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Resumo

Introns sio sequéncias intervenientes de nucleotideos que estdo presentes no genoma. Sio caracterizadas
por dividir os genes em éxons, que sio as regides codificantes. Os introns ndo sio codificados no
processo de tradugdo do DNA, uma vez que sdo removidos num processo anterior, denominado splicing.
Apesar de ndo serem sequéncias codificantes, apresentam func¢Ses importantes nos organismos e
mutagOes nessas sequéncias podem gerar danos, como doengas. Nesse sentido, a bioinformatica mostra-
se como uma ferramenta promissora na caracterizacdo de introns: sitios de splicing, juncdes de éxons,
sequéncias intronicas em DNA genomico, entre outros. O objetivo deste estudo foi apresentar algumas
ferramentas de bioinformatica, disponiveis na web, para a caracterizacdo de introns. Com recurso a
literatura cientifica, quatro ferramentas foram escolhidas para a discussio: DNA functional site miner,
NNSPLICE, GENSCAN e Human Splicing Finder. Essas ferramentas utilizam diferentes algoritmos para
a predicao sitios de splicing, jungdes introns-éxons, predicio multiplos genes em sequéncias parciais e
completas e também para a predicdo de mutagdes em introns e variantes de genes. Concluimos que as
ferramentas se complementam entre si e que depende da situagdo em que se deseja utilizar. Além disso,
as predicoes i silico sdo relevantes e promissoras, mas baseadas em estatisticas, o que ndo descarta a

necessidade de validagao 7 vivo.
Palavras-chave: Biologia molecular; Biologia computacional; Gendmica estrutural.
Abstract

Introns are intervening sequences of nucleotides that are present in the genome. They ate characterized
by dividing genes into exons, which is the coding region. Introns are not encoded in the translation
process since they are removed in a previous process, called splicing. Although they are not coding
sequences, they have important functions in organisms and mutations in the sequences can generate
damages and lead to diseases. Thus, bioinformatics is a promising tool for the characterization of introns,
being able to determine splicing sites, junctions of exons, intronic sequences in genomic DNA, among

others. This study aims to present some bioinformatics web-based tools available for the characterization
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of introns. Resorting to the available scientific literature, we choose four bioinformatics tools for
discussion: DNA functional site miner, NNSPLICE, GENSCAN, and Human Splicing Finder. These
tools ate developed from different algorithms for splicing sites prediction, introns-exons junctions,
multiple genes prediction in partial or complete DNA sequences and also for prediction of mutation in
introns e genes variants. Therefore, we conclude that these bioinformatic tools are complementary and
the selection of one is dependent on the desired application. Besides, z silico predictions are relevant and

promising, but statistic-based, which does not discard the need for iz vivo validation.

Keywords: Molecular biology; Computational biology; Structural genomic.

INTRODUCAO

Genes sao sequéncias de acido desoxirribonucleico (DNA) e constituem o genoma dos
organismos. Os genes podem ser transcritos e traduzidos em peptideos que dardo origem a uma
proteina ou podem ser sequéncias que nao codificam para peptideos (NIH, 2019). De acordo
com o dogma central da biologia molecular, um gene ¢ transcrito a acido ribonucleico
mensageiro (MRNA) que é entio traduzido a peptideos, que se organizario e dardo origem a

um polipeptidio ou proteina (Lewin, 2008).

Os genes dos organismos eucariontes apresentam regioes codificadoras e reguladoras bem mais
complexas do que os genes dos organismos procationtes. Como se pode observar na Figura 1,
os genes de eucariontes sao compostos por uma regiao reguladora a montante da regido
codificadora, composta pelo promotor (sitio de ligacio da RNA-polimerase); uma regiao
codificadora e uma regido terminadora. Como caracteristica singular, os genes eucariotos tém
sua regiao codificadora constituida por sequéncias intervenientes, os {introns, que interrompem
a regido transcrita do gene dividindo-o em varios segmentos, os éxons. As regioes intronicas sao
traduzidas para o pré-mRNA, entretanto, sio removidas do mRNA através do processo
denominado splicing de RNA (Zaha, Ferreira & Passaglia, 2000). O processo de splicing apenas
¢ possivel devido as informacdes contidas nos introns, os denominados sitios de

reconhecimento de unido, que unem os éxons sem alteragdes na ordem original (Lewin, 2008).
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Figura 1 - Estrutura do gene eucarioto.

Existem duas hipdteses que tentam explicar a origem dos introns: zutrons-early e introns-late. Na
primeira, ¢ assumido que os introns ja existiam nos genes do ancestral comum entre
procariontes e eucariontes e que foram perdidos nos procariotos devido a pressio seletiva de
replicagdo rapida do DNA. Ja na segunda, assume-se que os introns foram inseridos apos a
divergéncia entre procariontes e eucariontes durante a evolu¢ao (Acharya, 2006; Deusdado,

2008; Lewin, 2008).

