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RESUMO

Peixes, salamandras e rãs são vertebrados que apresentam uma impressionante capacidade de
regenerar estruturas complexas, como nadadeiras e membros inteiros.  Análises comparativas
de perfil de expressão gênica indicam que em torno de 35 % dos genes superexpressos em
estruturas em regeneração de peixes pulmonados estão também superexpressos em
salamandra, sugerindo a existência de um programa genético conservado de regeneração.
Entretanto, dados de RNA-seq de estruturas em regeneração indicam que além dos genes com
alta conservação em diferentes grupos de vertebrados, há um número grande de transcritos
sem ortologia aparente e que apresentam expressão diferencial durante a regeneração. Esses
transcritos podem incluir genes codificantes de proteínas linhagem específicos, ou RNAs
longos não-codificantes, que geralmente são pouco conservados e que representariam também
uma classe de genes linhagem-específicos. Com o objetivo de ampliar a compreensão dos
mecanismos envolvidos na regeneração, investigamos neste trabalho, por análises in silico,
transcritos sem anotação, através da análise dos transcriptomas de três estágios da regeneração
da nadadeira caudal do peixe pulmonado Protopterus annectens. Desenvolvemos e aplicamos
workflow para a identificação de potenciais genes-linhagem específicos codificadores ou não
codificadores (lncRNAs) de proteínas. Estabelecemos redes de interação por co-expressão
verificando a interação de tais genes-linhagem específicos com genes e vias conservadas.
Nosso resultado revelou 8336 transcritos sem aparente ortologia com genes de outras espécies
e que estão alterados durante a regeneração de cauda de Protopterus annectens. Desses, 2372
transcritos apresentam potencial codifcante (ORF > 100 aminoácidos), com 126 deles
apresentando domínios proteicos conhecidos. Entre os domínios proteicos identificados, a
grande maioria corresponde a domínios presentes em proteínas derivadas de retrotransposons.
Análises com programas especializados na identificação de RNAs não codificantes revelaram
que dos 5964 transcritos sem a presença de uma ORF maior de 100 aminoácidos, 46
transcritos têm alto potencial de representarem lncRNAs linhagem-específicos. Uma análise
de co-expressão revelou oito módulos de transcritos de expressão coordenada durante a
regeneração e indicou a presença de vários transcritos linhagem-específicos como hubs desses
módulos de co-expressão. Os resultados contribuem para uma melhor compreensão dos
detalhes moleculares das diferentes categorias de genes envolvidos no processo de
regeneração e a potencial interação de vias conservadas com genes linhagem específicos.

Palavras-Chaves: Regeneração, Análises de Transcriptomas, RNAs não-codificantes, Genes
linhagem-específicos.
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ABSTRACT

Fish, salamanders and frogs are vertebrates with an impressive ability to regenerate complex
structures, such as fins and entire limbs. Comparative analyzes of the gene expression profiles
indicate that around 35% of the genes overexpressed in lungfish regenerating structures are
also overexpressed in salamanders, indicating an evolutionary conserved program of
regeneration. RNA-seq data analysis show that in addition to the conserved genes, there is a
large number of transcripts with no apparent orthology detected as differentially expressed
during regeneration. These transcripts may include genes encoding lineage-specific proteins,
or long non-coding RNAs, which are generally poorly conserved and also represent a class of
lineage-specific genes. In this work, we investigated non-annotated transcripts differentially
expressed during regeneration, through in silico analysis of transcriptomes from three stages
of regenerating caudal fins of the lungfish Protopterus annectens. We applied workflows for
the identification and characterization of potentially lineage-specific genes (both coding and
non-coding). We established co-expression networks and searched for interactions between
the lineage-specific genes and conserved genes or gene pathways. Our results revealed 8336
transcripts with no apparent orthology with genes from other species and which are altered
during Protopterus annectens tail regeneration. Of these, 2372 transcripts presented coding
potential (ORF > 100 aminoacids), with 126 of them having known protein domains. Among
the identified protein domains, the vast majority correspond to domains present in proteins
derived from retrotransposons. Analyzes with programs specialized in the identification of
non-coding RNAs revealed that of the 5964 transcripts lacking an ORF greater than 100
aminoacids, 46 transcripts have a high potential to represent novel lncRNAs. A co-expression
analysis revealed eight modules of coordinated expressed transcripts during regeneration and
indicated the presence of several lineage-specific transcripts as hubs of these co-expression
modules. Our results contribute to a better understanding of the molecular details of the
different categories of genes involved in the regeneration process and the potential interaction
of conserved pathways with lineage-specific genes.

Key words: Regeneration, Transcriptome Analysis, Non-coding RNAs, lineage-specific
genes.
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1. INTRODUÇÃO

1.1. Regeneração de estruturas complexas em vertebrados

Até onde se tem conhecimento, as salamandras, girinos e lagartos são os únicos

tetrápodes que demonstram a capacidade de regenerar membros e caudas. No entanto, apenas

as salamandras são capazes de reconstituir completamente essas estruturas, incluindo a

medula espinhal, de maneira idêntica aos originais ao longo de toda a vida (VAGLIA, 1997).

A regeneração de membros e caudas em salamandras, como Ambystoma mexicanum, tem

sido amplamente estudada e caracterizada (BROCKES, 2014). Embora a regeneração de

estruturas complexas, como membros e caudas, também tenha sido observada em alguns

outros vertebrados, os exemplos são limitados. Por exemplo, a regeneração da cauda em rãs e

sapos ocorre antes da metamorfose (SIMON, 2013), e a regeneração de nadadeiras foi

observada em peixes pulmonados, que são o grupo irmão dos tetrápodes (CONANT, 1970;

NOGUEIRA et al., 2016). Acreditava-se anteriormente que a capacidade de regeneração de

membros em todas as suas estruturas, incluindo músculos, ossos e nervos, era uma

característica exclusiva desses poucos grupos.

No entanto, evidências paleontológicas indicam que a capacidade de regenerar

estruturas complexas, como membros e caudas, já existia em vertebrados há

aproximadamente 300 milhões de anos (FRÖBISCH, 2014). Além disso, um estudo recente

realizado por DARNET et al. 2019, demonstrou que diversas espécies de peixes atuais são

capazes de regenerar completamente suas nadadeiras peitorais após a amputação em uma

porção comparável à estrutura óssea dos membros dos tetrápodes (DARNET et al., 2019).

A regeneração de apêndices pares, como nadadeiras ou membros, apresenta uma

distribuição mais ampla entre os vertebrados do que se acreditava inicialmente. Isso sugere

que a capacidade de regenerar apêndices pares seja uma característica ancestral prévia à

separação do grupo que originou os tetrápodes, tendo surgido no ancestral dos peixes

(FRÖBISCH et al., 2015). Ao longo da evolução, essa capacidade foi parcial ou totalmente

perdida em certos grupos, como os mamíferos, Figura 1.
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Figura 1 – Distribuição filogenética da capacidade de regenerar apêndices pares entre os vertebrados. Na parte
superior, representação esquemática do endoesqueleto e esqueleto dérmico de apêndices de vertebrados. Na parte
inferior, uma filogenia de vertebrados calibrada no tempo retrata o estado do conhecimento atual, no momento
em que este estudo foi realizado. Linhagens contendo uma ou mais espécies capazes de regeneração de
nadadeiras ou membros após amputação do endoesqueleto são indicadas em azul, aquelas incapazes indicadas
em laranja e aquelas onde não existe informação em preto (adaptada de DARNET et al., 2019).

Há mais de 150 anos, foram descobertos os peixes pulmonados, pertencentes a um

grupo filogeneticamente mais próximo dos tetrápodes (JORGENSEN, 2011; AMEMIYA et

al., 2013; AMENIYA, 2013; MEYER, 1992). Essa proximidade taxonômica oferece uma

oportunidade para estudar a transição evolutiva da água para a terra, bem como as mudanças

moleculares associadas a essa transição (AMARAL; SCHNEIDER, 2018). Esses organismos

podem servir como modelos ideais para investigar a origem da regeneração de membros nos

tetrápodes. Atualmente, existem três espécies de peixes pulmonados: Neoceratodus forsteri,

Protopterus annectens e Lepidosiren paradoxa, encontrados na Austrália, África e Amazônia,

respectivamente. Assim como as salamandras, os peixes pulmonados têm a capacidade de

regenerar a nadadeira caudal, uma extensão da coluna vertebral e medula espinhal

(BRADBURY; BURNSIDE, 2019).

As pesquisas conduzidas por Nogueira et al. 2016, demonstraram que o peixe

pulmonado Lepidosiren paradoxa é capaz de regenerar suas nadadeiras peitorais, seguindo

etapas morfológicas e vias moleculares semelhantes às observadas na regeneração de

membros em salamandras. Esses achados indicam que a compreensão dos mecanismos

celulares e genéticos que governam a regeneração nos peixes pulmonados pode fornecer
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informações valiosas sobre as bases celulares e genéticas envolvidas no processo

regenerativo.

Recentes estudos realizados pelo mesmo grupo de pesquisa (VERÍSSIMO et al., 2020)

evidenciaram que a regeneração da nadadeira caudal em um outro peixe pulmonado, o

Protopterus annectens, apresenta características morfológicas e moleculares semelhantes à

regeneração da cauda em salamandras. A reconstrução da cauda em Protopterus annectens

segue um processo semelhante ao das salamandras, envolvendo a ativação de células

proliferativas e a restauração das estruturas originais da cauda, tais como músculos , medula

espinhal, esqueleto e a padronização dorsoventral (WANG, 2016; SANDOVAL, 2014;

ECHEVERRI, 2002).

Um grupo adicional de interesse para investigar a regeneração de apêndices em

vertebrados é composto pelos peixes do gênero Polypterus senegalus, que são representantes

atuais de um dos grupos mais antigos entre os actinopterygii. Um exemplo notável é o

Polypterus senegalus, que demonstra a capacidade de regenerar completamente suas

nadadeiras peitorais, mesmo quando amputadas até o nível do endoesqueleto, uma estrutura

homóloga aos membros dos tetrápodes. Análises comparativas revelam que aproximadamente

35% dos genes superexpressos durante a regeneração do Polypterus também estão

superexpressos durante a regeneração de membros em salamandras, o que indica uma notável

conservação do processo regenerativo (DARNET et al., 2019).

O processo regenerativo de apêndices pares ou da cauda, após a amputação, ocorre em

etapas distintas. Inicialmente, ocorre a formação de uma estrutura transitória chamada

blastema, composta por células indiferenciadas em proliferação (TANAKA, 2003). O

blastema (GILBERT, 2008) é um aglomerado de células mesenquimais localizado entre a

epiderme da ferida e a superfície da amputação (AKIMENKO et al., 2003). Em seguida,

ocorrem processos de rediferenciação e morfogênese, que resultam na reposição das

estruturas perdidas (STOCUM, 1999; YOKOYAMA, 2008; VIEIRA & McCUSKER, 2018),

Figura 2.
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Figura 2 – Comparação do blastema e formação da estrutura em diferentes processos de regeneração. (a)
Estágios da regeneração da mandíbula em anfíbios. Após a amputação, um epitélio de ferida se forma sobre o
tecido remanescente da mandíbula. Células do blastema se acumulam na margem seccionada da mandíbula,
originando-se de diversos tecidos maduros. Essas células proliferam, passam por um processo de repadronização
e diferenciação, resultando em uma estrutura semelhante à mandíbula original, porém com características
notáveis. (b) Estágios da regeneração de membros. A regeneração de membros também envolve a formação de
um blastema. Após a amputação, um epitélio de ferida se forma na margem cortada do membro. As células do
blastema, também provenientes de vários tecidos maduros, proliferam, passam por um processo de repadrão e
rediferenciação, resultando na formação de todas as estruturas do membro ausente. O membro regenerado é
idêntico ao original (adaptada de VIEIRA & McCUSKER, 2018).

As células do blastema apresentam plasticidade, o que lhes permite realizar o último

estágio da regeneração: a formação de novos membros, caudas ou outras estruturas

complexas. Além disso, possuem uma memória posicional e tecidual que lhes permite

reconstruir apenas a porção perdida de forma adequada (SIMON, 2013). Estudos moleculares

recentes têm começado a revelar a complexa arquitetura genética envolvida na regeneração de

apêndices pares e da cauda dos tetrápodes, o que pode contribuir para a compreensão dos

aspectos evolutivos da regeneração e para a identificação de alvos moleculares que possam

aumentar o potencial regenerativo de organismos com capacidade limitada ou ausente de

regeneração.
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1.2. Perfis Globais de Expressão Gênica e Vias Moleculares Enriquecidas na

Regeneração de Estruturas Complexas

No que se refere aos mecanismos celulares e genéticos que governam a regeneração

em peixes pulmonados, estudos utilizando várias abordagens de análise da expressão gênica

têm contribuído para uma melhor compreensão das vias moleculares envolvidas no processo

de regeneração (HAAS & WHITED, 2017). Dentre as alterações observadas nas células do

blastema até o momento, estão a ativação de oncogenes durante o fechamento da lesão, o

aumento da expressão de genes envolvidos no remodelamento da matriz extracelular e no

desenvolvimento, bem como a diminuição da expressão de genes relacionados à diferenciação

muscular.

