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Resumo
A complexidade dos genomas eucariotos ndo resulta, exclusivamente, de seu contetdo
génico, mas deve-se, sobretudo, a expressao de diferentes transcritos e proteinas a partir de
um mesmo gene. O splicing alternativo é um dos mecanismos mais importantes associados
ao processamento de RNAs, expandindo significativamente o contetudo da informacgéo do
genoma para o transcriptoma. A resposta imune de um individuo esté diretamente ligada ao
ambiente e a como esse individuo dispde sua maquinaria celular para reagir a um tipo de
infeccdo. Com a descoberta de que efetivas mudancas no mecanismo de splicing
constitutivo ocorriam de acordo com estimulos externos que o organismo sofria,
conscientizou-se de que havia uma possibilidade de mudanca de funcdo dos linfécitos e de
outras celulas de defesa no processo de resposta imune. Esse mecanismo ocorre através da
ativacdo e desativagcdo das celulas efetoras do sistema imune por proteinas codificadas
através de splicing alternativo. O splicing alternativo € um evento molecular complexo e
finamente regulado. Entender as circunstancias nas quais os eventos de processamento
constitutivo sdo preteridos, os mecanismos associados a regulacdo do processamento
alternativo — e que definem a formacdo de mRNAs funcionais ou ndo. Com o objetivo de
identificar in silico a ocorréncia de eventos de processamento alternativo de genes de
peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris reanalisamos um transcritoma
disponivel em banco de dados de dominio publico e verificamos a ocorréncia de
processamento alternativo por diferentes estratégias. Nossos resultados evidenciaram
maior nimero de eventos de processamento alternativo utilizando o pipeline Cufflinks em
comparacgdo com os resultados obtidos aplicando a ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR. A
primeira ferramenta, no entanto, ndo permitiu definir a quais tipos de splicing cada uma
das isoformas esta relacionada. Observamos ainda que o sistema imune dos peixes-boi ndo
somente sofreu intensa modulacéo transcricional, como apresenta grande nimero de genes
processados de forma alternativa em resposta ao efeito de toxinas da maré vermelha.
Finalmente, observamos que os padrbes de evento de splicing obtidos com a ferramenta
IsoformSwitchAnalyzeR diferem do perfil geral observado na literatura. Nossos dados
precisam ser mais bem explorados, utilizando outras ferramentas de identificacdo de
eventos de splicing, para que possamos assumir que 0S eventos de processamento
alternativo ocorrem de forma distinta em peixes-boi em relagdo a outros mamiferos.

Concluimos que, assim como a modulacdo da expressdo de genes € importante como



resposta dos peixes-boi ao efeito toxico produzido pelo evento da maré vermelha, aqui
evidenciamos que muitos genes sdo transcritos de forma alternativa também como uma

estratégia de resisténcia aos efeitos nocivos das toxinas.

Palavras-chave: splicing alternativo, peixe-boi, expresséo diferencial.



Abstract

The complexity of eukaryotic genomes does not result exclusively from their gene content but
is mainly due to the expression of different transcripts and proteins from the same gene.
Alternative splicing is one of the most important mechanisms associated with RNA
processing, significantly expanding the information content from the genome to the
transcriptome. An individual's immune response is directly linked to the environment and
how that individual disposes his cellular machinery to react to a type of infection. With the
discovery that effective changes in the constitutive splicing mechanism occurred according to
external stimuli that the organism suffered, he became aware that there was a possibility of
change in the function of lymphocytes and other defense cells in the immune response
process. This mechanism occurs through the activation and deactivation of the effector cells
of the immune system by proteins encoded through alternative splicing. Alternative splicing is
a complex and finely regulated molecular event. Understand the circumstances in which
constitutive processing events are overlooked, the mechanisms associated with the regulation
of alternative processing — and which define the formation of functional or non-functional
MRNAs. In order to identify the in silico occurrence of alternative splicing events in manatee
genes of the subspecies Trichechus manatus latirostris, we reanalyzed a transcriptome
available in a public domain database and verified the occurrence of alternative splicing by
different strategies. Our results showed a greater number of alternative processing events
using the Cufflinks pipeline compared to the results obtained using the
IsoformSwitchAnalyzeR tool. The first tool, however, did not allow defining which types of
splicing each of the isoforms is related to. We also observed that the manatee’s immune
system not only suffered intense transcriptional modulation, but also presents a large number
of genes processed alternatively in response to the effect of red tide toxins. Finally, we
observed that the splicing event patterns obtained with the IsoformSwitchAnalyzeR tool differ
from the general profile observed in the literature. Our data need to be further explored, using
other splicing event identification tools, so that we can assume that alternative processing
events occur differently in manatees than in other mammals. We conclude that, just as the
modulation of gene expression is important as a response of manatees to the toxic effect
produced by the red tide event, here we show that many genes are transcribed in an alternative

way also as a strategy of resistance to the harmful effects of toxins.

Keywords: alternative splicing, manatee, differential expression









INTRODUCAO

A complexidade dos genomas eucariotos ndo resulta, exclusivamente, de seu conteudo
génico, mas deve-se, sobretudo, a expressao de diferentes transcritos e proteinas a partir de
um mesmo gene(DE KLERK; 'T HOEN, 2015). O splicing alternativo € um dos mecanismos
mais importantes associados ao processamento de RNAs, expandindo significativamente o
contetdo da informacgdo do genoma para o transcritoma(CHEN; ZHENG, 2008).

Nos eventos de splicing constitutivo, apds a sua sintese, 0s transcritos primarios ou
pre-mRNAs passam por uma etapa de processamento, gerando o transcrito maduro pela
retirada das sequéncias intronicas e subsequente juncdo de éxons(WANG et al., 2015a). No
splicing alternativo ocorrem variagdes neste processo, que podem resultar, por exemplo, na
utilizagdo alternativa de éxons, uso alternado dos sitios 5" ou 3, e na reten¢do de introns no
MRNA maduro.

O splicing alternativo &€ um evento molecular complexo e finamente regulado.
Entender as circunstancias nas quais 0s eventos de processamento constitutivo sao preteridos,
0S mecanismos associados a regulacdo do processamento alternativo — e que definem a
formacdo de mRNAs funcionais ou ndo —, bem como identificar ou mesmo prever a
proporcao de transcritos finais de cada isoforma constitui ainda um grande desafio. Os sitios
de splicing ddo pistas quanto a possibilidade de ocorréncia do processamento alternativo;
porém, sabe-se que fatores ambientais ou nutricionais sdo suficientes para alterar o nivel final
de transcritos constitutivos e/ou alternativos em um mesmo sitio de splicing(CHAUDHARY
et al., 2019; HU et al., 2021; LI et al., 2020; PAI; LUCA, 2019).

Em humanos, sabe-se que ha um nimero estimado de 20.000 genes codificadores de
proteinas (DUNHAM et al., 2012) e que uma Unica isoforma de mRNA gerada pode originar
aproximadamente dez vezes esse numero inicial de genes(DJEBALI et al., 2012). Apesar de
ser um mecanismo conservado, o splicing alternativo é alvo frequente de anomalias genéticas
humanas e mutacdes envolvendo doencas genéticas, ocorrendo geralmente nos silenciadores,
nos promotores ou nos locais de quebra de sequéncia do pré-mRNA, resultando em
aberracdes proteicas ou isomorficas(PAGANI; BARALLE, 2004).

Estudos relacionados a ligacdo do mecanismo de splicing alternativo com o cancer
tem sido largamente explorados (AGRAWAL et al, 2018; BIAMONTI et al., 2014,
BONNAL; LOPEZ-OREJA; VALCARCEL, 2020; CLIMENTE-GONZALEZ et al., 2017;
FAUSTINO; COOPER, 2003) e, com o crescente avango das tecnologias de sequenciamento,

diversos transcritos alternativos tém sido ligados a doenca em algum estagio (ZHANG,



Yuanjiaoet al., 2021). Tendo em vista de que existe um “splicing code”, uma série de
caracteristicas e regras associadas que definem o padrdo de splicing em qualquer transcrito
primario em um dado tipo celular(WANG; BURGE, 2008), pesquisas recentes tentam
desenvolver in silico uma forma em que a biologia computacional possa prever onde e como
ocorrerd um evento de splicing alternativo através da técnica computacional chamada Deep
Learning (JHA; GAZZARA; BARASH, 2017; LEUNG et al, 2014; XIONG et al.,
2015)(JHA; GAZZARA; BARASH, 2017; LEUNG et al., 2014; XIONG et al., 2015) Com
esse método, Leung e colaboradores conseguiram construir modelos de predi¢cdo e prever 0s
niveis de splicing de éxons individuais em diferentes tecidos estudados de humanos e
camundongos(LEUNG et al., 2014).

Tendo em vista as doencgas que podem ser desencadeadas pelos erros no processo de
splicing alternativo, esforcos de pesquisas tém sido realizados em busca de estratégias
terapéuticas para corrigir esses erros (SCOTTI; SWANSON, 2015). Entre eles, um estudo
conduzido por COREY (2017), desenvolveu um medicamento oligonucleotideo antisense que
visa amenizar os efeitos da atrofia muscular espinhal causada por erros de splicing. Para se ter
uma ideia da forca de predicdo do diagnostico preditivo do splicing alternativo, estudos
recentes tém conseguido prever através de padrdes pré-estabelecidos a sobrevida de pacientes
com cancer (SHEN et al., 2016; TRINCADO et al., 2016).

Anélises em larga escala de isoformas alternativas transcritas vém contribuindo
grandemente com o entendimento da ocorréncia e regulacdo de eventos de splicing, rendendo
importantes informacdes a respeito da diversidade de transcritos em eucariotos e das relacdes
de ocorréncia de splicing alternativo entre espécies e/ou em resposta a diferentes condicdes
ambientais(CHEN et al., 2014; INIGUEZ et al., 2017). Partindo de dados de transcritomas
(RNA-seq), diversos estudos tém buscado explorar a ocorréncia de eventos de splicing
alternativo. Apesar, no entanto, da importancia dos estudos de processamento alternativo e da
facilidade em se avaliar sua ocorréncia em dados de RNA-seq, tais dados permanecem ainda
subexplorados (GUO et al., 2021).



1. REVISAO DE LITERATURA

Data-se do Eoceno (50 mya) o primeiro fossil de Sirenia registrado até os dias atuais
(Figura 1) (BERTA; SUMICH; KOVACS, 2006). Ao final da ultima era glacial teve inicio o
periodo Holoceno (11.784 mya), no qual vivemos até os dias atuais. Esse periodo foi
importante para a biologia evolutiva dos mamiferos aquaticos no geral, pois eles tiveram que
se adaptar as condigdes cada vez mais quentes da ultima era glacial principal, além de
sobreviver ao extenso desmatamento nas latitudes tropicais(BAKER, 2015). Podemos dividir
estes animais em trés grandes grupos (e um na condicdo basal) — os cetaceos (Ordem Cetacea;
Notoungulata); outra que ocupa o topo da hierarquia — os pinipedes (Ordem Pinnipedia), e
ainda o grupo dos Sirénios (peixes-boi) que junto com os cetaceos sdo exclusivamente
aquaticos e completam seu ciclo de vida na agua, diferente dos pinipedes (lontras e ursos
polares) que s@o considerados anfibios.

Estudos de taxonomia e filogenia apontam que a ancestralidade desses trés grupos
acima citados tem evoluido de trés ancestrais comuns terrestres diferentes: artiodatilos,
carnivoros e proboscideos (SPRINGER et al., 2015).

Cetacea
Sirenia
Desmostylia T
F"innipedg
Kolponomos 1
Camivora
Enhydra =
Ursus = |
Thalassocnus T Edentata
Early | Midde [Late | Eary| Late | Early |Middle| Late [E[L|™
Eccene Oligocene Miocens Cgﬁé g;
| I I I I | I I I I

55 50 45 40 35 a0 25 20 15 10 5 0
Ma

Figura 1: Taxa de variacdo cronoldgica de mamiferos marinhos. As barras sélidas mostram os alcances
méaximos relatados. Ma = milhGes de anos atras (BERTA; SUMICH; KOVACS, 2006)

Acredita-se que o retorno ao ambiente aquatico que os mamiferos aquaticos realizaram
trouxe ndo somente adaptacGes de cunho morfolégico e fisiolégico, mas também em sua
imunologia priméria e secundaria. (KENNEDY, 1998) relata alguns tipos de infeccdo em

mamiferos aquaticos, incluindo peixes-boi, para espécimes marinhos, especialmente



(KENNEDY, 1998). Ainda assim, estas infec¢des, tais como a gastroenterite e o virus da
hepatite, ainda se manifestam na maioria dos animais do nosso planeta.

Muitos tipos de infecces tém sido relatados como causas diferentes de morte em
mamiferos aquéaticos. Na maioria destes casos, infec¢des alérgicas (incluindo vias digestivas)
e por parasitas séo as principais motivadoras de morte (KRAUT et al., 1998) dos animais do
nosso planeta.

1.1. O Género Trichechus

A familia Trichechidae abrange o género Trichechus como seu Unico representante,
que por sua vez compreende trés espécies: Trichechus senegalensis, Trichechus manatus e
Trichechus inunguis. O peixe-boi da Africa ocidental (T. senegalensis) se distribui ao longo
atlantico da Costa africana, desde o Sul da Mauriténia até o Centro da Angola e paises do
interior da Nigéria, Mali e Chade. Devido a preocupacgdo com o risco iminente de extin¢do da
espécie segundo a IUCN (International Union for Conservation of Nature and Natural
Resources) (KEITH-DIAGNE, 2017), estudos tém sido realizados a fim de preservar os
habitats em que os individuos ocorrem e avaliar o melhor tipo de manejo dentro das condicdes
desse habitat (BONDE et al., 2012; VIANNA et al., 2006). Como é o caso do estudo de
Takouram e colaboradores que avaliou as condicdes troficas do lago Ossa, na Republica dos
Camardes, para entender como funciona a dinamica de disposicdo de nutrientes no ambiente
aquatico, que por sua vez ird afetar a turbidez da agua e o crescimento de plantas subaquaticas
que sdo o principal alimento de T. senegalensis. O estudo demonstra que diante da estacdo de
seca, ha baixa disponibilidade de acesso dos individuos as areas de maior crescimento de
alimento, prejudicando assim a sobrevivéncia da populacdo em longo prazo(TAKOUKAM et
al., 2021).

O peixe-boi amazbnico, T. inunguis, se distingue dos demais por habitar em agua
doce, sendo identificado nos afluentes da bacia amazénica(CANTANHEDE, 2005;
SATIZABAL et al., 2012). Essa espécie se distribui de acordo com o movimento de enchente-
vazante do rio Amazonas(JUNK; SILVA, 1997), procurando forrageio nas varzeas inundaveis
e retornando a aguas mais profundas quando a vazante do rio se aproxima (Arraut et al.,
2010). Essa espécie também esta inclusa na lista da IUCN (MARMONTEL, M., DE SOUZA,
D. & KENDALL, 2016). Recentemente, com a menor frequéncia de banhistas e
movimentacdo nas praias proximas a capital do Para, ocorréncias dessas espécies tém sido
registradas por turistas e moradores, inclusive com comportamento de acasalamento (EMIN-

LIMA et al., 2021). Anéalises de DNA mitocondrial de peixes-boi amazdnicos indicaram a



existéncia de duas populagbes principais, uma populacdo mais ocidental, que inclui amostras
de rios amazdnicos peruanos, e uma populacdo oriental, que inclui amostras de rios
colombianos e amazonicos no Brasil (SATIZABAL et al., 2012). Fatores como isolamento
por distancia e padrdes geograficos histdricos podem ser responsaveis por esta subdivisao.

O peixe-boi das Indias Ocidentais, T. manatus, habita os oceanos tropicais, costas e
rios das Américas. Esta espécie é subdividida em individuos da Florida (T. m. latirostris) e
das Antilhas (T. m. manatus) ocorrendo desde a Costa Sul dos Estados Unidos até o estuério
amazonico(LUNA et al., 2008, 2012). O género Trichechus compreende mamiferos aquaticos
exclusivamente herbivoros altamente seletivos e considerados k-estrategistas por terem longo
cuidado parental com a prole, possuindo baixa taxa reprodutiva comparada a outras espécies
(WEISBROD et al., 2021). Por essas e outras caracteristicas chave como, acidentes com
embarcacOes, encalhe de filhotes e captura acidental em aparelhos de pesca, estdo inclusos na
lista da IUCN de espécies ameacadas de extincdo (LUNA et al., 2012).

Trichechus manatus Linnaeus, 1758

Trichechus manatus Natterer, 1883

Trichechus senegalensis Link, 1795

Figura 2. Representacdo grafica das espécies de peixes-boi e seus respectivos anos de anotacdo (Adaptado de
JEFFERSON; LEATHERWOOD; WEBBER, 1993).



Por cerca de 40 anos, os dados de peixes-boi da Flérida foram obtidos através de foto
registros e identificacOes de cicatrizes em animais registrados nessas fotografias (BONDE,
2018). Também foram utilizados dados de carcacas via determinagdo de causa mortis, sendo
estes naturais ou antropogénicas, sendo essas Ultimas servindo de alertas as autoridades para
ameacas emergentes a esta espécie. Este método serviu para coleta de material bioldgico, bem
como condicdes de reproducdo e determinacdo de idade (BONDE, 2018). Outros estudos
mais recentes vém monitorando com sensores esses animais em meio selvagem, em via de
identificar padrdoes de alimentacdo, peso e distribuicdo nos ecossistemas (BONDE;
MCGUIRE; HUNTER, 2012). As espécies de Trichechus estdo ilustradas quanto a sua
distribuicdo na Figura 3.

AN N TN

Trichechus inunguis

Trichechus manatus

Figura 3: Distribuicdo geogréfica das espécies de Trichechus no mundo com base em seus mitogenomas(DE
SOUZA et al., 2021a)

1.2. Estudos genéticos em Trichechus sp.

Estudos genéticos realizados com mtDNA demonstram que ha uma baixa diversidade
genética nesse marcador com Tichechus manatus (VIANNA et al., 2006). Microssateélites e
marcadores neutros mostram também que peixes-boi marinhos possuem populacdes
geograficamente estruturadas (CANTANHEDE, 2005; VIANNA et al.,, 2006). Luna e
colaboradores (LUNA et al., 2012)avaliam também uma baixa diversidade de hapl6tipos de
mtDNA em T. manatus, fato que ja foi abordado por outros estudos anteriormente (VIANNA

et al.,, 2006). T. inunguis, ao contrario das tendencias da espécie marinha, mostra uma boa



diversidade genética a baixa estruturacdo em sua populacdo em sua distribuicdo (LUNA,
Féabia de Oliveira et al., 2021; SATIZABAL et al., 2012; VIANNA et al., 2006).

Marcadores genéticos sdo de suma importancia para determinar a ancestralidade entre
individuos de modo geral e, com a publicagdo do genoma mitocondrial completo do T. m.
latirostris, descobriu-se que o genoma mitocondrial anteriormente publicado como sendo de
T. manatus (ARNASON et al., 2008) na verdade pertencia a uma amostra de T. inunguis. Os
autores do estudo afirmam ainda que a amostra em erro possa ser provavelmente de origem
hibrida entre T. inunguis e T. manatus manatus(LIMA et al., 2019), tendo em vista a larga
semelhanca da sequéncia com T. inunguis(VILACA; SANTQOS, 2020). Uma possivel area de
hibridizacdo simpétrica é discutida entre especialistas entre as espécies T. manatus e T.
inunguis, onde nas épocas de vazante do rio amazonas, quando o rio consegue adentrar mais
no mar, os individuos das espécies conseguem coabitar na mesma area e possivelmente
estariam acasalando (DE SOUZA et al., 2021b; GARCIA-RODRIGUEZ et al., 1998; LUNA,
Fabia de Oliveira et al., 2021; VIANNA et al., 2006; VILACA et al., 2019).

Estratégias que remontam a ancestralidade das espécies citadas sdo benéficas para
entender como elas se distribuem geograficamente e também como pode-se intervir com
solugdes de manejo sustentavel e conservacdo para todas as espécies de peixes-boi que s@o
sensiveis ao risco de extincdo (EXCOFFIER; SMOUSE; QUATTRO, 1992; MORITZ, 1995).

A estrutura genética de populacdes diferentes foi estudada em peixes-boi das Antilhas
mostrando que ambas possuem baixa diversidade genética, mesmo uma das populac@es sendo
tecnicamente mais isolada que a outra. A técnica utilizada para isolar o DNA gendmico foi
através de amplificacfes de PCR utilizando 28 microsatélites previamente desenhados para
peixes-boi da Flérida (GOMEZ-CARRASCO et al., 2018).

Outros genes relacionados a evolucdo genes polimdérficos relacionados a imunologia
de peixes-boi tém sido realizados recentemente, como o estudo do polimorfismo em TLR4 e
TLR8 em T. m. latirostris e T. inunguis (DE OLIVEIRA et al., 2021).

Em artigo recente publicado por Sa et al. (2022), através da avaliacdo do gene de DQB
de MHC de T. inunguis os autores concordam com a manutencdo da diversidade genética
adaptativa encontrada por outros estudos utilizados marcadores nucleares e mitocondriais nas
Américas. Quatro alelos encontrados no estudo, sdo compartilhados entre T. manatus e T.
inunguis sendo dois desses alelos encontrados nesses animais que ocorrem no Brasil que ndo
ocorrem nos animais que ocorrem na Flérida.

Além das analises gendmicas, dados de expressdo génica associados a peixes-boi vém

revelando o perfil transcricional destes organismos. Foi publicado um estudo chave sobre



resposta imune de individuos da Florida envolvendo citocinas, que sabidamente tem
importante papel na resposta a infecces bacterianas e virais em mamiferos, bem como em
traumas e cura de feridas (FERRANTE; HUNTER; WELLEHAN, 2018). Entre populacdes
saudaveis da costa leste e costa oeste, entre caracteristicas de sexo e idade, ndo se observou
diferenca significante entre niveis de expressdo de citocinas. Porém entre individuos da costa
leste os niveis de transcritos dos genes GAPDH, IL-2, IL-6 e IFN-y foram maiores do que
para a costa oeste. Esses estudos mostram que tais genes, entre outros citados no artigo,
podem ser bons candidatos a investigacdo imunoldgica a traumas sofridos ou estresses
ambientais (FERRANTE; HUNTER; WELLEHAN, 2018). Trichechus m. latirostris torna-se
um alvo de comparagdo evolutiva com humanos, por exemplo(BREAUX et al., 2018). Por
serem animais pertencentes aos afroterios, grupos dos mais basais clados dos mamiferos
eutérios, mantém um grupo similar de elementos V, subgrupos e similaridades de sequéncias
com humanos, podendo assim realizar-se compara¢des com 0s humanos.

Estudos utilizando sequéncias maduras de mRNA tém sido conduzidos de forma a
entender como esses genes transcritos, outrora bem caracterizados por investigacoes no DNA,
podem estar se expressando frente a diferentes condi¢cbes ambientais as quais esses mamiferos
estdo sendo expostos (LAZENSKY et al., 2020). Nessas condicdes € possivel avaliar como
cassetes de genes sdo modulados de forma diversa sob condigcfes distintas de estresse e
comparar ao genoma que ja foi bem descrito na literatura conveniente (HUNTER et al., 2010;
LUNA et al., 2012).

