sbjct) Stxbp1 de camundongo. O peptídeo proteotípico identificado 

nos dados de MS está marcado em vermelho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



91 

 

Figura 4.31 – Alinhamento entre a proteoforma Q9BY67-5 (Query) do gene CADM1 de humano e a 

proteoforma Q8R5M8-4 (Sbjct) do gene Cadm1 de camundongo. O peptídeo proteotípico identificado 

nos dados de MS está marcado em vermelho. 
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Figura 4.32 – Alinhamento entre a proteoforma P61978-3 (Query) do gene HNRNPK de humano e a 

proteoforma P61979-3 (Sbjct) do gene Hnrnpk de camundongo. O peptídeo proteotípico identificado 

nos dados de MS está marcado em vermelho. 
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Figura 4.33 – Alinhamento entre a proteoforma P14618-2 (Query) do gene PKM de humano e a 

proteoforma P52480-2 (Sbjct) do gene Pkm de camundongo. O peptídeo proteotípico identificado nos 

dados de MS está marcado em vermelho. 
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Figura 4.34 – Alinhamento entre a proteoforma Q14194-2 (Query) do gene CRMP1 de humano e a 

proteoforma NP_001129530 (Sbjct) do gene Crmp1 de camundongo. O peptídeo proteotípico 

identificado nos dados de MS está marcado em vermelho. 
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Tabela 4.9 – Informações sobre as proteoformas de genes ortólogos entre humano e 
camundongo inferidas nos dados de MS a partir de peptídeos proteotípicos 
idênticos. 

Símbolo Gênico Identidade Padrão de 

Splicing  

Região do 

Cérebro 

PKM 98% Éxons 

mutuamente 

exclusivos 

Nervo óptico, 

corpo caloso e 

bulbo olfatório 

HNRNPK 99% Uso alternativo de 

éxon 

Bulbo olfatório 

CRMP1 98% Uso alternativo de 

éxon 

Bulbo olfatório 

PRKCB 99% Uso alternativo do 

sítio de splicing 3’ 

Bulbo olfatório 

STXBP1 100% Uso alternativo de 

éxon 

Bulbo olfatório 

CADM1 98% Uso alternativo de 

éxon 

Bulbo olfatório 
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5 DISCUSSÃO 

 

O presente trabalho apresentou a utilização de uma metodologia 

computacional para a avaliação da diversidade de splicing alternativo no proteoma 

do cérebro de humano e camundongo, através de uma abordagem proteogenômica. 

O desenvolvimento de diferentes metodologias para construção de repositórios de 

sequências proteicas personalizados tem sido um dos focos do nosso grupo de 

pesquisa. Neste projeto, foi empregado um destes métodos para a construção de 

um repositório de sequências proteicas personalizado de camundongo, baseado no 

modelo utilizado em dados de humano desenvolvido por Tavares e colaboradores 

(2017) (7).  

 

Como demonstrado nos resultados, a construção do repositório Spliceprot foi 

baseada na metodologia das matrizes ternárias (132), desenvolvida pelo nosso 

grupo de pesquisa. Esta metodologia apresentou ótima eficiência na identificação de 

eventos de splicing em dados de transcriptômica e genômica, como demonstrado 

por Tavares e colaboradores (113). Entretanto, uma limitação que esta técnica 

possui é a análise de eventos de splicing nos éxons das extremidades das unidades 

transcricionais, uma vez que estes podem corresponder a artefatos de 

sequenciamento, ou até mesmo, serem frutos de um evento de uso alternativo de 

promotores. Portanto, nesta dissertação, optamos por continuar não considerando 

eventos de splicing nestas regiões, com o intuito de evitarmos a identificação de 

falsos resultados positivos.   

 

Nós utilizamos tanto o repositório de sequências proteicas personalizado de 

humano, previamente desenvolvido por Tavares e colaboradores (2017) (7), quanto 

o de camundongo, gerado neste projeto, para a identificação de peptídeos em dados 

de espectrometria de massas de amostras proteicas de diferentes regiões do 

cérebro de humano e camundongo (corpo caloso, nervo óptico e bulbo olfatório). A 

partir destas análises, nós inferimos a expressão de um total de 7.086 proteínas 

canônicas de humano e 13.321 de camundongo. Acreditamos que inferimos uma 

maior quantidade de proteínas de camundongo devido à alta acurácia dos espectros 

de massas MS/MS quando comparado aos de humano, vide as especificações dos 

espectrômetros de massas utilizados em cada experimento. 
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Atualmente, uma das dificuldades ao se analisar dados de MS é a 

identificação de peptídeos proteotípicos, isto é, aqueles exclusivos de uma proteína 

que permitem sua inferência de maneira inequívoca (96). Em nosso estudo, nós 

inferimos a expressão de um total de 3.289 proteínas canônicas e 23 proteoformas 

de genes ortólogos entre humano e camundongo, das quais seis proteoformas 

(PKM, HNRNPK, CRMP1, PRKCB, STXBP1, CADM1) foram inferidas por peptídeos 

proteotípicos com a mesma sequência em humano e camundongo. Acreditamos que 

as proteoformas de genes ortólogos inferidas em humano e camundongo sejam as 

mesmas, devido ao padrão de splicing alternativo idêntico que possuem e 

frequentemente a elevada similaridade das sequências das proteoformas (Tabela 

5.1).  

 

 A seguir, apresentaremos algumas informações funcionais disponíveis na 

literatura a respeito dos produtos destes genes e algumas considerações sobre cada 

uma destas proteoformas. 

 

O gene PKM de humano e seu ortólogo em camundongo (Pkm) codificam 

para a proteína piruvato quinase M. Esta proteína é uma enzima glicolítica que 

catalisa a transferência de um grupo fosforil de fosfoenolpiruvato (PEP) para ADP, 

gerando ATP [revisto por (143)]. Em nossas análises, nós inferimos a proteoforma 

M1 do gene piruvato quinase M em humano (Uniprot: P14618-2) e em camundongo 

(Uniprot: P52480-2) a partir dos mesmos peptídeos em dados de MS das três 

regiões do cérebro analisadas neste projeto. Esta proteoforma é marcada pela 

presença do éxon 9 e ausência do éxon 10 (144) e normalmente é expressa em 

tecidos maduros (145). Entretanto, no cérebro em estágios de desenvolvimento 

tumoral tem sido observado um declínio abrupto de sua expressão dando lugar à 

super-expressão da forma canônica M2 (146).  

 

O gene HNRNPK de humano e seu ortólogo em camundongo (Hnrnpk) 

codificam para a proteína Ribonucleoproteína nuclear heterogênea K. Além do 

núcleo, esta proteína é encontrada no citoplasma e mitocôndria, e está implicada em 

diversos processos como o remodelamento de cromatina, tradução (147), 

transcrição (148) e splicing (149).  Foi observado que a formação de uma variante 

de splicing aberrante deste gene está relacionada à Síndrome de Au-Kline, 

caracterizada por incapacidade intelectual, defeitos cardíacos e alterações do tecido 
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conjuntivo e do esqueleto (150). Em nossas análises nós identificamos um peptídeo 

proteotípico da proteoforma 3 deste gene nos dados de MS de bulbo olfatório de 

humano (Uniprot: P61978-3) e camundongo (Uniprot: P61979-3). Atualmente, a 

proteoforma P61978-3 de humano não possui confirmação experimental, sendo este 

um achado inédito na literatura. Como mencionado anteriormente, acreditamos que 

o fato do mesmo peptídeo proteotípico ter sido identificado em humano e 

camundongo torna mais confiável a inferência desta proteoforma.  

 

A proteína 1 relacionada à diidropirimidinase (tradução livre do inglês, 

dihydropyrimidinase-related protein 1) é codificada pelo gene CRMP1. Esta proteína 

é expressa no cérebro (151) e participa do processo de crescimento axonal 

(152,153). Nós identificamos em nossas análises a proteoforma 3 do Uniprot em 

dados de MS de humano (Q14194-2) e a proteoforma 1 do Refseq em dados de MS 

de camundongo (NP_001129530) a partir do mesmo peptídeo proteotípico. O fato de 

estas proteoformas possuírem 97% de identidade nos levou a acreditar que 

correspondem à mesma proteoforma. Outro fato importante a ser observado é que a 

proteoforma de camundongo não se encontra na base de dados Uniprot/Swiss-Prot. 

Portanto, a utilização do nosso repositório de sequências proteicas personalizado de 

camundongo possibilitou a identificação do espectro de massas correspondente ao 

peptídeo proteotípico desta proteoforma. 

 

 Nós identificamos um peptídeo proteotípico da proteoforma 2 da cadeia alfa-1 

da tropomiosina (Tpm1) em dados de MS das três regiões do cérebro de 

camundongo. De maneira similar a proteoforma do gene de camundongo exposto no 

parágrafo anterior, este peptídeo foi identificado a partir de uma sequência oriunda 

do Refseq (NP_001157721) presente no repositório de camundongo desenvolvido 

neste projeto e ausente no banco de dados Uniprot/Swiss-Prot. Este achado reitera 

a importância de se utilizar repositórios de sequências proteicas personalizados para 

auxiliar a busca por correspondências entre os espectros de massas e sequências 

de peptídeos. 

 

A proteína 1 de ligação à sintaxina (tradução livre do inglês, Syntaxin-binding 

protein 1) advinda do gene STXBP1 de humano e de seu ortólogo em camundongo 

(Stxbp1) participa do processo de tráfico de vesículas e liberação de 

neurotransmissores (154). Mutações no gene que codifica esta proteína estão 
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relacionadas a algumas formas de epilepsia infantis (155). Em um trabalho utilizando 

peixe zebra, mutações induzidas que causam perda de função deste gene geraram 

mutantes que apresentaram convulsões epilépticas (156). Também tem sido 

observado que está proteína é super-expressa em casos de esquizofrenia e 

síndrome bipolar (157). Nós inferimos a proteoforma 2 deste gene em humano 

(Uniprot:P61764-2 ou Refseq:NP_002729) e camundongo (Uniprot:O08599-2 ou 

Refseq:NP_001107041) a partir de um mesmo peptídeo proteotípico. O alinhamento 

entre as sequências completas da proteoforma inferida em humano e camundongo 

apresentou 100% de identidade, o que nos levou a acreditar que estas são a mesma 

proteoforma expressas e provavelmente desempenham funções similares em ambos 

os organismos. 

 

A molécula de adesão celular 1 é uma proteína advinda do gene CADM1 de 

humano. Esta proteína atua na adesão sináptica, desempenha um papel na 

formação de espinhos dendríticos, na montagem das sinapses, na migração 

neuronal, crescimento axonal e encaminhamento nos axônios de neurônios 

diferenciadores (158). Em nossas análises nós inferimos a proteoforma 5 desta 

proteína em humano (Uniprot: Q9BY67-5) e a proteoforma 4 em camundongo 

(Uniprot: Q8R5M8-4) a partir de um mesmo peptídeo proteotípico identificado em 

dados de MS de bulbo olfatório. Apesar de serem proteoformas com nomes 

diferentes na base de dados Uniprot, o alinhamento entre suas sequências 

completas apresentou 98% de identidade, com cobertura de 100%, e ambas 

possuem o mesmo peptídeo proteotípico identificado em nossas análises. Isto nos 

levou a acreditar que estas proteoformas ao menos são similares e provavelmente 

desempenham funções parecidas no contexto celular de ambos os organismos.   

  

O gene PRKCB de humano e seu ortólogo Prkcb em camundongo codificam 

para a proteína quinase C beta. Foi demonstrado que a ativação das vias de 

transdução desta proteína diminui os agregados de proteínas beta amiloide, 

presentes no cérebro e vasos sanguíneos de pacientes com Mal de Alzheimer (159). 

Também foi observado que esta proteína participa da fosforilação de fatores 

transcricionais que estão envolvidos na proliferação e diferenciação celular (160). 

Nós inferimos em nossas análises a proteoforma beta II de humano (Uniprot: 

P05771-2) e de camundongo (Uniprot: P68404-2) a partir de um mesmo peptídeo 

proteotípico identificado em dados de MS de bulbo olfatório de humano e 
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camundongo. O fato das sequências completas das proteoformas de humano e 

camundongo possuírem 99% de identidade nos levou a acreditar que inferimos a 

mesma proteoforma em humano e camundongo a partir do mesmo peptídeo 

proteotípico.  

 

Além disso, as proteoformas P14618-2 do gene PKM e P09493-5 do gene 

TPM1, inferidas em dados de MS das três regiões do cérebro de humano, assim 

como a proteoforma P61978-3 do gene HNRNPK, inferida em dados de MS de bulbo 

olfatório, também foram encontradas em dados de oligodendrócitos de humano em 

outra análise realizada pelo nosso grupo de pesquisa (7). Isto corrobora com os 

nossos resultados apresentados nesta dissertação. 

 

O cérebro humano é um órgão complexo do ponto de vista molecular o que 

torna o entendimento de seu proteoma algo desafiador (161), especialmente devido 

ao splicing alternativo (48). Portanto, a inferência de proteoformas oriundas de 

splicing alternativo em diferentes regiões do cérebro de humano e camundongo 

contribuiu para uma melhor compreensão do proteoma deste órgão. A identificação 

de peptídeos proteotípicos idênticos, correspondentes a proteoformas de genes 

ortólogos entre humano e camundongo, tornou mais confiável à inferência destas 

proteoformas nos dados de MS.  

 

Ademais, devido a questões éticas, muitas vezes são utilizados modelos 

murinos para se investigar o proteoma de tecidos e os resultados obtidos em 

camundongo são extrapolados ao ser humano, o que torna crucial a investigação 

comparativa entre o ser humano e o camundongo (63). Desta forma, a inferência de 

proteoformas de genes ortólogos realizada neste estudo contribui com o 

conhecimento a respeito das similaridades e diferenças entre o ser humano e 

camundongo. Neste sentido, atualmente, estamos viabilizando a confirmação 

experimental dos mRNAs por PCR quantitativo (RT-qPCR) em amostras de corpo 

caloso, nervo óptico e bulbo olfatório de camundongo. 
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6 CONCLUSÃO 

 

A integração de dados de transcriptômica e proteômica, conhecida como 

proteogenômica, tem ganhado maior destaque ao longo dos últimos anos. Com o 

advento das tecnologias de alta vazão como RNA-seq e espectrometria de massas 

de proteínas os dados passaram a ser produzidos em larga escala, tornando a 

identificação de variantes de splicing algo desafiador. Esta dissertação apresentou a 

inferência de proteoformas em dados de espectrometria de massas de proteínas de 

três diferentes regiões do cérebro de humano e camundongo (corpo caloso, nervo 

óptico e bulbo olfatório), sendo tais resultados inéditos na literatura até o momento. 

Para tal, foi utilizado um repositório de sequências proteicas personalizado de 

humano, previamente desenvolvido, e de camundongo, desenvolvido neste projeto, 

a partir da tradução hipotética de ESTs e mRNAs de referências (Refseq). Portanto, 

acreditamos que a identificação de peptídeos compartilhados entre humano e 

camundongo, pertencentes à proteoformas de genes ortólogos, realizada neste 

projeto, contribuiu para o melhor conhecimento da diversidade de splicing do cérebro 

de humano e camundongo. Em termos de bioinformática, esta dissertação dá um 

passo adiante na questão de caracterização de proteoformas ortólogas de humano e 

camundongo, mas que há enormes desafios a serem superados na questão da 

automação no sistema de classificação de proteoformas ortólogas de duas espécies.      
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