Nos últimos anos, uma abordagem amplamente adotada para caracterizar os perfis de

expressão global durante a regeneração tecidual é a técnica de sequenciamento do

transcriptoma, também conhecida como RNA-seq. Essa metodologia possibilita a

identificação dos conjuntos de genes expressos, bem como a detecção de genes com

expressão diferencial em tecidos e células, mesmo em organismos cujo genoma ainda não

tenha sido sequenciado (LOW & TAMMI, 2017). Essa abordagem foi aplicada com sucesso

pelo grupo do Laboratório de Evolução e Desenvolvimento da UFPA no estudo da

regeneração de estruturas complexas em peixes como Lepidosiren paradoxa (NOGUEIRA et

al, 2016), Polypterus senegalus (DARNET et al, 2019) e Protopterus annectens

(VERÍSSIMO et al, 2020).

Em casos de organismos sem genoma disponível é possível realizar a montagem de

novo do transcriptoma a partir dos dados de RNA-seq, permitindo a criação de um

transcriptoma de referência para o mapeamento e quantificação da expressão gênica (LOW;

TAMMI, 2017). Essa abordagem possibilita a condução de estudos de expressão gênica na

regeneração de forma mais viável, superando as barreiras técnicas associadas à montagem e

anotação de genomas extensos (BISCOTTI et al., 2016), como é o caso dos peixes

pulmonados.

Recentemente, os genomas de peixes pulmonados, como Neoceratodus forsteri (peixe

pulmonado australiano) (MEYER et al., 2021), Protopterus annectens (WANG et al., 2021) e

Polypterus senegalus (BI et al., 2021), foram sequenciados. Os genomas do Protopterus

annectens e do Polypterus senegalus estão disponíveis no National Center for Biotechnology
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Information (NCBI) com os códigos de BioProject PRJNA701604 e PRJNA704032,

respectivamente. Segundo informações fornecidas pelo NCBI, o genoma do Protopterus

annectens consiste em 17 cromossomos, com 41834 transcritos associados e 37056

sequências de proteínas associadas. Já o genoma do Polypterus senegalus possui 19

cromossomos, com 48165 transcritos associados e 42230 sequências de proteínas associadas.

A análise de expressão gênica diferencial realizada por Nogueira et al.2016, permitiu a

montagem de novo do transcriptoma da Lepidosiren paradoxa e do representante

actinopterígeo Polypterus senegalus. Esses estudos revelaram notáveis semelhanças entre o

processo de regeneração desses organismos e a regeneração do apêndice da salamandra,

conforme descrito em estudos anteriores (KNAPP et al., 2013; MONAGHAN et al., 2009;

STEWART et al., 2013; WU et al., 2013). 

Observou-se componentes de outras vias associadas à regeneração nos tetrápodes,

incluindo a via Wnt (Wnt5a, Wnt5b, Axin2, Gsk3b, Ctnnb1), Fgf (Fgfr1), Bmp (Bmp1,

Bmp4, Smad2), Shh (Ptch2, Gli2), Notch (Notch2), Tgf-ß (Inhbb, Tgfb1) acredita-se que

Tgfb1 e sua fibronectina alvo (Fn1) forneçam orientação direcional para as células de

blastema (STOCUM, 2011), Egf (Vegfa, Megf6, Megf10), componentes e remodeladores de

matriz extracelular (C1qtnf3, Col11a1, Fbn2, Mmp11, Adamts14), via de ácido hialurônico

(Hyal2, Has2), resposta imune e inflamatória (Il11, Mdk, Nfkbiz) e manutenção de

células-tronco (Sox4, Sall4, Chd2) (SCHNAPP et al., 2005; MONAGHAN et al., 2007; HO;

WHITMAN 2008; WONG et al., 2011; PONOMAREVA et al., 2015; LI; ZHANG; AMAYA

2016; VITULO et al., 2017; MURAWALA et al., 2018; SINGH et al., 2018).

Observou-se que o gene responsável pela codificação da proteína semelhante a

MARCKS (MLP), a qual desempenha uma variedade de funções desde o desenvolvimento

embrionário até a resposta inflamatória, é regulado positivamente nos estágios iniciais da

regeneração de membros. Essa proteína foi recentemente proposta como um iniciador da

regeneração em salamandras (SUGIRA et al., 2016). Além disso, foi constatado que a

regulação positiva do gene MLP também ocorre nos estágios iniciais da regeneração da

nadadeira do peixe pulmonado.

As evidências sugerem perfis de expressão gênica semelhantes entre os organismos

durante o processo de regeneração, o que reforça a hipótese de que os tetrápodes tenham

herdado um programa de regeneração de membros durante a transição de nadadeira-membro.

Essas análises também respaldam a ideia de um programa genético conservado de

regeneração de apêndices em vertebrados, bem como a herança, por parte dos tetrápodes, de
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um programa de regeneração de membros dos ancestrais dos peixes sarcopterígios

(AMARAL; SCHNEIDER, 2018).

Anteriormente, devido à ausência de um genoma de referência para o Protopterus

annectens e o Polypterus senegalus, a análise dos dados de RNA-seq era realizada por meio

da anotação dos transcritos montados, utilizando o BlastX para compará-los com um banco de

proteínas de organismos com genes bem anotados, como o humano ou o zebrafish. A

identificação da maioria dos genes diferencialmente expressos e das vias enriquecidas

baseava-se, portanto, no conjunto de genes com ortologia em outros grupos de organismos.

Um exemplo de via de sinalização altamente conservada na escala evolutiva e que tem

apresentado importante papel durante a regeneração é via de mTOR. O alvo mecanístico de

rapamicina (mTOR) é uma serina/treonina quinase pertencente à família de proteínas quinases

relacionadas à fosfoinositídeo quinase (PIKK). Ela atua como subunidade catalítica de dois

complexos proteicos distintos: mTORC1 e mTORC2 (mechanistic Target of Rapamycin

Complex 1 e 2, respectivamente) (LAPLANTE, 2012). A ação da rapamicina, uma substância

isolada em 1975 da bactéria de solo Streptomyces hygroscopicus, inibe apenas o mTORC1 e

demonstrou atividade antifúngica, imunossupressiva e antitumoral (KIM & GUAN, 2019). A

via de sinalização do mTOR é altamente conservada em eucariotos e desempenha um papel

fundamental na integração de diversos sinais, promovendo síntese de proteínas e

nucleotídeos, crescimento e proliferação celular, sobrevivência e migração (SAXTON &

SABATINI, 2017).

O complexo mTOR desempenha um papel crucial na regulação de processos

anabólicos e catabólicos em resposta a estímulos ambientais. Ele atua como um integrador de

vias ativadas por fatores de crescimento e detecção de nutrientes, coordenando várias funções

celulares e ligando a disponibilidade de nutrientes ao controle metabólico (SHIMOBAYASHI,

2014). A presença do mTOR em diferentes compartimentos celulares confere-lhe a

capacidade de detectar estresse, sinalizar o crescimento e regular a autofagia.

Especificamente, o complexo mTORC1 controla o equilíbrio entre o anabolismo e o

catabolismo em resposta a diversos estímulos ambientais (SENGUPTA et al., 2010),

fosforilando efetores envolvidos na síntese proteica, como a proteína ribossômica S6 quinase

beta-1 (S6K1 ou RPS6KB1), especificamente no resíduo de aminoácido Thr389. Essa quinase

fosforila a proteína ribossômica S6, promovendo a tradução de mRNAs envolvidos na

biogênese do ribossomo. Portanto, a detecção com anticorpos anti-fosfo-S6-quinase
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(pThr/pSer) pode ser utilizada como uma técnica indireta para detectar a atividade do

complexo mTORC1 nos processos celulares.

A sinalização de mTOR desempenha um papel essencial no crescimento, proliferação

e sobrevivência celular em diversos tecidos do organismo, incluindo o músculo esquelético e

cardíaco. No músculo esquelético, o mTOR exerce controle sobre a sinalização anabólica e

catabólica, afetando a hipertrofia muscular e a perda de massa muscular (YOON, 2017). Além

disso, a sinalização de mTOR também desempenha um papel crítico na regulação da

adipogênese, metabolismo lipídico, termogênese e síntese/secreção de adipocinas (CINTI,

2012).

Além de desempenhar um papel conservado na ativação da proliferação celular e

controle do crescimento em eucariotos, estudos recentes têm revelado que a via mTOR

também regula processos cruciais na determinação do destino celular, como auto-renovação,

diferenciação e desdiferenciação celular em metazoários (HE et al., 2019; MIAO et al., 2020).

Portanto, essa via tem sido implicada na regeneração em diversos contextos, desde tecidos

específicos em mamíferos até estruturas mais complexas, como apêndices, e até mesmo em

organismos inteiros (LUND-RICARD et al., 2020). Em modelos de peixe, como o zebrafish,

estudos têm investigado os efeitos da inibição da via mTOR na regeneração de nadadeiras

amputadas, especificamente no nível dos raios das mesmas (HIROSE et al., 2014;

TAKAYAMA et al., 2018).

Em Polypterus senegalus, observou-se recentemente que a via mTOR é ativada a

partir de 18 horas após a amputação da nadadeira em nível endocondral, com um aumento

significativo da ativação nos dias 3 e 5 após a amputação (Figura 3, dados ainda não

publicados). Além disso, verificou-se que com o uso de rapamicina, um inibidor de mTOR, a

regeneração da nadadeira foi drasticamente inibida (Figura 4, dados ainda não publicados).
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Figura 3 – Via mTOR é ativada durante regeneração da nadadeira de Polypterus senegalus. Cortes histológicos
congelados de nadadeiras em regeneração, pelos períodos de tempo indicados após a amputação, foram
incubados com anticorpo primário anti-pS6 (Cell Signaling, #2215, que reconhece a forma fosforilada da
proteína ribossomal S6) e posteriormente com anticorpo secundário Alexa-488 (Thermo-Fisher), visualizado em
verde. Núcleos foram marcados com DAPI; hpa (horas pós-amputação); dpa (dias pós-amputação); barra de
escala = 200 mm. (Laboratório de Evolução e Desenvolvimento - UFPA).

Figura 4 – Via mTOR é necessária para a regeneração de nadadeira em Polypterus senegalus. Imagens
representativas de nadadeiras de animais cujas nadadeiras foram amputadas e que foram mantidos após a
amputação por 35 dias em solução com 0,1 % de DMSO (controle) ou 2,5 mM de rapamicina (inibidor de
mTORC1). Registros fotográficos do processo de regeneração foram feitos nos tempos indicados; dpa (dias
pós-amputação). No final do período de análise (35dpa), as nadadeiras regeneradas foram novamente amputadas
e submetidas a diafanização (imagens à direita) para observação da estrutura esquelética. O experimento foi
realizado com triplicatas biológicas em cada grupo e que apresentaram resultado semelhante aos mostrados aqui
(Laboratório de Evolução e Desenvolvimento - UFPA).

Embora a via mTOR seja altamente conservada em eucariotos, sabe-se que a

capacidade regenerativa varia consideravelmente entre os organismos. Um fator que pode

contribuir para atuação diferencial da via mTOR em organismos altamente regenerativos em

comparação com organismos com menor capacidade regenerativa é a interação dessa via com

o produto de genes linhagem específicos. Em mamíferos, foi observado que um peptídeo

curto, codificado por um RNA anotado como um longo não codificante (lncRNA), tem a

capacidade de modular negativamente a via mTOR, reduzindo sua atividade durante a

regeneração muscular (MATSUMOTO et al., 2017). Desse modo, identificar potenciais genes
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linhagem específicos alterados durante a regeneração pode contribuir para a caracterização de

circuitos moleculares que modulam a atuação de vias de sinalização conservadas durante a

regenração.

1.3. Genes linhagem-específicos e RNAs não codificantes na regeneração

Os dados obtidos por meio da técnica de RNA-seq revelam que, além dos genes com

ortologia conservada ao longo da evolução, há um conjunto significativo de transcritos que

não apresentam similaridade aparente, mas apresentam variação de expressão durante o

processo de regeneração. Esses transcritos podem incluir genes codificadores de proteínas

específicos de determinada linhagem, que estão restritos a um táxon particular, ou podem

corresponder a RNAs longos não codificantes (lncRNA). Estes últimos, em geral, possuem

baixa conservação e podem representar uma subclasse de genes linhagem específicos. Por

exemplo, estudos demonstraram que cerca de 70% dos lincRNAs (RNA não codificantes

intergênicos longos), amplamente encontrados no genoma de mamíferos, não possuem

homólogos em espécies separadas por mais de 50 milhões de anos (HEZRONI et al., 2015).

Estudos anteriores destacaram a contribuição de genes linhagem específicos no

processo de regeneração de membros em salamandras a exemplo do Notophthalmus

viridescens, Figura 5, onde houve a identificação de novos genes linhagem específicos

(LOOSO et al., 2013; KUMAR et al., 2015). Em Drosophila, foi demonstrado que a deleção

desses genes linhagem específicos pode ser letal, evidenciando sua importância essencial para

esses organismos (CHEN et al., 2010). Além disso, uma pesquisa recente identificou uma

nova família de proteínas exclusiva das planárias, que desempenha um papel no controle da

proliferação e morte celular por meio da interação com a via mTOR, a qual é amplamente

conservada em eucariotos (PASCUAL-CARRERAS et al., 2020).
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Figura 5 - Expressão de genes linhagem específicos recém-identificados em um género de salamandra,
Notophthalmus viridescens. Análise RT-PCR em tempo real identificou novos candidatos a genes relacionados
a famílias proteicas em tecidos do coração, cérebro, baço, olho total, fígado, cauda, membro e pulmão de
adultos (adaptada de LOOSO et al., 2016)

Portanto, é plausível que genes linhagem específicos exerçam modulações em vias de

sinalização conservadas, resultando em variações de regulação características em um

determinado organismo. No contexto da regeneração de apêndices, a hipótese sugere que

esses genes linhagem específicos interajam com um programa genético conservado,

promovendo modulações distintas nesse programa e contribuindo para as diferentes

capacidades regenerativas observadas entre os vertebrados. Apesar dos estudos mencionados

anteriormente, o papel dos genes linhagem específicos codificadores de proteínas na

regeneração, em geral, tem sido pouco explorado. Quanto aos genes linhagem específicos

correspondentes aos RNA longos não codificantes (lncRNAs), a escassez de estudos ainda é

notável.