Recentemente foi publicado o transcritoma do peixe-boi da Florida avaliando eventos
de mortalidade apo6s a proliferacdo da maré vermelha (LAZENSKY et al., 2020). Nesse
estudo, realizou-se 0 sequenciamento de glébulos brancos para extracdo e posterior
sequenciamento de RNA de dois grupos, sendo um deles tendo sido exposto a uma floracao
de maré vermelha no Sudoeste da Florida e o outro usado como controle. O estudo teve como
objetivo central a avaliacdo transcricional em larga escala. Para tal, os pesquisadores
utilizaram como métrica central os maiores e mais reprimidos fold changes que encontraram
nas analises resultantes. Esses genes foram comparados entre os dois grupos a fim de avaliar
que tipo de resposta modulatéria o evento “maré vermelha” poderia ter causado nos
organismos.

Ainda segundo os autores 158 genes estavam reprimidos e ainda 433 deles induzidos,
totalizando 591 genes diferencialmente expressos no grupo afetado pela maré vermelha.
Destaque para o gene encontrado como altamente induzido OSCAR (Osteoclast associated

2C immunoglobulin-like receptor), e, por conseguinte, o mais induzido PCLO (Piccolo



presynaptic cytomatrix protein). OSCAR esté classicamente relacionado com a producédo e
diferenciacdo de leucocitos, pertencendo & maquinaria do sistema imunoldgico e a proteina
codificada por esse gene pode desempenhar um papel significativo na aterogénese que é
mediada pelo estresse oxidativo, sendo a aterogénese a aglutinacdo de placas de gordura e
outros elementos através da inflamacdo das artérias do corpo do organismo (KIM et al.,
2002). Ainda segundo os autores, para OSCAR, ainda foram encontradas multiplas variantes
de transcricdo com splicing alternativo codificando diferentes isoformas, além de também
recrutar mondcitos para adesdo no processo inflamatorio.

Ao lado de dois genes também relacionados a atividades sinapticas e neurais
(MTMR2, ANK?2) do trabalho anterior (LAZENSKY; HUNTER; AMADOR,; et al., 2020), o
gene PCLO esta ligado a diversas perdas funcionais no cérebro de humanos, como hipoplasia
cerebelar tipo 3, que € considerada uma doenca rara ligada a ma formacdo do sistema nervoso
central ainda na fase embrionaria (AHMED et al., 2015). Ainda segundo a pesquisa de
Ahmed e colaboradores, PCLO esta diretamente ligado a matriz esquelética pré-sinaptica e
talvez possa estar envolvido na regulacdo das prdprias proteinas pré-sinapticas e suas
vesiculas, logo, sugere-se que esse gene regule pelo menos uma gama de tipos neuronais no
cérebro. Ainda sobre a referida doenga, Namavar e colaboradores sugerem que mutacfes em
trés genes de subunidade de endonucleases de splicing de tRNA esteja ligado a pelo menos
trés tipos da doenca em humanos (NAMAVAR et al., 2011). Outros trabalhos sobre 0 mesmo
gene mostram que 0 mesmo se associa com desordens de cunho psiquiatrico em humanos
como depressdo, transtorno bipolar e memdria emocional afetada quando ha algum disturbio
no funcionamento de PCLO (CHOI et al., 2011; KUEHNER et al., 2011; MBAREK et al.,
2017; UNO et al., 2015; WOUDSTRA et al., 2013). Por conseguinte, podemos inferir que sob
estresse organismos que tenham alteracdes nesse gene podem desenvolver perda de fungdes
cognitivas severas, em conjunto com o desencadear de outras alteracBes que podem surgir
com os demais genes em desconformidade que foram relatados por Lazensky e colaboradores
(LAZENSKY et al., 2020a).

Tabela 1. Padrdo de anélise de genes diferencialmente expressos na maré vermelha e controle em peixes-boi da
Florida (LAZENSKY et al., 2020)

Total # of . Percent p-

# Gene Set Seed Genes Overlaping Genes Overlap(%) 2lue
4.62
1 Neoplasms 4697 157 3 E-16
2 Inflammation 2351 99 4 2.88
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19

20

Cancer 3014
Woundsand Injuries 2035
Ischemia 993
Leukemia 821
Arthritis, Rheumatoid 665
Neoplasm Metastasis 1947
Infection 1914

Liver Neoplasms 818
Asthma 787
Brainlschemia 532
Arthritis 657
Stomach Neoplasms 783
Atherosclerosis 1179
Lymphoma 497
Lung Neoplasms 1060
Intimal Hyperplasia 332
Skin Neoplasms 358
Colitis 606

111

85

54

48

42

80

78

46

44

35

39

43

55

33

51

26

27

36

1The total number of genes that belong to a particular pathway based on

scanning pubmed.

2The number of genes that are significantly altered in the red tide animals in

the particular pathway.

E-15
3.35
E-13
9.07
E-13
2.20
E-12
3.48
E-12
8.04
E-12
1.25
E-11
3.69
E-11
3.90
E-11
1.32
E-10
1.74
E-10
2.99
E-10
3.83
E-10
4.72
E-10
4.75
E-10
7.86
E-10
1.21
E-09
1.31
E-09
1.51
E-09

Mais do gque quantificar a expressdo de genes, 0s sequenciamentos de RNA (RNA-

seq) permitem a descoberta de novos transcritos, deteccdo de expressdo alelo-especifica,

identificacdo de RNAs ndo codificantes, além de possibilitar a busca pela ocorréncia de
splicing alternativo do mRNA (BATTLE et al., 2013; KUKURBA; MONTGOMERY, 2015;
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PICKRELL et al., 2010; XIN et al., 2021). Estes ultimos dados, que partem igualmente dos
dados brutos obtidos no RNA-seq e sdo obtidos através de analises por pipelines especificos
geralmente ndo sdo explora dos transcritoma realizamos no presente trabalho a reanalise dos
dados do transcritoma, explorando eventos de processamento alternativo em resposta as
toxinas da maré vermelha em peixes-boi da Florida. Esta estratégia ja rendeu dados
significativos de splicing alternativo em organismos como o camardo marinho Litopenaeus
vanname (ZHANG, Xiaoxi et al., 2019), ostra-do-Pacifico Crassostrea gigas (HUANG et al.,
2016) e tilapia do Nilo Oreochromis niloticus (LI et al., 2020).

Notadamente com aumento da popularidade do sequenciamento por Illumina, muitas
ferramentas computacionais tem sido desenvolvidas com o intuito de estimar as isoformas de
MRNA e quantificacbes das variages do splicing alternativo atraves do uso de dados de
short-reads de RNA-seq (ALAMANCOS; AGIRRE; EYRAS, 2014; CONESA et al., 2016)
Essas ferramentas podem levar a dois tipos de analise. A primeira categoria de analise busca
estimar a abundancia e proporcao relativa de isoformas de comprimento total usando dados de
short-reads de RNA-seq, por meio de um alinhamento com o genoma de referencia com as
short-reads, ou mesmo um transcritoma, e a partir de entdo estimar as abundancias de
isoformas de mRNA usando um algoritmo de maximizacdo de expectativas (TRAPNELL et
al., 2010; XING et al., 2006). A segunda categoria de analise descobre os eventos de splicing
alternativo através de dados de RNA-seq, onde as reads sdo alinhadas a éxons especificos ou
juncdes de splice sdo contadas. Dessa forma métodos estatisticos apropriados séo aplicados
como forma de andlise e é possivel quantificar e o splicing alternativo e detectar o splicing

diferencial entre condicGes bioldgicas diversas (KATZ et al., 2010)

1.3. Mecanismos de splicing e a diversidade bioldgica

Didaticamente, a informacéo contida no genoma € suficiente para a construcdo de uma
proteina vidvel para executar qualquer tarefa dentro de um organismo vivo. Esse processo
ocorre atraves da leitura e montagem de estruturas que vao apoiar a transcricdo de um cédigo
que sera lido e traduzido para virar entdo uma proteina funcional.

Esse processo ocorre de acordo com a necessidade do organismo por determinada
proteina. A polimerase Il é a responsavel por fazer a transcricdo do DNA que ja foi replicado
e moldado no DNA do genoma onde esta abrigado o gene que representa a receita da proteina
a ser produzida. Apos a transcricdo para RNA, essa fita Unica passa pelo processo conhecido

como splicing constitutivo. Esse processo consiste em eliminar as sequéncias de introns e
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aproximar as sequéncias de éxons que sdo justamente as funcionais. Apds esse processo, com
um mRNA maduro, ocorrera a traducdo dessa fita para uma proteina (AST, 2005).

Observando a reacdo imediata do organismo frente as mudancas no ambiente através
da transcricdo de alguns genes, remete a como a montagem desses genes ocorre, sendo 0
namero de genes inferior ao numero de transcritos conhecidos até entdo (CRAIG VENTER et
al., 2001). Para explicar esse fato, existe outro modo de processar as sequéncias, chamado de
splicing alternativo, que tem a funcdo de gerar transcritos, até entdo ndo anotados no genoma,
e torna-los funcionais como uma proteina (ou ndo) (PAI; LUCA, 2019). O que ocorre nesse
processo é nada mais do que o embaralhamento de sequéncias de introns e éxons com o
objetivo de gerar uma proteina final distinta da que foi originalmente lida pela polimerase 1.
Na verdade, sabe-se atualmente que quase todos os transcritos que passam pela leitura da
polimerase 11 sofrem splicing alternativo (PIOVESAN et al., 2019). Com isso, podemos
entender que o splicing alternativo esta diretamente ligado as condi¢des ao qual o organismo é
submetido e pode responder prontamente a essas alteracoes.

Os éxons em alguns mamiferos variam de 50 a 300 nucleotideos (BERGET, 1995)e
sdo cercados por introns que chegam a 3.500 nucleotideos(LONG; DEUTSCH, 1999). Um
macrocomplexo de mais de 100 proteinas efetoras e algumas moléculas de RNA (snRNAS)
chamado de spliceossomo é o responsavel por interagir com sequéncias especificas
localizadas nas fronteiras entre introns e éxons, os sitios de splicing. Essas extremidades sdo
extremamente conservadas nas extremidades GU (5°) e AG na (3°). E nesse ponto que ocorre
a separacdo dos introns dos éxons (CHAUDHARY et al., 2019; MATERA; WANG, 2014).

O spliceossomo é um complexo RNA-proteico altamente dindmico constituido por
cinco subunidades de ribonucleoproteinas (RNPs), U1, U2, U4, U5 e U6, além de outras
proteinas associadas. Estas subunidades spliceossdmicas sdo denominadas small nuclear
ribonucleoprotein (SnRNPs), e sua atividade é realizada pelo pareamento de bases entre 0s
RNASs que o constituem e as sequéncias das regides de ligacdo no pré-mRNA. O controle dos
eventos de splicing constitutivo e alternativo, realizado via spliceossomo, depende
diretamente dos eventos associados a regulacdo da sua montagem nos sitios de splicing
(MATERA; WANG, 2014). A figura 4a mostra elementos conservados de sequéncias de pré-
MRNA de metazoarios e leveduras. Os éxons em azul sdo separados por um intron em cinza.
Na imagem 3b observa-se o ciclo de montagem e desmontagem de introns do spliceossomo
principal.

A selecdo e o reconhecimento dos sitios de splicing pela maquinaria dos

spliceossomos sdo influenciados por sequéncias reguladoras denominadas elementos cis-
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acting, que atuam aumentando (enhancers) ou diminuindo (silencers) a fidelidade no processo
de splicing. Estes reguladores estdo presentes tanto em éxons quanto em introns, e suas
sequéncias atuam como regibes de ligacdo para fatores trans-acting. Estes ultimos sdo
proteinas reguladoras que atuam coordenando a interacdo dos snRNPs nos sitios de splicing
(JUAN; ROCA; ONG, 2014; WANG et al., 2015).

Dentre os muitos fatores trans-acting, as proteinas up-frameshift (UPF1-3),
descobertas inicialmente em Saccharomyces cerevisiae (CHANG; IMAM; WILKINSON,
2007), possuem papel relevante no controle de eventos de processamento alternativo. Atraves
de uma via significativamente conservada nos eucariotos, as proteinas UPFs atuam na
identificacdo e degradacdo de transcritos que apresentem um stop-codon prematuramente
inserido. Este importante mecanismo de regulacdo, conhecido como nonsense-mediated
mRNA-decay (NMD), funciona como um controle de qualidade, direcionando a degradagéo
mMRNAs erroneamente processados (LEWIS; GREEN; BRENNER, 2003). Vale ressaltar que
o0 controle da resposta ao estresse abidtico em plantas, também ja foi comprovado por splicing
alternativo (LALOUM; MARTIN; DUQUE, 2018).
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Figura 4. Representacdo do splicing de mRNA pelo spliceossomo.(WAHL; WILL; LUHRMANN, 2009)

Do ponto de vista da estrutura génica, o splicing alternativo se manifesta nos éxons

externos em quatro tipos de eventos Figura 5: (a) exclusdo e/ou inclusdo do éxon; (b)

extremidade 3 alternativa do éxon; (c) extremidade 5’ alternativa do éxon; (d) retencdo do

intron; (e) e (f) regides conhecidas como UTRs (Untranslated Regions) 5> 3°, que sdo

frequentemente encontradas, porém sdo dificeis de serem caracterizadas devido ao ruido nos

dados e a consequente dificuldade de localizacdo dos limites das sequéncias dos mesmos

(Florea, 2006).
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Splice Pattern Isoform 1: #\
Splice Pattern Isoform 2: #

Observed patterns Classification Abbreviation

Exon Skipping ES

Multiple Exon Skipping MES

Mutuallt Exclusive Exons MEE
Intron Retention IR
Alternative 5'splice site A5
Alternative 3'splice site A3

Alternative Transcription Start Site ATSS

Alternative Transcription Termination Site ATTS

Figura 5. Tipos de splicing alternativo. Exons s&o representados por caixas e introns, por linhas retas ou
segmentadas conectando éxons. Os padrfes de splice (a esquerda) observados de duas isoformas comparados
conforme indicado pela cor dos padrdes de emenda. A classificacdo correspondente do evento (coluna média) e a
abreviatura utilizada (coluna a direita). (Extraido de VITTING-SEERUP; SANDELIN, [s. d.]).

Apos a remocdo dos introns, 0s éxons sao realinhados em diversas posi¢coes distintas
da que originalmente estavam originando varios mMRNAs maduros no processo seguinte. Para
executar essa funcdo os organismos contam com as proteinas Reguladoras de Splicing (SR-
splicing regulators) que se ligam dentro dos éxons em regibes chamadas ESEs, Exonic
Splicing Enhancers para recrutar SnRNA que por sua vez vai favorecer a inclusdo desse éxon
no mMRNA maduro (Fu, 1995).

Além dos padrdes basicos de splicing alternativo, sdo descritos padrdes complexos
desse mecanismo alternativo envolvendo escolhas éxons ou locais de ligacdo, conforme
exemplificados na Figura 6.

Os sitios de splicing mais essenciais dentro do pré-mRNA sdo os 50SS, 30SS, o sitio
de ramificagdo A e o trato de polipirimidina (Y(n)). Os sitios 50 e 30 conservam 0s

dinucleotidios GU e AG como o primeiro e os dois ultimos nucleotideos do introns, nessa
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ordem. Tanto o 30SS quanto o trato de polipirimidina sdo reconhecidos pelo conjunto de
proteinas U2AF. ESEs, ESSs, intensificadores de splicing intrénicos (ISESs) e silenciadores de
splicing intronicos (ISSs) sdo motivos reguladores cis prée-mRNA que recrutam outras
proteinas de ligacdo a0 RNA (SR e hnRNP) para regular a ligacdo por meio alternativo
(PARK et al., 2018) (Figura 6b).

a Complex alternative splicing patterns

Exon 583 Intron 388 Exon 5'88 Intron 388 Exon

Figura 6. Os retdngulos em azul escuro representam éxons com splicing constitutivo. Os vermelhos, azul claros
e verdes representam splicing alternativo. (a) padrdes de splicing alternativo; (b) O splicing alternativo mostra a
extensa rede de relacOes proteina-RNA que regula essa interacéo envolvendo elementos cis dentro do pré-mRNA
e fatores de acdo trans que se ligam a esses elementos cis. (Adaptado de Park et al., 2018).

O trabalho de Ehrlich e colaboradores (2019) explora a ocorréncia de eventos de
splicing alternativo no gene Krtl0, que codifica para uma queratina epidérmica, em
mamiferos terrestres e aquaticos. Sabe-se que a queratina € componente central do
citoesqueleto que compde a epiderme dos mamiferos e é essencial auxiliando a formacéo de
uma barreira contra 0 meio exterior. O trabalho evidencia duas isoformas do gene Krtl0 em
mamiferos terrestres. Nos mamiferos aquaticos investigados, este gene ndo esté inteiro, exceto
no peixe-boi. Neste ultimo, um ortélogo de Krt10 foi identificado possuindo, no entanto, o
quadro de leitura interrompido, sugerindo que Krtl0 ndo codifica para uma queratina
completa e funcional. Os dados sugerem que a histdria evolutiva do gene Krtl0 envolveu o

surgimento de um padrdo de splicing alternativo tnico em mamiferos.
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Dessa forma esse mecanismo € de extrema importdncia dentro da maquinaria
bioldgica adaptativa do organismo. Revelado por estudos envolvendo RNA-seq e adaptacbes
ligadas ao splicing alternativo, Ehrlich e colaboradores concluem que ha uma diversificacéo
evolutiva do citoesqueleto epidérmico em mamiferos e sugerem uma substituicdo completa
das proteinas epidérmicas quantitativamente predominantes de mamiferos terrestres por
queratinas originalmente induzidas por estresse em cetaceos (EHRLICH et al., 2019). Tudo
iSso mostra que através do splicing alternativo possa haver um start evolutivo para mudancas
definitivas no modo com que o organismo expressa suas caracteristicas (LAZENSKY et al.,
2020; PALUSA; ALI; REDDY, 2007). Apesar de alguns estudos sugerirem que a medida que
0 numero de eventos de splicing alternativo detectados em estudo de sequenciamentos de
larga escala continua a aumentar, argumenta-se que apenas uma pequena fracdo dessas
variantes sdo reguladas, traduzidas ou tém importancia funcional (TRESS; ABASCAL,;
VALENCIA, 2017). Os autores do estudo ainda, afirmam que a maioria dos éxons envolvidos
no processo alternativo estdo &4 de forma neutra, 0 que sugeriria que a maioria dos eventos
alternativos ndo resultaria em inovagdes evolutivas. Obviamente que os autores dos estudos
também concordam que os dados podem estar subrepresentados por falhas nas proprias
técnicas envolvidas (BLENCOWE, 2017).

1.4. Splicing alternativo e resposta imune

A resposta imune de um individuo esta diretamente ligada ao ambiente e a como esse
individuo dispbe sua maquinaria celular para reagir a um tipo de infeccdo. Com a descoberta
de que efetivas mudancas no mecanismo de splicing constitutivo ocorriam de acordo com
estimulos externos que o organismo sofria, conscientizou-se de que havia uma possibilidade
de mudanca de funcdo dos linfécitos e de outras células de defesa no processo de resposta
imune. Esse mecanismo ocorre através da ativacdo e desativacdo das celulas efetoras do
sistema imune por proteinas codificadas através de splicing alternativo (MARTINEZ;
LYNCH, 2013).

H& uma cascata propria para o desencadeamento da resposta imune inata alternativa.
As celulas imunes diferenciadas identificam componentes evolutivamente conservados que
S80 expressos por patdgenos por meio de receptores de reconhecimento desses padrdes
conservados. Com o reconhecimento feito, a proteina MyD88 atua como um adaptador para
receber e conectar os sinais recebidos de fora e os sinais que passardo para o interior celular.
O controle de complexos de splicing SF3A e SF3B entram em ac¢do controlando o splicing

alternativo, entdo o geneMyD88 produz uma isoforma de cadeia longa MyD88L e uma curta
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MyD88S que vao atuar na ativagdo e inibi¢do da imunidade inata de células imunes inatas,
sendo reguladas pelo receptor Toll-like(DE ARRAS; ALPER, 2013; PIZZOLLA et al., 2017).
Apobs a ativacdo, sdo desencadeadas outras cascatas de ativacdo de sinalizacdo intracelular
para conduzir a expressao de molecular pré-inflamatorias, interferons (IFN), interleucinas
(IL) e quiomicinas, agentes envolvidos na depuragdo de antigenos (SU; HUANG, 2021).

N&o obstante a imunidade inata, a imunidade humoral também é parcialmente
perpassada por eventos de splicing alternativo. O responsavel por produzir os anticorpos que
sdo os principais mediadores da resposta humoral sdo os linfécitos B, que apds a sua
maturagéo, tem como primeiro produto a imunoglobulina IgM, seguida pela 1gG, IgE e IgA,
produtos resultantes do gene imutdvel da imunoglobulina ap6s sua ativacdo. Porém, a
transicdo de IgM para IgD é obtida através de splicing alternativo de um transcrito de mRNA
primario de um gene de cadeia pesada de Ig, IGH (MAKI et al., 1981; ZHANG; SAXON;
MAX, 1992).

A proteina nuclear de ligacdo ao RNA, chamada de HuR, € conhecida por
desempenhar um papel no splicing do mRNA bem como na exportacao nuclear. A caréncia de
HuR em células B, prejudica a proliferacdo e diferenciacdo de linfocitos B, controlando o
splicing de centenas de genes incluindo também a troca de classes de anticorpos IgM para
IgD(DIAZ-MUNOZ et al., 2015).

Algumas tirosinas kinases ja foram identificadas sendo reguladas por splicing
alternativo em células T, e, pelo menos duas isoformas de cada uma ja foram identificadas,
com pelo menos uma delas sinalizando essa célula T em humanos. O mesmo acontece com
citosinas e interleucinas (LYNCH, 2004). Em analise global utilizando microarray,
pesquisadores mostraram atraves de suas analises que a regulacdo por splicing alternativo
altera a expressao génica frente a estimulacdo das células T e pode ser tdo comum quanto a
expressdo comumente regulada (IP et al., 2007). Todos esses elementos estdo relacionados
com a sinalizacdo celular para o inicio ou intermédio da resposta imune do organismo frente a
um ataque(LYNCH, 2004) (Martinez and Lynch, 2013). Atualmente, algumas proteinas tém
sido estudadas como supostas reguladores do proprio mecanismo de splicing alternativo, que
¢ o caso da Tristetrapolina, que desestabiliza os mRNA alvo em sua parte 3°-UTR e mostra
ser um potencial gene transcritora e reguladora de splicing alternativo na auséncia de estimulo
externo, segundo demonstrado em ensaios in vitro (TU et al., 2019).