O processo de splicing é subdividido em 4 categorias, de acordo com suas caracteristicas
estruturais e mecanismos: splicing nos spliceossomas, auto-splicing (Grupo 1 e II), splicing de RNA
transportador (tRNA) e splicing alternativo. F importante destacar que as categorias de splicing

possuem distribuicao filogenética distinta (Irimia & Roy, 2014).

O splicing nos spliceossomas sao encontrados em todos os genomas eucaridticos e ¢é
caracterizado pelo seu mecanismo de remogao de introns que ¢ catalisado no spliceossoma, uma

maquinaria ribonucleoproteica complexa formada por 5 RNAs pequenos nucleolares (snRNA,
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small nuclear RNA), U1, U2, U4, U5 e U6 snRNAs e mais de 200 proteinas (Andersson ef al.,
2007; Lane e# al., 2007; Wahl, Will, & Lithrmann, 2009).

O auto-splicing de grupo I encontra-se em representantes da maioria dos eucariontes, tanto em
genes de RNA ribossomal (rfRNA) nuclear quanto em genes de plastideos, mitocondrias e
algumas bactérias e virus e em protozoarios (Haugen, Simon, & Bhattacharya, 2005; Lewin,
2008). O splicing de tRNA ocorre no nucleo de todos os eucariontes e no genoma de organismos
do dominio Archeae (Irimia & Roy, 2014; Marck & Grosjean, 2003; Randau & Séll, 2008). O
processamento de remogao dos introns difere um pouco nessa categoria visto que o mesmo ¢
removido por enzimas ao invés de riboenzimas (Lewin, 2008; Randau & Soll, 2008). O axuto-
splicing do grupo 11 encontram-se nos genomas bacterianos, de cloroplastos e mitocondriais de
eucariontes que divergiram e acredita-se que os mesmos datam de antes da origem dos
eucariontes (Candales ¢z a/., 2012; Ferat & Michel, 1993; Koonin, 2006; Lambowitz & Zimmertly,
2004). As reagdes de remocao sio catalisadas pelo préoprio RNA intronico, que possui atividade

riboenzimatica (Chan ez al., 2018).

O splicing alternativo é um processo que ocorre nos eucariontes complexos e é o mesmo que
permite que esses organismos possuam uma enorme variedade de proteinas que nao se encontra
correspondida no genoma, ou seja, 0s eucariontes possuem um numero pequeno de genes
codificantes quando comparado com o numero de diferentes proteinas que existem. Isso porque
durante o splicing alternativo os éxons sao recombinados de diversas formas, gerando uma
variabilidade de mRNA que codificardo para isoformas de proteinas a partir de um unico gene
(Lewin, 2008). Além disso, o splicing alternativo também pode gerar varia¢oes de transcritos nao
funcionais que atuam no down-regulation de expressao génica (Bingham, Chou, Mims & Zachar,

1988).

Apesar de durante muito tempo se ter acreditado que os {ntrons eram apenas sequéncias
intercalantes, que além de nao originarem um RNA funcional também nao possufam outras
fungoes, hoje sabe-se que os introns desempenham fungdes importantes para a manutengao da
homeostase nos organismos. Algumas das fun¢des desempenhadas pelos introns siao a
expressao de genes para RNA nao-codificantes (ncRNA) como mictcoRNA (mRNA) e RNA
nucleolar pequeno (snoRNA); desempenhar o papel de reguladores de transcri¢ao tanto por ser
um fator limitante no splicing cotranscricional quanto por agir indiretamente, através do
ancoramento de elementos regulatérios de DNA (Irimia & Blencowe, 2012; Maeso e7 al., 2012;

Patel, McCarthy & Steitz, 2002).
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Além disso, mutagdes nas sequéncias dos introns também geram distarbios nos organismos,
como doengas. Fibrose cistica, B-talassemia, esclerose lateral amiotréfica 1 e distrofia muscular
de Duchene sao doengas humanas que estao associadas com mutag¢bes intronicas profundas,
que resultam na alteracio do processo de splicing (Vaz-Drago, Custédio & Carmo-Fonseca,
2017). Entretanto, entre as doengas, as mutagoes intronicas sio muito mais estudadas no cancro,

estando associada com cancro de bexiga, faringe e pulmao (Ward & Cooper, 2010).

Devido ao papel desempenhado pelos introns nos organismos, o seu estudo e caracterizagao
tornam-se de suma importancia para diversas finalidades, como genomica estrutural e
farmacogenomica. Nesse sentido, as ferramentas de bioinformatica sao muito promissoras para
auxiliar nessa caracterizagdo de sequéncias intronicas e suas alteragoes (Florea, 2006). Sendo
assim, o objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento de ferramentas bioinformaticas
que possam ser utilizadas na caracterizacao de introns, como plataformas de web e softwares, que

possam ser utilizados para determinar as caracteristicas dos introns.

DESENVOLVIMENTO

Para o desenvolvimento deste trabalho foram realizadas pesquisas na literatura cientifica sobre
introns, utilizando artigos disponiveis nas bases de dados PubMed-NCBI (National Center for
Biotechnology and Information, www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e ScienceDirect

(hwww.sciencedirect.com/).