Conforme mencionado anteriormente, é relevante ressaltar que os lncRNAs são uma

classe de RNAs não codificantes que desempenham diversos papéis em processos biológicos,

representando uma variedade de subclasses funcionais com mecanismos e funções biológicas

distintas (CHEN, 2016). No passado, os RNAs não codificantes eram considerados regiões do

DNA com pouca ou nenhuma relevância funcional. No entanto, pesquisas recentes revelaram

21



que eles possuem um papel crucial na regulação do genoma. Os lncRNAs em particular,

representando aproximadamente 80% do transcriptoma não codificante humano,

desempenham um papel significativo nesse contexto (HUI JIA et al., 2010; MATTICK &

MAKUNIN et al., 2006).

Os RNAs não codificantes desempenham um papel na regulação de diversas vias

biológicas, Figura 6. Sua atuação ocorre por meio da interação com outras biomoléculas

durante diferentes etapas como a transcrição, a pós-transcrição, a tradução e a pós-tradução,

influenciando a atividade dos genes (GUTTMAN et al., 2011; KHALIL et al., 2009; ØROM

et al., 2010, STRUHL, 2007; van BAKEL et al., 2010; KAZIMIERCZYK et al., 2020).

Figura 6 – Esquema resumido de alguns mecanismos de interação dos RNAs longos não codificantes (lncRNA)
humanos com biomoléculas celulares (adaptada de KAZIMIERCZYK et al., 2020).

Além disso, alguns lncRNAs possuem open reading frames (ORFs, sigla em inglês)

curtas e desempenham um papel duplo na regulação gênica. Eles podem sintetizar

micropeptídeos que estabelecem interações intermoleculares e também interagem com

estruturas moleculares por meio de seus nucleotídeos (KUNG et al., 2013). Além disso,

muitos lncRNAs possuem funções conservadas entre diferentes espécies (CLARK et al.,

2012; MARQUES & PONTING, 2009; ULITSKY et al., 2011). Devido à sua natureza

instável e alta taxa de renovação no núcleo celular, os lncRNAs podem responder rapidamente
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a estímulos externos (MERCER et al., 2009). Os lncRNAs exibem uma alta especificidade em

relação a células e tecidos específicos. Eles desempenham um papel importante nas

regulações epigenéticas específicas e podem ocorrer sem alterações na “maquinaria”

transcricional (IWAKIRI et al., 2017).

Os lncRNAs são definidos principalmente pelo seu comprimento, sendo considerados

transcritos com mais de 200 pares de base (200 bp) e com baixo ou nenhum potencial de

codificação. Esses transcritos podem apresentar estruturas como Cap 5', cauda poli-A e serem

compostos por múltiplos exons. Os lncRNAs podem ser classificados como de caráter

antisenso, intergênicos, intercalados ou sobrepostos com genes codificadores de proteínas

(MATTICK, 2009). Essa classificação está baseada nos locais de biogênese dos lncRNAs.

Além disso, existem outras classificações que levam em consideração sua função,

conservação, papel na regulação ou influência na estrutura da cromatina (MARCHESE et al.,

2017; LAURENT et al., 2015).

LncRNAs são menos abundantes do que os mRNAs dentro da célula, embora sejam

mais numerosos. Sua existência é breve e seus níveis de expressão variam entre diferentes

tipos e subtipos de células. Eles exibem maior especificidade tecidual, bem como

especificidade em relação ao estado de desenvolvimento e subtipo celular (YUNUSOV et al.,

2016). O número total de lncRNAs no genoma humano ainda não é precisamente conhecido,

pois novos transcritos são constantemente identificados e as bases de dados são atualizadas

regularmente. Esses números podem variar consideravelmente entre bancos de dados, devido

às diferentes definições do que constitui um lncRNA. Por exemplo, o GENCODE v34

(HARROW et al., 2012) lista 17960 lncRNAs, enquanto o LncBook (MA et al., 2019) relata

mais de 270000 transcritos. O projeto FANTOM-CAT identificou 27919 lncRNAs, dos quais

19175 foram associados a alguma funcionalidade (HON et al., 2017). Apesar disso, apenas

algumas centenas de loci de lncRNAs foram caracterizados funcionalmente até o momento. É

provável que muitos outros lncRNAs sejam descobertos, e a maioria dos novos lncRNAs

identificados por meio de vários métodos ainda precisa ser funcionalmente anotados.

LncRNAs desempenham papéis importantes no envelhecimento, doenças neurológicas

e uma variedade de tipos de câncer (FERNANDES et al., 2019; CHEN et al., 2016; CHEN et

al., 2018), tornando-os candidatos ideais para o estudo de vias moleculares envolvidas nessas

condições. No entanto, em comparação com a predição computacional sistemática de

sequências, funções e vias de biogênese de pequenos RNAs não codificantes, como os
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microRNAs ou miRNAs, os lncRNAs ainda precisam ser compreendidos de maneira mais

eficaz.

Isso ocorre devido à variação no comprimento das sequências, origem genômica e

funções dos lncRNAs. Existem desafios conhecidos nos projetos de anotação de lncRNAs,

incluindo: i) catalogação incompleta das características dos lncRNAs, ii) a diversidade de

métodos experimentais utilizados para gerar informações sobre os transcritos, iii) baixa

expressão dos lncRNAs, iv) especificidade celular e v) dinâmica da função dos lncRNAs em

resposta a sinalizações epigenéticas. Os avanços recentes no processamento de Big Data e na

aprendizagem de máquina estão auxiliando na superação desses desafios, embora ainda de

forma limitada. No entanto, estratégias mais eficientes são essenciais para a predição e

caracterização funcional dos lncRNAs.

No que se refere ao seu papel funcional, os lncRNAs desempenham diversas funções e

estão principalmente envolvidos na regulação de genes codificadores de proteínas, em um

mecanismo conhecido como regulação cis. No entanto, em alguns casos, eles também podem

regular genes em trans, que estão localizados mais distantes no mesmo cromossomo ou em

cromossomos diferentes. Além disso, os lncRNAs podem ser encontrados em diferentes

regiões celulares, como núcleo, nucléolo, citoplasma e até mesmo nas mitocôndrias, o que

geralmente se relaciona com seus modos de ação específicos.

Os lncRNAs não atuam de forma isolada, mas interagem com outros genes e proteínas

por meio de complexas vias de interação (WANG & CHANG, 2011; ZHANG et al., 2019).

Esses lncRNAs possuem várias funções bem estabelecidas, tais como: remodelação da

cromatina (BERNSTEIN & ALLIS, 2005; GUPTA et al., 2010; LEE, 2009), formação de

complexos por meio da interação com proteínas (JEON & LEE, 2011; LEE, 2011),

fornecimento de suporte estrutural para interações moleculares (CAM et al., 2009), repressão

da atividade genética através da interação com complexos de fatores de transcrição

(PARASKEVOPOULOU & HATZIGEORGIOU, 2016; HU et al., 2017), co-regulação de

genes codificadores de proteínas (FAN et al., 2019), inibição da RNA polimerase II

(ESPINOZA et al., 2004), processamento de mRNAs (GONZALEZ et al., 2015),

estabilização de processos pós-transcricionais (HE et al., 2019; MUNSCHAUER et al., 2018),

afetação do processo de tradução (HU et al., 2014), empacotamento em vesículas

extracelulares (CHEN et al., 2019; QUESENBERRY et al., 2015), atuando como precursores

de miRNAs (CAI & CULLEN, 2007; GAI et al., 2018) e até mesmo codificação de

micropeptídeos (ANDERSON et al., 2015; MATSUMOTO et al., 2017).
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Os lncRNAs têm sido associados a uma ampla variedade de doenças. Devido às suas

múltiplas funções e mecanismos de ação, esses transcritos estão envolvidos em diversos

processos e vias intracelulares do organismo humano, o que sugere sua participação ativa no

desenvolvimento de várias doenças. Aproximadamente 80% dos lncRNAs validados

experimentalmente listados no banco de dados LncBook (MA et al., 2019) estão associados a

mais de 400 doenças. Além disso, o LncRNADisease 2.0 (BAO et al., 2019) contém mais de

200 000 associações previstas entre lncRNAs e doenças.

Dentre as condições patológicas relacionadas aos lncRNAs, destacam-se o câncer de

próstata, câncer de cólon, câncer de pulmão, doença de Alzheimer, doenças cardiovasculares,

leucemia, diabetes, AIDS e doenças neurodegenerativas, nas quais mutações ou desregulação

dos lncRNAs desempenham um papel significativo (CHEN et al., 2016). Por exemplo, o gene

maternally expressed 3 (MEG3) transcreve um lncRNA de aproximadamente 1700

nucleotídeos que atua como componente antitumoral, demonstrando a capacidade de inibir a

proliferação de células cancerígenas (ZHANG et al., 2003). Outro exemplo é o lncRNA

HOTAIR, que apresenta superexpressão em tecidos cancerosos, comparado aos tecidos não

cancerosos adjacentes, em pacientes com carcinoma hepatocelular (HCC) submetidos a

transplante de fígado, tornando-se um biomarcador para prever a recorrência do tumor

(YANG et al., 2011).

O entendimento dos mecanismos pelos quais os lncRNAs contribuem para a etiologia

das doenças é crucial para o diagnóstico, tratamento, prognóstico e desenvolvimento de

terapias eficazes. Inicialmente considerados como transcritos semelhantes aos mRNAs, porém

não codificadores de proteínas, estudos recentes revelaram características distintas dos

lncRNAs em relação aos mRNAs (QUINN, 2016). A capacidade dos lncRNAs de regular

genes codificadores de proteínas é uma característica especialmente relevante.

Recentes avanços no sequenciamento do transcriptoma têm possibilitado a descoberta

de milhares de lncRNAs em diversas espécies (HEZRONI et al., 2015). Embora alguns

lncRNAs tenham demonstrado desempenhar papéis importantes em diversos processos

biológicos, as funções e mecanismos da maioria desses transcritos ainda permanecem em

grande parte desconhecidos. Existem dois desafios significativos que surgem entre o

sequenciamento do transcriptoma e a caracterização funcional dos lncRNAs: a identificação

de genes genuinamente não codificantes a partir da montagem de novo dos transcriptomas e a

seleção dos centenas de candidatos a lncRNAs resultantes para análises experimentais futuras.
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Alguns estudos têm destacado a participação dos lncRNAs em processos de

regeneração tecidual, como a regeneração de nervos (YAO, 2019) e a regulação de funções e

mecanismos no desenvolvimento, degeneração e regeneração da cartilagem, especialmente

em doenças como osteoartrite e degeneração do disco intervertebral (ZHU et al., 2019). Além

disso, uma pesquisa recente identificou um lncRNA como um regulador específico do

desenvolvimento de membros em humanos e camundongos (ALLOU et al., 2021). No

entanto, apesar das evidências do papel importante dos lncRNAs nos processos biológicos,

pouco se sabe sobre o papel dessas moléculas em organismos não modelo (SALABI, 2021), e

há uma escassez de estudos que caracterizem o papel dos lncRNAs no processo de

regeneração de apêndices em vertebrados.

Portanto, a utilização de conjuntos de dados contendo transcriptomas de modelos de

regeneração proporciona uma oportunidade para identificar genes linhagem específicos, tanto

codificantes quanto não codificantes, durante o processo regenerativo de estruturas

complexas. Além disso, é possível prever suas interações com vias de sinalização

conservadas, como a via mTOR, o que pode fornecer insights importantes sobre os genes e

vias de sinalização ativados durante a regeneração em estruturas complexas. Essas

informações ajudam a elucidar as diferenças na capacidade regenerativa entre os vertebrados

(NOGUEIRA et al., 2016; DARNET et al., 2019; VERÍSSIMO et al., 2020). A análise desses

dados permite também a comparação dos programas genéticos empregados durante a

regeneração em diferentes grupos de organismos, fornecendo detalhes moleculares para uma

análise evolutiva do processo de regeneração. Isso pode revelar pistas sobre como ampliar a

capacidade regenerativa, que é relativamente baixa em mamíferos.

Quando considerados os genes com ortologia entre os vertebrados, o programa de

expressão gênica de regeneração de estruturas complexas em peixes pulmonados e de alguns

representantes dos actinopterígios é bastante semelhante ao empregado por salamandras. Isso

indica a existência de um programa genético conservado de regeneração. Entretanto, um

grande número de transcritos sem ortologia aparente é geralmente detectado nos perfis de

expressão gênica de tais estruturas em regeneração. Embora pequena parte desses transcritos

possam representar estruturas não caracterizadas, muitos correspondem a genes

linhagem-específicos (codificantes e não codificantes) que também contribuem para o

processo de regeneração.

Assim, a caracterização in silico desses transcritos sem ortologia contribuirá para

identificar potenciais genes linhagem-específicos e suas possíveis interações com vias
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moleculares conservadas. Isso fornecerá uma estimativa do impacto de genes

linhagem-específicos no programa genético do processo de regeneração de estruturas

complexas em vertebrados.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Identificação de transcritos correspondentes a genes linhagem-específicos codificantes

e não codificantes potencialmente envolvidos na regeneração de nadadeiras do peixe

pulmonado Sarcopterygii Protopterus annectens. 

2.2. Objetivos Específicos 

⮚ Aplicação de workflow para identificar e selecionar transcritos sem anotação em banco
de dados que estejam diferencialmente expressos durante a regeneração através da análise
comparativa do transcriptoma em três estágios da regeneração do Protopterus annectens;

⮚ Determinação de transcritos, diferencialmente expressos, que apresentem ou não
potencial codificante;

⮚ Identificação, considerando os que possuem potencial codificante, os transcritos que
estejam associados a famílias proteicas específicas;

⮚ Utilização de ferramenta apropriada para os transcritos sem potencial codificante, a fim
de identificar possíveis candidatos a lncRNAs;

⮚ Estabelecimento de redes de interação por co-expressão dos genes diferencialmente
expressos na regeneração para identificar possíveis interações entre os genes
linhagem-específicos e os demais.

3. METODOLOGIA
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3.1. Montagem de novo do transcriptoma de cauda em regeneração do Protopterus

annectens

A montagem do transcriptoma que utilizamos no presente estudo já foi realizada e

devidamente publicada (VERÍSSIMO et al, 2020) pelo Laboratório de Evolução e

Desenvolvimento da Universidade Federal do Pará. A primeira etapa consistiu na remoção de

sequências adaptadoras e as leituras (reads) de baixa qualidade utilizando o programa

Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) a partir dos seguintes parâmetros:

HEADCROP: 21, ILLUMINACLIP: primer_bio.fa: 2:30:10, SLIDINGWINDOW: 4:20,

MINLEN: 50. 

Após esta etapa, a qualidade dos reads foi verificada utilizando o programa fastQC

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc). Posteriormente as duplicatas técnicas

de leituras únicas ou emparelhadas foram removidas, utilizando o programa CD-HIT-DUP, e

então avaliamos novamente a qualidade dos reads utilizando fastQC. O transcriptoma de

referência foi montado de novo através da ferramenta Trinity (GRABHERR et al., 2011),

utilizando os parâmetros a seguir: min_contig_length 200 e min_kmer_cov 3. Após a

montagem, foi gerada uma análise estatística utilizando a ferramenta assembly-stats e então

foi realizada a busca por genes ortólogos usando o programa BUSCO (SIMÃO et al., 2015).

Os transcritos redundantes que o programa Trinity gerou foram removidos com auxílio da

ferramenta EvidentialGene (http://arthropods.eugenes.org/EvidentialGene/trassembly.html)

utilizando o pipeline do programa. Então novamente foram realizadas análises com os

programas assembly-stats e BUSCO.

Os dados brutos e montados do transcriptoma foram importados para o programa CLC

Genomics Workbench, onde foi utilizado o plugin Molecular Index para mapear as leituras de

sequência (reads) cada condição de regeneração e cauda intacta contra o transcriptoma

montado. Para cada execução, todos os conjuntos de leituras foram mapeados para o

transcriptoma de referência usando o CLC com parâmetros padrão (Qiagen). Em seguida,

realizou-se a anotação dos genes bem como com a análise de suas respectivas expressões

diferenciais. Os dados de expressão por transcrito foram somados por agrupamento de genes

homólogos de humanos usando um script bash (HHGC). Como descrito anteriormente

(DARNET et al., 2019), os HHGCs foram definidos agrupando transcrições com E-value de

10-3 quando comparados por BlastX com o banco de dados Humano NCBI RefSeq (11/2016).
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Para cada HHGC, a expressão foi calculada em TPM e a comparação foi baseada no teste t

considerando quatro condições (estrutura complexa intacta e estrutura complexa com 1 dpa,

14 dpa e 21 dpa, onde dpa são os dias pós amputação) com três repetições biológicas

independentes. A matriz de similaridade entre as execuções foi calculada usando valores de

TPM para cada HHGC, usando a correlação de classificação de Spearman no software

Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus). Os genes foram considerados

diferencialmente expressos, negativamente ou positivamente expressos, com significância

estatística quando os valores de Fold Change (FC) são maiores que 2 ou menores que – 2 e

quando o false discovery rate (FDR) ajustado pelo p-value são menores que 0,05 (FDR <

0.05), respectivamente.  A Tabela 1 mostra as estatísticas da montagem de novo do

transcriptoma do P. annectens já devidamente descrita com sua qualidade atestada por

Veríssimo et al, 2020.

Tabela 1 – Estatísticas da montagem de novo do transcriptoma do Protopterus annectens (adaptada de Veríssimo
et al., 2020). 
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3.2. Workflow para seleção de linhagem-específicos com potencial codificante e com

expressão alterada durante a regeneração

Fez-se uma análise sistemática do transcriptoma da nadadeira caudal em regeneração,

gerados por nosso grupo (VERÍSSIMO et al, 2020), para catalogar os potenciais genes

linhagens-específicos codificadores de proteínas com expressão alterada durante a

regeneração que não tenham anotação nos bancos de dados após busca por similaridade

utilizando-se BLAST2GO e BlastX contra o UniProtKB/Swiss-Prot.

Para isso, criou-se um pipeline de análise que possui os seguintes critérios para a

identificação de genes linhagem-específicos a partir das tabelas de expressão diferencial de

RNA-seq do P. annectens:  

(i) seleção dos contigs sem anotação nos bancos de dados e com no mínimo 50 reads e

apresentando superexpressão (FC maior que 2 no tecido em regeneração em comparação com

o controle e com FDR menor que 0,05). Tais dados estatísticos foram obtidos anteriormente

com o auxílio do software CLC Genomics Workbench;

(ii) Após a filtragem dos contigs superepressos na etapa anterior (i), submeteu-se os mesmos

para a análise no Transdecoder v3.5.0 (http://transdecoder.github.io) com a utilização dos

parâmetros default do software, gerando assim um proteoma utilizado na etapa seguinte com

aqueles que possuírem uma fase aberta de leitura (ORFs, sigla em inglês) maior que 100

aminoácidos (ORF > 100 aa). 

(iii) Para a identificação de domínios proteicos, utilizou-se o proteoma deduzido gerado pela

etapa (ii), compostos por contigs com ORF preditas > 100 aa e consequentemente sequências

proteicas deduzidas que sequencialmente foram submetidos para a identificação dos domínios

proteicos no HMMER v3.2.1 (http://hmmer.org/) com auxílio do banco de dados proteicos

Pfam (https://pfam.xfam.org/) (MISTRY et al.,2020), utilizando os parâmetros default e

E-value = 1 para uma busca menos rigorosa no sentido de detectar uma maior similaridade

com domínios protéicos e com posterior avaliação da significância dos achados através da

seleção daqueles que apresentaram menores valores de E-value para cada hit.
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3.3. Workflow para seleção de potenciais RNAs longos não codificantes com expressão

alterada durante a regeneração

Para a identificação de potenciais candidatos a lncRNAs no nosso transcriptoma da

cauda em regeneração, empregou-se o pipeline Annocript, descrito por Musacchia et al.,

2015. Esse protocolo tem sido amplamente utilizado em estudos recentes, como o de Ceschin

et al. 2020, para a identificação de lncRNAs. O principal módulo do pipeline Annocript é o

CPC2 - Coding Potential Calculator 2 (KANG et al., 2017). O CPC2 utiliza a Suppot Vector

Machine (SVM), que é um algoritmo de aprendizado de máquina capaz de analisar e

reconhecer padrões moleculares. Esses padrões são avaliados com base em quatro

características principais: comprimento das ORFs, integridade das ORFs e valores de pontos

Isoelétricos (pI) (KANG et al., 2017).

O Annocript v. 2.0.1 é capaz de identificar candidatos potenciais a lncRNAs com base

em critérios específicos. Esses critérios incluem o tamanho do transcrito, que deve ser maior

que 200 nucleotídeos, a ausência de similaridade com proteínas ou domínios proteicos, a

presença mínima ou ausência de ORFs com menos de 100 aminoácidos, a ausência de

similaridade com outros ncRNAs presentes no banco de dados Rfam (https://rfam.xfam.org),

e um potencial codificante menor que 5% ou potencial não-codificante maior que 95%. No

presente estudo, foi dada ênfase à ausência total de ORFs nos transcritos, considerando a

possibilidade de que lncRNAs possam apresentar micropeptídeos em suas estruturas.

Por último, realizou-se uma análise adicional com os 46 candidatos à lncRNAs

linhagem-específicos no RNAfold web server (GRUBER et al., 2008) para predição de suas

estruturas secundárias. Tal RNAfold é um websuit onde a análise deu-se através do

fornecimento das sequências de interesse com a utilização dos parâmetros default. Tais

parâmetros consideram as interações dos nucleotídeos das sequências fornecidas e, através da

termodinâmica estatística das interações intermoleculares de tais nucleotídeos, gera uma

população de estruturas através da distribuição de Poisson–Boltzmann considerando os

aspectos termodinâmicos de interação intermolecular, assim obetendo a estrutura secundária

centroide (CS, centroid structure) a qual é a representante ou é uma tendência de toda a

população gerada, bem como a o fornecimento da estrutura de menos energia livre de Gibbs

(MFE, minimum free energy).

3.4. Mapeamento dos transcritos no Genoma do Protopterus annectens
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Como o genoma do Protopterus annectens tornou-se disponível durante a execução

deste projeto, incluímos uma etapa de mapeamento dos transcritos de cauda em regeneração

em nossa análise, como forma de garantir que os transcritos selecionados por nossos pipelines

não representam contaminantes ou artefatos de sequenciamento. As metodologias de

mapeamento de contigs são geralmente utilizadas em análises de expressão gênica com dados

de RNA-Seq. O mapeamento é um processo essencial para a quantificação dos mesmos bem

como para a predição de onde os contigs são originários em um genoma.

Bowtie 2 v. 2.5.1 (http://bowtie-bio.sourceforge.net/index.shtml) é um alinhador de

sequências rápido e apresenta melhor alinhamento utilizando contigs acima de 50pb

(LANGMEAD & SALZBERG, 2012). Ainda, o mapeador Bowtie2 utiliza a abordagem sem

junção de exons (unspliced read aligner), utilizando a aplicação da transformada de

Burrows-Wheeler para indexar o genoma de referência. Os parâmetros utilizados durante a

simulação do Bowtie 2 foram: (i)- Indexação do genoma através da execução do comando

bowtie2-build; (ii)- Execução do mapeamento coma o termo -p 8, relacionado aos 8

processadores utilizados; (iii)- Utilização do preset --very-sensitive-local (-D 20 -R 3 -N 0 -L

20 -i S, 1, 0.50) para a execução do alinhamento local dos contigs com a possibilidade de

omitir as bases das pontas dos mesmos ("soft clipped") para maximizar a pontuação do

alinhamento, tal característica deste preset torna a simulação mais lenta tendo como

contrapartida tendo uma maior sensibilidade e precisão do processo.

A etapa de quantificação é baseada na contagem dos contigs (CONESA et al., 2016).

A contagem dos alinhamentos foi feita com auxílio da ferramenta SAMTools

(http://samtools.sourceforge.net/), por meio de comandos básicos do Linux e utilizando o

pacote Bioperl (STAJICH et al., 2002). O SAMTools, auxilia na manipulação de arquivos de

saída de alinhamentos, formato SAM e BAM, os quais possuem um formato de texto onde os

campos são separados por tab (“\t”). Juntamente com comandos como grep, cut, wc e outros

foi possível quantificar os contigs sem utilização custosa da memória. Todas as análises foram

executadas em um computador com processador Intel Core i7, 32GB de memória RAM e 8

núcleos, utilizando Ubuntu 21.10.

3.5. Geração de redes de interação por co-expressão
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Utilizou-se todos os dados de expressão dos transcriptomas gerados de cauda e

nadadeiras em regeneração do Protopterus annectens (VERÍSSIMO et al, 2020) para analisar

padrões de co-expressão. Conexões funcionais entre genes, de uma mesma via ou via que

interagem, geralmente são refletidas em perfis de co-expressão. 

Para identificar genes com padrões de co-expressão e gerar as redes de interação

utilizou-se a ferramenta CEMiTool v. 3.17 (RUSSO et al., 2018). Os arquivos e parâmetros

fornecidos para o pacote CEMiTool v. 3.17 são a matriz de expressão normalizada dos genes

com o metadata de seus respectivos níveis de expressão para cada uma das condições

amostrais, arquivo de anotação das condições amostrais onde há uma coluna denominada

"SampleNames" que é a coluna que possui o nome das amostras e outra coluna denominada

"Class" que é a coluna onde há a possibilidade de agrupar as amostras de desejo em grupos

maiores e específicos, a exemplo deste estudo onde há triplicatas de cada condição amostral

como “controle_1”, “controle_2” e “controle_3” agrupando-os assim em uma classe de

Controle; cor_method = c("pearson") com a utilização da correlação de Pearson para os

cálculos realizados, um filter_pval < 0.05 (default sugerido pelos autores) para a filtragem dos

genes que foram utilizados na análise e ora_pval < 0.05 para um valor-P para análise de

super-representação. Além disso o pacote seleciona um valor adequado para o parâmetro do

pacote WGCNA (Weighted Wene Co-expression Network Analysis) a fim de que a análise

tenha uma aderência ao modelo scale-free de Barabási-Albert.

Ainda, na análise módulos foram gerados com o destacamento dos principais genes

que possuem maior conectividade durante a co-expressão, denominados hubs. O CEMiTool v.