O splicing alternativo e as isoformas geradas por ele mostra-se atuante no processo de
resposta imune contra virus, que através da translocacdo de dois fatores reguladores de

interferon (IRF3 e IRF7) até o nucleo, levam a transcri¢cdo e producao dos tipos | e Il de
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mRNAs de interferons (IFN). Apds a fosforilagdo desses interferons, dar-se-4 inicio a uma
cascada de eventos que culminardo em um estado celular antiviral Esse estudo anteriormente
citado foca exatamente na revisédo de como o hospedeiro se comporta com eventos de splicing
alternativo na regulagdo da resposta durante uma infecgdo viral. Os autores discutem ainda
que o0s eventos regulatérios descobertos sobre splicing alternativo parecem modular
negativamente a resposta antiviral, implicando assim em defeitos na regulacdo pos-
transcricional da resposta imune inata antiviral, que, por sua vez, resultariam em
autoimunidade e condi¢des inflamatérias patoldgicas. (LIAO; GARCIA-BLANCO, 2021).

O meio ambiente ao redor e 0s mecanismos de splicing alternativo tem efeito matuo
um sobre o outro, ambos estdo dentro de uma espécie de corrida “armamentista” para Se
adequar aos ataques sofridos. Na pandemia de COVID-19, causada pelo virus SARS-CoV-2,
pesquisadores revelaram que a proteina NSP16 do virus se liga aos fatores de splicing Ul e
U2 em humanos, causando uma supressao de splicing de mRNA geral nas células infectadas
com o virus. Mecanismo usado supostamente para prevenir a reacdo das células com algum
tipo de sinalizacdo ou defesa guiadas por ativacdo dos mecanismos de splicing alternativo
(BANERJEE et al., 2020).

Com o intuito de dificultar ou mesmo impedir a entrada do virus na célula hospedeira,
pesquisadores trabalharam na modulagédo preventiva do splicing alternativo do pré RNA de
ACE2, codificando o receptor da célula para o virus, excluindo dominios necessarios para a
entrada do virus na célula hospedeira mantendo ainda as fungdes vitais de dominio de ACE2
para 0 bom funcionamento celular. ACE2 é uma enzima responsavel pela conversdao de
angiotensina 2 e desempenha papel fundamental na manutencdo do equilibrio do sistema
renina-angiotensina e também serve de porta entrada para o virus SARS-CoV-2 (REHMAN;
TABISH, 2020).

Extensas revisdes sobre abordagens computacionais e experimentais sdo descritas em
uma revisdo recente feita por Park e colaboradores (2018), falando das tecnologias recentes
gue dominam as analises no campo da genética dos transcritos e seus processos, bem como os
tipos de analises que estdo sendo utilizadas para caracterizar essa sumaria de dados obtidos
em larga escala.

Tendo em vista a emergente necessidade de aprofundar o entendimento a respeito dos
eventos associados ao processamento alternativo de pré-mRNAs, dada a complexidade das
informacdes inseridas neste mecanismo regulatorio pos-transcricional, e a disponibilidade do
transcritoma do peixe-boi da Flérida avaliamos a ocorréncia de eventos de splicing alternativo

em peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris. Nossas analises tiveram como
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foco (i) a identificacdo de eventos de splicing alternativo no peixe-boi e (ii) a quantificacdo

destes eventos exclusivamente em genes associados a resposta imune.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo geral

Identificar in silico a ocorréncia de eventos de processamento alternativo de genes de
peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris em resposta ao efeito de toxinas da

maré vermelha.

2.2. Estratégias

= Reanalisar os dados do transcritoma selecionando os genes diferencialmente expressos
em resposta ao evento de maré vermelha.

= |dentificar variantes de splicing alternativo no transcritoma do peixe-boi da Flérida
por metodologia in silico.

= Verificar se as variantes de splicing estavam diferencialmente expressas em resposta
ao evento de maré vermelha.

= Selecionar genes relacionados ao sistema imune que sofreram processamento

alternativo.
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3. MATERIAL E METODOS

Os dados brutos utilizados neste trabalho estdo disponiveis no NCBI (GEO
#GSE86792) e foram publicados por Lazensky e colaboradores (LAZENSKY et al., 2020).

3.1. Amostras e sequenciamento

Amostras de plaquetas da camada leucoplaquetaria de peixes-boi foram obtidas de
dois grupos: apds evento de maré vermelha florescer no sudoeste da Florida (n = 4) e um
grupo controle (n = 7) composto por peixes-boi amostrados em trés locais ndo impactados
pelo evento de maré vermelha (LAZENSKY et al., 2020). Os RNAs obtidos foram utilizados
em sequenciamento (RNA-seq) e analisados quanto a transcricdo génica. A Tabela 2
apresenta dados gerais sobre data de coleta e condi¢cdo de saide dos animais avaliados. A
selecdo dos peixes-boi incluidos no grupo controle foi feita com base nos valores da proteina
de fase aguda amiloide A (SAA) seérica, indicador mais confiavel de inflamagdo ou doenca em
peixes-boi (HARR et al., 2006). As medi¢cdes de SAA foram realizadas em soro de peixe-boi

(CRAY et al., 2013) sendo considerado <50 mg/L; exceto para uma amostra.

Tabela 2. Identificacdo de peixes-boi da Flérida usados no estudo RNA-seq (Lazensky et al., 2020).

Same Serum
Group . Collection Manatee Amyloid A
Name  Collecion Date  Indetifier/Study ID Gender SAA)* Health Notes
Site
(mg/L)
Red ZooTampa 3/13/2013  RSW 1307 (16) M _ Brevetoxins 4
Tide ng/mi
2/28/2013 RSW1310(17) M i Brevetoxins,
notmeasured
11/06/2012 103030 (13) M ) Brevetoxins
9ng/ml
02/01/2013 103054 (14) F ) Brevetoxins
4ng/nl
control S 190042013 ccR1z-141) 0 M 18.96 Excellent
River, FL condition
12/04/2013  CCR13-19 (7) M 2518 Excellent
condition
12/03/2013 CCRI3-10(10) M 3063  Ccxeellent
condition
12/042013 CCR13-21(11) M 1772 Cxeellent
condition
oty Excellent
country, 12/10/2013 CBC-13-05(9) M 16.77 Il
FL condition
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Excellent/High

12/10/2013 CBC-13-02(12) M 73.98 SAA
ZooTampa 6/21/2014 103150 (8) F ] Pneg;::ma

*.SAA values were considered high if they were out of the 'normal’ range of 0-50 mg/L; SAA
values were not collected for manatees at ZooTampa.

3.2. Reanalise dos dados do transcritoma

Os dados brutos do RNA-seq depositados foram reanalisados utilizando o genoma do
peixe-boi TriManLat1.0 sequenciado pelo Broad Institute (acesso no NCBI por
AHINO00000000). O controle de qualidade foi realizado por meio do pacote Trimmomatic
v.0.36 (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Foi utilizado o pacote HISAT2 (2.0.0) (KIM;
LANGMEAD; SALZBERG, 2015)para alinhamento das reads com o genoma de referéncia.
Os alinhamentos foram filtrados utilizando o pacote SAMtools (LI et al., 2009), retendo
apenas leituras devidamente emparelhadas. Os alinhamentos lidos foram processados
utilizando o pacote Cufflinks v2.2.0 (TRAPNELL et al., 2010) para a montagem das reads
obtidas em transcritos. Este programa estimou a abundancia e procedeu a avaliacdo de
diferencial de expressdo nas amostras expostas ao evento de maré vermelha em comparagédo
aos organismos controle.

Cufflinks utiliza o método de montagem de transcritos baseada em anotacdo de
referéncia (RABT) (ROBERTS et al., 2011) estruturando os dados contra uma anotacdo de
referéncia conhecida com o intuito de identificar a ocorréncia de novos transcritos. A
abundancia de transcritos foi medida em Fragmentos por Quilobase de éxon por Milhdo de
Fragmentos mapeados (FPKM - Fragments Per Kilobase of transcript per Million fragments
mapped). Para cada biblioteca foi gerado um arquivo com a extensdo ".bam", contendo todas
as reads que se alinharam ao genoma de referéncia de todas as amostras. Cufflinks foi

executado utilizando os parametros padréo.

3.3. Comparacao com anotacao de referéncia e analise diferencial

Uma vez concluida a montagem das reads em transcritos os arquivos gerados foram
utilizados como entrada para o Cuffcompare. A ferramenta Cuffcompare confronta a
montagem realizada com transcritos conhecidos de diferentes organismos, explorando
diferentes bibliotecas de RNA-seq; também avalia a qualidade da montagem. Foram
comparadas as bibliotecas dos animais controle contra as bibliotecas de animais sob efeito do

evento da maré vermelha (grupo teste).
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O arquivo gerado pelo Cuffcompare serviu de entrada para uso do Cuffdiff, para
identificacdo de transcritos diferencialmente expressos comparando 0s dois grupos de
amostras. Esta ferramenta assume que os dados apresentam distribuicdo normal, ou seja, o
nimero de leituras produzidas por cada transcrito é proporcional a sua abundancia.
Cuffcompare e Cuffdiff foram executados empregando parametros padrdo, partindo do
genoma de peixe-boi TriManLat1.0 como referéncia.

3.4. Analises de enriguecimento funcional

Com os resultados obtidos foi gerada uma tabela contendo os genes diferencialmente
expressos (GDE), considerando um valor de p <0,05 e valores de p ajustados (FDR<0,05).
Um critério de exclusdo de 4 vezes (log2 fold change > 2 ou <—2) foi aplicado como limiar de
expressdao. Um total de 1.429 genes diferencialmente expressos foi identificado. A anotagéo
funcional dos GDEs foi realizada de acordo com GO (BLAKE; HARRIS, 2008). O genoma
de Homo sapiens foi utilizado como referéncia.

A ferramenta ShinyGO v0.76 (GE et al., 2020) foi utilizada para estruturar
graficamente os dados de enriquecimento e para verificacdo das vias metabdlicas moduladas
em resposta ao evento da maré vermelha. A anotagdo das vias metabolicas foi realizada com
base no Kegg (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Orthology (KANEHISA; GOTO,
2000). Foram utilizados os parametros padrao das ferramentas ShinyGO e Kegg Orthology e

0 genoma de Homo sapiens como referéncia para a anotagéo.

3.5. Avaliacéo da ocorréncia de eventos de processamento alternativo

Os arquivos de saida do Cuffdiff foram utilizados também para identificar eventos de
processamento alternativo de genes. Para cada transcrito primario é feita a quantificacdo de
isoformas alternativas detectadas, ou seja, quanto splicing diferencial existe entre as isoformas
processadas a partir de um Unico transcrito primario. As isoformas diferencialmente expressas
foram identificadas usando um p valor ajustado de 0,05. Foi utilizado critério de exclusdo de 4
vezes (log2 fold change > 2 ou <—2) como limiar para 0s genes processados de forma
alternativa.

No total, 852 regides apresentando possiveis ocorréncias de eventos de processamento
alternativo foram identificadas, em 234 genes. Para anotacdo das regibes gendmicas
identificadas como processadas alternativamente foram recuperadas as sequéncias do genoma
de Trichechus manatus latirostris, disponivel no NCBI GenBank (AHIN00000000) por meio
do mddulo getfasta do programa BEDTools v2.30(QUINLAN; HALL, 2010). A anotacdo dos
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genes presentes nas regides processadas alternativamente foi realizada por meio de
alinhamento BLASTXx utilizando o NR database do NCBI.

Realizou-se anotagdo funcional de acordo com GO (BLAKE; HARRIS, 2008)
utilizando Homo sapiens como genoma de referéncia. A ferramenta ShinyGO (GE et al.,
2020) foi utilizada para estruturar graficamente os dados de enriquecimento e para verificagdo
dos efeitos do evento da maré vermelha sobre o processamento alternativo em vias
metabdlicas. A anotacdo das vias metabdlicas foi realizada com base no Kegg Orthology
(KANEHISA; GOTO, 2000). Foram utilizados os parametros padrdo das ferramentas
ShinyGO e Kegg Orthology.

3.6. Analise funcional de isoformas alternativas

Foi aplicada a ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR (v1.16.0) para agrupar 0s eventos
de processamento alternativo por tipos especificos de splicing (Vitting-Seerup and Sandelin,
2019). Oito categorias de eventos de splicing s@o caracterizadas utilizando este pipeline,
incluindo éxon skipping (ES - uso alternativo de éxon), alternative 5 splice sites (A5 - sitios
doadores [5°] alternativos), alternative 3" splice sites (A3 - sitios aceptores [3’] alternativos),
intron retention (IR - retencdo de intron), mutually exclusive éxons (MEE - éxons mutuamente
excludentes), multiple éxon skipping (MES - salto de varios éxons), alternative transcription
start sites (ATSS - sitio alternativo de inicio da transcricdo) e alternative transcription
termination sites (A TTS - sitio alternativo de terminacdo da transcricdo), conforme
representado na Error! Reference source not found..

Foram utilizados os parametros padrdo da ferramenta (p-value = 0.05). As analises
partiram de arquivos GTF (Gene Transfer Format) gerados com a plataforma Cufflinks. Por
este pipeline, testes de enriquecimento sdo realizados via prop.test em ambiente R e as
comparacgdes de enriquecimentos sdo feitas com fisher.test. Os valores de p sdo corrigidos
para testes maltiplos usando o esquema de Benjamin-Hochberg e um FDR < 0,05 ¢
considerado significativo (VITTING-SEERUP; SANDELIN, [s.d.]).
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Splice Pattern Isoform 1: #™
Splice Pattern Isoform 2: #™

Observed patterns Classification Abbreviation

Exon Skipping ES

Multiple Exon Skipping MES

Mutuallt Exclusive Exons MEE
Intron Retention IR
Alternative 5' splice site A5
Alternative 3' splice site A3

Alternative Transcription Start Site ATSS

Alternative Transcription Termination Site ATTS

Figura 7. Os padr6es de splicing observados entre duas isoformas, de forma comparativa, estdo indicados por
cores, para cada padrdo de processamento na coluna a esquerda. A denominacgdo correspondente ao evento esta
indicada na coluna do meio e a abreviatura utilizada, na coluna a direita (inspirada nos resultados de (VITTING-
SEERUP et al., 2014)obtida em (VITTING-SEERUP; SANDEL IN, [s. d.]).
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4. RESULTADOS

4.1. Avaliacdo da modulacédo da expressdo génica em peixes-boi em resposta ao

evento de maré vermelha

Uma reanalise das sequéncias depositadas no banco de dados de acesso publico (GEO
#GSEB6792) foi feita para se obter os arquivos de entrada necessarios para 0s programas de
analise da ocorréncia de eventos de splicing alternativo. Conforme o corte estabelecido (log2
fold change > 2 ou <—2) obtivemos 1429 genes diferencialmente expressos, estando 185
induzidos e 1244 reprimidos em resposta ao evento de maré vermelha, comparado aos
animais controle. Procedemos a identificacdo dos grupos enriquecidos por categorizacdo
funcional excluindo-se 0s genes associados a resposta imune — explorados previamente por
Lazensky e colaboradores (2020). As principais categorias identificadas por quantidade de
genes estdo indicadas na Error! Reference source not found.8.
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Figura 8. Categorizagao funcional dos genes diferencialmente expressos de acordo com o0 Gene Ontology (GO),
excluindo as categorias nominalmente relacionadas ao sistema imune de peixes-boi.
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Foram selecionados os 10 principais grupos segundo a categorizacdo do GO para
avaliacdo do perfil de modulacdo (quantificagdo dos genes induzidos e reprimidos) em
resposta ao evento de maré vermelha, considerando os dados de expressédo relativa dos genes
(Error! Reference source not found.). Os principais grupos enriquecidos estdo associados a
transporte transmembrana, sinalizacdo celular e ao processo de formacdo e diferenciacdo de

novos neurdnios.

Generation of neurons
homeostatic process
Cell adhesion
Locomotion
Biological adhesion
Neurogenesis

lon transport

Regulation of transport
Cell-cell signaling

Intrinsic component of plasma membrane

M reprimidos M induzidos

Figura 9. Perfil de modulacdo dos principais grupos enriquecidos na categorizacdo funcional em resposta ao
evento de maré vermelha.

Dentre os genes diferencialmente expressos, 0s 20 mais induzidos e reprimidos com p-
valor ajustados estdo listados nas Tabelas 3 e 4, respectivamente. O gene mais induzido
apresenta modulacdo cerca de 44 vezes maior (log2 > 5.48) no grupo de individuos expostos a
brevetoxina em comparacdo ao grupo controle (Tabela 3) e corresponde a subunidade B do
complexo de proteina adaptadora (AP), que atua selecionando a carga para inclusdo em
vesiculas revestidas de clatrina nas vias secretoras e endociticas tardias. AP-1 é especifico

para o trafego entre a face trans do complexo de Golgi e endossomos (PARK; GUO, 2014).

Tabela 3. Vinte genes mais induzidos em peixes-boi em resposta ao evento de maré vermelha.

GenBank ID Gene Product pval Padj log2 Fold Change
XM_004387605  A0aPtOr geet':tf‘é :Frgtéil") Complex 1 0.051783161  0.308307212 5485243503
XM_004380199 ggﬁgﬂ‘;‘;ﬁgg‘;‘ff;gm/ hydrogen 0086747372 0.40470638 4684458869
XM_004379435 nuclear transcription factor Y, alpha 0.211316321  0.595622758 4612754353
XM_004372135 Zinc Finger Protein 618 (ZNF618) 0.277600084 ~  0.670658995 4344323337
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XM_004377354

XM_004378916
XM_004387341
XM_004383315

XM_004376693

XM_004380925
XM_004383019
XM_004374246

XM_004389843
XM_004387367

XM_004389504

XM_004390099
XM_004376911

XM_004389447
XM_004378794
XM_004381059

oxysterol binding protein-like 10
(OSBPL10)

Neurofibromatosis type 2 (NF2)
endoplasmic reticulum protein 27

Albumin

Ankyrin Repeat And SOCS Box
Containing 2 (ASB2)

iduronate 2-sulfatase
U-Box Domain Containing 5 (UBOX5)

Myosin Light Chain 4 (MYL4)

Peroxisome Proliferator Activated
Receptor Delta (PPARD)

Protein Tyrosine Phosphatase 4A3
(PTP4A3)

Proteasome 26S Subunit, Non-ATPase 1
(PSMD1)

septin 5 (SEPT5)

Lysine Demethylase 6A (KDM6A)

Down syndrome critical region gene 3
(DSCR3)

transmembrane protein 56-like

Spermatogenesis Associated 24
(SPATA24)

0.303565198

0.337424603
0.151920802
0.434469518

0.428480376

0.063654562
0.423597209
0.439998468

0.057321054

0.279085723

0.330572042

0.141301394
0.571654115

0.144253604
1.42E-07
0.523816695

0.692296379

0.723684447
0.523567862
0.794473319

0.790337013

0.344049066
0.786986025
0.797635288

0.326634685

0.670693053

0.717573914

0.506338964
0.888053106

0.511216222
3.55E-05
0.859854357

4.279445851

4.178720059
4.178205228
4.131689995

4.066447213

4.065490326
4.000956806
3.989850007

3.825369686

3.668788383

3.664086036

3.622276261
3.569438309

3.567228152
3.529461311
3.517052552

Dentre os genes mais reprimidos (Tabela 4), os mais significativamente regulados

negativamente apresenta repressdo com uma alteracéo de log(2) <-9.33 vezes (alteracdo >635

vezes), demonstrando uma regulacdo negativa da expressdao génica mais expressiva em

relacdo a regulacéo positiva.

Tabela 4. Vinte genes mais reprimidos em peixes-boi em resposta ao evento de maré vermelha.

GenBank ID Gene Product pval Padj log2 Fold Change

XM_004377510 Interleukin 6 (IL6) 7.03E-09 2.59E-06 -9.311017857
GRP1 (general receptor for

XM_004388387 phosphoinositides 1)-associated scaffold ~ 9-92E-10 4.79E-07 -7.482086875
protein

XM_004388863 Interleukin 1 alpha (ILLA) 1.84E-07 4.39E-05 -7.105210494
Transient Receptor Potential Cation

XM_004379783 Channel Subfamily C Member 5 0.053886951 0.314787806 -6.568439466
(TRPC5)

XM_004385437 C-C Motif Chemokine Ligand 4 (CCL4) 1.11E-20 3.00E-17 -6.449817076
Heparin Binding EGF Like Growth ) ] )

XM_004381068 Factor (HBEGF) 3.09E-12 2.52E-09 6.417384236

XM_004379317 Neurotrimin (NTM) 0.062883767 0.342517983 -6.119373098

XM_004389417 E“h;’fjgé; oligomeric mucus/gel-forming g gq g 2.73E-05 -6.065153049
Hydroxysteroid 17-Beta Dehydrogenase )

XM_004390150 11 (HSD17B11) 0.053253375 0.312938246 5.989294709
MAM and LDL-receptor class A

XM_004380576 domain-containing protein C100rf112- 0.059807043 0.334966756 -5.973076767
like

XM_004381346 gydrOXyStem'd (17-beta) dehydrogenase 117688648 0468447701  -5.948492477

XM_004390077 Tolloid Like 1 (TLL1) 0.05584191 0.321488144 5920563445

XM_004383716 FOS Like 1, AP-1 Transcription Factor 076099047 0.375664682 -5.912286486

Subunit (FOSL1)

29



XM_004388025 G Protein-Coupled Receptor 61 0.056776531 0.324289627 -5.894119551

(GPR61)

family with sequence similarity 184, 0.058349261 0.329872459 )
XM_004375166 member B (FAM1848) 5.873953535
XM_004389648 Frizzled Class Receptor 1 (FZD1) 0.073885962  0.371304085 -5.840214134

Solute Carrier Family 6 Member 14 0.205838327 0.589362136 }
XM_004379795 (SLCOALA) 7.79379269
XM_004391243 protocadherin alpha 5 (PCDHAS5) 0.05333722 0.312953067 -6.74811876
XM_004372319 (Eé‘flﬁé;*omeosms's Associated 0.165530745  0.547147522 596604175
XM_004390914 olfactory receptor 6C75-like 0.063585412  0.344049066 -5.87534205

Foi feita uma andlise de enriquecimento de vias metabOlicas com o0s genes
diferencialmente expressos utilizando o banco de dados Kegg ontology, apresentando de
forma agrupada as principais funcdes bioldgicas realizadas pelos genes diferencialmente

expressos (Error! Reference source not found.).

Cell-cell signaling

Circulatory system development =

Cation transport =

Neuron development =

Neuron differentiation = _Iog‘l O(FDR)
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Regulation of transport = * N Of Genes
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Cell development = ® e 150
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Regulation of localization = ® ® 250

Cell surface receptor signaling pathway =

Cell differentiation =
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Figura 10. Inferéncia de vias metabolicas moduladas em reposta ao evento de maré vermelha em peixes-boi.