Para as informagoes na area de bioinformatica, foram realizadas pesquisas na plataforma Google
(www.google.com.br) com as palavras chave: bioinformatics, introns, prediction, splicing. Algumas das
plataformas web existentes que foram utilizadas estao descritas na Tabela 1. A selecdo dessas
plataformas fez-se com recurso a literatura cientifica disponivel (Desmet, Hamroun, Collod-
Béroud, Claustres & Beroud, 2010; Valle-Aviles, Valentin-Berrios, Gonzalez-Mendez &
Rodriguez-Del Valle, 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Algumas das plataformas web encontrados estao listadas na Tabela 1 abaixo.
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Tabela 1 — Plataformas web de caracterizagido de introns.

Plataforma Método Enderego

DNA functional site | Maquina de vetor de | http://dnafsminer.bic.nus.edu.sg/

miner suporte

(DNAFSMiner)

NNSPLICE Redes neurais https://www.fruitfly.org/seq tools/splice.html
GENSCAN Decomposi¢ao Maxima | http://hollywood.mit.edu/ GENSCAN.html

de Dependéncia

Human Splicing | Mattiz posicio-peso http://www.umd.be/HSF/
Finder (HSF)

O DNA functional site miner (DNAFSMiner) é um soffware para a web que reconhece sitios
funcionais em sequéncias de DNA (Liu, Han, Li & Wong, 2005). Esse soffware esta dividido em
duas ferramentas: a T1S Miner que ¢ utilizada para a predicao de sitios de inicia¢ao da tradugio
em sequéncias de DNA, mRNA e cDNA e a Poly(A) Signal Miner que ¢é utilizada para predizer
os sinais de poliadenilacdo (sitios poliA) em sequéncias de DNA humano. Essas ferramentas
sao uteis na identificagdo e confirmagao indireta de sitios especificos em sequéncias gendmicas

analisadas (Olivier ¢/ al., 2008; Sekyere, Dunn & Richardson, 2005).

O NNSPLICE é uma ferramenta de predicao de sitios de splicing desenvolvida por Reese (1997).
Essa ferramenta fornece um método de reconhecimento de sitio de splicing através da analise da
estrutura dos sitios doadores e sitios receptores utilizando redes neurais que reconhecem cada
um dos sitios (Reese, 1997). O NNSPLICE tém sido usado em investigagdes relacionadas a
mutagSes nos introns de oncogenes em alguns tipos de cancro, como o melanoma e, em doengas

autossOmicas recessivas, como a microesferofacia (Alias e al., 2018; Rodrigues ez al., 2018).

O GENSCAN ¢ uma ferramenta web que identifica estruturas completas de introns e éxons em
sequencias de DNA genomico (Burge & Karlin, 1997). O programa é modelado de acordo com
os modelos ocultos de Markov e, além de predizer as estruturas de introns e éxons, também
prediz genes multiplos em uma sequéncia parcial ou completa (Burge & Karlin, 1997). O
GENSCAN tém sido utilizado para diversas finalidades, entre elas, a caracterizagio e anotagao
de genes em genomas rascunhos (C. Li 7 al., 2018), investigagdes que visam novas formas de
controle biolégico de pragas aplicadas, por exemplo, a Dengue, utilizando mecanismos de

biologia molecular (Serrato-Salas e# 4/, 2018). Além disso, também tem sido utilizado para a
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analises de sequéncias codificadoras e relagdes evolutivas entre essas sequéncias em diferentes

espécies (J. Li, Li, & Lu, 2018).

O Human Splicing Finder (HSF) é uma ferramenta capaz de predizer mutages em sinais de sp/icing
e também de identificar motivos de splicing apenas em sequéncias humanas, o que o difere das
outras ferramentas (Desmet ez a/., 2009). O HSF tem sido usado em investigacoes a cerca de
sequéncias humanas como por exemplo, na identificacdo de alteragdes nos sitios de splicing
causadas por variantes deletérias em oncogenes envolvidos no cancro de préstata (Paulo ez al.,
2018) e em sequéncias de canais de sédio relacionados a sindrome de morte infantil (Mannikko
et al., 2018). Além disso, também ¢ utilizado na identificacdo e caracterizagao de variantes

intronicas em genes relacionados ao cancro de mama (Caputo ef al., 2018).

CONCLUSAO

No presente trabalhou apresentaram-se algumas ferramentas baseadas na web para a
caracterizacao de sequéncias intronicas em sequéncias de DNA. As ferramentas apresentadas
realizam a predigao de diversas caracteristicas presentes em introns e éxons, como a predi¢ao
de sitios de splicing em sequencias parciais ou completas, analise de sitios doadores e receptores

de sequéncias e analises de mutagGes e variantes em sequéncias intronicas.

E importante ressaltar que cada ferramenta utiliza diferentes métodos de predigao e que, apesar
dos resultados serem passiveis de comparagao, cada ferramenta complementa a outra. A escolha
da ferramenta também depende da situacio em que se deseja emprega-la. Além disso, as
predicoes 7 silico sio relevantes e promissoras, mas baseadas em estatisticas, o que nao descarta

a necessidade de validagio i vivo.
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