3.17 gerou gráficos e tabelas como resultado da análise de co-expressão, tais como: Perfis de

co-expressão de cada módulo, R2 versus β e o mean conectivity versus β. Onde tal parâmetro

β é um valor definido pelo CEMiTool v. 3.17, considerando os dados fornecidos, e que reflete,

juntamente com outros parâmetros estatísticos mencionados anteriormente, a adesão dos

mesmos ao modelo scale-free de Barabási-Albert.

Na Figura 7 pode-se observar um fluxograma, mostrando de forma ilustrativa, com os

passos envolvidos na seleção do conjunto de potenciais transcritos correspondentes a genes

codificantes de proteínas e, ainda, candidatos a lncRNAs linhagem-específicos alterados na

regeneração da cauda do Protopterus annectens.
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Figura 7 – Fluxograma da metodologia utilizada para seleção de transcritos correspondentes a genes
codificadores linhagem específicos e genes de RNAs não-codificantes a partir de dados de RNA-seq da cauda
em regeneração do P. annectens.
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4. RESULTADOS

4.1. Análise de expressão gênica diferencial na cauda em regeneração de Protopterus

annectens

Com base nos dados de transcriptoma produzidos em um estudo anterior

(VERISSIMO et al, 2021), foram identificados transcritos diferencialmente expressos nos

estágios pós-amputação da regeneração da cauda do Protopterus annectens (1 dpa, 14 dpa e

21 dpa) em comparação com a cauda intacta (controle). Essa análise pode ser visualizada por

meio da construção de Volcano Plots, conforme mostrado na Figura 8.

Dos 75.447 contigs totais, após filtragem com base nos parâmetros utilizados nas

etapas iniciais de nosso pipeline (FDR < 0.05 e FC > 2 e sem anotação após Blastx contra

bancos de proteínas), foram identificados 8.336 transcritos superexpressos nos estágios de

regeneração e que não apresentaram ortologia aparente com genes presentes em bancos de

dados de humanos ou de outros organismos.
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Figura 8 – Volcano Plots ilustrando a expressão diferencial dos 75.447 contigs derivados dos dados de
RNA-seq durante os estágios pós-amputação de cauda do Protopterus annectens. (a) 1 dpa, (b) 14 dpa e (c)
21 dpa. Os pontos em verde, vermelho e cinza correspondem aos contigs com regulação negativa (Down
Regulated), regulação positiva (Up Regulated) e ausência de significância estatística (Not significant),
respectivamente.
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4.2. Genes linhagem específicos com potencial codificante diferencialmente expressos

durante a regeneração

Posteriormente, procedeu-se à análise dos 8336 contigs sem anotação e apresentadno

superexpressão em um ou mais estágios de regeneração da cauda do P. annectens por meio da

utilização do TransDecoder v. 5.3.0, com o objetivo de avaliar o potencial codificante de cada

um deles. Nesse contexto, foi constatado que um total de 2372 transcritos superexpressos

apresentaram evidências de potencial codificante, com fase de leitura aberta ou open reading

frame (ORFs, sigla em inglês) com extensão superior a 100 aminoácidos (aa). Por outro lado,

foram identificados 5964 transcritos que não revelaram indícios de potencial codificante,

apresentando ORFs inferiores a 100 aa ou ausência das mesmas.

Em seguida, os 2372 transcritos diferencialmente expressos que demonstraram

potencial codificante, com ORFs superiores a 100 aminoácidos (aa), foram submetidos a uma

análise no banco de dados Pfam (HMMER v. 3.2.1), com o objetivo de identificar domínios

proteicos. Entre esses transcritos, 126 apresentaram "hits" significativos para domínios

proteicos, com um valor médio de E-value de 6.6x10-6 durante a busca no banco de dados. A

Figura 9 mostra Volcano Plots com o perfil de expressão de todos os transcritos sem anotação

nas comparações da cauda intacta com cada um dos estágios de regeneração analisados.

Nesses gráficos, estão em destaque parte dos 126 genes linhagem-específicos codificadores de

proteínas com as maiores variações de expressão (Fold Change > 5) ao longo das etapas do

processo de regeneração. É possível portanto observar que vários genes desse grupo

apresentaram grande alteração de expressão durante a regeneração.
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Figura 9 – Volcano Plots ilustrando a expressão diferencial de alguns genes linhagem-específicos codificadores
de proteína sem anotação derivados dos dados de RNA-seq e superexpressos durante os estágios pós-amputação
do Protopterus annectens. (a) 1 dpa, (b) 14 dpa e (c) 21 dpa. Os tais genes linhagem-específicos estão denotados
em vermelho escuro no presente gráfico. Os demais pontos em verde claro, vermelho claro e cinza claro
correspondem aos contigs com regulação negativa (Down Regulated), regulação positiva (Up Regulated) e
ausência de significância estatística (Not significant), respectivamente.
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Com relação aos tipos de domínios protéicos identicados nos 126 transcritos, 104

deles foram associados a domínios proteicos de Endonuclease-reverse transcriptase, Reverse

transcriptase, GIY-YIG catalytic domain e zinc-binding reverse transcriptase. Além disso,

foram encontrados 7 transcritos associados ao domínio Lamina-associated polypeptide 2

alpha, 7 transcritos ao domínio Phage integrase, N-terminal SAM-like domain 1 e 4, e 6

transcritos ao domínio Myb/SANT-like DNA-binding domain. Por fim, 2 transcritos foram

associados ao domínio Retroviral aspartyl protease. A distribuição dos domínios encontrados

pode ser observada na Figura 10.

Figura 10 – Distribuição de domínios proteicos conhecidos no grupo de 126 transcritos sem ortologia aparente,
mas com potencial codificante.
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4.3. Potenciais lncRNAs diferencialmente expressos durante a regeneração de cauda

Foram identificados como possíveis candidatos a lncRNAs um total de 46 transcritos,

dentre os 5964 sem potencial codificante apontados pela análise do TransDecoder e que foram

submetidos à análise no Annocript v. 2.0.1 . Esses 46 transcritos apresentaram valores de

potencial codificante significativamente inferiores ao cutoff de 5% estabelecido como default

do Annocript v. 2.0.1, Figura 11, ou mesmo como ausência de ORF. É importante ressaltar

que os 5964 transcritos analisados nesta etapa tem um tamanho máximo de 6993

nucleotídeos, mínimo de 201 nucleotídeos e uma média de 587 nucleotídeos e os 46

transcritos candidatos têm um tamanho máximo de 479 nucleotídeos, mínimo de 201

nucleotídeos e uma média de 273 nucleotídeos, respectivamente.

A média de probabilidade codificante, dos 46 transcritos, foi de 0,596% o que é o

mesmo afirmar que corresponde a uma média de probabilidade não codificante de 99,40%.

Esses valores estão consideravelmente abaixo do cutoff estabelecido pelo Annocript, que é

inferior a 5% para o potencial codificante e/ou superior a 95% para o potencial não

codificante, Figura 12.

Figura 11 – Distribuição de probabilidade do potencial codificante dos 5964 contigs analisados pelo Annocript
v. 2.0.1, com destaque para o valor de cutoff (linha amarela) para adesão aos critérios de candidatura a lncRNA,
estabelecido em menos de 5% de probabilidade de potencial codificante.
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Figura 12 – Distribuição de probabilidade dos 46 transcritos identificados como possíveis candidatos a lncRNAs
após a análise pelo Annocript v. 2.0.1.

Adicionalmente, a Figura 13 mostra Volcano Plots dos transcritos sem anotação

colocando em destaque agora alguns destes 46 candidatos a lncRNAs com as maiores

variações de variações de expressão (Fold Change > 5) ao longo do processo de regeneração.

Por último, como os lncRNAs tendem a apresentar estruturas secundárias complexas,

os 46 transcritos apontados como potenciais lncRNAs foram analisados pelo programa

RNAfold web server para predição de suas estruturas secundárias. Dos 46 submetidos para a

análise 4 transcritos, TRINITY_DN104611_c0_g2_i1,TRINITY_DN123033_c16_g1_i1,

TRINITY_DN128349_c6_g5_i1,TRINITY_DN128368_c9_g5_i1, apresentaram alta

similaridade entre as predições para as estruturas secundárias de menor energia (MFE) e a

estrutura secundária centroide (CS) oriunda da população de estruturas termodinâmicamente

geradas através da distribuição de Poisson–Boltzmann. A Figura 12, abaixo, mostra uma

representação dessas estruturas com as respectivas energias livres de Gibbs associadas a MFE

e CS, com o seguintes valores de variação de energia livre (ΔG), respectivamente:

− 74.50 kcal/mol e − 74.50 kcal/mol; − 75.10 kcal/mol e − 68.30 kcal/mol; − 76.70 kcal/mol e

− 76.70 kcal/mol; − 55.30 kcal/mol e − 55.30 kcal/mol.
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Figura 13 – Volcano Plots ilustrando a expressão diferencial de alguns genes linhagem-específicos
correspondentes aos candidatos à lncRNAs derivados dos dados de RNA-seq e que estão superexpressos durante
os estágios pós-amputação do Protopterus annectens. (a) 1 dpa, (b) 14 dpa e (c) 21 dpa. Tais candidatos a
lncRNAs estão denotados em vermelho escuro no presente gráfico. Os demais pontos em verde claro, vermelho
claro e cinza claro correspondem aos contigs com regulação negativa (Down Regulated), regulação positiva (Up
Regulated) e ausência de significância estatística (Not significant), respectivamente.
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Figura 14 – Predição da estruturas secundária pelo programa RNAfold
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) dos quatro candidatos a lncRNA
diferencialmente expresso durante a regeneração de cauda em Protopterus annectens. (a)
TRINITY_DN104611_c0_g2_i1 - MFE/CS: − 74.50 kcal/mol e − 74.50 kcal/mol. (b)
TRINITY_DN123033_c16_g1_i1 - MFE/CS: − 75.10 kcal/mol e − 68.30 kcal/mol. ( c )
TRINITY_DN128349_c6_g5_i1 - MFE/CS: − 76.70 kcal/mol e − 76.70 kcal/mol. (d)
TRINITY_DN128368_c9_g5_i1 - MFE/CS: − 55.30 kcal/mol e − 55.30 kcal/mol.
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4.4. Redes de interação de co-expressão entre os genes diferencialmente expressos na

cauda em regeneração

Foram analisados no CEMiTool v. 3.17 um total de 75447 transcritos provenientes das

tabelas de expressão diferencial do Protopterus annectens. Após a filtragem de acordo com os

parâmetros do CEMiTool v. 3.17, 6380 transcritos foram selecionados com base em sua maior

probabilidade de estabelecer interações durante a co-expressão, utilizando um valor de p igual

a 0,05.

A análise de co-expressão desses 6380 transcritos resultou na geração de gráficos

estatísticos onde avaliou-se a adesão dos dados de co-expressão ao modelo de escala livre de

Barabási (BARABÁSI; OLTVAI, 2004). A Figura 15 mostra a relação entre R2 (correlação

linear) versus β (parâmetro β) para o gráfico de independência de escala, enquanto a Figura 16

apresenta a conectividade média em relação a β (Mean connectivity versus β).

O CEMiTool v. 3.17 selecionou um valor de β igual a 10 como apropriado para a

análise dos dados de RNA-seq fornecidos. Esse valor foi escolhido de forma a maximizar a

conectividade média entre os transcritos analisados, mantendo uma relação com o valor de

correlação linear (R2) dos dados, que foi de 0,63.

Figura 15 – Gráfico estatístico de independência de escala (R2 versus β).
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Figura 16 – Gráfico estatístico da conectividade média (Mean connectivity versus β).

A análise de co-expressão do Protopterus annectens resultou na identificação de 8

módulos de perfis de co-expressão, nos quais cada módulo é composto por um conjunto de

transcritos/genes com perfil de expressão similar, conforme ilustrado na Figura 17. A

distribuição dos transcritos/genes em cada módulo é apresentada em termos percentuais e

numéricos, conforme segue:

M1: 80.5% – 5136; M2: 4.22% – 269; M3: 3.84% – 245; M4: 2.91% – 186; M5: 2.43% –

155; M6: 2.26% – 144; M7: 1.77% – 113; M8: 1.54% – 98.

Como mencionado, 80.5% dos 6380 considerados estatisticamente relevantes, pelo

CEMiTool v. 3.17, para a análise de co-expressão estavam no módulo M1 evidenciando,

assim, uma importância acentuada durante esse processo regenerativo. Na Figura 17,

podemos observar que o módulo M1 corresponde a transcritos/genes superexpresos durante

os três estágios de regeneração. Ainda, os genes hubs, aqueles poucos genes os estabeleceram

mais conexões com os demais, para o módulo 1 (M1) foram transcritos linhagem-específicos:

TRINITY_DN127308_c5_g2_i1,TRINITY_DN126408_c3_g9_i1,TRINITY_DN123033_c17

_g11_i1,TRINITY_DN129867_c113_g2_i1, TRINITY_DN122010_c4_g5_i2.
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Figura 17 – Perfis de Co-expressão para os 8 módulos (M1 à M8) gerados sob as condições amostrais em
triplicatas. O eixo y (ordenada) dos gráficos representa valores médios relativos de expressão gênica e o eixo
x (abscissas) assinalam as triplicatas para cada uma das condições experimentais. As colorações cinza,
vermelho, verde e azul nos gráficos correspondem representativamente as regiões para as triplicatas das
amostras de Controle, 1dpa, 14 dpa e 21 dpa, respectivamente).
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5. DISCUSSÃO

5.1. Genes linhagem específicos com potencial codificante apresentam expressão alterada

durante a regeneração de cauda

A partir da análise de expressão diferencial dos dados obtidos por RNA-seq, foi

identificado um número de contigs diferencialmente expressos positivamente com

significância estatística (FC > 2 e FDR < 0,05) durante o processo de regeneração nos três

estágios pós-amputação (1 dpa, 14 dpa e 21 dpa), em comparação com a cauda não lesionada

(controle), conforme mostrado na Figura 8. O número de contigs sem anotação com expressão

positiva durante os três estágios de regeneração (1 dpa, 14 dpa e 21 dpa) foi de 5606, 5828 e

4716, respectivamente.

Nossas análises determinaram que 2372 transcritos sem ortologia aparente e com

potencial codificante são superexpressos durante a regeneração de cauda e portanto,

representam potencias genes linhagem específicos com papel durante a regeneração. A análise

do Pfam revelou um enriquecimento de domínios específicos nos transcritos/polipeptídios

associados aos estágios pós-amputação do Protopterus annectens. Observou-se o

enriquecimento dos domínios Endonuclease-reverse transcriptase, Reverse transcriptase

(RNA-dependent DNA polymerase - RVT_1), GIY-YIG catalytic domain e zinc-binding

reverse transcriptase (zf-RVT), totalizando 104 associações, Figura 9. Esses domínios

desempenham um papel essencial no processo de clivagem do DNA, bem como em processos

transcricionais e de expansão do genoma, em conjunto com componentes genéticos como

transposons e retrotransposons. É relevante destacar que um grande número de transcritos

relacionados a elementos transponíveis conservados foi detectado como superexpressos na

nadadeira caudal em regeneração do Protopterus annectens, conforme relatado anteriormente

pelo nosso grupo (VERÍSSIMO et al., 2020). É interessante notar, que um considerável

número de genes associados a elementos transponíveis linhagem-específicos também possam

atuar na regeneração de cauda em Protopterus annectens.

Um estudo recente de Wang et al. (2021), que aborda a montagem do genoma do P.

annectens, identificou a presença de uma quantidade significativa de elementos transponíveis

ativos, como elementos nucleares intercalados longos, repetições terminais longas e

transposons de DNA. Nossos resultados revelaram um número substancial de domínios
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RVT_1 que codificam Transcriptase reversa (RNA-dependent DNA polymerase),

corroborando o trabalho de Wang et al. (2021), no qual esse domínio é transportado por

retrotransposons amplamente distribuídos pelo genoma do P. annectens. É interessante notar

que esses retrotransposons apresentam uma correlação linear com o comprimento dos íntrons

dos genes do peixe pulmonado. Nossos dados sugerem que, além dos elementos transponíveis

conservados, o genoma do P. annectens contém transposons ativos específicos desse táxon, os

quais podem desempenhar um papel na regeneração da cauda. Vale salientar que os elementos

transponíveis têm sido propostos como importantes fatores na geração de diversidade

genômica e inovações linhagem-específicas em vertebrados (WARREN et al., 2015).

Em relação ao domínio Lamina-associated polypeptide 2 alpha - LAP2alpha, foram

identificados 7 transcritos/polipeptídios associados a tal domínio durante a busca. Esse

domínio está associado às proteínas Lamina A e Lamina C, que são os principais produtos de

splicing do gene LMNA e são encontradas no nucleoplasma. Essas proteínas estão envolvidas

na estruturação da cromatina, incluindo a LAP2 alfa (VIDAK et al., 2018) e o fator de

barreira para auto-integração (BAF) (LOI et al., 2016). A lamina A é transcrita e traduzida a

partir de uma proteína precursora conhecida como prelamina A, que sofre processamento

pós-traducional com clivagem pela metalopeptidase de zinco STE24 (ZMPSTE24),

resultando na formação de um peptídeo curto e da lamina A madura (CAMOZZI et al., 2014).

As laminas têm sido descritas como estruturas que desempenham um papel na sinalização

celular em modelos de diferenciação muscular e laminopatias musculares (MARALDI et al.,

2011).

Estudos têm mostrado a relação entre mTOR e lamina A, destacando a regulação do

complexo mTORC1, hiperativação do mTORC2 em tecido adiposo laminopático,

hiperativação do mTOR dependente de lamina A mutada em mioblastos, e a redução dos

níveis de prelamina A por meio do tratamento com Rapamicina, entre outros (CHIARINI et

al., 2019). Portanto, há fortes evidências de que os mecanismos de resposta para a

manutenção adequada da lamina A (BERTACCHINI et al., 2013) possam envolver a ativação

do mTOR tanto em condições normais quanto patológicas ou de estresse. Esses resultados

fornecem evidências adicionais do papel do complexo mTORC1 no processo de regeneração

de membros no presente estudo.

O domínio Phage integrase, N-terminal SAM-like domain 1 & 4 foi detectado em 7

transcritos/polipeptídios em nossa análise. Esse domínio está relacionado a enzimas que

medeiam a recombinação unidirecional específica entre duas sequências de DNA. O domínio
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Myb/SANT, por sua vez, apresentou 6 transcritos/polipeptídeos associados ao final da busca

no Pfam. Essas proteínas estabelecem interações com o DNA e outras proteínas, auxiliando

em processos transcricionais, como o splicing do mRNA. Por fim, o domínio Retroviral

aspartyl protease (RVP) foi identificado em 2 transcritos/polipeptídios associados e está

relacionado às enzimas responsáveis pela clivagem de peptídeos. O Apêndice B traz

informações dos resultados de expressão diferencial bem como dos domínios proteicos

identificados no Pfam para os 126 transcritos linhagem-específicos com a respectiva

significância estatística em termos de E-value.

5.2. Identificação de potenciais transcritos candidatos à lncRNAs com expressão alterada

durante a regeneração de cauda

No genoma de P. annectens (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/data-hub/taxonomy/7888/)

(WANG et al., 2021), foi identificado que 7,7% (2350) do seu genoma consiste em ncRNAs,

tanto anotados quanto não anotados. Nós identificamos 5964 transcritos/contigs sem anotação

e que não apresentaram potencial codificante, após a análise do TransDecoder. Após análise

com o pacote Annocript, identificamos apenas 46 com alto potencial de representarem

lncRNA. O principal módulo de análise utilizado, o CPC2 do Annocript, é amplamente

reconhecido e recomendado para análise em organismos não-modelo. Sua alta especificidade

de 98,65% e sensibilidade de 57,09% foram atestadas em estudos anteriores com peixes,

como a identificação de novos lncRNAs em zebrafish (MISHRA et al., 2021; LI et al., 2020;

SALABI et al., 2021). Assim, o método de análise do Annocript é bem restringente e por

apresentar alta especificidade e menor sensibilidade, é possível que o número de lncRNAs

dentro do grupo que selecionamos seja maior.

É válido observar algumas características avaliadas pelo CPC2 durante a análise do

Annocript que em conjunto são decisivas para a sugestão de um candidato a lncRNA, são

elas: O comprimento da ORF é uma medida importante para distinguir transcritos com

potencial codificante. A integridade da ORF que é crucial para diferenciar entre RNAs

codificantes e não codificantes, verificando se as ORFs estão completas ou incompletas com

base nos start e stop códons bem como com a ausência da própia ORF nas sequências

fornecidas. Além disso, outro fator importante são os valores de ponto isoelétrico (pI). Os

valores de pI foram obtidos traduzindo a ORF mais longa em sequências de aminoácidos e

calculando suas propriedades físico-químicas (BJELLQVIST et al., 1994). Assim, fez-se a
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presunção de que peptídeos identificados artificialmente em transcritos não codificantes

devem ter propriedades físico-químicas diferentes quando comparados com os peptídeos reais

oriundos de transcritos codificantes.

Finalmente, um total de 46 transcritos atenderam aos critérios estabelecidos pelo

Annocript para serem considerados candidatos a lncRNAs. Esses transcritos apresentaram um

tamanho máximo de 479, mínimo de 201 e uma média de 273 nucleotídeos, respectivamente.

Além disso, os mesmos não apresentaram ORFs em sua estrutura, indicando a ausência de

potencial codificante, e possuem um valor de pI igual a 0. Essas duas últimas características

confirmam, como mencionado anteriormente, a inexistência de micropeptídeos codificados

nesses transcritos, pois um valor de pI igual a 0 indica a ausência de assinaturas isoelétricas

características de estruturas moleculares dos aminoácidos. Vale ressaltar que, de acordo com a

metodologia adotada neste estudo, foram selecionados apenas os candidatos a lncRNAs que

não apresentavam a possibilidade de traduzir micropeptídeos em sua estrutura de acordo com

os critérios de ORFs e pI mencionados. Assim, esses 46 transcritos são considerados como os

possíveis candidatos a lncRNAs.

Em dois estudos recentes Xing et al., 2021 bem como Pan et al., 2022 abordam o

importante papel desempenhado por micropeptídeos codificados por pequenas ORFs em

lncRNAs na patogênese em muitas doenças bem como o seu papel em vias regulatórias que

influenciam na função muscular, estabilidade de RNAs, expressão gênica etc (XING et al.,

2021; PAN et al., 2022).

Interessante destacar, ainda, o papel dos lncRNAs em contextos fisiopatológicos como

as disordens neurais atuando em atividades regulatorias em diversos cenários como

diferenciação celular, crescimento celular e a diversas respostas ao estresse, dentre outros.

Dentre esses cenários podemos destacar o processo de regeneração neural mediado por um

lncRNA Silc1 juntamente com um fator de transcrição SOX11 que são altamente expressos

após dano neural em camundongos (PERRY et al., 2018; HEZRONI et al., 2019).

Sequencialmente, os resultados da análise utilizando a ferramenta RNAfold

permitiram uma avaliação adicional dos 46 candidatos a lncRNA, a fim de determinar quais

têm potencial viabilidade termodinâmica para a formação de estrutura secundária. Essa

predição é baseada em informações sobre a termodinâmica estatística, distribuição de

Boltzmann e energia de perturbação das moléculas de nucleotídeos em uma determinada

sequência. Portanto, os lncRNAs com menores variações de energia livre de Gibbs (ΔG) e

maior concordância estrutural entre os modelos de estrutura secundária MEF e estrutura
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secundária centróide (CS) indica uma maior probabilidade de que a predição estrutural dos

lncRNAs seja viável. A estrutura secundária centróide como o própio nome diz é um estrutura

que representa a tendência central ou média das estruturas que foram geradas pelo RNAfold,

considerando as diversas pertubações energéticas bem como os aspectos termodinâmicos das

mesmas. Ainda, ressaltando que as estruturas MEF são correspondentes a aquelas estruturas

de menor energia livre de GIbbs (ΔG). Finalmente, verificou-se os 4 genes

linhagem-específicos oriundos dos 46 candidatos a lncRNAs que possuem possíveis

estruturas secundárias definidas teoricamente uma vez que tanto MFE quanto CS

convergiram, como mostrado na Figura 12. Os Apêndices A e C trazem informações no que

tange às possíveis estruturas secundárias para os 46 candidatos a lncRNA quanto informações

relativas a expressão diferencial dos mesmos e as probabilidades de codificação de proteínas

obtidas pelo Annocript.

5.3. Módulos de co-expressão ativos durante a regeneração de cauda

O procedimento foi realizado utilizando o software CEMiTool para analisar os perfis

de co-expressão dos transcritos em relação às diferentes condições experimentais às quais o P.

annectens foi submetido: controle, 1 dpa, 14 dpa e 21 dpa. Utilizando os respectivos valores

de expressão gênica para cada uma das triplicatas das condições. O CEMiTool aplicou um

algoritmo de filtragem para selecionar os genes a serem analisados, levando em consideração

os valores de expressão e um valor de p igual a 0,05 (filter_pval = 0,05). Isso permitiu utilizar

apenas os genes com maior significância estatística na análise de co-expressão.

O modelo de escala livre ou scale-free de Barabási (BARABÁSI; OLTVAI, 2004) é

um algoritmo que gera redes sem escala de forma aleatória. Esse modelo sugere que existem

poucos genes com muitas conexões e muitos genes com poucas conexões. Portanto, é

importante considerar o parâmetro β para avaliar a co-expressão de acordo com o modelo de

Barabási. No caso desta análise, o valor selecionado para β foi 10.

Ao estabelecer essa relação com o valor de correlação linear R2, foi encontrado um

valor de aproximadamente 0,63, que difere do valor padrão de 0,8. No entanto, essa diferença

não indica resultados incorretos. O CEMiTool procurou valores de β menores, no caso 10,

para que a co-expressão se ajustasse ao modelo scale-free, conforme ilustrado na Figura 13.

Assim, os módulos foram capazes de evidenciar os genes com o maior estabelecimento de

conexões, conforme visto na Figura 14.
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Os perfis de expressão permitiram avaliar a co-expressão dos genes agrupados em

cada módulo ao longo das condições de controle, 1 dpa, 14 dpa e 21 dpa. Na Figura 15, o

Módulo 1 (M1) é destacado, mostrando um recrutamento aumentado de genes que estão

co-expressos em todas os estágios temporais após a amputação em comparação com a

condição de controle. Isso sugere que, em situações de estresse, como a amputação, os genes

pertencentes a esse módulo tendem a ser recrutados e estabelecendo conexões, evidenciando

sua relevância biológica no processo de regeneração.

Cinco hub genes gene do módulo M1, módulo este que teve 80.5% dos transcritos

apresentando co-expressão positiva, são genes sem anotação que apresentaram expressão

diferencial de acordo com análises anteriores. Esses genes hubs estão associados a vários

processos biológicos, como organização do citoesqueleto, migração celular, diferenciação

celular, regulação positiva em resposta ao estresse oxidativo, proliferação muscular de

músculos esqueléticos, regulação da sinalização TOR (mTORC1 e mTORC2),

desenvolvimento de estruturas anatômicas, regulação da proliferação de fibroblastos,

proliferação celular, organização das fibras musculares através da actomiosina e processos de

fosforilação, entre outros. Isso foi possível ser verificado ao realizar uma busca em bancos de

dados com as sequências dos mesmos. Os genes hubs são elementos que estabelecem mais

conexões com outros genes no respectivo módulo. Esses genes desempenham um papel

essencial nos sistemas biológicos (BARABÁSI; OLTVAI, 2004).

Além disso, foram identificados 45 transcritos linhagem-específicos relacionados aos

domínios proteicos mencionados anteriormente que apresentaram co-expressão aumentada

neste mesmo módulo M1 e, portanto, apresentando conexões com os genes hubs, sendo eles:

20 transcritos Endonuclease-reverse transcriptase, 10 transcritos Reverse transcriptase

(RNA-dependent DNA polymerase - RVT_1), 6 transcritos Lamina-associated polypeptide 2

alpha - LAP2alpha, 5 transcritos Phage integrase e 4 transcritos Myb/SANT. Adicionalmente,

31 transcritos candidatos a lncRNA também mostraram co-expressão aumentada e conexões

com os hubs no Módulo 1 (M1). Portanto, pode-se estabelecer uma relação entre esses genes

linhagem-específicos, codificantes e não codificantes, e os processos biológicos representados

pelos hubs, com co-expressão constante durante os 3 estágios temporais da regeneração (1

dpa, 14 dpa e 21 dpa) apresentando um papel fundamental para o processo regenerativo do P.

annectens. Os Apêndices B e C trazem informações dos 126 genes linhagem específicos

codificadores de proteínas bem como os 46 candidatos a lncRNA no que tange aos módulos

que cada um exibiu co-expressão ou não.
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6. CONCLUSÕES

O trabalho realizado inclui a construção de uma pipeline para análise in silico de

dados de RNA-seq que permitiu identificar potenciais genes linhagem específicos

(codifcantes e não codificantes) com expressão alterada na cauda em regeneração do peixe

pulmonado Protopterus annectens.

Foram detectados 8336 transcritos sem aparente ortologia com genes de outras

espécies e que estão alterados durante a regeneração de cauda de P. annectens. Desses, 2372

transcritos apresentam potencial codifcante (ORF > 100 aa), com 126 deles apresentando

domínios proteicos conhecidos. Entre os domínios proteicos identificados, a grande maioria

corresponde a domínios presentes em proteínas derivadas de retrotransposons. Isso indica a

participação de elementos transponíveis linhagem específicos no processo de regeneração.

Uma análise bem restringente para identificação de RNAs não codificantes revelou

que dos 5964 transcritos sem a presença de uma ORF maior de 100 aa, 46 transcritos têm alto

potencial de representarem lncRNAs linhagem-específicos com expressão alterada na cauda

em regeneração e 4 transcritos possuem estruturas secundárias teóricas viáveis.

Foram identificados oito módulos de transcritos com expressão coordenada durante a

regeneração. No principal módulo, o M1, que representa genes superexpressos durante os três

estágios analisados de regeneração há cinco hub genes representados por transcritos linhagem

específicos, indicando tais genes podem estar envolvidos em múltiplas interações moleculares

durante a regeneração.

Os resultados apresentados e devido à representatividade de aproximadamente 80.5%

dos genes por parte do módulo 1 (M1), onde no mesmo há 45 genes linhagem-específicos

codificantes e 31 genes linhagem-específicos não codificantes, e a co-expressão positiva em

todos os estágios da regeneração, é imperativo enfatizar a necessidade de investigações

posteriores mais aprofundadas em relação aos componentes genéticos deste módulo

específico. A co-expressão positiva pode indicar que esses genes estão trabalhando em

conjunto para desencadear respostas específicas de regeneração, talvez ativando vias de

sinalização que levam à proliferação e diferenciação celular. Esses genes podem estar

desempenhando papéis essenciais em tal processo, possivelmente coordenando diversas

funções celulares. Além disso, a interação entre os genes linhagem-específicos e os genes já

anotados no genoma é fundamental para compreender como as vias moleculares conservadas
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são reguladas durante a regeneração podendo haver conexões diretas ou indiretas entre esses

genes, e entender essas interações pode ajudar a identificar os reguladores-chave e os pontos

de controle nos processos regenerativos de estruturas complexas em vertebrados.
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Apêndices 

Apêndice A - Estruturas secundárias provenientes da análise do RNAfold web 
suit. 



TRINITY_DN104611_c0_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  74.50 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  74.50 kcal/mol
0



TRINITY_DN108590_c1_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  50.54 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  40.64 kcal/mol

0



TRINITY_DN116435_c0_g1_i2

1

MFE secondary structure

G =  43.00 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  31.40 kcal/mol

0



TRINITY_DN116435_c0_g3_i1

1

MFE secondary structure

G =  46.50 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  17.96 kcal/mol

0



TRINITY_DN118383_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  18.40 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  14.87 kcal/mol

0



TRINITY_DN119279_c0_g5_i1

1

MFE secondary structure

G =  52.10 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  26.70 kcal/mol

0



TRINITY_DN119387_c3_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  68.90 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  55.90 kcal/mol

0



TRINITY_DN119952_c2_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  52.00 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  20.17 kcal/mol

0



TRINITY_DN121120_c4_g5_i2

1

MFE secondary structure

G =  19.40 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  16.90 kcal/mol

0



TRINITY_DN121327_c2_g8_i1

1

MFE secondary structure

G =  56.70 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  45.20 kcal/mol

0



TRINITY_DN121506_c5_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  94.30 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  78.70 kcal/mol

0



TRINITY_DN121541_c0_g1_i2

1

MFE secondary structure

G =  79.40 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  60.50 kcal/mol

0



TRINITY_DN121840_c0_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  55.70 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  38.80 kcal/mol

0



TRINITY_DN122360_c4_g2_i2

1

MFE secondary structure

G =  59.30 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  29.78 kcal/mol

0



TRINITY_DN122542_c1_g2_i2

1

MFE secondary structure

G =  97.20 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  48.20 kcal/mol

0



TRINITY_DN122682_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  34.80 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  18.10 kcal/mol

0



TRINITY_DN123033_c16_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  75.10 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  68.30 kcal/mol

0



TRINITY_DN125013_c0_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  109.70 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  77.80 kcal/mol

0



TRINITY_DN125294_c1_g8_i1

1

MFE secondary structure

G =  72.20 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  54.50 kcal/mol

0



TRINITY_DN125898_c0_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  33.60 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  16.00 kcal/mol

0



MFE secondary structure Centroid secondary structure

TRINITY_DN126208_c2_g3_i2

1

GMFE =  52.80 kcal/mol GCENTROID =  46.60 kcal/mol

0



TRINITY_DN126278_c2_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  90.90 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  75.30 kcal/mol

0



TRINITY_DN126712_c2_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  63.80 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  45.47 kcal/mol

0



TRINITY_DN127136_c1_g3_i4

1

MFE secondary structure

G =  59.60 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  37.00 kcal/mol

0



TRINITY_DN127306_c2_g7_i1

1

MFE secondary structure

G =  32.30 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  20.20 kcal/mol

0



TRINITY_DN127425_c3_g3_i1

1

MFE secondary structure

G =  35.90 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  20.20 kcal/mol

0



TRINITY_DN127425_c3_g5_i2

1

MFE secondary structure

G =  46.60 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  37.30 kcal/mol

0



TRINITY_DN127545_c6_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  50.20 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  35.12 kcal/mol

0



TRINITY_DN127747_c5_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  49.40 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  46.00 kcal/mol

0



TRINITY_DN127747_c5_g6_i1

1

MFE secondary structure

G =  38.00 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  28.90 kcal/mol

0



TRINITY_DN127819_c0_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  81.90 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  38.20 kcal/mol

0



TRINITY_DN127819_c0_g2_i2

1

MFE secondary structure

G =  62.20 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  28.42 kcal/mol

0



TRINITY_DN128349_c6_g5_i1

1

MFE secondary structure

G =  76.70 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  76.70 kcal/mol

0



TRINITY_DN128368_c9_g5_i1

1

MFE secondary structure

G =  55.30 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  55.30 kcal/mol

0



TRINITY_DN128368_c9_g5_i3

1

MFE secondary structure

G =  63.80 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  53.60 kcal/mol

0



TRINITY_DN128556_c1_g7_i1

1

MFE secondary structure

G =  70.50 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  63.40 kcal/mol

0



TRINITY_DN128998_c2_g6_i1

1

MFE secondary structure

G =  50.90 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  44.00 kcal/mol

0



TRINITY_DN21685_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  56.60 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  46.10 kcal/mol

0



TRINITY_DN24628_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  54.00 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  41.60 kcal/mol

0



TRINITY_DN24674_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  38.60 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  31.30 kcal/mol

0



TRINITY_DN59921_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  55.80 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  37.60 kcal/mol

0



TRINITY_DN64687_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  12.00 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  6.49 kcal/mol

0



TRINITY_DN68223_c0_g1_i1

1

MFE secondary structure

G =  59.70 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  48.30 kcal/mol

0



TRINITY_DN76107_c0_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  29.50 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  17.40 kcal/mol

0



TRINITY_DN90964_c0_g1_i2

1

MFE secondary structure

G =  47.30 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  31.30 kcal/mol

0



TRINITY_DN96821_c0_g2_i1

1

MFE secondary structure

G =  109.10 kcal/mol

Centroid secondary structure

G =  64.70 kcal/mol

0



Apêndice B - Tabela dos resultados para os 126 genes 
linhagem-específicos nas análises de: Expressão Diferencial, 
Pfam e os respectivos E-values associados e o CEMiTool 
com os respectivos módulos associados a cada transcrito.



Contigs (lineage-specific coding transcript) 1 dpa 14 dpa 21 dpa CEMiTool Module Pfam
Fold Change Total Gene Reads Fold Change Total Gene Reads Fold Change Total Gene Reads Protein Domain E-value

TRINITY_DN101228_c0_g1_i1 3,43 60 4,20 68 5,48 135 0 GIY-YIG catalytic  
domain 8,20E-05

TRINITY_DN101265_c0_g2_i1 29,62 74 40,53 95 27,67 113 0 GIY-YIG catalytic  
domain 1,10E-05

TRINITY_DN102357_c0_g1_i1 5,30 45 6,01 47 7,28 83 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

1,40E-07

TRINITY_DN105290_c0_g6_i1 3,69 169 5,09 211 3,39 215 0 GIY-YIG catalytic  
domain 8,00E-06

TRINITY_DN105890_c0_g1_i1 16,30 51 15,91 47 11,32 54 0 GIY-YIG catalytic  
domain 5,30E-05

TRINITY_DN105952_c0_g1_i1 10,17 35 11,71 38 8,17 46 0 GIY-YIG catalytic  
domain 9,30E-06

TRINITY_DN106345_c0_g1_i1 14,18 88 13,02 78 13,88 112 0 GIY-YIG catalytic  
domain 3,00E-07

TRINITY_DN108468_c0_g1_i1 6,68 86 7,36 89 4,08 86 0 GIY-YIG catalytic  
domain 2,10E-05

TRINITY_DN111095_c0_g1_i1 3,35 4429 3,93 4813 3,98 7077 M1
Phage integrase, N-  
terminal SAM-like  

domain
5,30E-07

TRINITY_DN112111_c0_g1_i1 3,88 183 4,82 209 3,19 221 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 3,90E-08

TRINITY_DN112564_c0_g2_i2 9,89 113 6,68 76 7,27 129 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

9,80E-10

TRINITY_DN112860_c0_g1_i1 8,59 83 7,12 67 7,54 101 0 zinc-binding in reverse  
transcriptase 5,20E-08

TRINITY_DN113318_c2_g1_i7 13,69 64 12,80 57 11,01 83 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

9,10E-08

TRINITY_DN113521_c0_g1_i1 59,30 176 49,91 141 47,23 215 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,20E-09

TRINITY_DN113970_c0_g1_i1 11,81 43 10,59 37 11,08 63 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,20E-10

TRINITY_DN115225_c1_g1_i1 10,07 37 6,84 25 4,89 31 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,50E-08

TRINITY_DN115225_c1_g1_i2 16,50 17 35,75 34 19,24 33 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 3,60E-08

TRINITY_DN115761_c2_g10_i2 9,19 92 10,22 96 9,98 149 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,40E-09

TRINITY_DN115823_c0_g2_i1 22,57 23 32,48 31 26,79 39 0 Retroviral aspartyl  
protease 4,20E-10

TRINITY_DN115910_c4_g3_i2 14,34 114 9,43 74 11,17 137 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 8,30E-08

TRINITY_DN115910_c4_g4_i1 11,62 70 14,61 82 13,28 119 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,20E-08

TRINITY_DN115999_c0_g1_i2 11,00 271 10,96 258 10,24 384 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,00E-07



TRINITY_DN116279_c0_g2_i1 24,12 98 25,56 98 22,07 135 M1
Phage integrase, N-  
terminal SAM-like  

domain
5,00E-06

TRINITY_DN116879_c1_g1_i8 9,19 162 11,70 191 8,53 234 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,30E-09

TRINITY_DN116879_c1_g2_i1 9,62 182 12,67 224 9,17 264 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 3,40E-08

TRINITY_DN117256_c0_g2_i2 6,07 71 8,48 90 8,08 129 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,20E-08

TRINITY_DN117327_c0_g1_i2 26,95 115 27,71 112 15,25 96 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 4,60E-07

TRINITY_DN117839_c0_g2_i2 13,65 95 19,04 124 12,83 138 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,00E-09

TRINITY_DN118390_c1_g4_i2 6,66 355 6,91 349 7,05 519 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,10E-07

TRINITY_DN118755_c0_g4_i1 10,05 80 9,71 74 11,27 123 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 3,70E-08

TRINITY_DN119241_c12_g1_i1 6,27 1549 6,47 1519 6,69 2376 M1 Lamina-associated  
polypeptide 2 alpha 4,00E-07

TRINITY_DN119296_c0_g1_i1 8,71 65 13,37 92 13,24 139 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 4,10E-09

TRINITY_DN119604_c0_g6_i1 6,07 1003 6,45 1009 6,37 1539 M1
Phage integrase, N-  
terminal SAM-like  

domain
7,00E-07

TRINITY_DN120065_c1_g1_i2 8,13 111 6,70 89 7,28 146 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,30E-10

TRINITY_DN120564_c5_g4_i1 3,87 940 3,41 813 4,00 1316 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,00E-09

TRINITY_DN120790_c0_g3_i2 39,45 79 40,46 77 28,28 93 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

5,80E-08

TRINITY_DN120911_c4_g2_i1 7,20 66 6,03 54 7,15 94 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,80E-08

TRINITY_DN120911_c6_g4_i2 8,51 28 5,43 18 10,12 43 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,20E-09

TRINITY_DN120911_c6_g4_i5 9,87 47 7,48 35 3,22 29 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 6,50E-09

TRINITY_DN120961_c0_g6_i1 3,51 167 5,65 236 4,45 281 M1
Phage integrase, N-  
terminal SAM-like  

domain
5,50E-06

TRINITY_DN121120_c4_g1_i1 6,34 102 6,18 95 5,54 143 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,70E-09

TRINITY_DN121391_c0_g2_i1 14,07 118 9,75 80 9,18 114 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,60E-09

TRINITY_DN121669_c2_g6_i1 1,94 566 2,46 644 1,91 756 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

5,10E-08

TRINITY_DN121847_c4_g1_i2 5,06 135 5,19 132 7,29 271 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,20E-09

TRINITY_DN121855_c3_g8_i1 5,34 804 5,43 779 5,12 1093 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 6,20E-07



TRINITY_DN121873_c0_g3_i2 10,03 478 8,64 398 9,41 660 M1 Lamina-associated  
polypeptide 2 alpha 5,40E-06

TRINITY_DN121983_c0_g3_i1 6,81 804 7,78 864 7,55 1263 M1 Lamina-associated  
polypeptide 2 alpha 4,20E-06

TRINITY_DN122079_c0_g2_i1 5,61 124 1,23 40 -1,65 35 0 GIY-YIG catalytic  
domain 3,40E-06

TRINITY_DN122239_c3_g3_i1 7,13 237 5,51 180 5,51 268 0 Myb/SANT-like DNA-  
binding domain 1,10E-07

TRINITY_DN122317_c2_g3_i2 15,07 63 13,29 53 14,94 88 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 4,50E-08

TRINITY_DN122317_c2_g4_i1 6,03 84 6,60 87 7,71 144 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,60E-07

TRINITY_DN122365_c4_g8_i2 13,09 265 12,20 235 12,53 366 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,40E-10

TRINITY_DN122412_c1_g3_i1 8,03 201 6,51 160 5,23 199 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

4,20E-07

TRINITY_DN122455_c6_g5_i2 5,95 42 6,45 43 6,08 60 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,20E-11

TRINITY_DN122455_c6_g5_i4 4,22 48 5,63 57 3,45 55 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,40E-10

TRINITY_DN122605_c3_g3_i1 2,55 331 3,01 359 3,18 531 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

5,30E-08

TRINITY_DN122959_c0_g5_i2 2,43 388 2,75 408 2,37 514 0
Phage integrase, N-  
terminal SAM-like  

domain
7,90E-07

TRINITY_DN123032_c5_g2_i1 7,46 109 6,29 90 5,55 122 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

2,50E-08

TRINITY_DN123138_c4_g1_i5 8,95 272 8,48 248 7,47 343 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,40E-07

TRINITY_DN123203_c5_g1_i1 3,00 966 4,10 1181 3,75 1647 M1 Lamina-associated  
polypeptide 2 alpha 3,90E-06

TRINITY_DN123421_c0_g1_i1 16,11 263 15,11 234 15,17 362 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,20E-08

TRINITY_DN123475_c4_g1_i1 3,24 126 2,48 99 2,04 115 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

6,60E-08

TRINITY_DN123798_c5_g2_i2 2,36 205 2,60 210 2,46 265 0
Phage integrase, N-  
terminal SAM-like  

domain
6,50E-05

TRINITY_DN123892_c1_g1_i2 2,30 31 2,17 29 3,76 66 0 GIY-YIG catalytic  
domain 7,80E-06

TRINITY_DN124258_c3_g5_i3 5,13 171 4,36 142 5,22 247 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,30E-09

TRINITY_DN124747_c1_g2_i1 3,18 163 3,76 178 3,17 228 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,00E-08

TRINITY_DN124833_c0_g1_i2 15,33 47 25,30 73 23,38 105 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,20E-10

TRINITY_DN124833_c2_g1_i1 3,87 205 3,61 186 3,10 237 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,50E-06



TRINITY_DN124840_c1_g1_i1 5,02 255 6,66 310 7,54 497 M1 Myb/SANT-like DNA-  
binding domain 1,30E-07

TRINITY_DN124840_c1_g1_i4 13,69 72 18,40 90 22,91 166 M1 Myb/SANT-like DNA-  
binding domain 3,50E-07

TRINITY_DN124952_c0_g5_i13 4,34 93 5,61 110 3,98 136 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,20E-07

TRINITY_DN124952_c0_g5_i5 6,73 50 9,52 65 8,12 84 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,50E-08

TRINITY_DN124952_c0_g5_i8 16,61 93 14,25 77 17,83 152 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,80E-09

TRINITY_DN125031_c0_g1_i2 7,72 137 7,22 122 5,03 131 0 GIY-YIG catalytic  
domain 1,90E-05

TRINITY_DN125387_c0_g3_i1 6,47 2199 6,80 2191 6,72 3279 M1 Lamina-associated  
polypeptide 2 alpha 1,20E-06

TRINITY_DN125387_c0_g4_i1 5,11 466 5,27 457 4,70 625 M1 Lamina-associated  
polypeptide 2 alpha 5,60E-06

TRINITY_DN125387_c0_g6_i1 2,32 699 2,45 698 2,16 905 0 Lamina-associated  
polypeptide 2 alpha 6,30E-06

TRINITY_DN125472_c0_g3_i2 6,63 82 8,15 94 8,48 150 0 GIY-YIG catalytic  
domain 9,20E-05

TRINITY_DN125548_c3_g1_i2 6,99 105 6,43 93 7,30 159 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,80E-08

TRINITY_DN125639_c1_g5_i1 19,08 39 26,16 50 23,12 74 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,20E-07

TRINITY_DN125693_c3_g3_i2 4,81 1498 4,36 1324 5,03 2174 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 8,20E-07

TRINITY_DN125727_c0_g2_i1 32,95 33 46,91 44 34,22 52 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,90E-06

TRINITY_DN125735_c4_g1_i1 27,26 83 22,83 66 26,35 136 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,30E-10

TRINITY_DN125883_c2_g20_i5 6,37 3275 7,32 3529 7,02 5124 M1
Phage integrase, N-  
terminal SAM-like  

domain
1,00E-07

TRINITY_DN125994_c1_g3_i1 14,96 334 10,40 227 12,52 421 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,50E-11

TRINITY_DN126164_c5_g6_i1 69,03 153 48,31 102 44,78 159 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

5,70E-09

TRINITY_DN126236_c2_g2_i1 17,25 221 18,98 230 18,85 338 M1 Myb/SANT-like DNA-  
binding domain 1,30E-06

TRINITY_DN126384_c1_g2_i1 13,56 100 10,85 77 11,10 115 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

3,40E-12

TRINITY_DN126393_c0_g4_i1 16,34 138 14,20 116 14,24 183 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,10E-09

TRINITY_DN126549_c2_g12_i2 13,66 281 11,94 236 10,40 340 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

3,40E-07

TRINITY_DN126787_c3_g3_i6 11,56 377 12,80 392 11,11 547 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,80E-07

TRINITY_DN126806_c3_g1_i2 7,37 44 15,82 85 16,86 143 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,10E-08



TRINITY_DN126806_c3_g3_i3 7,63 170 9,43 196 7,32 246 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 4,10E-07

TRINITY_DN127354_c2_g1_i2 15,72 65 17,40 68 16,73 102 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 9,40E-11

TRINITY_DN127354_c2_g10_i1 19,67 60 23,44 68 17,09 85 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,00E-07

TRINITY_DN127977_c3_g5_i1 10,02 1267 10,81 1294 9,83 1813 M1 Myb/SANT-like DNA-  
binding domain 7,20E-09

TRINITY_DN128058_c4_g1_i1 20,82 179 24,44 199 24,08 318 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,30E-06

TRINITY_DN128224_c2_g7_i1 3,93 81 3,68 74 4,38 125 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

1,40E-07

TRINITY_DN128256_c2_g1_i1 7,08 74 7,55 75 6,46 106 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

1,00E-09

TRINITY_DN128338_c2_g7_i1 6,54 202 6,08 180 6,78 276 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

1,10E-09

TRINITY_DN128703_c0_g2_i1 6,07 181 6,51 184 4,02 179 0 Retroviral aspartyl  
protease 0,00024

TRINITY_DN128930_c0_g4_i2 9,07 30 8,34 26 8,87 40 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 2,40E-09

TRINITY_DN128939_c0_g2_i3 6,68 288 6,29 263 7,25 421 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

3,30E-08

TRINITY_DN128979_c3_g2_i1 4,34 197 3,00 141 3,90 255 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

4,20E-10

TRINITY_DN129087_c4_g3_i1 2,82 237 2,70 221 2,73 305 0 Myb/SANT-like DNA-  
binding domain 2,30E-05

TRINITY_DN129346_c3_g5_i1 11,43 125 8,01 86 8,83 161 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

6,50E-09

TRINITY_DN129369_c0_g1_i1 7,01 35 10,39 47 6,47 46 0
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

1,20E-09

TRINITY_DN129445_c0_g4_i2 18,38 194 17,27 173 19,20 294 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 1,20E-09

TRINITY_DN129445_c0_g4_i5 25,21 88 23,45 78 19,80 107 0 Endonuclease-reverse  
transcriptase 6,20E-09

TRINITY_DN129448_c4_g2_i3 30,43 503 27,45 433 25,31 621 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

2,90E-09

TRINITY_DN129521_c7_g1_i1 19,45 80 26,74 103 21,82 137 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

3,50E-09

TRINITY_DN129843_c1_g2_i2 3,81 445 3,84 429 3,99 657 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,70E-07

TRINITY_DN130095_c0_g8_i2 9,54 280 6,37 187 8,22 340 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 5,80E-11



TRINITY_DN130179_c4_g1_i3 21,68 148 18,86 123 14,69 170 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 4,70E-09

TRINITY_DN142749_c0_g1_i1 24,61 25 24,09 23 11,41 17 0 GIY-YIG catalytic  
domain 4,60E-06

TRINITY_DN158655_c0_g1_i1 13,14 41 10,81 33 8,76 42 0 GIY-YIG catalytic  
domain 1,10E-05

TRINITY_DN16787_c0_g1_i1 22,74 46 50,36 95 24,82 73 0 GIY-YIG catalytic  
domain 3,60E-06

TRINITY_DN36440_c0_g1_i1 4,06 147 2,37 93 1,61 97 0 GIY-YIG catalytic  
domain 4,50E-05

TRINITY_DN45963_c0_g1_i1 27,01 27 45,86 43 21,73 31 0 GIY-YIG catalytic  
domain 1,10E-05

TRINITY_DN62813_c0_g1_i1 23,79 24 16,31 16 19,48 29 0 GIY-YIG catalytic  
domain 1,10E-05

TRINITY_DN79505_c1_g2_i1 3,88 67 4,88 77 5,31 127 0 GIY-YIG catalytic  
domain 8,70E-06

TRINITY_DN81696_c0_g2_i1 12,21 26 13,07 26 10,54 31 0 GIY-YIG catalytic  
domain 1,40E-05

TRINITY_DN85912_c0_g3_i1 44,01 87 41,70 79 23,16 71 M1
Reverse transcriptase  

(RNA-dependent DNA  
polymerase)

1,10E-07

TRINITY_DN86140_c0_g1_i1 5,77 920 6,01 911 6,03 1378 M1 Endonuclease-reverse  
transcriptase 8,50E-08

TRINITY_DN96530_c0_g1_i1 3,96 95 2,88 71 2,76 94 0 GIY-YIG catalytic  
domain 3,40E-05

TRINITY_DN99783_c0_g1_i1 10,73 23 20,12 39 19,38 55 0 GIY-YIG catalytic  
domain 5,40E-07



Apêndice C - Tabela dos resultados para os 46 candidatos a lncRNAs linhagem-
específicos nas análises de: Expressão Diferencial, o CEMiTool com os respectivos 
módulos associados a cada transcrito e o Annocript com as probabilidades de 
codificação. Os candidatos marcados na coloração verde são os que, após análise no 
RNAfold web suit apresentaram estrutura secundaria termodinâmicamente viável.