Dentre as principais vias moduladas, destacamos duas de grande relevancia no
contexto de sinalizacdo molecular: o sistema de sinalizacdo das proteinas quinase ativada por
mitogeno (MAP) quinases (MAPK, mitogen-activated protein kinase) (Error! Reference
source not found.) e a via de sinalizacio Wnt (NISHINA, 2004; ZHANG; LIU,
2002)(Error! Reference source not found.). Dentro da via das MAP quinases tanto a via
classica quanto a via das proteinas quinases ativadas por estresse (SAPK/Jun N-terminais
quinases - JNK) estdo moduladas, possivelmente afetando processos moleculares como

diferenciagdo e proliferacdo celular, inflamagdo e apoptose. As duas vias estdo
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interconectadas e a via das MAP quinases modula a via de sinalizagdo Wnt: a via Wnt/Ca2+

estimula o aumento intracelular de Ca2+ através da ativacdo de proteinas quinase. Na via de

sinalizacdo Wnt ha modulacdo diferencial das vias Wnt/B-catenina ou via Wnt “candnica” €

das vias Wnt “ndo-candnicas” da polaridade celular planar (PCP) e Wnt-célcio (Wnt/Ca2+).
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Figura 11. Modulagdo da via de sinalizagdo das proteinas quinase ativada por mitdgeno (MAP) quinases em
peixes-boi em resposta ao evento de maré vermelha. Em verde estdo indicados os genes reprimidos nas
condicdes experimentais. Em vermelho, os genes induzidos nas condicdes experimentais. A analise resulta do
enriquecimento de vias metabolicas com os genes diferencialmente expressos utilizando o banco de dados Kegg

ontology.
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Figura 12.Modulac¢do da via de sinalizagcdo Whnt can6nica e ndo candnica em peixes-boi em resposta ao evento
de mare vermelha. Em verde estdo indicados os genes reprimidos nas condi¢es experimentais. Em vermelho, 0s
genes induzidos nas condicOes experimentais. A andlise resulta do enriquecimento de vias metabolicas com os
genes diferencialmente expressos utilizando o banco de dados Kegg ontology.

4.2. Avaliacdo da ocorréncia de eventos de splicing alternativo em peixes-boi da

subespécie Trichechus manatus latirostris

A primeira avaliacdo da ocorréncia de eventos de processamento alternativo de genes
nos dados de peixes-boi foi feita utilizando o pacote Cufflinks. Este pacote permite tanto a
avaliacdo de processamento diferencial como a verificacdo de eventos de splicing. O Cufflinks
precisa dos transcritos alinhados, com a identificacdo dos sitios de splice e cobertura de
éxons, para construir as regides contendo transcritos. A identificacdo de juncbes de splice e
uso diferencial de isoformas foi executada partindo do arquivo de expressdo diferencial, tendo
sido aplicadas as ferramentas cuffmerge, para criar um Unico arquivo transcritos .gtf e, em
sequida, o cuffdiff, que efetivamente compara numericamente a ocorréncia de transcritos de
MRNA em experimentos de RNA-seq e estabelece quais genes estdo sendo processados

diferencialmente ou estdo passando por outros tipos de regulacdo em nivel de isoforma. O
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Cuffdiff assume que o nimero de leituras produzidas individualmente, por transcrito, é
proporcional a sua abundancia, apresentando distribuicdo normal.

O pacote Cufflinks néo identifica, no entanto, o tipo de processamento ocorrido em
cada gene identificado. Para tanto, executamos a ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR, que
agrupou os eventos de processamento alternativo por tipos especificos de splicing. Por meio
do uso desta ferramenta é possivel estabelecer se 0s eventos de processamento pertencem a

um dos oito tipos indicados na Error! Reference source not found.:

4.2.1. Padrdes de splicing alternativo obtidos utilizando o pipeline Cufflinks

Foram identificadas 852 regides do genoma sendo processadas de forma alternativa.
Destas, 534 estdo anotadas segundo as analises realizadas por BLAST; 147 foram
caracterizadas como proteinas hipotéticas. 47 regibes foram identificadas como néo
caracterizadas e outras 42 regides estdo ndo nomeadas. Estas observacdes sdo comparativas a
proteinas do banco de dados utilizado como referéncia. Apenas 82 dentre as regides com
possivel processamento alternativo nas condigdes experimentais ndo corresponderam a alvos
no genoma de referéncia. A ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) realiza
comparagdes entre sequéncias biologicas primarias e um banco de dados, retornando as

sequéncias mais similares e a respectiva significancia estatistica.

Sem alvo
10%

Proteinas
hipotéticas
17%

Proteinas nao-
nomeadas
59% Anotadas

63%

Proteinas nao-
caracterizadas
5%

Figura 13. Percentual relativo as regides anotadas a partir dos resultados de BLAST das regides gendmicas.

Dentre as principais atividades celulares relacionadas estdo atividades de transferase,
hidrolase e ligacdo de pequenas moléculas (Error! Reference source not found.).

Transferase sdo enzimas da classe EC (Enzyme Commission) 2 que catalisam a transferéncia
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de um grupos quimicos entre compostos, como por exemplo a transferéncia de grupos metil,
glicosil, acil entre um composto doador e um aceptor. Discutimos duas transferases
potencialmente sofrendo splicing alternativo: uma glicosiltransferase (EXT1) e uma
acetilgalactosaminiltransferase (GALNTLY5).

Hidrolases sdo enzimas classe EC 3 que utilizam &gua para quebrar ligacdes quimicas,
0 que normalmente resulta na divisdo de uma molécula maior em moléculas menores. Alguns
exemplos comuns de enzimas hidrolases sdo esterases incluindo lipases, fosfatases,
glicosidases, peptidases e nucleosidases. Aqui discutimos o potencial processamento
alternativo de trés hidrolases: uma endopeptidase (TFPI), uma GTPase (GIT2) e uma
metaloprotease (ADAM17). Estes resultados tém por base a anotacdo do genoma de
Trichechus manatus latirostris.
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Figura 14. Categorizacdo das principais funcdes atribuidas aos genes anotados por meio de alinhamento
utilizando a ferramenta BLASTx

Utilizando o genoma humano, foi feita a categorizacdo funcional dos genes
possivelmente sofrendo processamento alternativo. As analises do GO revelaram que as
principais categorias enriquecidas sdo resposta a estresse (processo bioldgico, GO:0006950);

regulacdo da resposta a estimulos (processo biologico, GO:0048583); membrana de organelas
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(componente celular, GO:0031090) e processos relacionados ao sistema imune (processo
bioldgico, GO:0002376).
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Figura 15. Categorizacdo funcional dos genes possivelmente sofrendo processamento alternativo em peixes-boi.

Avaliamos o niumero de genes que potencialmente sofrem processamento alternativo e
que estdo diferencialmente expressos e identificamos apenas 4 genes: o0 gene CXCR2, que
codifica para um receptor 2 de quimiocina (motivo C-X-C) e o0 gene HRH4, que codifica para
um receptor de histamina (H4) apresentam sua isoforma constitutiva induzida. O gene
NFKB1, que codifica pra o fator nuclear kappa § e 0 gene TRIB1 (Tribbles 1), que codifica
para um membro da familia de pseudoquinases apresentam a isoforma constitutiva reprimida

em resposta ao evento de maré vermelha.

4.2.1.1. Processamento alternativo de genes relacionados ao sistema imune de
peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris

A categorizacdo funcional identificou 53 genes associados ao sistema imune dos
peixes-boi apresentando processamento alternativo. Os genes sdo JARID2 (jumonji and AT-
rich interaction domain containing 2), POU2F2 (POU class 2 homeobox 2), APBBL1IP
(amyloid beta precursor protein binding family B member 1 interacting protein), BAGALT1
(beta-1,4-galactosyltransferase 1), TESC (tescalcin), FLT3LG (fms related receptor tyrosine
kinase 3 ligand), MKNK2 (MAPK interacting serine/threonine kinase 2), SIRPB1 (signal
regulatory protein beta 1), TLR8 (toll like receptor 8), CD33 (CD33 molecule), VSIR (V-set
immunoregulatory receptor), PPP3CB (protein phosphatase 3 catalytic subunit beta), NFKB1
(nuclear factor kappa B subunit 1), RIPOR2 (RHO family interacting cell polarization
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regulator 2), MAPK14 (mitogen-activated protein kinase 14), HAVCR1 (hepatitis A virus
cellular receptor 1), ID2 (inhibitor of DNA binding 2), CD2 (CD2 molecule), EXOSC9
(exosome component 9), CXCL6 (C-X-C motif chemokine ligand 6), CD68 (CD68 molecule),
NFATCL1 (nuclear factor of activated T cells 1), GCH1 (GTP cyclohydrolase 1), RAP1GAP2
(RAP1 GTPase activating protein 2), CASP9 (caspase 9), LMO2 (LIM domain only 2), TLR2
(toll like receptor 2), HERC5 (HECT and RLD domain containing E3 ubiquitin protein ligase
5), RAB20 (RAB20, member RAS oncogene family), S100A8 (S100 calcium binding protein
A8), PTPRJ (protein tyrosine phosphatase receptor type J), DSN1 (DSN1 component of
MIS12 kinetochore complex), ADAM17 (ADAM metallopeptidase domain 17), BCL2L11
(BCL2 like 11), PIK3AP1 (phosphoinositide-3-kinase adaptor protein 1), AZGP1 (alpha-2-
glycoprotein 1, zinc-binding), S100A9 (S100 calcium binding protein A9), PTX3 (pentraxin
3), PF4 (platelet factor 4), SLC9B2 (solute carrier family 9 member B2), RAB31 (RAB31,
member RAS oncogene family), STX8 (syntaxin 8), TRIBL1 (tribbles pseudokinase 1), PDE12
(phosphodiesterase 12), CXCR2 (C-X-C motif chemokine receptor 2), SETD2 (SET domain
containing 2, histone lysine methyltransferase), EXT1 (exostosin glycosyltransferase 1),
LRRK2 (leucine rich repeat kinase 2), ATG7 (autophagy related 7), CLEC6A (C-type lectin
domain containing 6A), NFAM1 (NFAT activating protein with ITAM motif 1), PTPRC
(protein tyrosine phosphatase receptor type C) e CCL5 (C-C motif chemokine ligand 5).

As analises do ontologia génica utilizando exclusivamente os genes associados a
resposta imune revelaram gque a maior parte dos genes associados a processos bioldgicos estéo
associados a sinalizacdo autdcrina (Error! Reference source not found.). As categorias de
componente celular (Error! Reference source not found.) e fungdo molecular (Error!

Reference source not found.) foram pouco enriquecidas.
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Figura 16. Principais categorias enriquecidas em processos bioldgicos (BP).
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Figura 17. Principais categorias enriquecidas em componente celular (CC).
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Figura 18. Principais categorias enriquecidas em fun¢do molecular (MF).

Foi feita uma analise de enriquecimento de vias metabGlicas com o0s genes
possivelmente processados de forma alternativa utilizando o banco de dados Kegg ontology.
De forma geral se destacam a atividade de transporte por vesiculas, biossintese de glicanos,
aléem do acumulo de transcritos rocessados de forma alternativa de geens relacionados a vias
classicas do sistema imune como receptores toll-like, interleucinas e fatores de necrose

tumoral (Error! Reference source not found.).
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SNARE interactions in vesicular transport =
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PD-L1 expression and PD-1 checkpoint pathway in cancer = ®
IL-17 signaling pathway = ®

Toll-like receptor signaling pathway =

T cell receptor signaling pathway =
C-type lectin receptor signaling pathway =
TNF signaling pathway =

LN I )

Toxoplasmosis =
Lipid and atherosclerosis =  =————
Hepatitis B = =——
Human cytomegalovirus infection =  =—————
Prion disease = =——_
MAPK signaling pathway = =———

0 3 6
Fold Enrichment

N. of Genes
3

00000 o -
[{o I e« I NN > B4 ) I =N

-log10(FDR)
B
Bis

B is
| W

Figura 19. Genes processados de forma alternativa avaliados utilizando a ferramenta Kegg ontology.

Avaliando as principais vias moduladas, destacamos que houve acimulo de transcritos

das isoformas alternativamente processadas para trés importantes vias relacionadas ao sistema

imune: a via de sinalizacdo TNF (Error! Reference source not found.), IL-17 (Error!

Reference source not found.) e a via de receptores Toll-like (Error! Reference source not

found.).

38



THF SIGHNALING PATHWAY

]_Eukﬂl:yte Tecruitment
AP == o | IR ceo |
»| FADD _.- _________ » Apoptosis
a5 |
Leukocyte activatio
Surface receptors
Inflammatary cytokines

[ s s [ [ 1w ]

,,,,,, » X Infracellular s negative
Bol3_|| Hfkbia || Sons3 || Trfaip3|[ Trafl
e W S v e
o

/ Transcription factors
" Remndeling of extracellulr matrix

[tz | _\a o] [1ptd
Tk e e - ————— - I?i\oé?;]g\;ldtaut\amn mc: (bpt

o

T > 0 -

KKy
Devbiquitination NF-keppa B pith FRRS

signaling pathway

Cell adhesion

¥
S S -
il :

CLAP12 - — —— — # cIAP112 degraddation [cFLP [#——

| Hecroptosis Siithesls of inflananatory medistors
BCIDSOME Pl

PI3K-Akt
signaling pathwray

(Lirnited expression)

]
|
|
Y — 4 Ciell survival
|
|
|
J

+r
777777 > == om | -

. Apoptosis

e —————————————————————— | IRFl o] —_— -IFNI
DH&

Figura 20. Modulacdo da via de sinalizacdo TNF em peixes-boi em resposta ao evento de maré vermelha. Em
verde estdo indicados os genes reprimidos nas condicdes experimentais. Em vermelho estdo indicados os genes
possivelmente sofrendo splicing alternativo. A anélise resulta do enriquecimento de vias metabdlicas com os
genes diferencialmente expressos utilizando o banco de dados Kegg ontology.

39



IL-17 SIGMALING PATHWAY

ILITE L I7E targeting cells
producing cells Teell Macrophage,
ATl bt ol ey, 7o 2 e,
Eplﬂha.l Sape Pl e
‘ — LR ——>RanD] w[FADD | #[Cuop |-~ agoposis -% S
IL-17E c 5
UIL-LJE | 193]
] D SR —
TRAFS O
Fxx] sk suppresses Thl7 cell respomses
TL 174 apd L 17F L 174 apd IL, ITF
roducing cells nrgeting cells
Bgithalia cell, Kerativoryts,
Cm;'frcﬁgllch;?cen’ e 1o Wb,
ITi-dike 7¢I, Epithehal cell Teell B cell, Fibroblast
| KK Ry
| Chemolsines
| w T E=n|
1 TEL = - 0
| ; —
I | -
. N [LT7R4] D& At patholog:
[ ) Al TRAES {epEs} N, o— ——— oy eEuinen
HECh - P Trarunity to extracellular pathogens
\
Y KK [s10022] [S10029]
ok gtk Y e RlAsbilly /5 e D] (3] )
| (oo ] (s | fovess]
\\
\ .
ILITC IL-I7C targeting cells
Pmdwgg;:'lr eI, I, Manccye
Whaerophage, Kefainaeyte Inflamumatory genes
I\ N [Fat | DA Inflammation
,,,,, ey — TRAFG — AntThact il peplides TR e
Th7 cytokines
s IL-I7E targeting cells
produring ¢
oty Howon Mnnnete, Exviothelialco1l. I
Die.
e [ = o
o

IL-1TD

IL-17D targeting cells
Endothelial cell, Myeloid progenitor

produring cells
CD4+T cell, B cell
|
e [ IL 17D ?

Figura 21. Modulacgdo da via de sinalizacdo IL-17 em peixes-boi em resposta ao evento de maré vermelha. Em
verde estdo indicados os genes reprimidos nas condicdes experimentais. Em vermelho estdo indicados os genes
possivelmente sofrendo splicing alternativo. A anélise resulta do enriquecimento de vias metabdlicas com os
genes diferencialmente expressos utilizando o banco de dados Kegg ontology
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Figura 22. Modulacdo da via de sinalizacdo de receptores Toll-like em peixes-boi em resposta ao evento de
maré vermelha. Em verde estdo indicados os genes reprimidos nas condi¢Bes experimentais. Em vermelho estdo
indicados os genes possivelmente sofrendo splicing alternativo. A analise resulta do enriquecimento de vias
metabdlicas com os genes diferencialmente expressos utilizando o banco de dados Kegg ontology.

4.2.2. Padrdes de splicing alternativo obtidos utilizando o IsoformSwitchAnalyzeR

Os arquivos de saida do Cuffdiff foram avaliados utilizando a ferramenta

IsoformSwitchAnalyzeR, que permite a categorizacdo dos eventos de splicing por tipo de

processamento (Error! Reference source not found.). O programa avaliou oito tipos de

processamento alternativo ndo tendo identificado variantes do tipo MEE (éxon mutuamente

exclusivo) ou MES (salto multiplos de éxons). O evento de maior ocorréncia foi ATSS (sitios

alternativos de inicio de transcricdo) e o tipo com menos isoformas identificadas os eventos

de éxon skipping (ES).
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Figura 23. Proporc¢do de eventos de splicing alternativo computada pela ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR

A ferramenta identificou 97 genes que potencialmente sofrem processamento alternativo. Foi
feita a anotacdo destes genes identificados por meio da ferramenta BLAST. Do total de genes
identificados, 33% néo identificamos correspondéncia de anotacdo. Dentre 0s genes anotados
identificamos atividades relacionadas a oxidoreducdo, transporte relacionado a vesiculas,
transporte de ions, apoptose, regulacdo de processos metabdlicos. Listamos alguns dos genes
que potencialmente sofrem processamento alternativo indicando a quais eventos de splicing

estes estdo associados (Tabela 5).

Tabela 5. Lista de genes identificados pela ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR e que potencialmente sofrem
splicing alternativo em peixes-boi.

Alternative splicing event

Locus Gene description
A3 A5 ATSS ATTS ES IR
AHIN01002447.1:0-11523 superoxide dismutase 2 X X X
AHIN01003784.1:10690- . ) o
serine/threonine-protein kinase Sgk1 X X X X
23854
AHIN01080675.1:38-49743  Nedd4 family interacting protein 1 X X X X X
protein tyrosine phosphatase receptor
AHIN01045573.1:3-29359 X X X X X
type C
AHIN01029676.1:24461- peroxiredoxin 6 X X X X
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35997
AHIN01026963.1:1233-
64665

AHIN01024640.1:4-4467

AHIN01024024.1:19649-
32552
AHIN01022638.1:24-58229
AHIN01021425.1:913-9910
AHIN01017379.1:28699-
57442
AHIN01002446.1:5652-
16893
AHIN01003274.1:1025-
80084
AHIN01004971.1:2142-
25264
AHIN01006201.1:6080-
16016
AHIN01006591.1:2-12640
AHIN01007237.1:13144-
28838
AHIN01008105.1:42-19101
AHIN01011313.1:23321-
76669
AHIN01011597.1:24559-
56891

ubiquitin protein ligase E3A

crystallin beta-gamma domain
containing 1

DnaJ heat shock protein family (Hsp40)
member Al

microtubule actin crosslinking factor 1
CYLD lysine 63 deubiquitinase

pantothenate kinase 3

superoxide dismutase [Mn],

mitochondrial-like (predicted)

syntaxin binding protein 5

zinc finger RANBP2-type containing 2

C1D nuclear receptor corepressor

sulfotransferase family 1C member 4
thioredoxin domain containing 9
(PREDICTED)

calmodulin 2 (predicted)

Fas cell surface death receptor

transmembrane 9 superfamily member 3
(predicted)

Nossos resultados evidenciam que para um mesmo gene, como regra, mais de um

evento de processamento alternativo esta associado. Dois dentre 0s genes processados de

forma alternativa estdo representados de maneira esquematica quanto aos eventos de éxon

skipping e retencédo de intron (Error! Reference source not found.).
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Figura 24. Representacdo esquematica dos eventos de processamento alternativo (éxon skipping e retengdo de
intron) em dois genes, superoxide dismutase 2 (SOD2) e Nedd4 family interacting protein 1 (NDFIP1). As
representacdes foram feitas com base nos resultados de processamento alternativo obtidos in silico.

4.2.2.1. Processamento alternativo de genes relacionados ao sistema imune de

peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris
Procedemos a busca por genes associados a resposta imune dentre aqueles que potencialmente
apresentam processamento alternativo em nossas condices experimentais. A Tabela 6 lista

0S genes e o tipo de processamento identificado.

Tabela 6. Lista de genes identificados pela ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR associados ao sistema imune de
peixes-boi e que potencialmente sofrem splicing alternativo.

Alternative splicing event

Locus Gene description
A3 A5 ATSS ATTS ES IR

protein tyrosine phosphatase receptor type

AHIN01045573.1:3-29359 c X X X X X
AHIN01154856.1:639- MHC class Il antigen (HLA-DQAZ2) gene N N N
1797 (predito)
AHIN01052580.1:9184- ] )
E2F associated phosphoprotein X X X X
41292
AHIN01050480.1:27- tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5- N N
25810 monooxygenase activation protein epsilon
AHIN01047395.1:9120- )
pyruvate dehydrogenase kinase 1 X X
40188
AHIN01046490.1:234- )
lymphocyte antigen 75 X X X X X
89458
AHIN01080675.1:38- o ] )
Nedd4 family interacting protein 1 X X X X X
49743
AHIN01041547.1:3088- protein tyrosine phosphatase receptor type

27778 E
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AHIN01029228.1:8-31737
AHIN01009197.1:72-
29883
AHIN01153712.1:20902-
44604
AHIN01151138.1:616-
46354
AHIN01087228.1:88-
25646
AHIN01083197.1:3381-
38355
AHIN01081908.1:422-
16820
AHIN01078162.1:98829-
116633
AHIN01075891.1:69108-
96696
AHIN01072367.1:40-
29660
AHIN01062283.1:26258-
45535
AHIN01062014.1:25187-
30617
AHIN01058886.1:3172-
20721
AHIN01056051.1:16-
17050
AHIN01053422.1:21003-
37687

lysosomal trafficking regulator
switching B cell complex subunit
SWAP70

Y-box binding protein 3

zinc finger MY M-type containing 5

kelch like family member 24

STEAP4 metalloreductase

protein tyrosine phosphatase 4A1

thrombospondin 1 (predito)

family with sequence similarity 46
member C (predicted)

dedicator of cytokinesis 11

NFKB inhibitor zeta

mbt domain containing 1 (predito)

nuclear factor, erythroid 2 like 3

TNF alpha induced protein 8

integral membrane protein 2B

Vinte e trés dentre os 97 genes identificados pela ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR

estdo relacionados ao sistema imune dos peixes-boi. Somente para o fator de transcricdo do
tipo zinc finger contendo dominio MYM tipo 5 (RAKHRA; RAKHRA, 2021), que regula

atividades como degradacdo de proteinas mediada por ubiquitina, transducdo de sinal e

migracdo celular, apresenta acimulo de transcritos referentes a ocorréncia de todos os seis

eventos de splicing alternativo contabilizados.

Muitos genes que sofrem processamento alternativo atuam na regulagdo do sistema imune

incluindo fatores de transcricdo e reguladores do trafego lisossomal. Dentre 0s genes
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associados ao sistema imune evidenciamos de forma esquematica 0s possiveis eventos de
splicing preditos para um receptor da proteina tirosina fosfatase tipo C (PTPRC) e um MHC
de classe 11 (HLA-DQAZ2) (Error! Reference source not found.).

PTPRC (Rl) HLA-DQA2 (RI)
Exon 1 Exon 25 Exon 1 Exon3
RI - Intron 21
Rl - Intron 3

16 ko [T 7« [

Intron 3

Figura 25. Representacdo esquematica de eventos de processamento alternativo (retencdo de intron) em dois
genes, tirosina fosfatase tipo C (PTPRC) e MHC de classe 1l (HLA-DQAZ2). As representacdes foram feitas com
base nos resultados de processamento alternativo obtidos in silico.

5. DISCUSSAO

5.1. O evento da maré vermelha reprime diferencialmente grande quantidade de

genes em peixes-boi

A reanalises de genes diferencialmente expressos revelou, como padrdo, maior
abundancia de genes reprimidos em resposta ao evento de maré vermelha comparado ao
namero de genes induzidos. Como previamente publicado, a maioria deles tem funcéo
associada a resposta imune dos peixes-boi (LAZENSKY et al., 2020a). Expandindo as
analises sobre os genes diferencialmente expresso observamos aqui que o estresse sofrido
pelos peixes-boi alterou a modulacdo de genes relacionados a transporte transmembrana,
incluindo genes de transporte de ions e transporte vesicular, bem como genes associados a
sinalizacdo molecular. Este padrdo de expressao revela uma resposta molecular as toxinas do
evento da maré vermelha: enquanto o sistema de transporte transmembranar tenta, como
supomos, evitar o transporte de toxinas para o interior celular pela repressdo de
transportadores, a repressao de cascatas de ativacdo modula negativamente eventos cruciais
como diferenciacdo e proliferacdo celular numa tentativa de, possivelmente, evitar o gasto
energético. Ha também evidéncias da repressdo da neurogénese, evento comumente
observado em células de mamiferos sob estresse. Os genes modulados positivamente estdo

relacionados, principalmente, ao sistema imune e recepcao de estimulos.
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Os eventos de maré vermelha sdo floragdes do dinoflagelado Karenia brevis,
organismo produtor uma potente classe de toxinas, denominadas brevetoxinas, que Ssao
liberadas apds a lise celular em &guas oceénicas ou estuarinas, ou por aerossolizacdo, na
atmosfera (HOAGLAND et al., 2020). Ainda que varios peixes-boi sobrevivam a exposicao
subletal destas toxinas, muitos ndo resistem: alguns episédios de mortalidade de mamiferos
marinhos em grande escala em decorréncia dos efeitos de brevetoxinas foram registrados,
como a morte de pelo menos 149 peixes-boi em 1996 na costa da Florida (BOSSART et al.,
1998), e um episodio envolvendo 34 peixes-boi em 2002 (FLEWELLING et al., 2005). No
primeiro evento citado, a presenca de lesdes pulmonares indicou intoxicacdo por via inalatoria
e, no segundo evento, registrado em 2002, as altas concentracbes de brevetoxinas no
estdbmago indicaram intoxicacdo por fonte alimentar. Bossart e colaboradores (1998)
constataram que o sistema imunoldgico dos peixes-boi desempenhou um papel significativo
no evento de intoxicacdo por brevetoxicose. A toxina foi encontrada em macrofagos e
linfocitos no pulmédo, figado e outros tecidos resultando em apoptose celular e
comprometimento imunoldgico cronico.

Em 2020, a analise do perfil transcricional de peixes-boi apds contato com
brevetoxinas mostrou que a resposta imune, proliferacdo celular e apoptose foram as vias
celulares predominantemente desreguladas. Vias neurodegenerativas também foram
particularmente afetadas tanto em relacdo aos genes induzidos quanto aos genes reprimidos.
Nossos resultados, apds a exclusdo dos genes relacionados a resposta imune — e que
representam o maior grupo de genes diferencialmente expressos tanto em relacdo a genes
induzidos quanto a genes reprimidos (LAZENSKY et al., 2020a) — indicaram elevado nimero
de genes que codificam para genes relacionados a componentes da membrana plasmatica
como transportadores do tipo ABC (ABCC8, ABCC10), carreadores de soluto (SLC6AL16,
SLC12A3, SLC26A3, SLC22A17, SLC4A3) e canais de ions (ASIC2, ASIC1). Também
elevado nimero de genes associados a transducdo de sinais como proteinas de ligacdo de
calcio (CALCOCO1, CPNE6, CALB2, SYT3), proteinas de superficie celular neuronal
(NLGN2, HTR3E), a familia de glicoproteinas secretadas WNT (WNR5A, WNT2B) e
proteinas quinase (RPS6KAL, MAGI2). O terceiro grupo de destaque compreende genes que
codificam para proteinas regulatorias de transporte como SHANK1, que apresenta multiplos
dominios de repeticdo de anquirina; o receptor de prostaglandina PTGERS3, que codifica para
uma proteina membro da familia de receptores acoplados a proteina G; e o gene CASP8, que

codifica para regulador do ciclo celular.
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H& grande predominancia de genes reprimidos em resposta ao evento da maré
vermelha. Dentre os genes induzidos foram observados os genes CASP8, CALCOCO1, alem
de genes como FBXW11, que codifica para um membro da familia de proteinas F-box com
atividade E3 ubiquitina ligase e participa da patogénese de mdltiplos tumores (LIU et al.,
2022), e 0 gene ATXNS3, que contém um dominio de ubiquitina-protease em sua por¢do N-
terminal (JOHNSON et al., 2020) revelando a ativacdo de genes que codificam para proteinas
relacionadas a sinalizacéo celular e regulacdo de processos biolégicos.

A exclusédo dos genes relacionados ao sistema imune foi feita de acordo com 0s grupos
segundo a categorizacdo do GO. Por tal motivo ainda muitos genes relacionados ao sistema
imune permanecem em nossos resultados: diversos genes relacionados ao sistema
imunoldgico estdo agrupados em mais de uma categoria funcional. A categorizagdo funcional
dos genes super-representados, avaliados por termos GO (Gene Ontology), agrupa 0s genes
diferencialmente expressos segundo a funcionalidade, inferindo fungdes bioldgicas.

Obtivemos em nossas analises 1429 genes diferencialmente expressos. Definimos
como padréo de corte log2 fold change > 2 ou <—2. O trabalho de Lazensky e colaboradores
(2020) nao apresenta o padrdo de corte estabelecido tendo o referido trabalho confirmado
como diferencialmente expressos 591 genes. Foi utilizada, portanto, maior estringéncia no
corte.

A analise de genes modulados positiva e negativamente dentro de cada categoria
evidencia, para 0s grupos analisados, ndo haver um perfil homogéneo de repressdo ou inducgéo
por categoria, com predominancia para genes reprimidos em relacdo aos induzidos. Fazendo
uma analise mais especifica em relacdo aos genes com maiores valores de acimulos de
transcritos observamos que dentre 0s genes mais induzidos estdo alguns associados a
atividade de transporte. O gene que codifica para uma subunidade do complexo de proteina
adaptadora (AP1B1) atua no trafego intracelular mediado por vesiculas, por vias de transporte
endociticas e secretoras (PARK; GUO, 2014); o gene mitocondrial transportador de
sodio/hidrogénio 9B2-like pertence a uma familia de carreadores de solutos (HOLMES;
SPRADLING REEVES, 2016). Alguns fatores de transcricdo também foram identificados
entre 0s genes mais reprimidos, como o fator de transcricdo nuclear Y, essencial na regulacao
de numerosos processos bioldgicos como proliferacdo celular e apoptose (LI et al., 2018), e 0
fator de transcrigdo do tipo Zinc Finger 618 (ZNF618), que atua de forma cooperativa com a
proteina ligase u3-ubiquitina UHRF2 regulando a metilagdo de DNA em células diferenciadas
(LIU et al., 2016).
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Entre os genes reprimidos mais significativamente regulados estdo, além dos genes
que codificam para interleucinas IL6 e IL1A e da quimiocina ccL4, moduladas em resposta a
processos inflamatorios (CHANG; CHEN, 2016; GOSHEN; YIRMIYA, 2009;
WILLENBERG et al., 2002), o gene GRP1, um ativador de GTPases, membro da familia das
citohesinas, associado a disseminacdo e adesdo celular, quimiotaxia e trdfego de proteinas
(POIRIER et al., 2005); e o gene TRPC5, um receptor de canais idnicos transdutor de
estimulos térmicos . Ambos estéo, portanto, associados a atividade celular de transporte.

O gene HBEGF codifica para um membro da familia de fatores de crescimento do fator de
crescimento epidérmico que estimulam o crescimento e a diferenciagio. E uma glicoproteina
de membrana (RAAB; KLAGSBRUN, 1997).

Das analises de enriquecimento de vias metabolicas realizadas com o Kegg ontology
destacamos duas vias importantes para a sinalizacdo celular. A via classica de sinalizacdo das
MAP quinases (também conhecida como via de quinases reguladas por sinal extracelular -
ERK) esta reprimida sob as condi¢fes experimentais avaliadas. Esta via regula a proliferacéo
celular em um processo complexo: uma vez ativadas, as quinases translocam para o nucleo e
transativam fatores de transcricdo, alterando a expressdo génica modulando de diversos
eventos celulares como crescimento, diferenciagdo ou mitose (ZHANG; LIU, 2002). De
forma interessante, alguns genes da via das proteinas quinases ativadas por estresse
(SAPK/Jun N-terminais quinases - JNK), responsiva a uma variedade de estresses ambientais,
citocinas inflamatorias e fatores de crescimento estdo ativados: o fator de transcricdo NFAT-
4, envolvido na geracdo e sobrevivéncia de células T e o fator de transcricdo AP-1, que
desempenha um papel conservado na resposta imediata ao estresse controlando a proliferacao
e sobrevivéncia celular (AGRON et al., 2017; NISHINA, 2004; OUKKA et al., 1998). A
inducdo destes dois fatores de transcricdo sugere regulacdo sobre eventos de diferenciacéo,
proliferacdo, mas, sobretudo, inflamacéo.

A via das MAP quinases esta diretamente interligada a via de sinalizacdo Wnt. As
proteinas Wnt mediam a transducdo de pelo menos trés principais vias de sinalizacdo que
desempenham papéis centrais em muitas etapas iniciais e tardias do desenvolvimento como
destino celular, proliferacdo e migracao; estdo envolvidas também em eventos embriolégicos
importantes, incluindo desenvolvimento de membros. Na primeira dentre as vias principais,
denominada via Wnt/B-catenina ou via Wnt “candnica”, observamos a repressdo de genes
fundamentais como Wnt e Frizzled (os ativadores das vias), TCF (fator nuclear), um
regulador/antagonista APC (CROCE; MCCLAY, 2008), e genes efetores como fator de

transcricdo c-jun e fra-1, superexpressos em células de cancer colorretal (BEJJANI et al.,
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2021). O gene que codifica para o fator de transcricio PPAR gama (receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama do) que esta induzido em nossos resultados (cerca de 14-
fold; log2 = 3.82), é regulado negativamente enquanto a via canbnica Wnt/beta-catenina é
regulada positivamente em células cancerigenas (LECARPENTIER et al., 2017).
Observamos, portanto, um padrdo de modulacdo invertido em relacéo a células de cancer de
colon.

As vias Wnt “ndo-candnicas” da polaridade celular planar (PCP) e a via Wnt-calcio
(Wnt/Ca2+) também estdo reprimidas. Assim como a via canbnica, essas duas vias ndo
candnicas sdo ativadas pelos mesmos eventos iniciais: a interacdo de um ligante Wnt com seu
receptor cognato Frizzled seguido pela ativacdo do efetor citoplasméatico. No entanto,
diferentes proteinas adicionais estdo envolvidas, seja para regular a interacdo Wnt/Frizzled ou
para transduzir o sinal para o nucleo (CROCE; MCCLAY, 2008). Em nossos resultados no
final da via Wnt-calcio observou-se o acimulo diferencial de transcritos do gene NFAT em
nossos resultados (cerca de 4-fold; log2 = 2.01). Este gene codifica para um fator nuclear de
células T ativadas que regula negativamente a sinalizagdo candnica de Wnt/B-catenina
ajudando a reprimir a via candnica (HUANG et al., 2011). Nossos resultados evidenciam que,
ainda que as funcdes celulares estejam fortemente reprimidas em resposta aos efeitos
causados pelo evento da maré vermelha, a atividade transcricional busca alternativas para

sustentar a atividade celular.

5.2. Duas estratégias foram necessarias para a verificacdo da ocorréncia de eventos
de processamento alternativo em peixes-boi da subespécie Trichechus manatus

latirostris

Para gerar a lista de genes processados de forma alternativa foram utilizadas
ferramentas livres e de codigo aberto, que permitem a identificacdo de novos genes, além de
isoformas de genes conhecidos através da quantificacdo de diferencas na quantidade de RNA
transcrito. As reads geradas no transcritoma alinhadas ao genoma de referéncia pelo pacote
Cufflinks (Trapnell et al., 2010) foram mapeadas agrupando as leituras em possiveis
transcritos e, em seguida, gerando a montagem final do transcritoma. Os dados de diferencial
de expressdo apenas quantificam a presenca ou auséncia de transcritos para determinados
genes e, como resultado de analises estatisticas, estas sdo definidas ou ndo como
diferencialmente expressas. O pacote Cufflinks prevé estruturas de transcricdo usando um
grafico de sobreposicdo entre as leituras das reads seqlienciadas, buscando alinhamentos

compativeis (padrdes de emenda semelhantes). Este grafico de sobreposi¢do representa
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transcricdes putativas (TRAPNELL et al., 2010). Nas analises de splicing alternativo, as
leituras s8o0 montadas a partir de duas ou mais condi¢des bioldgicas. A estimativa da
abundancia de transcritos é realizada atribuindo a cada leitura uma probabilidade de pertencer
a qualquer uma das isoformas (uma valor que depende da estimativa de abundéncia atual de
isoformas) e atribuindo reads a isoformas (GHOSH; CHAN, 2016). A ferramenta Cuffdiff
realiza testes para mudancas relativas de abundancia de isoformas, chamadas de sobrecarga
pos-transcricional (TRAPNELL et al., 2010).

Como resultado das analises realizadas com o pacote Cufflinks obtivemos uma lista de
genes e regibes génicas que possivelmente sofrem processamento alternativo. Aqui
consideramos a possibilidade de ocorréncia destes processamentos alternativos. Somente apds
validacOes, utilizando material biologico, poderemos afirmar ou refutar a ocorréncia dos
eventos de splicing alternativo. Nesta lista ndo temos, no entanto, a identificagcdo do tipo de
processamento sofrido. Com este propdsito utilizamos o0s arquivos de saida desta ferramenta e
utilizamos a ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR, que identificou, anotou e visualizou o0s

eventos de splicing alternativo de acordo com o tipo de processamento sofrido.

5.2.1. O numero de genes diferencialmente modulados ¢ maior do que 0s genes
envolvidos em splicing alternativo

Identificamos menor quantidade de genes processados de forma alternativa do que
genes diferencialmente expressos. Do total de 852 regides do genoma potencialmente
sofrendo splicing alternativo, 534 estdo anotadas no genoma de H. sapiens. Dentre estas 534
regides identificamos 234 genes, o que significa que para alguns genes mais de uma isoforma
alternativa foi identificada.

Dentre os genes possivelmente apresentando mais de uma isoforma e categorizados
como transferases, identificamos possivel ocorréncia de splicing alternativo em genes como a
exostosina glicosiltransferase do tipo 1 (EXT1; exostosin glycosyltransferase 1) e a proteina 5
tipo  polipeptideo  N-acetilgalactosaminiltransferase ~ (GALNTL5;  polypeptide  N-
acetylgalactosaminyltransferase-like protein 5). Para estes dois genes ja foi verificada a
ocorréncia de processamento alternativo: uma mutacao (c.1284+2del) no gene EXTL1 resulta
em um evento de éxon skipping (éxon 4) durante o splicing de mRNA, resultando na
expressdo reduzida de EXTI1/EXT2. Este evento de processamento alternativo fornece
evidéncias genéticas moleculares para um novo mecanismo patogénico de exostoses multiplas
hereditarias (HME) (GUO et al., 2019). Quanto ao gene GALNTLS5, foi verificada que uma

variante de splicing em amostras de testiculo de touro leiteiro da raga holandesa. Um evento
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de éxon skipping ocorrida no éxon 2 resultou em uma proteina predita muito menor do que a
proteina resultante do processamento constitutivo. Ainda que os niveis transcricionais da
isoforma alternativa tenha sido similar ao da isoforma constitutiva, a proteina resultante do
processamento alternativo pode néo ser funcional (L1 et al., 2016).

Entre as hidrolases, o gene que codifica para um inibidor de endopeptidases
denominado inibidor da via do fator tecidual (TFPI; tissue factor pathway inhibitor) esta
associado ao bloqueio da iniciacdo da coagulacdo em humanos. O controle se da pelo splicing
alternativo na extremidade 3' do éxon 2 deste gene, que origina 2 isoformas: TFPIa e TFPIp
(ELLERY et al., 2014). Também uma pequena GTPase identificada como GIT2, que possui
atividade de conversdo de GTP a GDP, apresenta a0 menos 10 isoformas alternativas
expressas com alto grau de especificidade de tecido a depender da isoforma alternativa, de
modo que diferentes tecidos expressam complementos muito distintos de variantes de GIT2.
A familia de proteinas GIT provavelmente regula muitos receptores acoplados a proteina G.
Dois eventos de splicing, especificamente, foram avaliados, um gerando uma isoforma
funcional, que altera a expressdo do receptor B2-adrenérgico em células de superficie, em
humanos, e uma segunda isoforma, que apresenta uma proteina terminada prematuramente
(PREMONT et al., 2000).

Uma terceira hidrolases, que codifica para o gene ADAML17 (a disintegrin and
metalloprotease domain -containing protein 17), uma metaloprotease que atua sobre células
imunes e ndo imunes clivando varios substratos, incluindo ligantes do receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR), moléculas de adesdo, citocinas pro-inflamatérias e
quimiocinas e seus receptores. E um regulador chave dos niveis de superficie de TNFa
soluvel em macrofagos pré-inflamatorios e células dendriticas (ADU-AMANKWAAH et al.,
2021). Foi observado em camundongos que uma substituicdo C794T no éxon 7 do gene
ADAML17 resulta em uma isoforma aberrante que altera drasticamente o fenotipo, incluindo
defeitos do segmento anterior do olho, auséncia das glandulas meibomianas e defeitos nas
valvulas cardiacas semilunares.

A anélise de enriquecimento funcional de genes revelou grande namero de genes
relacionados a resposta a estresse sendo processados de forma alternativa nos peixes-boi. O
Gene Ontology requer a disponibilidade de dados suficientes de anotacdo funcional para o
transcriptoma em estudo. Esta ferramenta contém dados de anotagdo para a maioria das
espécies modelo, mas ndo possui em seu banco de dados a anotacdo de peixes-boi e, por isso,

utilizamos o0 genoma humano como referéncia.
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Apenas 4 genes apresentam modulagdo constitutiva e alternativa dentre oS genes
contidos nas quatro principais categorias do GO: CXCR2 e HRH4 induzidos, e NFKB1 e
TRIB1 reprimidos em resposta ao evento de maré vermelha. O receptor 2 de quimiocina
(motivo C-X-C) estd entre os 10 genes mais induzidos em fungdo dos efeitos da maré
vermelha e atua na regulagdo do sistema imune (LAZENSKY et al., 2020a). As quimiocinas
sdo uma superfamilia de proteinas de moléculas pequenas e regulam seletivamente o
recrutamento e a ativacdo de subconjuntos de leucécitos para locais preferenciais por meio de
quimiotaxia. O gene CXCR2 é um membro da superfamilia de receptores acoplados a
proteina G e atua como potente promotor da angiogénese, proliferacdo e invasdo tumoral
(WANG et al., 2015b). Ja foi avaliado que este gene possui 11 éxons e que o quadro de leitura
aberta é de 1065 bp, quadro inteiramente localizado no ultimo éxon. Os éxons restantes
formam 11 regibes 5' ndo traduzidas diferentes por meio de splicing alternativo (KORBECKI
et al.,, 2022). Ainda ndo se sabe o significado da formacdo de um ndmero tdo grande de
diferentes mMRNAS, mas estes eventos podem estar relacionados a regulacéo da expressao de
CXCR2.

HRH4 codifica para um receptor de histamina (H4) que atua em processos
imunologicos, inflamatérios e na proliferacdo celular e € predominantemente expresso em
células hematopoiéticas e imunes. Estad possivelmente associado a proliferacdo de células
tumorais, sobretudo de carcinomas do colon (ZHANG et al., 2012). Em humanos o gene
forma uma proteina funcional de 390 aminoacidos e estdo descritas duas isoformas
alternativas no UniProt. A transcricdo de HRH4 esta associada a ativacao da via Erk1/2 das
MAP quinases (KARLSTEDT; JIN; PANULA, 2013), ndo modulada em nossos resultados.
Os eventos de processamento alternativo podem estar atuando na regulacdo desta via nos
peixes-boi em nossas condigcdes experimentais.

NFKB1 (Nuclear Factor Kappa B Subunit 1) codifica para um fator de transcri¢do
envolvido em processos celulares como desenvolvimento e neuro degeneracdo. O gene
humano possui 24 éxons e codifica uma proteina de 968 aminoacidos. Foram detectados
transcritos alternativos por éxon skipping entre os éxons 4 ou 5, que levam ao mRNA nao
funcional truncado relacionado a adaptacdo ao estresse provocado pelas altitudes andinas
(SONG et al., 2018). Em nossos resultados a repressdo deste gene, somado ao acumulo de
transcritos da isoforma alternativa pode estar associada a uma tentativa de resposta aos efeitos
nocivos das toxinas da maré vermelha. Por fim, o acimulo de transcritos alternativos do gene
TRIB1 também foi contrabalanceado com a repressdo da isoforma constitutiva. Este gene

pertence a familia de pseudoquinases, um sub-ramo da subfamilia de proteina quinase ativada
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por Ca2+/calmodulina. Os avangos da pesquisa em genes homdlogos de Tribbles (TRIB)
estabeleceram o consenso de que essa familia de proteinas desempenha papéis em diversas
condicdes bioldgicas e regula redes de sinalizagdo intracelular, atuando diretamente nas
principais vias de sinalizacdo celular, como as vias MAPK e NF-kB. O gene TRIB1 é
moderadamente expresso em varios 6rgdos e tecidos, incluindo a glandula tiredide, medula
6ssea, figado e pulmdo. Possui trés éxons e, além de seu processamento constitutivo possui
uma isoforma alternativa validada em humanos, encontrada em baixa abundancia. A isoforma
alternativa consiste na associacdo dos éxons 2 e 3, apresenta um encurtamento na regido
5'UTR e uma regido de codificacdo 5' adicional ndo encontrada na isoforma constitutiva
(DANGER; FESEHA; BROUARD, 2022).

Em nossos resultados observamos que muitas proteinas quinase possivelmente sofrem
processamento alternativo. Estes genes, que apresentam acUmulo de transcritos de suas
isoformas geradas por splicing alternativo, ndo sdo 0s mesmos genes observados nos
resultados de diferencial de expressdo. Nossos resultados sugerem que, somada a modulagéo
imposta pela transcricdo dos genes em sua isoforma constitutiva, ha um rol de genes que
contribuem na modulacdo da via das proteinas quinase, mas que agem exclusivamente pela
ativacdo de sua isoforma ndo-constitutiva. Estes resultados ressaltam haver, portanto, um
namero ainda maior de genes modulados na Error! Reference source not found. — e que
estdo ativos nesta via pela transcri¢cdo de isoformas alternativas. Observamos, portanto, que o
evento da maré vermelha ndo somente ativa a transcricdo de genes, mas que este evento
toxico impde ainda uma selecdo modulatéria: ou os genes estdo diferencialmente expressos
em sai isoforma constitutiva, ou estdo diferencialmente expressos somente na sua isoforma
alternativa, promovendo assim a resposta ao estresse gerado pelas toxinas do ambiente. Como
citado anteriormente, apenas 4 genes apresentam modulacdo tanto de sua isoforma

constitutiva quanto da isoforma alternativa nos principais grupos génicos.

52.1.1. O sistema imune dos peixes-boi sofreu intensa modulagdo
transcricional e apresenta grande nimero de genes processados de forma
alternativa

Numericamente, entre 0s genes de relacionados ao sistema imune, 3 (TRIB1, CXCR2,
NFKB1) apresentam transcritos diferencialmente expressos tanto em sua isoforma

constitutiva quanto na isoforma alternativa.
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Os genes listados que possivelmente sofreram processamento alternativo e que estdo
relacionados ao sistema imune dos peixes-boi incluem somente aquelas regides que foram
anotadas no genoma de referéncia. Por limitages da ferramenta utilizada para a ontologia
génica, que ndo dispde do genoma de peixe-boi em seu banco de dados, a anotacéo foi feita
utilizando o genoma humano.

Nos trés dominios abrangidos pela ontologia génica (GO) observamos que, dentre 0s
genes com funcdo associada a resposta imune em peixes-boi para processo bioldgico, o termo
mais enriquecido foi sinalizagdo autdcrina, funcdo onde uma célula produz uma molécula
sinalizadora para ela mesma responde. Quanto a componente celular, somente a atividade
secretoria foi enriquecida, enquanto em relacdo a funcéo molecular, houve enriquecimento de
receptores do tipo toll e quinases.

A analise geral de enriquecimento de vias metabdlicas realizadas com o Kegg ontology
apresentou um numero elevado de genes relacionados ao transporte por vesiculas. O gene
STX8, por exemplo, é membro da familia SNARE (receptor da proteina de ligacdo ao fator
sensivel a N-etilmaleimida sollvel) e esta envolvido no trafego (geracéo, transporte e fusao)
de vesiculas na sinapse imunoldgica. Stx8 esta localizada principalmente nos compartimentos
endossomais e lisossdmicos de reciclagem tardia, com pouca expressdo nos compartimentos
endossomais iniciais (BHAT et al., 2016). Também entre os genes diferencialmente expressos
identificamos alguns relacionados ao trafego por vesiculas evidenciando o papel deste tipo de
transporte em resposta ao estresse sofrido pelos peixes-boi.

Avaliando as principais vias relacionadas a resposta imune identificando os genes que
possivelmente apresentam processamento alternativo em nossas condi¢fes experimentais.
Destacamos a via de sinalizacdo TNF, IL-17 e a via de receptores Toll-like. Membros da
superfamilia TNF sdo citocinas pleiotropicas que atuam na mediacdo da inflamacéo,
vigilancia imunologica, desenvolvimento e homeostasia do tecido linfoide, destruicdo da
matriz extracelular, apoptose, além de outras funcdes. Os principais sinais transduzidos pelos
membros da superfamilia TNF incluem a ativagdo envolvendo o fator nuclear-«B (NF-kB), e
modulando as vias quinase N-terminal JUN, proteina quinase ativada por mitdégeno p38 e
ERK1/ERK2 (AGGARWAL, 2003). A atuacdo do TNF se da via receptores (TNFR). Em
nossos resultados identificamos o possivel processamento alternativo no gene que codifica
para a quinase p38, que controla a sintese de TNF e também do fator de transcricdo CREB
(CRE-binding protein), ativado via p38 e responsavel pela regulacdo de eventos celulares
como relacionado ao metabolismo/proliferacdo neuronal, plasticidade sinaptica e fungéo

mitocondrial (JENSEN et al., 2017). Inclui também o processamento alternativo do fator
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nuclear-xB, previamente discutido. Trés variantes de proteina de p38 foram descritas até o
momento: as isoformas 1 e 3 sdo proteinas de 359 aminoacidos com a inclusdo variavel do
éxon 10 (isoforma 1) ou éxon 11 (isoforma 3) (WELLS et al., 2006).

As citocinas da familia da interleucina 17 (IL-17) desempenham papel central no
controle de infeccOes, especialmente contra infeccdes de origem bacteriana e fangica. Se ndo
controladas, essas citocinas inflamatorias contribuem para a patologia de inmeras condicdes
inflamatorias autoimunes e crénicas. A maioria dos membros da familia IL-17 caracterizados
até hoje mediam a sinalizacdo através de receptores heterodiméricos compostos por IL-17RA
e uma subunidade que confere especificidade de ligante ou sinalizacdo (MONIN; GAFFEN,
2018). As marés vermelhas da Flérida ocorrem quando as espécies de dinoflagelados naturais,
K. brevis, “florescem” ¢ emitem neurotoxinas de algas, que foram responsaveis por
numerosos episodios de mortalidade de peixes-boi e outros animais (LAZENSKY et al.,
2020a). Nossos resultados evidenciam a influéncia exercida pelas toxinas destes
dinoflagelados no processamento alternativo de genes da familia da interleucina 17, incluindo
quinases, quimiocinas e dois genes de resposta imune a patogenos, S100A8/A9. Também
conhecidos como MRP8 e MRP14, respectivamente, sio proteinas de ligacdo ao Ca?*
pertencentes a familia S100. S&o constitutivamente expressos em neutrofilos e mondcitos
como sensores de Ca?*, exercendo papel critico na modulagdo da resposta inflamatéria ao
estimular o recrutamento de leucdcitos e induzir a secrecdo de citocinas (WANG et al., 2018).

Na via de sinalizacdo de receptores Toll-like o gene TLR2 sofre, possivelmente,
processamento alternativo, assim como TLR7/8. Um requisito fundamental de qualquer
sistema imunoldgico é a capacidade de reconhecer a invasdo de patdgenos nos tecidos e, em
seguida, iniciar uma resposta imune eficaz contra o patdgeno. Essa deteccao € detectada por
uma série de receptores de reconhecimento de patdgenos especializados, que inclui a familia
de receptores semelhantes a Toll (TLR) (PHILBIN et al., 2005). Os receptores Toll-like
(TLRs) 2 sao transdutores de sinal e detectam lipoproteinas de membrana de um amplo
espectro de bactérias sendo, portanto, ativados por patdgenos. SupBe-se que seja um receptor
central de reconhecimento de padrfes nas respostas imunes do hospedeiro a invasdo
microbiana (LIEN et al., 1999). Cinco variantes de splicing foram identificados em humanos.
Em uma delas foi identificada como funcional ainda que o éxon 2 tenha sido removido (éxon
skipping). Todas as variantes de splicing continham a sequéncia completa do éxon 3
sugerindo ser esta porcao essencial para a proteina. A variacdo da expressdo das diferentes

isoformas foi vista como dependente de tempo (HAEHNEL et al., 2002). Sugere-se que 0
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splicing alternativo possivelmente ocorrendo neste receptor seja uma resposta a proteinas
presentes nas toxinas dos dinoflagelados.

Os membros da familia TLR TLR7, TLR8 e TLR9 formam um cluster
filogeneticamente relacionado ativados por componentes ribonucleicos/acido nucleico ou
analogos dessas moléculas provenientes de patdgenos. Em mamiferos esses TLRs séo
dependentes da via endocitica e estdo localizados em vesiculas lisossdmicas (PHILBIN et al.,
2005). Os receptores TLR7/8 estdo listados entre os genes sofrendo processamento
alternativo, juntamente com outros genes associados a transporte por meio de vesiculas.
Todas estas informacbes sugerem haver necessidade da transcricdo de isoformas ndo-

constitutivas para ativar a defesa imune dos peixes-boi nas condigdes experimentais.

5.2.2. Os padroes de evento de splicing obtidos com a ferramenta
IsoformSwitchAnalyzeR diferem do perfil geral observado na literatura

Os eventos de éxon mutuamente exclusivo (MEE), onde duas isoformas do mesmo
gene contém dois éxons mutuamente exclusivos e que ndo sdo encontrados em nenhuma das
outras isoformas desse gene, e salto multiplos de éxons (MES), no qual comparado com o
pré-RNA hipotético, varios éxons consecutivos sdo ignorados na isoforma analisada, ndo
foram identificados em nossos resultados. O evento com maior nimero de ocorréncias, ATSS,
corresponde a isoformas com sitios alternativos de inicio de transcricdo: em comparagdo ao
pré-RNA constitutivo, o sitio ATSS usado é, por definicdo, mais a jusante do que o do pré-
RNA. O segundo evento mais contabilizado, A3, corresponde a sitio aceptor alternativo 3’,
que corresponde a um sitio doador usado, por definicdo, mais a jusante do que o pré-RNA (o
éxon a jusante é mais curto). Depois, 0 evento com maior quantificacdo foi A5, que
corresponde a sitio doador alternativo 5° (o sitio doador usado é, por definigdo, mais a
montante do que o pré-RNA - o0 éxon a montante € mais curto). O evento seguinte, com maior
namero de eventos, foi retencdo de introns, seguido do evento de sitios alternativos de
terminacdo de transcricdo (ATTS), evento no qual o sitio ATTS usado &, por definicdo, mais a
montante do que o pré-RNA. Por ultimo, o evento com menos isoformas contabilizadas foi
éxon skipping. Neste caso ocorre o0 salto de um éxon por vez em cada isoforma alternativa
formada.

De forma intrigante, os eventos de splicing alternativo mais comuns em mamiferos sdo
0S éxon skipping e os sitios alternativos de processamento 5’ e 3°, e em contraste, reten¢ao de
intron é o evento de splicing alternativo mais raro encontrado em mamiferos (NAKKA et al.,
2018; SAMMETH; FOISSAC; GUIGO, 2008). Ainda que, geralmente, as buscas por eventos
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de processamento alternativo em animais se restrinja aos cinco principais eventos
reconhecidos (éxons skipping, éxons mutuamente exclusivos, sitio de juncéo alternativo 5' e
3' e retencdo de introns), nossos dados ainda estariam em divergéncia com o padrao regular de
processamento alternativo em mamiferos. Antes que assumamos que estes eventos ocorram
de forma distinta em peixes-boi em relac&o a outros mamiferos iremos realizar novas analises
(utilizando outra ferramenta), bem como faremos uma reanalise dos nossos dados (utilizando
o0 IsoformSwitchAnalyzeR).

Dentre os genes identificados como possivelmente sofrendo processamento alternativo
destacamos o gene que codifica para uma superéxido dismutase 2 (SOD2). Este desempenha
papel vital no controle de espécies celulares reativas de oxigénio (ROS) que séo geradas tanto
em condic¢des Otimas quanto em condigcdes de estresse. Niveis excessivos de ROS podem
causar danos irreversiveis a lipidios, proteinas, DNA e alterar o estado redox, podendo causar
morte celular. Para manter a homeostase tanto sob condicdes regulares quanto em condigdes
de estresse, sistemas de defesa enzimaticos (superdxido dismutases, catalases e peroxidases) e
ndo enzimaticos (glutationa e outros compostos contendo tiol, acido ascorbico, antocianina,
etc.) que podem diminuir os niveis de ROS por eliminagdo ou oxidacdo sdo modulados. Em
plantas foi observado o processamento alternativo de SOD2 em resposta a stress abidtico,
sugerindo um mecanismo de resisténcia a condi¢bes limitantes (SAINI et al., 2021). Os
eventos observados estdo relacionados a regido 3’ e 5S'UTR, com eventos de éxon skipping nos
introns 3, 7 e 8. Em nossos resultados identificamos a possivel ocorréncia de éxon skipping
(éxon 3) e também a possivel ocorréncia de retencdo de intron (intron 2) e sitio doador
alternativo 5°. Na Error! Reference source not found. estd representado o padrdo de
processamento do gene SOD2 em resposta ao evento de maré vermelha em peixes-boi: a
regido em preto indica o intron possivelmente retido em virtude do estresse causado pela
toxinas, segundo nossas condicOes experimentais; em branco esta indicado o éxon
possivelmente perdido e, por fim, apresentamos uma representacdo do possivel processado
alternativo no caso da ocorréncia de ambos processamentos ao mesmo tempo. N&o incluimos
na representacdo o processamento do sitio doador alternativo 5°.

SGK1 codifica para uma serina/treonina quinase pertencente & familia AGK Kinase. E
ubiguamente expresso e desempenha um papel fundamental na regulacdo hormonal de varios
canais ionicos, transportadores, bombas e fatores de transcricdo ou reguladores. A expressdo
de SGK1 é modulada por estresse celular e hormdnios, incluindo glicocorticdides e
mineralocorticdides. Evidéncias sugerem que o aumento da expressdo ou funcdo de SGK1

estd relacionado a hipotese de estresse patogénico da depressdo maior (DATTILO et al.,
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2020). Andlises por RT-PCR em varias linhas celulares e tecidos humanos confirmaram a
expressdo das 3 variantes alternativas de SGK1, que diferiram exclusivamente em seus
primeiros éxons. A estrutura da regido regulatoria dos trés variantes indicou responsividade
comum aos glicocorticoides, mas atribuiu diferencas em resposta a hipéxia e diferenciacao
celular (SIMON et al., 2007). Em nossos resultados este gene somente ndo apresenta sitio
doador alternativo 3’ ¢ 5°. Os demais eventos de processamento alternativo estdo associados
podendo formar mais de uma isoforma distinta da constitutiva.

As proteinas do tipo Nedd-4 sdo ubiquitina-ligase E3 com dominios transmembrana,
que regulam as principais decisdes de trafego, incluindo o direcionamento de proteinas para
proteossomos ou lisossomos. No processo de ubiquitinagcdo, geralmente sdo as ubiquitina
ligases da classe E3 atuam determinando o alvo proteico. As proteinas da familia Nedd4
demonstraram ter diversas fungdes em diferentes organismos, incluindo regulacdo negativa de
proteinas de membrana por endocitose, exocitose de certas proteinas de membrana, regulacéo
de fatores de transcricdo e clivagem endoproteolitica. Dada a infinidade de papéis para as
proteinas da familia Nedd4, é provavel que existam varios mecanismos reguladores para
iniciar, terminar e direcionar sua atividade (CONWAY; KINSMAN; KRAMER, 2022;
FLASZA et al., 2002). A possivel regulacdo por splicing alternativo foi verificada no gene
humano da familia Nedd4, que gera pelo menos seis isoformas de splicing alternativo. Uma
das isoformas identificadas corresponde a evento no sitio doador alternativo 3°, outra
isoforma corresponde a evento no sitio 5’; as demais, corresponderam a eventos de €xon
skipping e afetam a estrutura do dominio da proteina. A andlise da abundancia relativa das
diferentes isoformas em uma variedade de tecidos encontrou evidéncias de que os eventos de
splicing alternativo podem estar sendo regulados de maneira especifica em cada tecido
(FLASZA et al., 2002). Em nossos resultados observamos a possivel formacgédo de isoformas
do tipo ATSS, com sitios alternativos de inicio de transcricdo, A3, com sitio doador usado
mais a jusante do que o definido no pré-RNA, ATTS, gerando isoforma processada mais a
montante do que o pré-RNA constitutivo, além de eventos de retencdo de intron e éxon
skipping. Na Error! Reference source not found. representamos a isoforma formada caso os
eventos de éxon skipping e retencdo de intron acontecessem simultaneamente. A confirmacéo
da ocorréncia de ambos os eventos, simultaneamente ou independentemente, demandam
validagOes por experimentos in vivo.

A identificacdo dos eventos associados ao gene da familia Nedd4 evidencia um
potencial papel regulatorio frente ao estresse causado pelas toxinas da maré vermelha. Foi

observado em células murinas que a presenca de neurotoxinas que provocam estresse
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oxidativo em neurbnios, como camptotecina, perdxido de hidrogénio e zinco, induzem a
expressdo da proteina NEDD4 (KWAK et al., 2012). Nossos resultados evidenciam tanto a
modulacgdo diferencial de isoformas que atuam contra reativas de oxigénio (ROS), bem com
observamos a expressdao diferencial de genes associados ao sistema nervoso como
neurogénese e diferenciacdo neuronal (Error! Reference source not found.) sugerindo a
ocorréncia da modulacdo por processamento alternativo de forma a regular os efeitos nocivos
das toxinas sobre o sistema nervoso dos peixes-boi.

A real ocorréncia destes eventos de splicing precisa passar por validacdo para que se
estabeleca a relacdo entre a contagem de transcritos e a efetiva ocorréncia do evento de
processamento. Um possivel efeito bioldgico resultante deste processamento ndo constitutivo
também requer validagao.

5.2.2.1. Proporcionalmente, o numero de genes de resposta imune
diferencialmente expressos € menor do que 0 numero de genes associados
a eventos de splicing alternativo

Dentre os genes diferencialmente expressos em resposta as toxinas da maré vermelha,
conforme evidenciado por Lazensky e colaboradores (2020), os relacionados a resposta imune
estavam significativamente modulados estando, na maior parte das vezes, reprimidos.
Dedicamos especial atencéo aos genes que sofreram processamento alternativo e que estavam
relacionados a resposta imune para expandir o conhecimento quanto a relacdo da resposta dos
peixes-boi as toxinas das algas.

Na Error! Reference source not found. destacamos que 23 dentre 0s 97 genes
associados a eventos de splicing alternativo pela ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR estdo
associados a resposta imune dos peixes-boi. Alguns apresentam funcgéo regulatéria, como o
gene que codifica para o regulador do trafego lisossomal (do inglés lysosomal trafficking
regulator) e atua na regulacdo de multiplos aspectos da atividade litica das células NK
(natural killer) (GIL-KRZEWSKA et al., 2016), e o fator de transcri¢do do tipo zinc finger
contendo dominio MYM tipo 5 (RAKHRA; RAKHRA, 2021), ainda pouco estudado em
relacdo a sua atividade regulatéria sobre o sistema imune. Eventos de processamento
alternativo foram descritos em camundongos para membros da familia dos reguladores do
trafego lisossomal por salto maltiplos de éxons (BOONE et al., 2010) e retencdo de intron
(BARBOSA et al., 1997). Nenhuma das isoformas alternativas foi avaliada quanto a sua
funcionalidade. Enquanto o gene que codifica para o regulador do trafego lisossomal nao

apresentou diferencial de expressédo para sua isoforma constitutiva, o gene que codifica para o
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fator de transcrigéo do tipo zinc finger MYM tipo 5 acumulou transcritos de forma diferencial
sugerindo um papel difuso na regulacdo do sistema imune, tanto pela ativacdo da isoforma
constitutiva quanto de isoformas alternativas.

Dois receptores tipo tirosina fosfatase tambem foram associados a eventos de
processamento alternativo e possuem funcdo regulatoria pela catalise da desfosforilacdo de
proteinas tirosina (Tyr)-fosforiladas. Enquanto a atividade do gene tirosina fosfatase tipo E
(PTPRE) ndo estd bem estabelecida na literatura, o gene do receptor da proteina tirosina
fosfatase tipo C (PTPRC) codifica para o receptor do antigeno leucocitario comum (CD45).
CD45 afeta a adesdo celular, migracdo, sinalizacdo de citocinas, desenvolvimento celular e
estado de ativagdo. Eventos de processamento alternativo foram observados em ambos: para
PTPRE, uma isoforma ndo transmembranar foi identificada, diferindo da isoforma regular,
que possui dominio transmembrana e € expresso na superficie celular e pode estar associada a
regulacdo do sistema hematopoiético (ELSON; LEDER, 1995). Para o gene PTPRC foi
descrita a ocorréncia de processamento alternativo dos éxons 4, 5 e 6 gerando pelo menos 8
isoformas, sendo que cinco dentre elas sdo funcionais em humanos. Os eventos de splicing
alternativo parecem estar associados a alteracdes na sensibilidade a estimulos externos
podendo contribuir para autoimunidade e imunodeficiéncia (HERMISTON; XU; WEISS,
2003). Além disso, avancos recentes sugerem que a modulacdo da funcdo CD45 pode ter
beneficios terapéuticos em muitos estados de doenca.

A Error! Reference source not found. apresenta uma possivel isoforma decorrente
da retencdo do intron 21 no gene que codifica para PTPRC em peixes-boi. Para 0 mesmo gene
foi observada ainda a possibilidade de ocorréncia de processamento alternativo por éxon
skipping, A3 (sitio aceptor alternativo 3°), A5 (sitio doador alternativo 5’) e ATSS (sitios
alternativos de inicio de transcricdo). O gene que codifica para PTPRC esta diferencialmente
expresso, enquanto PTPRE ndo apresentou diferencial de expressdo de sua isoforma
constitutiva. Nossos resultados sugerem que tanto o perfil transcricional quanto a ocorréncia
de processamento alternativo para PTPRC podem também ser uma modulacdo direcionada
pela exposicao aos estimulos externos nocivos decorrentes da exposicao as toxinas.

Um gene que de forma putativa codifica para um MHC de classe Il (HLA-DQA2),
proteina de membrana presente em células apresentadoras de antigeno, foi associado a
eventos de splicing em nossos resultados. O complexo principal de histocompatibilidade
humano (MHC) ou HLA codifica antigenos de superficie celular classe | e classe Il que estédo
também relacionados a atividade regulatéria de respostas imunes funcionais (AUFFRAY et

al., 1987). Os genes MHC de classe Il codificam as duas cadeias que formam os
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heterodimeros funcionais HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP, HLA-DM e HLA-DO (HOUTMAN
et al.,, 2021). HLA-DQA2 pertence a familia de cadeias alfa HLA classe II. A proteina
codificada forma um heterodimero com uma cadeia beta de classe 1l. Ele esta localizado em
vesiculas intracelulares e desempenha um papel central no carregamento de peptideos de
moléculas do MHC classe I, ajudando a liberar o peptideo de cadeia invariante associado a
classe 1l (CLIP) do sitio de ligacdo do peptideo. As moléculas de classe 11 sdo expressas em
células apresentadoras de antigenos (linfocitos B, células dendriticas, macro6fagos) e séo
usadas para apresentar peptideos antigénicos na superficie celular para serem reconhecidos
pelas células T CD4 (ALVARO-BENITO; FREUND, 2020).

N&o identificamos o acimulo diferencial de transcritos do gene MHC Classe 11 HLA-
DQA2, mas nossos resultados evidenciaram a ocorréncia de processamento alternativo deste
gene por ATSS, ATTS e IR. Na Error! Reference source not found. esta representada de
forma esquematica o possivel evento de IR, que resulta da retengdo do intron 3 na isoforma
alternativa final. Por meio de experimentos de Northern blot e dados de sequéncia de mMRNA
foi demonstrada a existéncia de mRNA de DQA2 processado de forma alternativa em
linhagens de células linfoblastdides B humanas, que se destacam pela resposta imunoldgica
realizada pela producdo de anticorpos. Em contraste, ndo foi encontrada esta isoforma
diferencial em linhagem de mondcitos ou em células T ativadas (YU; SHEEHY, 1991).

O gene que codifica para uma proteina 8 induzida pelo fator de necrose tumoral alfa
(TNFAIP8), um tipo de proteina antiapoptotica em tumorigénese ou doencas inflamatorias. A
expressdo de TNFAIP8 é encontrada de forma ubiqua na maioria dos tecidos humanos,
incluindo medula 6ssea, células imunes, pulmao, pancreas, rim, figado. Sua expressdo é
induzida em resposta a sinais inflamatérios mediados pelo TNFa (CHENG et al., 2022). Foi
observado em células dendriticas que TNFAIP8 regula a via JNK, das proteinas quinases
ativadas por estresse (LIU et al., 2021). Esta via esta sendo regulada negativamente em nossos
resultados como visto nos resultados de diferencial de expressdao. Nos dados referentes a
processamento alternativo este mesmo gene estd possivelmente associado a eventos de IR e
A3. Analise em larga escala evidenciou a ocorréncia de eventos de splicing alternativo na
regido promotora de TNFAIP8 em humanos. Ndo foram relatados os resultados biol6gicos
decorrentes destes eventos de splicing (XIONG et al., 2018). Até o momento oito isoformas
estdo descritas (NITURE et al., 2019).

Por fim, o gene que codifica para uma proteina do tipo Nedd-4, abordado

anteriormente (Error! Reference source not found.), também tem atividade relacionada a
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resposta imune dos peixes boi atuando diretamente tanto na resposta ao stress quanto na
neurogénese e diferenciagdo neuronal.

Proporcionalmente, um nimero maior de genes associados ao sistema imune de
peixes-boi acumularam transcritos de forma alternativa comparado ao nimero de genes do
sistema imune que apresentaram significativo diferencial de expressdo. Enquanto nos
resultados de diferencial de expressédo 98 genes dentre 591 foram correlacionados ao sistema
imune, pelas analises obtidas com a ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR temos 23 genes
dentre os 97 anotados acumulando transcritos de isoformas ndo-constitutivas. Se
anteriormente foi relatada a importancia da expressdo de genes de resposta imune como
resposta dos peixes-boi ao efeito toxico produzido pelas algas aqui evidenciamos que muitos
genes sdo transcritos de forma alternativa também como uma estratégia de resisténcia aos

efeitos nocivos das toxinas.
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6. CONCLUSOES

As anélises de expressdo génica e processamento alternativo evidenciaram que o
sistema imune é intensamente modulado nos peixes-boi em resposta as toxinas de algas. Um
nimero maior de genes relacionados a atividade e regulacdo do sistema imune sofre splicing
alternativo comparativamente ao nimero de genes com acumulo diferencial de transcritos. A
transcricdo é, de forma geral, reprimida em resposta as toxinas; um nimero menor de genes €
induzido nestas condi¢cdes experimentais. Muitas vias associadas a regulacdo de genes foram
reprimidas sugerindo um efeito robusto das toxinas sobre os genes com atividade regulatéria
nos peixes-boi.

64



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ADU-AMANKWAAH, J. et al. ADAM17, A Key Player of Cardiac Inflammation and
Fibrosis in Heart Failure Development During Chronic Catecholamine Stress. Frontiers in
Cell and Developmental Biology, v. 9, 13 dez. 2021.

AGGARWAL, B. B. Signalling pathways of the TNF superfamily: a double-edged sword.
Nature Reviews Immunology 2003 3:9, v. 3, n. 9, p. 745-756, 2003.

AGRAWAL, A. A. et al. Targeting splicing abnormalities in cancer. Curr. Opin. Genet.
Dev., v. 48, p. 67-74, 1 fev. 2018.

AGRON, M. et al. Regulation of AP-1 by MAPK Signaling in Metal-Stressed Sea Anemone.
Cellular Physiology and Biochemistry, v. 42, n. 3, p. 952-964, 2017.

AHMED, M. Y. et al. Loss of PCLO function underlies pontocerebellar hypoplasia type IlI.
Neurology, v. 84, n. 17, p. 1745-1750, 28 abr. 2015.

ALVARO-BENITO, M.; FREUND, C. Revisiting nonclassical HLA 1l functions in antigen
presentation: Peptide editing and its modulation. HLA, v. 96, n. 4, p. 415-429, 1 out. 2020.
ARNASON, U. et al. Mitogenomic relationships of placental mammals and molecular
estimates of their divergences. Gene, v. 421, n. 1-2, p. 37-51, 15 set. 2008.

AUFFRAY, C. et al. Structure and expression of HLA-DQ o and -DX o genes: interallelic
alternate splicing of the HLA-DQ a gene and functional splicing of the HLA-DX a gene using
a retroviral vector. Immunogenetics 1987 26:1, v. 26, n. 1, p. 6373, jan. 1987.

BAKER, P. VARIABILIDADE DO GENE DQB DO COMPLEXO PRINCIPAL DE
HISTOCOMPATIBILIDADE (MHC) DE CLASSE Il EM PEIXES-BOI DA
AMAZONIA (Trichechus inunguis, SIRENIA, MAMMALIA). Dissertacio de Mestrado—
Belém: UFPA, fev. 2015.

BANERJEE, A. K. et al. SARS-CoV-2 Disrupts Splicing, Translation, and Protein
Trafficking to Suppress Host Defenses. Cell, v. 183, n. 5, p. 1325- 1339.e21, 25 nov. 2020.
BARBOSA, M. D. F. S. et al. Identification of Mutations in Two Major mRNA Isoforms of
the Chediak-Higashi Syndrome Gene in Human and Mouse. Human Molecular Genetics, v.
6, n. 7, p. 1091-1098, 1 jul. 1997.

BATTLE, A. et al. Characterizing the genetic basis of transcriptome diversity through RNA-
sequencing of 922 individuals. Genome Research, v. 24, n. 1, p. gr.155192.113, 3 out. 2013.
BEJJANI, F. et al. Fra-1 regulates its target genes via binding to remote enhancers without
exerting major control on chromatin architecture in triple negative breast cancers. Nucleic
Acids Research, v. 49, n. 5, p. 2488-2508, 18 mar. 2021.

65



BERGET, S. M. Exon Recognition in Vertebrate Splicing. Journal of Biological Chemistry,
v. 270, n. 6, p. 2411-2414, fev. 1995.

BERTA, A.; SUMICH, J. L.; KOVACS, K. M. Marine Mammals: Evolutionary Biology.
2nd. ed. [s.l.] Elsevier Ltd, 2006. v. 45

BHAT, S. S. et al. Syntaxin 8 is required for efficient lytic granule trafficking in cytotoxic T
lymphocytes. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular Cell Research, v. 1863, n.
7, p. 1653-1664, 1 jul. 2016.

BIAMONTI, G. et al. The alternative splicing side of cancer. Semin. Cell Dev. Biol., v. 32, p.
30-36, 2014.

BLAKE, J. A.; HARRIS, M. A. The Gene Ontology (GO) project: structured vocabularies for
molecular biology and their application to genome and expression analysis. Current
protocols in bioinformatics, v. Chapter 7, n. SUPPL. 23, 2008.

BLENCOWE, B. J. The Relationship between Alternative Splicing and Proteomic
Complexity. Trends in Biochemical Sciences, v. 42, n. 6, p. 407-408, 1 jun. 2017.
BOLGER, A. M.; LOHSE, M.; USADEL, B. Trimmomatic: a flexible trimmer for Illumina
sequence data. Bioinformatics, v. 30, n. 15, p. 2114, 8 ago. 2014.

BONDE, R. K. Sirenian Life History. Encyclopedia of Marine Mammals, p. 859-861, 1
jan. 2018.

BONDE, R. K.; MCGUIRE, P. M.; HUNTER, M. E. A review of the key genetic tools to
assist imperiled species conservation: analyzing West Indian manatee populations. Journal of
Marine Animals and Their Ecology, v. 5, n. 1, p. 8-19, 2012.

BONNAL, S. C.; LOPEZ-OREJA, I.; VALCARCEL, J. Roles and mechanisms of alternative
splicing in cancer-implications for care. Nat. Rev. Clin. Oncol., v. 17, n. 8, p. 457-474, 1
ago. 2020.

BOONE, M. et al. The lysosomal trafficking regulator interacting protein-5 localizes mainly
in epithelial cells. Journal of Molecular Histology 2010 41:1, v. 41, n. 1, p. 61-74, 1 abr.
2010.

BOSSART, G. D. et al. Brevetoxicosis in manatees (Trichechus manatus latirostris) from the
1996 epizootic: gross, histologic, and immunohistochemical features. Toxicologic pathology,
V. 26, n. 2, p. 276-282, 1998.

BREAUX, B. et al. The Florida manatee (Trichechus manatus latirostris) T cell receptor loci
exhibit V subgroup synteny and chain-specific evolution. Developmental & Comparative

Immunology, v. 85, p. 71-85, 1 ago. 2018.

66



CANTANHEDE, A. M. Phylogeography and population genetics of the endangered
Amazonian manatee , Trichechus inunguis Natterer , 1883 ( Mammalia , Sirenia ). p. 401—
413, 2005.

CHANG, T. T.; CHEN, J. W. Emerging role of chemokine CC motif ligand 4 related
mechanisms in diabetes mellitus and cardiovascular disease: friends or foes? Cardiovascular
Diabetology, v. 15, n. 1, p. 117, 24 ago. 2016.

CHANG, Y. F,; IMAM, J. S.; WILKINSON, M. F. The nonsense-mediated decay RNA
surveillance pathway. Annual review of biochemistry, v. 76, p. 51-74, 2007.
CHAUDHARY, S. et al. Alternative splicing and protein diversity: Plants versus animals.
Frontiers in Plant Science, v. 10, p. 708, 31 maio 2019.

CHEN, L. et al. Correcting for Differential Transcript Coverage Reveals a Strong
Relationship between Alternative Splicing and Organism Complexity. Molecular Biology
and Evolution, v. 31, n. 6, p. 1402, 2014.

CHEN, L.; ZHENG, S. Identify Alternative Splicing Events Based on Position-Specific
Evolutionary Conservation. PLoS ONE, v. 3, n. 7, p. 2806, 30 jul. 2008.

CHENG, X. et al. TNFAIP8 modulates the survival and immune activity of Thl7 cells via
p53/ p21/ MDM2 pathway after acute insult. Cytokine: X, v. 4, n. 1, p. 100062, 1 mar. 2022.
CHOI, K. H. et al. Gene expression and genetic variation data implicate PCLO in bipolar
disorder. Biological psychiatry, v. 69, n. 4, p. 353-359, fev. 2011.
CLIMENTE-GONZALEZ, H. et al. The functional impact of alternative splicing in cancer.
Cell Rep., v. 20, n. 9, p. 2215-2226, 29 ago. 2017.

CONWAY, J. A.; KINSMAN, G.; KRAMER, E. R. The Role of NEDD4 E3
Ubiquitin&ndash;Protein Ligases in Parkinson&rsquo;s Disease. Genes 2022, Vol. 13, Page
513, v. 13, n. 3, p. 513, 14 mar. 2022.

COREY, D. R. Nusinersen, an antisense oligonucleotide drug for spinal muscular atrophy.
Nature Neuroscience 2017 20:4, v. 20, n. 4, p. 497-499, 13 fev. 2017.

CRAIG VENTER, J. et al. The sequence of the human genome. Science, v. 291, n. 5507, p.
1304-1351, 16 fev. 2001.

CRAY, C. et al. Assessement of serum amyloid A levels in the rehabilitation setting in the
Florida manatee (Trichechus manatus latirostris). Journal of zoo and wildlife medicine :
official publication of the American Association of Zoo Veterinarians, v. 44, n. 4, p. 911-
917, dez. 2013.

CROCE, J. C.; MCCLAY, D. R. Evolution of the Wnt Pathways. Methods in molecular
biology (Clifton, N.J.), v. 469, p. 3, 2008.

67



DANGER, R.; FESEHA, Y.; BROUARD, S. The Pseudokinase TRIB1 in Immune Cells and
Associated Disorders. Cancers 2022, Vol. 14, Page 1011, v. 14, n. 4, p. 1011, 17 fev. 2022.
DATTILO, V. et al. The Emerging Role of SGK1 (Serum- and Glucocorticoid-Regulated
Kinase 1) in Major Depressive Disorder: Hypothesis and Mechanisms. Frontiers in
Genetics, v. 11, p. 826, 5 ago. 2020.

DE ARRAS, L.; ALPER, S. Limiting of the innate immune response by SF3A-dependent
control of MyD88 alternative mRNA splicing. PLoS genetics, v. 9, n. 10, out. 2013.

DE KLERK, E.; °'T HOEN, P. A. C. Alternative mRNA transcription, processing, and
translation: insights from RNA sequencing. Trends in genetics : TIG, v. 31, n. 3, p. 128—
139, 1 mar. 2015.

DE OLIVEIRA, T. M. et al. TLR4 and TLR8 variability in Amazonian and West Indian
manatee species from Brazil. Genetics and Molecular Biology, v. 44, n. 2, 2021.

DE SOUZA, E. M. S. et al. The evolutionary history of manatees told by their mitogenomes.
Scientific Reports 2021 11:1, v. 11, n. 1, p. 1-10, 11 fev. 2021a.

DE SOUZA, E. M. S. et al. The evolutionary history of manatees told by their mitogenomes.
Scientific Reports, v. 11, n. 1, p. 3564, 11 dez. 2021b.

DIAZ-MUNOZ, M. D. et al. The RNA-binding protein HuR is essential for the B cell
antibody response. Nature Immunology 2015 16:4, v. 16, n. 4, p. 415-425, 23 fev. 2015.
DJEBALL, S. et al. Landscape of transcription in human cells. Nature 2012 489:7414, v. 489,
n. 7414, p. 101-108, 5 set. 2012.

DUNHAM, I. et al. An integrated encyclopedia of DNA elements in the human genome.
Nature 2012 489:7414, v. 489, n. 7414, p. 5774, 5 set. 2012.

EHRLICH, F. et al. Differential Evolution of the Epidermal Keratin Cytoskeleton in
Terrestrial and Aquatic Mammals. Molecular Biology and Evolution, v. 36, n. 2, p. 328—
340, 1 fev. 20109.

ELLERY, P. E. R. et al. Translation of human tissue factor pathway inhibitor-p mRNA is
controlled by alternative splicing within the 5’ untranslated region. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Biology, v. 34, n. 1, p. 187-195, jan. 2014.

ELSON, A.; LEDER, P. Identification of a cytoplasmic, phorbol ester-inducible isoform of
protein tyrosine phosphatase E (delayed early response/induction/differentiation). Cell
Biology, v. 92, p. 12235-12239, 1995.

EMIN-LIMA, R. et al. AMAZONIAN MANATEES (Trichechus inunguis) INHABITING
AN EQUATORIAL METROPOLIS: HISTORICAL RECORDS AND MATING ACTIVITY
NEAR BELEM, NORTHERN BRAZIL = SOBRE A PRESENCA DO PEIXE-BOI

68



AMAZONICO (Trichechus inunguis) PROXIMO A BELEM: REGISTROS HISTORICOS E
ATIVIDADE REPRODUTIVA. Boletim do Laboratoério de Hidrobiologia, v. 31, n. 2, p.
1-7, 22 dez. 2021.

EXCOFFIER, L.; SMOUSE, P. E.; QUATTRO, J. M. Analysis of molecular variance inferred
from metric distances among DNA haplotypes: application to human mitochondrial DNA
restriction data. Genetics, v. 131, n. 2, p. 479-491, 1992.

FAUSTINO, N. A.; COOPER, T. A. Pre-mRNA splicing and human disease. Genes Dev., v.
17,n. 4, p. 419-437, 15 fev. 2003.

FERRANTE, J. A.; HUNTER, M. E.; WELLEHAN, J. F. X. DEVELOPMENT AND
VALIDATION OF QUANTITATIVE PCR ASSAYS TO MEASURE CYTOKINE
TRANSCRIPT LEVELS IN THE FLORIDA MANATEE (TRICHECHUS MANATUS
LATIROSTRIS). Journal of Wildlife Diseases, v. 54, n. 2, p. 283-294, 1 abr. 2018.

FLASZA, M. et al. Alternative Splicing Determines the Domain Structure of WWP1, a
Nedd4 Family Protein. Biochemical and Biophysical Research Communications, v. 290, n.
1, p. 431-437, jan. 2002.

FLEWELLING, L. J. et al. Red tides and marine mammal mortalities. Nature 2005
435:7043, v. 435, n. 7043, p. 755-756, 8 jun. 2005.

GARCIA-RODRIGUEZ, A. I. et al. Phylogeography of the West Indian manatee (Trichechus
manatus): How many populations and how many taxa? Molecular Ecology, v. 7, p. 1137-
1149, 1998.

GE, S. X. et al. ShinyGO: a graphical gene-set enrichment tool for animals and plants.
Bioinformatics (Oxford, England), v. 36, n. 8, p. 2628-2629, 15 abr. 2020.

GHOSH, S.; CHAN, C. K. K. Analysis of RNA-seq data using TopHat and cufflinks.
Methods in Molecular Biology, v. 1374, p. 339-361, 2016.

GIL-KRZEWSKA, A. et al. Chediak-Higashi syndrome: LYST domains regulate exocytosis
of lytic granules, but not cytokine secretion by NK cells. The Journal of allergy and clinical
immunology, v. 137, n. 4, p. 1165, 1 abr. 2016.

GOMEZ-CARRASCO, G. et al. Genetic Diversity and Structure From Antillean Manatee
(Trichechus manatus manatus) in the Southern Gulf of México: Comparison Between
Connected and Isolated Populations: https://doi.org/10.1177/1940082918795560, v. 11, 31
ago. 2018.

GOSHEN, 1.; YIRMIYA, R. Interleukin-1 (IL-1): A central regulator of stress responses.
Frontiers in Neuroendocrinology, v. 30, n. 1, p. 30-45, jan. 2009.

69



GUO, W. et al. 3D RNA-seq: a powerful and flexible tool for rapid and accurate differential
expression and alternative splicing analysis of RNA-seq data for biologists. RNA biology, v.
18, n. 11, p. 1574-1587, 2021.

GUO, X. et al. A novel splice mutation induces exon skipping of the EXT1 gene in patients
with hereditary multiple exostoses. International Journal of Oncology, v. 54, n. 3, p. 859, 1
mar. 2019.

HAEHNEL, V. et al. Transcriptional Regulation of the Human Toll-Like Receptor 2 Gene in
Monocytes and Macrophages. The Journal of Immunology, v. 168, n. 11, p. 5629-5637, 1
jun. 2002,

HARR, K. et al. Comparison of methods used to diagnose generalized inflammatory disease
in manatees (Trichechus manatus latirostris). Journal of zoo and wildlife medicine : official
publication of the American Association of Zoo Veterinarians, v. 37, n. 2, p. 151-159,
2006.

HERMISTON, M. L.; XU, Z.; WEISS, A. CD45: A Critical Regulator of Signaling
Thresholds in Immune Cells.
http://dx.doi.org/10.1146/annurev.immunol.21.120601.140946, v. 21, p. 107-137, 28 nov.
2003.

HOAGLAND, P. et al. Lessening the Hazards of Florida Red Tides: A Common Sense
Approach. Frontiers in Marine Science, v. 7, p. 538, 9 jul. 2020.

HOLMES, R. S.; SPRADLING REEVES, K. D. Evolution of Vertebrate Solute Carrier
Family 9B Genes and Proteins (SLC9B): Evidence for a Marsupial Origin for Testis Specific
SLC9B1 from an Ancestral Vertebrate SLC9B2 Gene. Journal of Phylogenetics &
Evolutionary Biology, v. 4, n. 3, 2016.

HOUTMAN, M. et al. Haplotype-Specific Expression Analysis of MHC Class Il Genes in
Healthy Individuals and Rheumatoid Arthritis Patients. Frontiers in Immunology, v. 12, p.
3315, 17 ago. 2021.

HU, Z. et al. Characterization and Comparative Transcriptomic Analysis of Skeletal Muscle
in Pekin Duck at Different Growth Stages Using RNA-Seq. Animals: an open access
journal from MDPI, v. 11, n. 3, p. 1-21, 1 mar. 2021.

HUANG, B. et al. Genome-Wide Analysis of Alternative Splicing Provides Insights into
Stress Adaptation of the Pacific Oyster. Marine biotechnology (New York, N.Y.), v. 18, n.
5, p. 598-609, 1 out. 2016.

HUANG, T. et al. Nuclear Factor of Activated T Cells (NFAT) Proteins Repress Canonical

Whnt Signaling via Its Interaction with Dishevelled (Dvl) Protein and Participate in Regulating

70



Neural Progenitor Cell Proliferation and Differentiation. The Journal of Biological
Chemistry, v. 286, n. 43, p. 37399, 10 out. 2011.

INIGUEZ, L. P. et al. Identification and analysis of alternative splicing events in Phaseolus
vulgaris and Glycine max. BMC genomics, v. 18, n. 1, 22 ago. 2017.

IP, J. Y. et al. Global analysis of alternative splicing during T-cell activation. RNA, v. 13, n.
4, p. 563-572, 1 abr. 2007.

JEFFERSON, T. A.; LEATHERWOOD, S.; WEBBER, M. A. MARINE MAMMALS OF
THE WORLD FAO SPECIES IDENTIFICATION GUIDE . Roma: [s.n.].

JENSEN, P. et al. TNFa affects CREB-mediated neuroprotective signaling pathways of
synaptic plasticity in neurons as revealed by proteomics and phospho-proteomics.
Oncotarget, v. 8, n. 36, p. 60223, 9 set. 2017.

JHA, A.; GAZZARA, M. R.; BARASH, Y. Integrative deep models for alternative splicing.
Bioinformatics, v. 33, n. 14, p. i274-i282, 15 jul. 2017.

JOHNSON, S. L. et al. Ubiquitin-interacting motifs of ataxin-3 regulate its polyglutamine
toxicity through hsc70-4-dependent aggregation. eLife, v. 9, p. 1-22, 1 set. 2020.

JUNK, W. J.; SILVA, V. M. F. DA. Mammals, Reptiles and Amphibians. p. 409-417, 1997.
KANEHISA, M.; GOTO, S. KEGG: kyoto encyclopedia of genes and genomes. Nucleic
acids research, v. 28, n. 1, p. 27-30, 1 jan. 2000.

KARLSTEDT, K.; JIN, C.; PANULA, P. Expression of histamine receptor genes Hrh3 and
Hrh4 in rat brain endothelial cells. British Journal of Pharmacology, v. 170, n. 1, p. 58, set.
2013.

KEITH-DIAGNE, L. THE IUCN RED LIST OF THREATENED SPECIES™.- African
Manatee Assessment, Errata version. , abr. 2017.

KENNEDY, S. Morbillivirus infections in aquatic mammals. Journal of Comparative
Pathology, v. 119, n. 3, p. 201-225, 1 out. 1998.

KIM, D.; LANGMEAD, B.; SALZBERG, S. L. HISAT: a fast spliced aligner with low
memory requirements. Nature Methods 2015 12:4, v. 12, n. 4, p. 357-360, 9 mar. 2015.
KIM, N. et al. A novel member of the leukocyte receptor complex regulates osteoclast
differentiation. Journal of Experimental Medicine, v. 195, n. 2, p. 201-209, 21 jan. 2002.
KORBECKI, J. et al. CXCR2 Receptor: Regulation of Expression, Signal Transduction, and
Involvement in Cancer. International Journal of Molecular Sciences 2022, Vol. 23, Page
2168, v. 23, n. 4, p. 2168, 16 fev. 2022.

KRAUT, N. et al. Requirement of the mouse I-mfa gene for placental development and
skeletal patterning. The EMBO Journal, v. 17, n. 21, p. 6276-6288, 2 nov. 1998.

71



KUEHNER, C. et al. PCLO rs2522833 impacts HPA system activity in healthy young adults.
Translational psychiatry, v. 1, n. 5, p. €10, maio 2011.

KUKURBA, K. R.; MONTGOMERY, S. B. RNA Sequencing and Analysis. Cold Spring
Harbor protocols, v. 2015, n. 11, p. 951, 1 nov. 2015.

KWAK, Y. D. et al. Upregulation of the E3 ligase NEDDA4-1 by Oxidative Stress Degrades
IGF-1 Receptor Protein in Neurodegeneration. The Journal of Neuroscience, v. 32, n. 32, p.
10971, 8 ago. 2012.

LALOUM, T.; MARTIN, G.; DUQUE, P. Alternative Splicing Control of Abiotic Stress
Responses. Trends in Plant Science, v. 23, n. 2, p. 140-150, 1 fev. 2018.

LAZENSKY, R. et al. Investigating the gene expression profiles of rehabilitated Florida
manatees (Trichechus manatus latirostris) following red tide exposure. PLoS ONE, v. 15, n.
7, 1 jul. 2020a.

LAZENSKY, R. et al. Investigating the gene expression profiles of rehabilitated Florida
manatees (Trichechus manatus latirostris) following red tide exposure. PLOS ONE, v. 15, n.
7, p. €0234150, 2 jul. 2020b.

LECARPENTIER, Y. et al. Interactions between PPAR Gamma and the Canonical Wnt/Beta-
Catenin Pathway in Type 2 Diabetes and Colon Cancer. PPAR Research, v. 2017, 2017.
LEUNG, M. K. K. et al. Deep learning of the tissue-regulated splicing code. Bioinformatics,
v. 30, n. 12, 15 jun. 2014.

LEWIS, B. P.; GREEN, R. E.; BRENNER, S. E. Evidence for the widespread coupling of
alternative splicing and nonsense-mediated mRNA decay in humans. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, v. 100, n. 1, p. 189-192, 7
jan. 2003.

LI, B. J. et al. Genome-Wide Characterization of Alternative Splicing Events and Their
Responses to Cold Stress in Tilapia. Frontiers in Genetics, v. 11, p. 244, 18 mar. 2020.

LI, G. et al. The animal nuclear factor Y: an enigmatic and important heterotrimeric
transcription factor. American Journal of Cancer Research, v. 8, n. 7, p. 1106, 2018.

LI, H. et al. The Sequence Alignment/Map format and SAMtools. Bioinformatics (Oxford,
England), v. 25, n. 16, p. 2078-2079, ago. 2009.

LI, H. et al. A novel splice variant of the bovine GALNTLS5 gene identified in Chinese
Holstein bull testis tissue and its MRNA expression. Genetics and Molecular Research, v.
15, n. 2, 2016.

LIAO, K. C.; GARCIA-BLANCO, M. A. Role of Alternative Splicing in Regulating Host
Response to Viral Infection. Cells 2021, Vol. 10, Page 1720, v. 10, n. 7, p. 1720, 8 jul. 2021.

72



LIEN, E. et al. Toll-like Receptor 2 Functions as a Pattern Recognition Receptor for Diverse
Bacterial Products. Journal of Biological Chemistry, v. 274, n. 47, p. 33419-33425, nov.
1999.

LIMA, C. S. et al. A hybrid swarm of manatees along the Guianas coastline, a peculiar
environment under the influence of the Amazon River plume. Anais da Academia Brasileira
de Ciéncias, v. 91, 26 ago. 2019.

LIU, C. et al. F-Box Protein 11 Suppresses Cell Proliferation and Aerobic Glycolysis in
Glioblastomas by Mediating the Ubiquitin Degradation of Cdc25A. Journal of
Neuropathology & Experimental Neurology, v. 81, n. 7, p. 511-521, 20 jun. 2022.

LIU, S. Q. et al. TNF-a-induced protein 8-like 2 negatively regulates the immune function of
dendritic cells by suppressing autophagy via the TAKL/JNK pathway in septic mice. Cell
Death & Disease 2021 12:11, v. 12, n. 11, p. 1-13, 30 out. 2021.

LIU, Y. et al. Zinc Finger Protein 618 Regulates the Function of UHRF2 (Ubiquitin-like with
PHD and Ring Finger Domains 2) as a Specific 5-Hydroxymethylcytosine Reader. Journal of
Biological Chemistry, v. 291, n. 26, p. 13679-13688, jun. 2016.

LONG, M.; DEUTSCH, M. Intron—exon structures of eukaryotic model organisms. Nucleic
Acids Research, v. 27, n. 15, p. 3219-3228, 1 ago. 1999.

LUNA, F. DE O. et al. Genetic Connectivity of the West Indian Manatee in the Southern
Range and Limited Evidence of Hybridization With Amazonian Manatees. Frontiers in
Marine Science, v. 7, 6 jan. 2021.

LUNA, F. O. et al. Vista do Captura e utilizacdo do peixe-boi marinho (Trichechus manatus
manatus) no litoral Norte do Brasil. 21, p. 115-123, 2008.

LUNA, F. O. et al. Phylogeographic implications for release of critically endangered manatee
calves rescued in Northeast Brazil. Aquatic Conservation: Marine and Freshwater
Ecosystems, v. 22, n. 5, p. 665-672, jul. 2012.

LYNCH, K. W. Consequences of regulated pre-mRNA splicing in the immune system.
Nature Reviews Immunology 2004 4:12, v. 4, n. 12, p. 931-940, dez. 2004.

MAKI, R. et al. The role of DNA rearrangement and alternative RNA processing in the
expression of immunoglobulin delta genes. Cell, v. 24, n. 2, p. 353-365, 1981.
MARMONTEL, M., DE SOUZA, D. & KENDALL, S. THE IUCN RED LIST OF
THREATENED SPECIES™.- African Manatee Assessment, Errata version. [s.l: s.n.].
MARTINEZ, N. M.; LYNCH, K. W. Control of Alternative Splicing in Immune Responses:
Many Regulators, Many Predictions, Much Still to Learn. Immunological reviews, v. 253, n.
1, p. 216, maio 2013.

73



MATERA, A. G.; WANG, Z. A day in the life of the spliceosome. Nature Reviews
Molecular Cell Biology 2014 15:2, v. 15, n. 2, p. 108-121, 23 jan. 2014.

MBAREK, H. et al. Genome-Wide Significance for PCLO as a Gene for Major Depressive
Disorder. Twin research and human genetics : the official journal of the International
Society for Twin Studies, v. 20, n. 4, p. 267-270, ago. 2017.

MONIN, L.; GAFFEN, S. L. Interleukin 17 Family Cytokines: Signaling Mechanisms,
Biological Activities, and Therapeutic Implications. Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology, v. 10, n. 4, 1 abr. 2018.

MORITZ, C. Uses of Molecular Phylogenies for Conservation on JSTOR. Philosophical
Transactions: Biological Sciences, v. 349, n. 1327, p. 113-118, 1995.

NAKKA, K. et al. Diversification of the muscle proteome through alternative splicing.
Skeletal Muscle 2018 8:1, v. 8, n. 1, p. 1-18, 6 mar. 2018.

NAMAVAR, Y. et al. Classification, diagnosis and potential mechanisms in Pontocerebellar
Hypoplasia. Orphanet Journal of Rare Diseases, v. 6, n. 1, p. 1-14, 12 jul. 2011.

NISHINA, H. Physiological Roles of SAPK/IJNK Signaling Pathway. Journal of
Biochemistry, v. 136, n. 2, p. 123-126, 1 ago. 2004.

NITURE, S. et al. Oncogenic Role of Tumor Necrosis Factor o-Induced Protein 8
(TNFAIP8). Cells, v. 8, n. 1, 1 jan. 2019.

OUKKA, M. et al. The Transcription Factor NFAT4 Is Involved in the Generation and
Survival of T Cells. Immunity, v. 9, n. 3, p. 295-304, set. 1998.

PAGANI, F.; BARALLE, F. E. Genomic variants in exons and introns: identifying the
splicing spoilers. Nature Reviews Genetics 2004 5:5, v. 5, n. 5, p. 389-396, maio 2004.

PAI, A. A.; LUCA, F. Environmental influences on RNA processing: Biochemical, molecular
and genetic regulators of cellular response. Wiley interdisciplinary reviews. RNA, v. 10, n.
1, 1 jan. 2019.

PALUSA, S. G.; ALI, G. S.; REDDY, A. S. N. Alternative splicing of pre-mRNAs of
Arabidopsis serine/arginine-rich proteins: regulation by hormones and stresses. The Plant
Journal, v. 49, n. 6, p. 1091-1107, 22 fev. 2007.

PARK, E. et al. The Expanding Landscape of Alternative Splicing Variation in Human
Populations. The American Journal of Human Genetics, v. 102, n. 1, p. 11-26, 4 jan. 2018.
PARK, S. Y.; GUO, X. Adaptor protein complexes and intracellular transport. Bioscience
Reports, v. 34, n. 4, 1 ago. 2014.

74



PHILBIN, V. J. et al. Identification and characterization of a functional, alternatively spliced
Toll-like receptor 7 (TLR7) and genomic disruption of TLR8 in chickens. Immunology, v.
114, n. 4, p. 507-521, abr. 2005.

PICKRELL, J. K. et al. Understanding mechanisms underlying human gene expression
variation with RNA sequencing. Nature 2010 464:7289, v. 464, n. 7289, p. 768—772, 10 mar.
2010.

PIOVESAN, A. et al. Human protein-coding genes and gene feature statistics in 2019. BMC
Research Notes, v. 12, n. 1, p. 1-5, 4 jun. 2019.

PIZZOLLA, A. et al. Pattern recognition receptor immunomodulation of innate immunity as a
strategy to limit the impact of influenza virus. Journal of leukocyte biology, v. 101, n. 4, p.
851-861, abr. 2017.

POIRIER, M.-B. et al. General Receptor for Phosphoinositides 1, a Novel Repressor of
Thyroid Hormone Receptor Action that Prevents Deoxyribonucleic Acid Binding. Molecular
Endocrinology, v. 19, n. 8, p. 1991-2005, 1 ago. 2005.

PREMONT, R. T. et al. The GIT Family of ADP-ribosylation Factor GTPase-activating
Proteins: FUNCTIONAL DIVERSITY OF GIT2 THROUGH ALTERNATIVE SPLICING.
Journal of Biological Chemistry, v. 275, n. 29, p. 22373-22380, 21 jul. 2000.

QUINLAN, A. R.; HALL, I. M. BEDTools: a flexible suite of utilities for comparing genomic
features. Bioinformatics, v. 26, n. 6, p. 841-842, 15 mar. 2010.

RAAB, G.; KLAGSBRUN, M. Heparin-binding EGF-like growth factor. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Reviews on Cancer, v. 1333, n. 3, p. F179-F199, dez. 1997.
RAKHRA, G.; RAKHRA, G. Zinc finger proteins: insights into the transcriptional and post
transcriptional regulation of immune response. Molecular Biology Reports, v. 48, n. 7, p.
5735, 1 jul. 2021.

REHMAN, S. U.; TABISH, M. Alternative splicing of ACE2 possibly generates variants that
may limit the entry of SARS-CoV-2: A potential therapeutic approach using SSOs. Clinical
Science, v. 134, n. 10, p. 1143-1150, 1 maio 2020.

ROBERTS, A. et al. Identification of novel transcripts in annotated genomes using RNA-Seq.
Bioinformatics (Oxford, England), v. 27, n. 17, p. 2325-2329, set. 2011.

SA, A. L. A DE et al. Novel insights on aquatic mammal MHC evolution: Evidence from
manatee DQB diversity. Developmental and Comparative Immunology, v. 132, p. 104398,
1 jul. 2022.

75



SAINI, A. et al. Splice variants of superoxide dismutases in rice and their expression profiles
under abiotic stresses. International Journal of Molecular Sciences, v. 22, n. 8, p. 3997, 2
abr. 2021.

SAMMETH, M.; FOISSAC, S.; GUIGO, R. A general definition and nomenclature for
alternative splicing events. PL0oS computational biology, v. 4, n. 8, ago. 2008.

SATIZABAL, P. et al. Phylogeography and sex-biased dispersal across riverine manatee
populations (Trichechus inunguis and Trichechus manatus) in South America. PloS one, v. 7,
n. 12, p. e52468, 20 jan. 2012.

SCOTTI, M. M.; SWANSON, M. S. RNA mis-splicing in disease. Nature Reviews Genetics
201517:1,v. 17, n. 1, p. 19-32, 23 nov. 2015.

SHEN, S. et al. SURVIV for survival analysis of mRNA isoform variation. Nature
Communications, v. 7, 9 jun. 2016.

SIMON, P. et al. Differential Regulation of Serum- and Glucocorticoid-Inducible Kinase 1
(SGK1) Splice Variants Based on Alternative Initiation of Transcription. Cellular Physiology
and Biochemistry, v. 20, n. 6, p. 715-728, 2007.

SONG, J. et al. Novel Form of Alternative Splicing of NFKBL. Its Role in Polycythemia and
Adaptation to High Altitude in Andean Aymara. Blood, v. 132, n. Supplement 1, p. 2316, 29
nov. 2018.

SPRINGER, M. S. et al. Interordinal gene capture, the phylogenetic position of Steller’s sea
cow based on molecular and morphological data, and the macroevolutionary history of
Sirenia. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 91, 2015.

SU, Z.; HUANG, D. Alternative Splicing of Pre-mRNA in the Control of Immune Activity.
Genes 2021, Vol. 12, Page 574, v. 12, n. 4, p. 574, 15 abr. 2021.

TAKOUKAM, A. K. et al. African manatee (Trichechus senegalensis) habitat suitability at
Lake Ossa, Cameroon, using trophic state models and predictions of submerged aquatic
vegetation. Ecology and Evolution, v. 11, n. 21, p. 15212, 1 nov. 2021.

TRAPNELL, C. et al. Transcript assembly and quantification by RNA-Seq reveals
unannotated transcripts and isoform switching during cell differentiation. Nature
Biotechnology 2010 28:5, v. 28, n. 5, p. 511-515, 2 maio 2010.

TRESS, M. L.; ABASCAL, F.; VALENCIA, A. Alternative Splicing May Not Be the Key to
Proteome Complexity. Trends in Biochemical Sciences, v. 42, n. 2, p. 98-110, 1 fev. 2017.
TRINCADO, J. L. et al. The prognostic potential of alternative transcript isoforms across

human tumors. Genome Medicine, v. 8, n. 1, p. 1-14, 17 ago. 2016.

76



TU, Y. et al. Tristetraprolin specifically regulates the expression and alternative splicing of
immune response genes in HeLa cells. BMC Immunology, v. 20, n. 1, p. 1-13, 2 maio 2019.
UNO, K. et al. The Piccolo Intronic Single Nucleotide Polymorphism rs13438494 Regulates
Dopamine and Serotonin Uptake and Shows Associations with Dependence-Like Behavior in
Genomic Association Study. Current molecular medicine, v. 15, n. 3, p. 265-274, 2015.
VIANNA, J. A. et al. Phylogeography, phylogeny and hybridization in trichechid sirenians:
Implications for manatee conservation. Molecular Ecology, v. 15, p. 433447, 2006.
VILACA, S. T. et al. Manatee genomics supports a special conservation area along the
Guianas coastline under the influence of the Amazon River plume. Estuarine, Coastal and
Shelf Science, v. 226, p. 106286, out. 2019.

VILACA, S. T.; SANTOS, F. R. Complete mitochondrial genome of the Florida manatee
(Trichechus manatus latirotris, Sirenia). Genetics and Molecular Biology, v. 42, n. 4, 3 fev.
2020.

VITTING-SEERUP, K. et al. spliceR: an R package for classification of alternative splicing
and prediction of coding potential from RNA-seq data. BMC Bioinformatics, v. 15, n. 1, p.
81, 23 dez. 2014.

VITTING-SEERUP, K.; SANDELIN, A. IsoformSwitchAnalyzeR: Analysis of changes in
genome-wide patterns of alternative splicing and its functional consequences. [s.d.].

WAHL, M. C.; WILL, C. L.; LUHRMANN, R. The Spliceosome: Design Principles of a
Dynamic RNP Machine. Cell, v. 136, n. 4, p. 701-718, 20 fev. 2009.

WANG, S. et al. SI00A8/A9 in inflammation. Frontiers in Immunology, v. 9, n. JUN, p.
1298, 11 jun. 2018.

WANG, Y. et al. Mechanism of alternative splicing and its regulation. Biomedical Reports,
v. 3, n. 2, p. 152, mar. 2015a.

WANG, Z. et al. The prognostic value of CXC-chemokine receptor 2 (CXCR2) in gastric
cancer patients. BMC Cancer, v. 15, n. 1, p. 1-8, 23 out. 2015b.

WANG, Z.; BURGE, C. B. Splicing regulation: From a parts list of regulatory elements to an
integrated splicing code. RNA, v. 14, n. 5, p. 802-813, 1 maio 2008.

WEISBROD, T. C. et al. Manatee Trichechus manatus latirostris calf mortality in Florida: a
retrospective review of pathology data from 2009-2017. Diseases of Aquatic Organisms, V.
147, p. 111-126, 16 dez. 2021.

WELLS, C. A. et al. Alternate transcription of the Toll-like receptor signaling cascade.
Genome Biology, v. 7, n. 2, p. R10, 17 fev. 2006.

7l



WILLENBERG, H. S. et al. Role of Interleukin-6 in Stress Response in Normal and
Tumorous Adrenal Cells and during Chronic Inflammation. Annals of the New York
Academy of Sciences, v. 966, n. 1, p. 304-314, jun. 2002.

WOUDSTRA, S. et al. Modulatory effects of the piccolo genotype on emotional memory in
health and depression. PloS one, v. 8, n. 4, p. e61494, 2013.

XIN, R. et al. isoCirc catalogs full-length circular RNA isoforms in human transcriptomes.
Nature Communications 2021 12:1, v. 12, n. 1, p. 1-11, 12 jan. 2021.

XING, Y. et al. An expectation-maximization algorithm for probabilistic reconstructions of
full-length isoforms from splice graphs. Nucleic Acids Research, v. 34, n. 10, p. 3150-3160,
1 maio 2006.

XIONG, H. Y. et al. The human splicing code reveals new insights into the genetic
determinants of disease. Science, v. 347, n. 6218, 9 jan. 2015.

XIONG, Y. et al. Profiles of alternative splicing in colorectal cancer and their clinical
significance: A study based on large-scale sequencing data. EBioMedicine, v. 36, p. 183, 1
out. 2018.

YU, L. P.; SHEEHY, M. J. The cryptic HLA-DQA2 (“DX alpha”) gene is expressed in
human B cell lines. The Journal of Immunology, v. 147, n. 12, 1991.

ZHANG, C. et al. Deletion and Down-Regulation of HRH4 Gene in Gastric Carcinomas: A
Potential Correlation with Tumor Progression. PLoS ONE, v. 7, n. 2, p. €31207, 20 fev.
2012.

ZHANG, K.; SAXON, A.; MAX, E. E. Two unusual forms of human immunoglobulin E
encoded by alternative RNA splicing of epsilon heavy chain membrane exons. The Journal
of experimental medicine, v. 176, n. 1, p. 233-243, 1 jul. 1992.

ZHANG, W.; LIU, H. T. MAPK signal pathways in the regulation of cell proliferation in
mammalian cells. Cell Research, v. 12, n. 1, p. 9-18, mar. 2002.

ZHANG, Y. et al. Alternative splicing and cancer: a systematic review. Signal Transduction
and Targeted Therapy 2021 6:1, v. 6, n. 1, p. 1-14, 24 fev. 2021.

78



	INTRODUÇÃO
	1. REVISÃO DE LITERATURA
	1.1. O Gênero Trichechus
	1.2. Estudos genéticos em Trichechus sp.
	1.3. Mecanismos de splicing e a diversidade biológica
	1.4. Splicing alternativo e resposta imune

	2. OBJETIVO
	2.1. Objetivo geral
	2.2. Estratégias

	3. MATERIAL E MÉTODOS
	3.1. Amostras e sequenciamento
	3.2. Reanálise dos dados do transcritoma
	3.3. Comparação com anotação de referência e análise diferencial
	3.4. Análises de enriquecimento funcional
	3.5. Avaliação da ocorrência de eventos de processamento alternativo
	3.6. Análise funcional de isoformas alternativas

	4. RESULTADOS
	4.1. Avaliação da modulação da expressão gênica em peixes-boi em resposta ao evento de maré vermelha
	4.2. Avaliação da ocorrência de eventos de splicing alternativo em peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris
	4.2.1. Padrões de splicing alternativo obtidos utilizando o pipeline Cufflinks
	4.2.1.1. Processamento alternativo de genes relacionados ao sistema imune de peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris

	4.2.2. Padrões de splicing alternativo obtidos utilizando o IsoformSwitchAnalyzeR
	4.2.2.1. Processamento alternativo de genes relacionados ao sistema imune de peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris



	5. DISCUSSÃO
	5.1. O evento da maré vermelha reprime diferencialmente grande quantidade de genes em peixes-boi
	5.2. Duas estratégias foram necessárias para a verificação da ocorrência de eventos de processamento alternativo em peixes-boi da subespécie Trichechus manatus latirostris
	5.2.1. O número de genes diferencialmente modulados é maior do que os genes envolvidos em splicing alternativo
	5.2.1.1. O sistema imune dos peixes-boi sofreu intensa modulação transcricional e apresenta grande número de genes processados de forma alternativa

	5.2.2. Os padrões de evento de splicing obtidos com a ferramenta IsoformSwitchAnalyzeR diferem do perfil geral observado na literatura
	5.2.2.1. Proporcionalmente, o número de genes de resposta imune diferencialmente expressos é menor do que o número de genes associados a eventos de splicing alternativo



	6. CONCLUSÕES
	7. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS

