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RESUMO 

 

A abordagem proteômica permite estudos em larga escala da expressão proteica em 
diferentes tecidos e fluidos corporais, tendo como objetivo identificar e quantificar o 
conteúdo proteico total. No processo de análise proteômica, a identificação de 
proteínas ainda apresenta lacunas, apesar dos grandes avanços na área. 
Frequentemente, um espectrômetro de massa é utilizado para gerar valores de 
massa/carga das amostras. Após esse processo, geralmente utiliza-se um banco de 
dados de proteínas referência (por exemplo, UniProt) para identificação das proteínas. 
Porém, utilizar uma base de referência limita as análises de identificação das 
proteínas, uma vez que não contém as variações que ocorrem no DNA, que podem 
impactar na sequência de aminoácidos, ocasionando identificação incorreta ou 
impossibilitando o processo. Nesse contexto, existem diversas bases de dados 
personalizadas que incorporam tais variações genéticas. Embora apresentem bons 
resultados, também se limitam devido à ausência de algumas mutações, tornando-se 
outro problema no processo de identificação. Portanto, essa pesquisa tem como 
objetivo construir m banco de dados de proteogenômica (dbPepVar) combinando 
informações de variação genética do dbSNP com sequências de proteínas do RefSeq 
do NCBI. Conjuntos de dados públicos de espectrometria de massa foram usados 
para realizar uma análise pan-câncer (Ovário, Colorretal, Mama e Próstata), 
permitindo a identificação de variações genéticas únicas. No total, 3.726 peptídeos 
variantes foram identificados em amostras de câncer de ovário, 2.543 em próstata, 
2.661 em mama e 2.411 em câncer de cólon-retal. Uma análise de frequência 
mutacional mostrou genes envolvidos nos processos de progressão tumoral, 
sensibilidade à quimioterapia e risco de suscetibilidade ao câncer. Curiosamente, em 
muitas amostras, foram identificados peptídeos C-terminais de proteínas encurtadas 
originárias de eventos de códon de terminação prematura (PTC). Isso indica que tais 
proteínas escaparam do decaimento mediado por mutações Nonsense (NMD) e, não 
surpreendentemente, os genes da maquinaria NMD também estão mutados nas 
mesmas amostras. Isso sugere que o vestígio do transcrito truncado pode estar 
associado à ineficiência da maquinaria NMD causada por mutações genéticas. Em 
perspectiva, o portal web desenvolvido bem como as análises realizadas podem 
direcionar estudos para identificar novos alvos terapêuticos para diferentes tipos de 
câncer, podendo-se também utilizar nosso banco de dados para caracterização de 
variantes em amostras de antecedentes genéticos desconhecidos, como amostras 
arquivadas. O portal está disponível em: https://bioinfo.imd.ufrn.br/dbPepVar/.  
 
Palavras-chave: Proteômica. Proteogenômica. Polimorfismo. Peptídeos variantes. 
Banco de dados personalizado. Portal web. 
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ABSTRACT 

 

The proteomic approach allows large-scale studies of protein expression in different 
tissues and body fluids, aiming to identify and quantify the total protein content. In the 
proteomic analysis process, protein identification still presents limitations despite major 
advances in the area. Frequently, a mass spectrometer is used to generate 
mass/charge values of the samples. After this process, a reference protein database 
(eg, UniProt) is usually used to identify proteins. However, using a reference database 
limits the analysis of the identification of the proteins, since it does not contain the 
variations in the DNA that can impact the sequence of amino acids, causing incorrect 
identification or making the process impossible. In this context, there are several 
custom databases that incorporate such genetic variations. Although they present 
good results, they are also limited due to the absence of some mutations, becoming 
another problem in the identification process. Therefore, this research aims to build a 
proteogenomic database (dbPepVar) by combining genetic variation information from 
dbSNP with protein sequences from the NCBI RefSeq. Public mass spectrometry 
datasets were used to perform a pan-cancer analysis (Ovarian, Colorectal, Breast, and 
Prostate), allowing the identification of unique genetic variations. In total 3,726 variant 
peptides were identified in ovarian cancer samples,  2,543 in prostate, 2,661 in breast 
and 2,411 in colon-rectal cancer. A mutational frequency analysis showed genes 
involved in tumor progression processes, sensitivity to chemotherapy, and risk of 
susceptibility to cancer. Interestingly, in many samples, C-terminal peptides from 
shortened proteins originating from premature termination codon (PTC) events were 
identified. This indicates that such proteins had escaped Nonsense-mediated decay 
(NMD) and, not surprisingly, NMD machinery genes are also mutated in the same 
samples. This suggests that the vestige of the truncated transcript may be associated 
with NMD machinery inefficiency caused by gene mutations. In perspective, the web 
portal developed as well as the analysis performed may direct studies to identify new 
therapeutic targets for different cancer, and one can also use our database for 
characterization of variants in samples of unknown genetic background, such as 
archived samples. The portal is available in: https://bioinfo.imd.ufrn.br/dbPepVar/ 
 
Keywords: Proteomics. Proteogenomics. Polymorphism. Variant peptides. Custom 
database. Web Portal. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Esta seção apresenta os conceitos relacionados à pesquisa proposta com 

intuito de conduzir a compreensão da área estudada. Serão descritos tópicos 

referentes à Proteômica e Proteogenômica, elucidando conceitos básicos, 

abordagens, técnicas, as bases de dados existentes para análises e efeitos das 

variações genéticas no proteoma. 

1.1 PROTEÔMICA: CONCEITOS, ABORDAGENS E TÉCNICAS 

 
 As proteínas desempenham papéis fundamentais para estabilidade, 

manutenção e funcionamento adequado de um organismo, envolvendo-se em grande 

parte dos processos celulares, podendo atuar como enzimas, anticorpos, hormônios, 

componentes estruturais e receptores celulares (POLURI; GULATI; SARKAR, 2021; 

NELSON e COX, 2022). O conjunto dessas macromoléculas que intervêm 

diretamente e indiretamente nos processos biológicos é conhecido como proteoma 

que corresponde a quantidade proteica expressa por um organismo, bem como as 

inúmeras possibilidades de interação proteína-proteína e as modificações pós-

traducionais (PTM), tornando-o bastante complexo (LUCK et al, 2017).  

O proteoma de uma espécie modifica-se de acordo com o tipo celular, 

momentos e/ou condições fisiológicas distintas, sendo altamente dinâmico e variável 

quando comparado ao genoma que é essencialmente estático. Nesse contexto, a 

abordagem proteômica permite estudos em larga escala da expressão proteica em 

diferentes tecidos e fluidos corporais, tendo como objetivo identificar e quantificar o 

conteúdo proteico total, analisar o produto dinâmico do genoma em células em 

diferentes estados, determinar funções e interações proteicas e obter informações 

sobre as modificações que podem ocorrer nas proteínas após a sua tradução 

(HUSTOFT et. al, 2012). Há possivelmente 100,000 proteínas codificadas por 

aproximadamente 20,235 genes do genoma humano, e determinar explicitamente a 

função de cada uma é um desafio encontrado nas pesquisas atuais (JIANG et. al, 

2020). 

De acordo com Barbosa et. al (2012), o estudo da expressão gênica usando 

técnicas como análise de microarranjo, SAGE e sequenciamento em larga escala 
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utilizando equipamentos de última geração, fornecem um perfil molecular e 

oportunidades para identificar mudanças importantes que ocorrem no nível de RNA. 

No entanto, informações sobre processos que modulam a função e a atividade da 

proteína, como alterações pós-traducionais, interações proteína-proteína, transporte 

e degradação, são perdidas na análise de RNA. Além disso, a análise de transcritos 

também é prejudicada pela não-conformidade entre o transcrito e a concentração de 

proteínas e pela suscetibilidade a degradação (WANG et al., 2019; FRUNKIM et al., 

2018).  

A não-conformidade entre o proteoma e o transcriptoma pode ser explicada por 

diversos fatores tais como a taxa de tradução, modulação da taxa de tradução, 

modulação da meia vida da proteína, atraso da síntese proteica e transporte das 

proteínas (LIU; BEYER; AEBERSOLD, 2016). De modo geral, as pesquisas em 

proteômica provêm não somente a geração e acúmulo de novos dados, mas também 

permitem investigar e compreender os mecanismos envolvidos em patologias clínicas 

e desenvolver abordagens terapêuticas para tal fim (BARBOSA et. al, 2012).  

O processo para análise proteômica consiste nas etapas de extração, 

separação, identificação e quantificação das proteínas expressas em amostras 

biológicas complexas. De modo geral, as metodologias empregadas em proteômica 

podem ser classificadas nos tipos bottom up e top down.  A abordagem bottom up 

refere-se à caracterização das proteínas por análise dos peptídeos oriundos da 

digestão proteolítica de proteínas intactas.  Em virtude da alta heterogeneidade das 

misturas proteicas, a escolha da enzima proteolítica é uma etapa importante no 

processo de identificação. De modo geral, as enzimas se diferem na especificidade 

da clivagem do resíduo de aminoácido na proteína. A tripsina é a enzima mais comum 

nesse processo e, trata-se de uma protease que gera fragmentos peptídicos clivando 

em resíduos de Arginina (R) ou Lisina (K) do lado C-terminal (NELSON e COX, 2022; 

PERUTKAET e ŠEBELA, 2018). No entanto, espectrômetros de massa de alta 

precisão reduziram a importância deste critério de filtragem e permitiram a 

identificação de sequências de proteínas não trípticas e modificações pós-traducionais 

onde a clivagem de tripsina é inibida (DONNELLY et. al, 2019). A mistura de peptídeos 

é fracionada e submetida a análise por Cromatografia Líquida acoplada à 

Espectrometria de Massas, em que cada fragmento peptídico obtido é comparado 

com os espectros de massa teóricos gerados a partir da digestão in silico de uma base 

de dados de proteínas. A inferência da proteína é realizada atribuindo sequências 
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peptídicas às proteínas correspondentes. As proteínas identificadas podem ser ainda 

marcadas e agrupadas com base nos seus peptídeos, visto que algumas proteínas 

possuem peptídeos exclusivos, e outras possuem peptídeos em comum (MILLER et. 

al, 2019). Neste trabalho, o foco será a abordagem bottom-up e, por esse motivo, as 

etapas serão descritas em detalhes. 

Após a separação das misturas proteicas de interesse por eletroforese ou 

cromatografia líquida, o segundo processo consiste na análise e caracterização das 

moléculas. Nesse processo, é utilizado com maior frequência o MS devido à 

sensibilidade, precisão e poder resolutivo. MS é um método utilizado para detectar 

moléculas de interesse (analitos), que consiste em gerar, em fase gasosa, íons de 

compostos orgânicos por método adequado de ionização que são introduzidas em um 

campo elétrico e/ou magnético, permitindo separá-los de acordo com sua razão de 

massa/carga (m/z) (NELSON e COX, 2022). O espectrômetro de massas apresenta 

os seguintes componentes: entrada da amostra, fonte de ionização, analisador de 

massas e um detector (Figura 1). Um alto vácuo permite que os íons produzidos na 

fonte atinjam o detector e minimizem colisões entre íons e moléculas de ar. Na fase 

de ionização, os íons podem ser produzidos a partir de protonação assistida ou por 

alta voltagem. Os métodos mais comuns nesta fase são ionização por eletroaspersão 

e dessorção/ionização a laser assistida por matriz. (NELSON e COX, 2022; NIEHAUS 

et al., 2019).  

Após a ionização das moléculas, elas passam para o analisador de massas 

que tem a função de separá-las de acordo suas massas (m/z). Esse processo gera 

um perfil de fragmentação conhecida como impressão digital da massa peptídica (do 

inglês, Peptide Mass Fingerprint, PMF) que é comparado por meio de um computador 

com todas as digestões de peptídeos teóricos a partir de uma base de dados de 

proteínas para identificar as melhores correspondências possíveis (MARQUIONI; 

NUNES; NOVO-MANSUR, 2021). 
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Figura 1 Componentes de um espectrômetro de massas. 
As proteínas de interesse ou analitos são submetidas à um sistema à vácuo, que inicialmente ioniza-
as removendo ou adicionando um elétron. Em seguida, o analisador de massas mede a razão massa 
carga das moléculas ionizadas. Por fim, essas moléculas têm o sinal neutralizado pelo detector e a 
corrente que flui é amplificada e convertida em sinal para ser processada pelo computador. Fonte: 
Autoria própria. 

 

Em contrapartida, a abordagem top down é utilizada para caracterizar proteínas 

intactas, em que todo processo é realizado sem requerer digestão química ou 

enzimática. Em alguns casos, essa abordagem permite uma cobertura de 100% da 

sequência, determinar modificações pós-traducionais e isoformas (ZHANG et. al, 

2013; CATHERMAN et. al., 2014). Ambas as abordagens apresentam algum tipo de 

limitação na caracterização de um proteoma. O método bottom up pode deixar de 

identificar grandes regiões importantes sobre PTMs ou variantes de splicing 

alternativo que podem ser perdidas após a digestão. Além disso, um ou vários 

peptídeos podem ser compartilhados entre as proteínas, ocasionando a ineficiência 

na identificação (Figura 2). O método top down limita-se quanto às dificuldades com o 

fracionamento, ionização da proteína e fragmentação na fase gasosa (MORADIAN et. 

al, 2014; ZHANG et. al, 2013; CATHERMAN et. al., 2014). Uma terceira abordagem, 

denominada middle down, analisa os fragmentos peptídicos maiores do que o método 

bottom up, minimizando a redundância peptídica entre as proteínas e permitindo obter 

mais informações sobre as modificações pós-traducionais, assim como no método top 

down (ZHANG et. al, 2014).  
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Figura 2 Comparação entre abordagens Top Down e Bottom Up. 
Na abordagem Bottom Up, as proteínas intactas inicialmente são digeridas gerando peptídeos que são 
introduzidos no espectrômetro de massas onde são detectados e fragmentados. Na abordagem Top 
Down com espectrometria de massas, a proteína é ionizada diretamente, permitindo uma melhor 
cobertura de sequência e detecção de PTMs. Fonte: (CATHERMAN et. al., 2014) 
 

 

A Espectrometria de massas do tipo tandem ou MS/MS é uma variação da 

configuração dessa metodologia. Esta configuração combina os pontos positivos de 

vários tipos de analisadores como forma de obter melhor desempenho. As 

combinações mais comuns incluem dois ou mais dos seguintes analisadores: 

Quadrupolos, TOF (do inglês, time of flight), ressonância ciclotrônica de íons ou 

orbitrap (GROSS, 2017).   

A espectrometria de massa em tandem surgiu como uma ferramenta rápida e 

eficiente para a identificação de proteínas, podendo ser utilizada para sequenciar 
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trechos curtos de peptídeos. O método envolve, de maneira geral, dois estágios de 

análise de massas, juntamente com o processo de dissociação ou reação química que 

causa alteração na carga ou massa do íon (NELSON e COX, 2022; GROSS, 2017). 

O processo inicia-se com a hidrólise das proteínas investigadas por meio de uma 

enzima ou reagente químico formando fragmentos de peptídeos menores. Em 

seguida, a mistura que contém os fragmentos é injetada no equipamento formado por 

dois analisadores em tandem (MS1 e MS2). Assim, um primeiro analisador é usado 

para isolar um íon precursor, que então sofre espontaneamente ou por alguma 

ativação uma fragmentação para produzir íons de produto e fragmentos neutros. Esse 

íon então entra na célula de colisão e colide com um gás inerte, como hélio ou argônio, 

fragmentando o peptídeo que, geralmente, ocorre nas ligações peptídicas. Nesse 

processo, se a carga é retida no lado N-terminal o íon é do tipo b, se for no lado C-

terminal é do tipo y. O segundo analisador de massa mede as razões m/z de todos os 

fragmentos carregados (Figura 3). Os picos formados consistem em todos os 

fragmentos que foram carregados pela quebra do mesmo tipo de ligação e inclui 

apenas fragmentos com cargas retidas, podendo ser no lado N-terminal ou C-terminal 

(NELSON e COX, 2022; GROSS, 2017).  

Ao término desse processo, é gerado um perfil das massas dos peptídeos 

denominado impressão digital do fragmento peptídico (do inglês, Peptide 

Fragmentation Fingerprint, PFF) (BALLESTÉ, 2018). Esta abordagem não requer a 

interpretação em termos de sequência dos fragmentos observados. As massas 

observadas de íons fragmentados são comparadas com as esperadas para os vários 

peptídeos proteolíticos deduzidos de cada proteína contida na base de dados. 

Peptídeos como o mesmo conteúdo de aminoácidos e sequências diferentes podem 

apresentar a mesma massa molecular, mas terão padrões de fragmentação diferentes 

(BALLESTÉ, 2018). 
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Figura 3. Identificação de proteínas utilizando espectrômetro de massas em tandem. 
(a) No MS-1 a mistura proteica é disposta de modo que apenas um peptídeo é selecionado para anaĺise 
adicional. Em seguida, o peptídeo é fragmentado na célula de colisão. Muitos dos íons fragmentados 
resultam na quebra da ligação peptídica, gerando íons do tipo b e y. Se carga é retida no lado N-terminal 
é do tipo b, se for no lado C-terminal é tipo y. No MS-2 é obtido o valor m/z do fragmento analisado. (b) 
Picos representando os fragmentos dos peptídeos que foram gerados a partir de uma amostra contendo 
21 resíduos de aminoácidos. A massa molecular dos aminoácidos é mostrada em parênteses acima 
dos picos. No topo está a sequência deduzida. Fonte: (NELSON e COX, 2022). 
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Como descrito, o processo de análise proteômica utiliza uma base de dados de 

proteínas teóricas para comparar com os valores de massa/carga obtidos pelo 

espectrômetro de massas, permitindo identificar as proteínas de interesse. Existem 

diferentes bases de dados para essa finalidade: 

● NCBI-protein: Apresenta o conjunto das sequências proteicas de várias 

espécies, incluindo traduções de regiões codificantes anotadas pelo GenBank, 

RefSeq, TPA, SwissProt, PIR, PRF e PDB.  

● SwissProt/UNIPROT: é um banco de dados ideal para pesquisas de perfil de 

fragmentação dos peptídeos, nas quais as sequências não possuem 

redundância (SUZEK et al., 2007). Portanto, pode haver menos 

correspondências para uma pesquisa do MS em série do que um banco de 

dados abrangente.  

● dbEST: é uma base de dados derivada do GenBank que contém sequências 

de cDNA single pass ou tags de sequências expressas de um certo número de 

organismos. 

Assim como as bases de dados, existem muitos softwares desenvolvidos para 

análise em larga escala de dados oriundos de espectrometria de massas. Esses 

softwares recebem como entrada uma base de dados de interesse do usuário. Nesse 

cenário, foram desenvolvidos dois tipos de busca em base de dados. O primeiro tipo, 

chamado forward search, compara o novo espectro com os espectros armazenados 

na base de dados e procura a melhor combinação dos espectros (BALLESTÉ, 2018). 

O segundo tipo, chamado de pesquisa inversa, verifica a possível presença nos novos 

espectros a partir de um espectro escolhido na base, gerando uma sequência 

peptídica revertida (ZHANG et al, 2018). A priori, uma filtragem é realizada para 

eliminar a maioria dos espectros da base considerados muito diferentes do novo 

espectro (BALLESTÉ, 2018).  

Nesse contexto, há três tipos de algoritmos desenvolvidos para aumentar a 

precisão do método quando a busca é realizada em base de dados menores - o 

Peptide Sequence Tag, Autocorrelação e o matching baseada em probabilidade.  O 

algoritmo Peptide Sequence Tag utiliza uma pequena série do fragmento do peptídeo 

chamada de aminoácido tag que pode ser usada para a identificação no banco de 

proteínas. A menor massa da série contém informações sobre a distância, em 
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unidades de massa, para um término do peptídeo, e a maior massa contém 

informações sobre a distância ao outro terminal peptídico. Juntos, o marcador de 

sequência peptídica consiste em três partes - a massa do N-terminal (m1), a menor 

sequência de aminoácidos e a massa do C-terminal (m3) (STEEN e MANN, 2004).  

O algoritmo de autocorrelação é uma técnica de processamento de sinal que 

determina matematicamente a sobreposição entre o espectro teórico derivado de uma 

sequência na base de dados e o espectro experimental em questão. Para isso, o 

algoritmo calcula um score para os peptídeos da base de dados teórica e seleciona 

aqueles que apresentam valor igual ou similar ao valor do score do espectro 

experimental. No algoritmo de matching baseado em probabilidade, os fragmentos 

previstos são combinados aos fragmentos experimentais, começando com os íons -b 

e -y mais intensos. Para isso, calcula-se a probabilidade de que o número de 

correspondências de fragmentos seja aleatório e o logaritmo negativo desse número 

(multiplicado por 10) é a pontuação de identificação. (STEEN e MANN, 2004). 

Dentre os softwares desenvolvidos para essa finalidade, pode-se citar o Mascot 

(http://www.matrixscience.com/search_form_select.html), Protein Prospector 

(http://prospector.ucsf.edu/) e o MaxQuant (http://www.maxquant.org). O MaxQuant é 

um pacote de software de proteômica quantitativa que suporta todas as principais 

técnicas de rotulagem, como SILAC, Di-metil, TMT e iTRAQ, bem como a 

quantificação sem rótulo. O software é de fácil manuseio e, portanto, permite análises 

de conjuntos de dados complexos em máquinas desktop por qualquer pesquisador 

que deseje empregar dados proteômicos. Além disso, ele integra uma infinidade de 

algoritmos, permitindo a análise completa dos dados LC-MS e oferece módulos 

adicionais para visualização de espectros e dados 3D. Este software tem como ponto 

forte a aplicação de algoritmos avançados em seu processo de busca que melhora 

substancialmente a precisão e a acurácia da massa. Como saída, o MaxQuant gera 

várias tabelas contendo as características dos peptídeos identificados. A tabela 

evidence, por exemplo, contém as informações combinadas sobre todos os recursos 

dos peptídeos identificados. A informação de identificação inclui a sequência peptídica 

e sequência modificada, comprimento e estado de modificação. Os campos como 

Score, PEP (Posterior Error Probability), mass deviation, number of MS/MS matches, 

uncalibrated e calibrated m/z, mass error, e recalibrated retention time  podem ser 

usados para inspecionar a qualidade da identificação (TYANOVA et. al., 2016).  

A sumarização do processo de anaĺise proteômica pode ser vista na Figura 4. 

http://www.matrixscience.com/search_form_select.html
http://prospector.ucsf.edu/
http://www.maxquant.org/
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Figura 4. Etapas do processo de análise proteômica. 
O processo inicia-se com a separação das proteínas de interesse utilizando alguma das técnicas, 
cromatografia ou eletroforese em gel. Em seguida, as proteínas de interesse são submetidas à uma 
enzima que gera fragmentos de peptídeos. Os peptídeos podem ser submetidos diretamente ao 
espectrômetro ou serem separados e fragmentados inicialmente. O espectrômetro gera como resultado 
o valor de massa/carga dos fragmentos que são utilizados para efetuar a busca no banco de dados 
teórico para a identificação das proteínas. Fonte: adaptado (STEEN e MANN, 2004) 

1.2 EFEITOS DAS VARIAÇÕES GENÉTICAS NO PROTEOMA 

 

 Esta seção descreve como as alterações no DNA podem impactar na 

sequência de aminoácidos de uma proteína e interferir no processo de identificação 

por MS. O impacto das mutações descritas nesta seção também ajuda a compreender 

o processo de construção da base de dados proposta neste trabalho. Ademais, será 

descrito a relação das mutações com algumas doenças, como o câncer.  

De modo geral, quando o aminoácido é substituído por outro quimicamente 

similar é chamada de substituição conservativa e, neste caso, a alteração pode afetar 

a estrutura e função da proteína em uma gravidade menor. A substituição não-

conservativa produz um impacto maior na proteína, podendo torná-la inativa (LUO et. 

al., 2017; LENINGER et al., 2019). Para a análise proteômica, esses dois tipos de 

substituições podem afetar diretamente no processo de identificação da sequência, 

dependendo da base teórica utilizada. Por exemplo, a base de dados RefSeq/NCBI 
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possui somente sequências de referência, ou seja, não apresentam proteínas que 

possuem variações genéticas. Logo, utilizar essa base de dados permite que alguns 

peptídeos importantes para determinadas doenças não sejam identificados. Isso 

ocorre em virtude dos aminoácidos possuírem diferentes valores de massa molecular, 

com exceção da Leucina e Isoleucina como pode ser visto na Tabela 1. Desse modo, 

o perfil de fragmentação do peptídeo será alterado tornando o processo de 

identificação por MS ineficiente.  

A principal alternativa para melhorar esse processo é o desenvolvimento de 

bancos de dados personalizados de proteínas em que são incorporados à sequência 

as possibilidades de variações de acordo com informações genômicas ou 

transcriptômicas (VÉGVÁRI, 2016). Na perspectiva proteômica, essas variações 

genéticas criam proteoformas (SMITH e KELLEHER, 2013) que tornam a 

complexidade proteica ainda maior, assim a identificação dessas alterações também 

fornece mecanismos para o desenvolvimento de drogas eficientes (VÉGVÁRI, 2016).  

 

Tabela 1. Símbolos e massas dos resíduos dos aminoácidos que constituem as proteínas. 

Nome Símbolo Massa do resíduo 

Alanina A, Ala 71,079 

Arginina R, Arg 156,188 

Asparagina N, Asn 114,104 

Ácido aspártico D, Asp 115,089 

Cisteína C, Cys 103,089 

Glutamina Q, Gln 128,131 

Ácido glutâmico E, Glu 129,116 

Glicina G, Gly 57,052 

Histidina H, His 137,141 

Isoleucina I, Ile 113,160 

Leucina L, Leu 113,160 

Lisina K, Lys 128,17 

Metionina M, Met 131,199 
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Fenilalanina F, Phe 147,177 

Prolina P, Pro 97,117 

Serina S, Ser 87,078 

Treonina T, Thr 101,105 

Tirosina Y, Tyr 163,176 

Valina V, Val 99,133 

 

As diferenças nas sequências de DNA humano, também conhecidas como 

polimorfismo, contribuem para as variações fenotípicas e influenciam a suscetibilidade 

de um indivíduo à doenças, à respostas ao meio ambiente e a tratamentos com 

drogas. O termo polimorfismo, relacionado à genômica, refere-se à presença de duas 

ou mais formas variantes de uma sequência específica de DNA que pode ocorrer entre 

diferentes indivíduos ou populações. Outros polimorfismos podem ser muito maiores, 

envolvendo trechos mais longos de DNA. O tipo mais comum de polimorfismo envolve 

variação em um único nucleotídeo único (do inglês, Single Nucleotide Polymorphism, 

SNP) e ocorrem aproximadamente a cada 1,200 bases na população humana em 

geral (STEF et. al., 2013). Na maioria das vezes, os SNPs ocorrem na região não-

codificante do genoma. SNPs em regiões codificantes do DNA podem resultar em 

mudanças de sequências de aminoácidos através de substituições de aminoácidos 

ou por meio da introdução de códon de parada prematura. Além dos SNPs, podem 

ocorrer inserções ou deleções (INDELS) que podem gerar mudança no quadro de 

leitura e alterar a sequência de uma proteína significativamente. Essas alterações 

também podem ocorrer em regiões não-codificantes e codificantes (STEF et. al., 

2013). Os INDELs parecem ocorrer em frequências menores que as SNPs, porém 

afetam coletivamente mais pares de bases devido ao seu tamanho maior de 

alterações. Pequenas deleções são aproximadamente três vezes mais comuns do que 

pequenas inserções e, para ambos os tipos de variação, a frequência de mutação 

diminui com o aumento do tamanho do fragmento (NOLL et al., 2016). 

Nesse contexto, as variações que afetam diretamente a proteína podem ser 

classificadas em diversos tipos, porém serão descritas apenas àqueles que são 

necessárias para a compreensão deste trabalho. Assim, de acordo com o tipo de 

alteração causada pela mutação genética que afeta a proteína, ela pode ser 

categorizada como polimorfismo de aminoácido único (do inglês, Single Amino Acid 
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Polymorphism, SAP) e INDELS (KREBS et, al, 2014). O SAP ocorre em consequência 

de SNPs que alteram a sequência de DNA, impactando diretamente na proteína. O 

polimorfismo genético está na categoria de mutações pontuais que são classificadas 

como sinônimas e não sinônimas. Essa classificação é baseada em sua capacidade 

de alterar os aminoácidos codificados e, em alguns casos, afetar a função da proteína 

(Zheng et. al., 2014). As mutações não sinônimas podem ser subdivididas em 

missense, nonsense, variação de região de tradução e perda de códon de parada.  

A mutação sinônima ou silenciosa ocorre quando a troca de base nucleotídica 

modifica o códon, mas não altera o aminoácido (Figura 5). Isso acontece devido o 

código genético ser degenerado, permitindo que um aminoácido seja codificado por 

mais de um códon (BUHR et. al, 2016). Embora esse tipo de mutação não altere a 

sequência de aminoácidos da proteína, alguns estudos têm revelado que podem estar 

relacionados com patogenicidade e alteração nos processos celulares. Dentre esses 

processos essa mutação interfere no processo de conformação da proteína e no 

codon usage que é relacionado à taxa de tradução proteica, podem alterar a estrutura 

secundária do RNA mensageiro e podem impactar na cis-regulação de sequência de 

sítios de splice, miRNA e sítios de fatores de transcrição (BUHR et. al, 2016; HUNT 

et. al., 2014).  

  
Figura 5. Mutação do tipo sinônima. 
Neste caso, ocorre uma troca de base T para C no códon CAT que codifica uma Histidina. 
Porém, o novo códon gerado CAC também codifica Histidina, mantendo a sequência proteica 
inalterada. Fonte: Adaptado - U.S. National Library of Medicine 

 

A mutação missense ocorre quando a troca de base altera o códon e, 

consequentemente, o aminoácido, como pode ser visto na Figura 6. Essa mutação 
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pode afetar a estrutura 3D, alterar a estabilidade ou afinidade de ligação de um 

complexo proteico e causar perturbações significativas ou remoção completa da 

função desta proteína particular (STEFL, et al. 2013; CHEN et al., 2020). Em alguns 

casos, pode provocar a alteração da flexibilidade de toda a molécula ou apenas uma 

pequena região, a alteração do equilíbrio entre diferentes conformações ou ainda, 

afetar toda a dinâmica conformacional da molécula (STEFL, et al. 2013; CHEN et al., 

2020). Em virtude dessas modificações, essa mutação está associada a alguns tipos 

de câncer como câncer de ovário e colorretal, e doenças como parkinson e diabetes 

( LI et. al. 2013; UVERSKY et. al., 2009; KUMAR 2013).  

Além das variações missense, uma grande fração de variações genéticas 

humanas patológicas é causada por mutações nonsense onde uma variação de um 

único nucleotídeo introduz um códon de terminação prematuro, gerando uma proteína 

mais curta, como pode ser visto na Figura 7 (FOLKMAN et. al., 2015). Muitas dessas 

proteínas geradas são funcionais, porém elas não são sintetizadas em quantidade 

suficiente devido a degradação do RNA mensageiro pelo mecanismo nonsense-

mediated decay. Este mecanismo é responsável pela rápida degradação de muitos 

RNAs mensageiros aberrantes que contém códon de parada prematura (VICENTE-

CRESPO e PALACIOS, 2010).   

  
Figura 6. Mutação do tipo missense. 
Neste caso, ocorre uma troca de base A para C no códon CCT que codifica uma Histidina. O 
novo códon gerado CTC agora codifica uma Prolina, modificando a sequência da proteína. 
Fonte: Adaptado - U.S. National Library of Medicine 
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Figura 7. Mutação do tipo nonsense. 
Neste caso, ocorre uma troca de base C para T no códon CAG que codifica uma Glutamina. 
Essa troca gera o códon TAG, inserindo na proteína um códon de parada prematura. Fonte: 
Adaptado - U.S. National Library of Medicine 

 
 

 Como resultado da mutação nonsense, estudos descrevem que ela tem um 

impacto funcional significativo e é potencialmente causadora de doenças, como 

Alzheimer, Demência lentamente progressiva, Insuficiência autonômica central com 

comprometimento cognitivo, alucinações visuais e acústicas (GUERREIRO et. al., 

2014). Além disso, pacientes que apresentam os genes ATM (E1978X) e BLM 

(Q548X) com mutação nonsense estão susceptíveis ao câncer de mama 

(PROKOFYEVA et al, 2013;  BOGDANOVA et al, 2009). No entanto, o trabalho 

descrito por Antczak et al. (2013) mostrou que o gene BLM (Q548X) não está 

associado ao aumento do risco de câncer de próstata, e não afeta a sobrevivência de 

homens com esse tipo de câncer. 

A mutação missense também pode alterar a região não traduzida do RNA 

mensageiro (do inglês, Untranslated Region, UTR) por meio da substituição de base 

no códon inicial. Essa alteração faz com que o ribossomo busque outro início de 

tradução, como pode ser visto na Figura 8. Desse modo, a maquinaria de tradução 

composta pelo complexo de pré-iniciação 43S, varre a região 5' não traduzida do 

RNAm até a tripla de códon inicial de nucleotídeos ATG utilizando complementaridade 

com o anticódon de Met-RNAt (HINNEBUSCH et. al., 2016; CHOI et. al., 2015; KO e 

CHOW, 2003).  
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Em eucariotos, o ATG é quase exclusivamente o códon usado para iniciação. 

Nas células de mamíferos, o ACG e o CTG foram encontrados como códons 

iniciadores em alguns mRNAs. Embora seja mais comum em procariotos, estudos 

envolvendo a mutagênese do códon ATG demonstrou que o CTG, TTG, GTG, AAG, 

ACG, AGG, ATA, ATC e ATT podem iniciar a síntese proteica em vários graus in vivo 

e in vitro. Estes códons de iniciação mutantes diferem do ATG por um único 

nucleotídeo. Como eles usam o iniciador do tipo selvagem tRNA para iniciação, a 

síntese proteica em todos esses casos é iniciada com metionina (REUTER et. al., 

2016; DRABKIN et. al., 1998).  

As mutações que afetam o códon inicial da proteína estão associadas à 

algumas patologias como Nistagmo ocular infantil e problemas neurológicos 

relacionados ao atraso no desenvolvimento, epilepsia e microcefalia (CHOI et. al., 

2015; PAGNAMENTA et. al., 2018). A mutação do códon de início em CLN3 - distúrbio 

que afeta predominantemente a retina e cérebro - está associada a um curso 

prolongado da doença (KUPER et al., 2020). No trabalho descrito por Cyr et al. (2012) 

relata uma paciente com câncer de ovário que carrega uma variante germinativa 

MSH2 que altera o códon de iniciação da tradução e, embora não seja um alelo de 

doença forte e de alto risco, pode ter um impacto moderado no fenótipo da doença.  

Além da alteração no códon inicial, a mutação missense também pode 

ocasionar a perda de códon de parada, que são responsáveis pela sinalização da 

terminação da tradução. Neste caso, um processo no qual um códon de parada não 

é reconhecido, a síntese proteica será finalizada no próximo códon de parada, 

gerando uma proteína com uma extensão, como pode ser visto na Figura 9. (ZHANG 

et. al., 2012). Em um estudo feito na população chinesa mostrou que mutações em 

códon de parada estão associadas a doenças neurológicas como doença de 

Parkinson e tremor essencial, apesar de serem raras (HE e HUANG, 2016).  Zhang 

et. al. (2012), sugere em seu estudo feito com hamsters chineses que a substituição 

do códon de parada TAA (Stop) para GAA (Glu) na Imunoglobulina IgG1 pode 

aumentar o risco de imunogenicidade porque a sequência adicional não faz parte da 

região constante da cadeia. No estudo desenvolvido por Marlin et al. (2020) 

mostraram que a mutação germinativa (p.Ter285Lysfs) rs77179853 no gene HOXB13 

está associada com câncer de próstata. Dhamija et al. (2020) mostram em sua 

pesquisa que as mutações no códon de parada podem ser funcionalmente 
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importantes no câncer e caracterizar seu impacto de perda de função no supressor de 

tumor SMAD4. 

  

Figura 8. Mutação do tipo Variação de UTR. 
Esse tipo de mutação altera o início de tradução da proteína, por meio da modificação do códon 
inicial. Neste exemplo, ocorre a troca de G para A no códon ATG que codifica a Metionina 
inicial, gerando o novo códon ATA que codifica uma Isoleucina. Essa alteração faz com que o 
ribossomo busque outro início de tradução, ampliando a região não traduzida e reduzindo a 
proteína no início. Fonte: Adaptado - U.S. National Library of Medicine 
 
 

  

Figura 9. Mutação do tipo Stop Loss. 
A substituição no códon de parada da proteína permite que o ribossomo continue o processo 
de tradução até localizar o próximo códon de parada, ocasionando uma extensão na cadeia 
proteica. Fonte: Adaptado - U.S. National Library of Medicine 
 

 

A mutação do tipo INDEL é a segunda categoria de mutações polimórficas e 

podem alterar ou manter a janela de leitura. Quando as inserções e deleções são 

múltiplas de 3 e ocorrem entre os códons, o frame de leitura (inframe) permanece 
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inalterado, ocasionando apenas a inserção de novos aminoácidos, conforme 

mostrado na Figura 10. Essas mutações desempenham papéis distintos em doenças 

como câncer, podendo atuar como supressores ou oncogênicos. No estudo realizado 

por Baeissa et. al. (2017) envolvendo diversos tipos de mutações em domínios 

proteicos, foram encontrados 5 domínios (zf-C2H2, IL6Ra-bind, bZIP_2, PI3K_p85B e 

Myb_DNA-bind_6) com mutações do tipo indel associados à oncogênese, e apenas 2 

domínios supressores de tumor (PIK3R1 e TP53) cada um de uma única proteína. De 

modo similar, Guan et. al. (2012) identificaram mutações indel em cânceres 

ginecológicos que possuem impacto nos mecanismos relacionados à função 

supressora de tumor do domínio proteico ARID1A. 

 

 

Figura 10. Mutação do tipo INDEL. 
Este tipo de mutação é decorrente da inserção ou deleção de pares de bases que, quando 
ocorridas na região codificante, altera a sequência proteica. Neste exemplo, houve a inserção 
de 6 pares de bases (CAGCAG) dentro do frame de leitura, ocasionando na inserção de dois 
novos resíduos de Glutamina. O processo de deleção ocorre de modo inverso, em que as 
bases são deletadas do genoma e, consequentemente, os aminoácidos codificados por elas. 
Fonte: Adaptado - U.S. National Library of Medicine 
 
 

 

As mutações INDEL que alteram a janela de leitura (frameshift) têm um efeito 

maior na sequência proteica. Esse tipo de alteração é decorrente de inserção ou 

deleção que não é múltipla de 3 ou quando ocorre entre os códons, assim, o frame de 

leitura é alterado, resultando na modificação da cadeia de aminoácidos, a partir do 

ponto da mutação, como pode ser visto na Figura 11. Em mutações desse tipo, é 

comum ocorrer códon de parada prematura ou extensão da cadeia proteica.  
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Figura 11. Mutação do tipo frameshift. 
No primeiro caso, ocorre uma deleção da base A no códon CAT (His), gerando o códon CTC 
(Leu), movendo do frame para esquerda. De modo similar, no segundo caso, ocorre a inserção 
da base A antes do códon CAT (Hist) gerando o códon ACA (Thr), movendo o frame para 
direita. Em ambos os casos, a sequência de aminoácidos é modificada a partir do ponto da 
mutação, encerrando-se até a localização do primeiro códon de parada. Fonte: Adaptado - U.S. 
National Library of Medicine 

 
 

As mutações frameshift estão associadas à oncogênese, causando diminuição 

na expressão gene TP53 relacionado à supressão tumoral (MERTINS et. al., 2016). 

No fator de transcrição GATA3, esse tipo de mutação ocorre em aproximadamente 

15% dos cânceres de mama com receptor de estrogênio positivo, ou tipo luminal. Este 

gene é essencial para o desenvolvimento da mama e, quando mutado, estimula o 

crescimento tumoral in vivo, por meio da regulação positiva e negativa em células 

mutantes (GUSTIN et. al., 2017).  
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1.3 PROTEOGENÔMICA: CONCEITOS, APLICAÇÕES E ABORDAGENS 

COMPUTACIONAIS 

 

 O termo proteogenômica foi introduzido por Jaffe et al. (2004) e inicialmente 

usado para descrever estudos em que dados proteômicos são usados para melhorar 

a anotação genômica e a caracterização das proteínas codificantes. Esta abordagem 

permite que novos peptídeos sejam identificados por meio de busca dos espectros 

MS/MS contra banco de dados de proteínas personalizados, contendo novas 

sequências proteicas e sequências variantes que são gerados utilizando informações 

genômicas e transcriptômicas. O principal ponto desta abordagem é que permite não 

somente melhorar a anotação genômica a nível proteico e refinar os modelos de 

genes, mas também permite aprimorar os bancos de dados de sequências proteicas 

(NESVIZHSKII, 2014).  

 A análise de proteogenômica fornece informação única para a anotação do 

gene, (a) confirmando a tradução e separação dos pseudogenes dos genes 

codificantes; (b) estabelecendo que uma proteína não é alvo de degradação (c) 

determinando automaticamente o frame, mesmo múltiplos frames sobrepostos; (d) 

restringir a localização dos locais de início e fim de tradução, bem como locais de 

processamento pós-tradução; (e) identificação de limites exatos de splicing e formas 

alternativas de splice, se o peptídeo for dividido entre exons; e (f) predizer um gene 

completamente novo, mapeando para uma localização genômica não caracterizada 

(CASTELLANA e BAFNA, 2010; KROLL et al., 2014; MACHADO et al., 2019; 

MADISON et al., 2022).  

No contexto de anotação gênica, os peptídeos acetilados no N-terminal podem 

ser utilizados para a validação ou correção da atribuição de metionina inicial em genes 

anotados como codificantes. Esse processo normalmente ocorre durante eventos co- 

e pós-traducionais que envolve a clivagem da metionina inicial por aminopeptidases 

seguida por acetilação do aminoácido seguinte por N-acetiltransferases (RENUSE et. 

al., 2011). Essa abordagem torna-se bastante útil visto que em sítios de início de 

tradução de proteínas, os códons de início são difíceis de prever, já que o contexto da 

sequência geralmente não é bem definido. Isso pode ocorrer devido o reconhecimento 

ineficiente de um códon de iniciação, fazendo com que uma parte do complexo de 
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pré-iniciação 43S de tradução continue lendo e iniciando a tradução em um sítio 

downstream, um processo conhecido como “varredura com vazamento” (LEE et. al., 

2012; JACKSON et. al., 2010; SMIRNOVA et al., 2022). A proteogenômica também 

pode ser aplicada à análise de variações genéticas, anotação de genomas não 

sequenciados, estudos de mecanismos patológicos e metaproteômica (NESVIZHSKII, 

2014; RENUSE et. al. 2011; MACHADO et al., 2019).  

Em relação às variações genéticas, sabe-se que elas podem alterar as funções 

em produtos gênicos e serem responsáveis por patogenicidade específica a um 

indivíduo. A identificação dessas variações no nível da proteína fornece uma 

oportunidade para reduzir o conjunto de candidatos a investigação do seu papel 

funcional ou relevância clínica (NESVIZHSKII, 2014). Além dessas, existem outras 

múltiplas fontes de variação do genoma de alta significância biológica que resulta 

potencialmente em transcritos codificadores de proteínas novos ou variantes. Estes 

incluem a edição de RNA, que ocorre durante o processamento pós-tradução e cujo 

papel e significado biológico ainda não foram totalmente compreendidos (SORTINO 

et al., 2022). Nesse caso, a proteogenômica pode fornecer evidências valiosas de 

nível de proteína para alguns desses supostos eventos de edição de RNA. Pode 

também fornecer evidências de expressão proteica para novas fusões gênicas e 

transcritos quiméricos e transcritos anotados como pseudogenes (NESVIZHSKII, 

2014).  

As alterações genômicas específicas no genoma de uma pessoa podem 

resultar em uma doença que geralmente é causada pela alteração da função proteica. 

Esta alteração pode ser produto de um gene recombinante que contém porções de 

dois ou mais genes diferentes de modo que suas sequências codificadoras estejam 

na mesma matriz de leitura, gerando uma proteína de fusão (SNUSTAND e 

SIMMONS, 2013). Embora abordagens principalmente genômicas sejam usadas para 

a identificação de genes de fusão, abordagens proteômicas como espectrometria de 

massas também podem ser usadas para a identificação e caracterização de proteínas 

de fusão, o que pode ser útil no estudo dos estados alterados ou doentes. A 

identificação de peptídeos de fusão utilizando proteogenômica pode ser útil para 

desvendar mecanismos de doença, como algumas PTMs, como a fosforilação que 

desempenham um papel importante em muitas doenças (RENUSE et. al., 2011).  

Por fim, alguns dos elementos essenciais para proteogenômica são listados 

abaixo, de acordo com Renuse et. al. (2011):  
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● Disponibilidade dos dados da sequência do genoma: É importante ter os 

dados da sequência do genoma (idealmente montados) para o organismo em 

estudo. Na falta de informação disponível sobre a sequência do genoma, a 

disponibilidade de genomas semelhantes pode ser utilizado como alternativa. 

● Dados de espectrometria de massa de alta resolução e alta precisão: 

Como o espaço de pesquisa é aumentado ao pesquisar em bancos de dados 

de genoma, é importante ter alta resolução e alta dados de precisão para 

reduzir a ocorrência de falsos positivos. 

● Ferramentas de pesquisa e anotação de banco de dados genoma: A 

maioria dos algoritmos de busca em banco de dados não permite pesquisas 

diretas contra bancos de dados de genoma traduzidos dos seis frames de 

leitura. Mesmo quando isso é possível, o mapeamento direto de peptídeos em 

estruturas de genes não é trivial. 

 

1.4 PROBLEMATIZAÇÃO, HIPÓTESE E JUSTIFICATIVA.  

 

 Como descrito, o processo de análise proteômica consiste em etapas como 

separação do complexo proteico, digestão proteolítica por uma enzima sítio-

específica, ionização, detecção e definição dos valores de razão massa/carga dos 

fragmentos peptídicos utilizando espectrometria de massas. Esse processo é 

concluído utilizando softwares analisadores de espectros que buscam em base de 

dados de proteínas teóricas, fragmentos peptídicos com massa correspondente ao 

fragmento experimental. Nesse processo, existem algoritmos que realizam análise de 

correlação ou de marcação de série dos peptídeos e geram como saída todos os 

possíveis peptídeos teóricos com uma correspondência aceitável quando comparado 

ao experimento.  

Desse modo, o desafio da área é mapear corretamente sequências peptídicas 

identificadas para sequências de proteínas, particularmente para proteínas 

redundantes e isoformas. Além disso, à medida que os métodos proteômicos 

continuam a se tornar mais sensíveis e abrangentes e os bancos de dados de 

proteínas aumentam de tamanho, a capacidade de atribuir adequadamente os 

peptídeos às proteínas tornou-se ainda mais desafiadora. Quando as sequências 

peptídicas são compartilhadas entre as proteínas, elas são mais prevalentes e 
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abundantes do que suas contrapartes peptídicas únicas e, portanto, também mais 

facilmente identificadas (ZHANG et. al., 2013). Por outro lado, peptídeos únicos são 

mais difíceis de identificar por serem menos abundantes e, infelizmente, carregam a 

maior evidência experimental para a identificação inequívoca e confiável de proteínas 

homólogas e redundantes (ZHANG et. al., 2013). O aumento do espaço de busca em 

banco de dados teóricos gera mais peptídeos candidatos para ser pontuado contra 

um espectro experimental MS/MS, aumentando a probabilidade de que a melhor 

pontuação corresponda ao espectro incorreto, e também se torna mais difícil distinguir 

entre as identificações verdadeira e falsa (NEVIZHSKII, 2014; RENUSE et. al., 2014). 

Esse processo é ilustrado na Figura 12A. 

Como mostrado na subseção 1.2, as variações genéticas têm grande impacto 

na sequência proteica, podendo haver simples trocas de aminoácidos até alterações 

de grande parte da cadeia polipeptídica que dificultam o processo de identificação 

correta dos peptídeos. Isso ocorre em virtude da limitação dos bancos de dados 

quanto à incorporação dessas variações (por exemplo, UniProt/SwissProt). Como 

mostrado, os bancos de dados apresentam sequência proteicas consideradas 

referências para um organismo específico, desconsiderando mutações e 

polimorfismos genéticos. Sabe-se que organismos da mesma espécie podem ter 

quase 99,9% de similaridade genômica e que os SNPs, inserções e deleções e 

variações no número de cópias (CNVs) contribuem para variações nos genomas, 

podendo causar alterações na função de um produto gênico. Essas variações também 

podem ser responsáveis por respostas específicas de indivíduos a patógenos, como 

bactérias e vírus (VÉGVÁRI, 2016; RENUSE et. al., 2011). Desse modo, utilizar esses 

bancos para identificação proteica nas distintas populações genéticas, se torna uma 

tarefa desafiadora para a análise proteômica. Essa descrição é ilustrada na Figura 

12B. 

Para os problemas mencionados, existem diversos estudos que utilizam como 

saída, a customização de banco de dados específicos às mutações e/ou 

polimorfismos genéticos em determinadas populações. Uma das alternativas 

amplamente utilizadas é a criação de uma base de dados gerada a partir da tradução 

dos 6 quadros de leitura. Porém, essa abordagem limita-se por aumentar o espaço de 

busca da base de dados e falha na captura de peptídeos presentes na junção entre 

exons (NEVIZHSKII, 2014; RENUSE et. al., 2011).  
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Outras abordagens desenvolvem base de dados incorporando as variações 

nas sequências de referência (UniProt, por exemplo), muitas vezes utilizando um 

caractere especial para distinguir a sequência variante. As variações podem ser 

baixadas do banco de dados dBSNP do NCBI e complementadas com mutações de 

doenças conhecidas do banco de dados públicos como Online Mendelian Inheritance 

in Man e Protein Mutant Database. Para criar bancos de dados personalizados a partir 

de dados de RNA-seq, o customProDB pode combinar pequenas variações com 

algumas já conhecidas extraídos do banco de dados dbSNP (NEVIZHSKII, 2014; 

VÉGVÁRI, 2016). Essas abordagens apresentam eficiência na identificação de 

peptídeos variantes, porém necessitam de métodos para análise de redundância para 

melhorar a confidência da identificação. 

 
Figura 12. Processo de identificação dos peptídeos por softwares analisadores de espectros de massa. 
 (A) O espectrômetro resulta no perfil de fragmentação do peptídeo que é utilizado para realizar a busca 
em base de dados teórica por peptídeos com espectro correspondente. Neste caso, dois peptídeos 
obtiveram perfil semelhante ao peptídeo experimental, sendo que o primeiro apresenta melhor score. 
O número de correspondência pode aumentar de acordo com o tamanho do banco de dados. (B) O 
peptídeo experimental apresenta uma substituição do resíduo de aminoácido P por H, alterando o perfil 
de fragmentação do peptídeo. A busca é ineficiente visto que a base de referência não apresenta esta 
variação. Fonte: Autoria própria 
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Nesse sentido, a criação de um banco de dados personalizado utilizando 

informações de base de dados públicas contendo polimorfismos e a análise posteriori 

dos peptídeos identificados por essa base, pode ser uma alternativa para reduzir 

problemas como espaço de busca, redundância de peptídeos e identificação de 

variantes proteicas. Para tanto, as bases de dados referência e variantes seriam 

submetidas separadamente ao software identificador e em seguida, analisados de 

acordo com critérios estabelecidos para aumentar confidência da identificação. 

1.5 TRABALHOS RELACIONADOS 

 

No contexto de banco de dados personalizados, existem alguns trabalhos que 

incorporaram variações relacionadas aos polimorfismos e que tenham algum impacto 

clínico. Assim, Schandorff et. al. (2007) modificaram o banco de dados International 

Protein Index (IPI) com o objetivo de mantê-lo relativamente compacto e maximizar a 

chance de identificar variantes de sequência. Para isso, as entradas originais do IPI 

foram mantidas intactas, alongando-as apenas com sequências peptídicas adicionais. 

Para permitir que os mecanismos de pesquisa de banco de dados pudessem 

compreender os dados das novas variações presentes foram atribuídas letras que não 

representam aminoácidos, por exemplo J, como espaçadores entre o final da 

sequência e os peptídeos subsequentes referentes às variações. Como resultado, 

foram identificados peptídeos N-terminal e de SNPs em amostras proteômicas, sem 

aumentar substancialmente o tamanho do banco de dados. De maneira similar, 

Bunger et. al. (2007) desenvolveram um banco de dados de peptídeos trípticos criado 

a partir de informações encontradas no dbSNP do NCBI. Neste trabalho, eles 

adicionaram na base de dados criada somente os peptídeos trípticos mutados e os 

peptídeos referência correspondentes, distinguindo-se da abordagem desenvolvida 

por Schandorff et. al. (2007) que mantiveram a sequência referência completa. Em 

relação às variações, foram incorporadas somente mutações não sinônimas e indels 

que não geram frameshift. Como resultado, foram identificados 629 SNPs não 

sinônimos, dos quais 36 não encontrados nos bancos de dados de referência NCBI 

ou IPI.  

Em uma perspectiva clínica, o trabalho desenvolvido por Li et. al. (2010) buscou 

a identificação e anotação de proteínas relacionadas à oncogênese e/ou progressão 

do tumor. Para isso, eles criaram um banco de dados denominado Cancer Proteome 
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Variation Database (CanProVar) que integra informações de variações proteicas 

contidas em dados públicos e que pode ser consultada por meio de uma plataforma 

também desenvolvida na pesquisa. Essa plataforma fornece acesso à variações 

conhecidas em proteínas relacionadas aos tipos de câncer e o impacto dessas 

variações em suas características funcionais. Nessa pesquisa, conseguiram identificar 

variações enriquecidas em certos domínios de proteína e que as proteínas variantes 

eram mais propensas a interagir umas com as outras na rede de interação de 

proteínas. Essa plataforma está disponível em: http://canprovar2.zhang-lab.org/.   

No trabalho desenvolvido por Sheynkman et. al. (2013), criaram uma base de 

dados utilizando dados de RNA-seq. Para a criação da base, eles utilizaram um script 

disponível no Ensembl para a conversão dos SNPs para as coordenadas dos 

aminoácidos, gerando como saída a posição na proteína do aminoácido alterado de 

acordo com o RefSeq de proteínas. O cabeçalho FASTA inclui a alteração e posição 

de aminoácidos referente ao identificador NP do RefSeq, ligado a cada sequência 

contendo trocas de aminoácidos e todas estas sequências foram anexadas à proteína 

RefSeq e ao common Repository of Adventitious Proteins (cRAP)  FASTA. Essa 

abordagem permitiu a detecção de 421 peptídeos polimórficos mapeados para 395 

Polimorfismos genéticos não sinônimos. Além disso, compararam peptídeos 

identificados com o banco de dados do dbSNP para análise de falsos positivos e 

descobriram que mais de 70% dos peptídeos não constavam no dbSNP.  

 No trabalho descrito por Song et. al. (2014), foi desenvolvido um banco de 

dados associada à variação para a quantificação de variações de aminoácidos 

individuais. Para isso, utilizaram as sequências variantes únicas do banco de dados 

humsavar e do banco de dados MS-CanProVar para integrar ao banco de dados de 

proteínas canônicas UniProtKB/Swiss-Prot. O banco de dados foi construído 

associando as variações mais abrangentes, denominado Swiss-CanSAAVs. Para 

cada variação de um único aminoácido, um peptídeo tríptico independente com dois 

locais de clivagem perdidos ao redor do local de variação central foi extraído das 

sequências de proteínas, e um identificador pré-fixado com SAAV foi adotado para 

diferenciar da sequência proteica canônica. Como resultado, até 282 locais de 

variações únicas foram quantificadas nos tecidos do fígado humano, e as associações 

entre variações e o desenvolvimento de carcinoma hepatocelular. A redução do 

espaço de busca dessa abordagem torna-se um ponto positivo, embora apenas as 

http://canprovar2.zhang-lab.org/


37 
 

variações de sequência genômica conhecidas possam ser identificadas por essa 

pesquisa de banco de dados.  

Tan et. al. (2017) utilizou Swiss-CanSAAVs e o UniProtKB/Swiss-Prot para 

identificar perfis de variantes de aminoácidos de subpopulações na linha celular de 

câncer de mama MCF-7. Ao pesquisar no banco de dados Swiss-CanSAAVs, 374 

aminoácidos variantes exclusivos foram identificados no total, onde 27 são 

relacionados ao câncer. Além disso, 135 aminoácidos variantes únicos foram 

encontrados na população de células-tronco cancerosas em comparação com as 

células maduras luminais. Desse modo, o desenvolvimento de banco de dados 

customizados permite não somente um acréscimo de dados relacionados à análise 

proteômica, mas também permite a utilização por pesquisadores em vários contextos, 

especialmente na clínica. O banco de dados dbSAP apresenta um conjunto de 

variantes derivadas de oito bancos de dados SNP diferentes e foi usado para 

caracterizar mutações em vários tipos de câncer (CAO et al., 2017). Um trabalho 

semelhante foi feito por Alfaro et al. (2017) usando uma combinação de variantes 

populacionais publicamente disponíveis (dbSNP e UniProt) e variações somáticas no 

câncer (COSMIC), juntamente com dados genômicos e transcriptômicos específicos 

da amostra para examinar a variação no proteoma dentro e entre 59 linhagens de 

células cancerígenas. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 GERAL 

 
● Desenvolver uma abordagem computacional para identificação de peptídeos 

polimórficos utilizando informações do NCBI/RefSeq e dbSNP que permita 

aumentar a confidência na identificação por MS e associar a patogenicidade. 

2.2 ESPECÍFICOS 

● Selecionar as variações do dbSNP mapeadas em região codificantes. 

● Desenvolver programa computacional para criação do banco de dados e para 

classificação das variações dos peptídeos identificados. 

● Desenvolver plataforma web para visualização e análise dos peptídeos 

identificados. 

● Construir o pacote da aplicação dentro de um container, permitindo torná-lo 

portátil para qualquer usuário, caso o servidor de hospedagem da aplicação 

fique indisponível. 

● Buscar espectros MS experimentais para aplicação da abordagem 

proteogenômica desenvolvida. 

● Utilizar a base de dados desenvolvida em amostras de câncer para validar a 

abordagem desenvolvida. 
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3 TRABALHO PRINCIPAL 

 Essa seção apresenta o artigo produzido durante a pesquisa proposta neste 

trabalho. O artigo foi publicado no periódico IEEE Access (Qualis A1), Volume 10, 

páginas: 90982 - 90994, ISSN: 2169-3536, DOI: 10.1109/ACCESS.2022.3201897. 

Esse trabalho teve a colaboração dos pesquisadores: Dr. Patrick Terrematte, Ms. 

Tayná Fiúza, Dr. Vandeclécio Lira, Dr. José Eduardo Kroll, Dr. Sandro José de Souza 

e Dr. Gustavo Antônio de Souza (Orientador). 

3.1 DBPEPVAR: UM NOVO BANCO DE DADOS DE PROTEOGENÔMICA DO 

CÂNCER 

 A Figura 13 apresenta o resumo do processo utilizado para construção da base 

de dados, análise e interpretação dos resultados e desenvolvimento do portal web 

para visualização e obtenção dos dados gerados. O resumo gráfico é uma exigência 

do periódico cujo trabalho foi publicado. 

 

Figura 13. dbPepVar - Graphical Abstract: Genetic variation among people may generate mutant 
proteins, which might result in diseases such as cancer.  
Mutant proteins are not present in reference databases. In this work we gathered reference databases 
and added information regarding mutant proteins derived from peptide mass spectrometry data of four 
cancer types. The processed data is available at a web portal: bioinfo.imd.ufrn.br/dbPepVar/. 
Autoria: Tayná da Silva Fiúza. 

 

 

 

 

 

 

https://ieeexplore.ieee.org/document/9867999/
http://bioinfo.imd.ufrn.br/dbPepVar/
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4 APLICAÇÃO DO DBPEPVAR EM AMOSTRAS DE CÂNCER 

 Esta seção descreve a aplicação do banco de dados desenvolvido (dbPepVar) 

em um conjunto de amostras de câncer. Para isso, foram utilizados dados de MS de 

câncer de ovário, próstata, colorretal e mama. O objetivo é demonstrar como os 

pesquisadores podem utilizar a abordagem desenvolvida para obter dados sobre 

novos mecanismos biológicos. Para este fim, o estudo dos dados foi direcionado para 

o mecanismo de degradação de RNA mensageiro com códon de parada prematura 

(PTC).  

4.1 MATERIAIS E MÉTODOS 

 O processo de construção do banco de dados utilizado para identificação das 

variações genéticas nas amostras de câncer está descrito na seção 3 deste trabalho. Assim, 

será apresentado apenas as informações de obtenção dos dados para validação da 

abordagem computacional proposta. 

4.1.1 Fonte de dados 

Para realizar a identificação de variantes em diferentes tipos de câncer, usamos 

dados experimentais de espectrometria de massa derivados de amostras de quatro 

estudos: câncer de ovário (OvCa) (COSCIA et al., 2016), câncer de próstata (PrCa) 

(IGLESIAS-GATO et al., 2016), câncer colorretal (CrCa) (ZHANG et al., 2014), e 

câncer de mama (BrCa) (TYANOVA et al., 2016). Todos os dados brutos do MS estão 

disponíveis no repositório ProteomeXchange (https://www.proteomexchange.org).  

4.1.2 Seleção de proteoformas com um códon de terminação prematura (PTC) 

 

Filtramos peptídeos identificados na posição C-terminal da proteína derivada 

de mutação nonsense, indel in-frame e frameshift. Para cada proteoforma, um valor 

de proporção de aminoácidos (APV) é calculado como o tamanho proporcional da 

mutação para a região C-terminal na proteína de referência, de acordo com a fórmula: 

𝐴𝑃𝑉 =  
𝑆𝑉𝑃

𝑆𝑅𝑃
∗  100 

Onde SVP é o tamanho da proteína variante e SRP é o tamanho da proteína 

de referência. Selecionamos proteoformas com valor APV < 95% como critério para 

PTC em mutações indel frameshift e inframe. 

https://www.proteomexchange.org/
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Para amostras com proteoformas encurtadas, analisamos a presença de 

mutações deletérias em proteínas pertencentes à maquinaria NMD. Utilizou-se a 

ferramenta PROVEAN (Protein Variation Effect Analyzer) (CHOI; CHAN, 2015) para 

prever o impacto (neutro ou deletério) da mutação na função biológica de uma 

proteína. 

4.1.3 Análise de Enriquecimento 

A análise de enriquecimento foi realizada pelos pacotes R 'clusterProfiler' 

(v3.16.1) (YU et al., 2012) e 'ReactomePA' (v1.32.0) (YU; HE, 2016) para desenhar os 

gráficos de pontos e o mapa de calor da rede gene-conceito. Comparamos a lista de 

todos os genes mutados (n=2421) em amostras com PTC versus a lista de todos os 

genes mutados em amostras sem PTC (n=1039). Usamos a função ‘enrichPathway’ 

para obter os termos enriquecidos, com um valor de p abaixo de 0,05 para ser 

estatisticamente significativo e aplicamos a correção de Benjamin-Hochberg para 

reduzir o falso positivo. 

4.2 ANÁLISE PAN-CÂNCER DE MUTAÇÕES NA MAQUINARIA DE NONSENSE 

MEDIATED DECAY (NMD) E PTC 

 

Diferentes tipos de câncer podem ter um conjunto de genes mutantes em 

comum. Por exemplo, o risco de câncer de próstata é aumentado em portadores de 

mutação BRCA1 e BRCA2 com história familiar de câncer de mama (CUCCHIARA et 

al., 2018). Considerando essas informações, foi construído um painel mutacional para 

analisar os genes mais afetados por mutações e observar sua frequência de mutação 

em diferentes tipos de câncer. Essa abordagem permite a visualização rápida de 

genes mutados comumente compartilhados entre as amostras e pode revelar 

padrões, seja um único gene mutado na maioria das amostras ou um conjunto de 

genes biologicamente relacionados entre os mais mutados. 

Desse modo, um gráfico do tipo Oncoplot foi empregado para visualizar um 

painel mutacional das amostras para genes específicos (Figura 14). As colunas 

representam amostras e as linhas representam os 20 principais genes mais mutantes 

encontrados em todos os quatro tipos de câncer analisados. As amostras foram 

agrupadas de acordo com o tipo de câncer. O objetivo é verificar no conjunto de dados 

a frequência mutacional por gene, amostra, tipo de mutação e como essa distribuição 
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afeta cada tipo de câncer. Em relação à frequência mutacional, observou-se que os 

genes ACTG1, POTEE e ECHS1 aparecem frequentemente mutados nas amostras 

para os quatro tipos de câncer, com valores variando entre 98% - 99% (gráfico de 

barras horizontal - Figura 14). Os genes ACTG1, HBB, SPTAN1 e H2BC9 apresentam 

vários tipos de mutação (cor preta) em várias amostras. Os genes RPL14 e SPTAN1 

têm uma grande proporção de mutações INDEL in-frame (cor azul). A mutação de 

variação UTR aparece em menor grau no gene H2BC9 (cor roxa). As amostras com 

maior número de mutações são aquelas de câncer de mama, ovário e próstata; são 

amostras TU-LOV (728 SNPs), CL-IOSE397 (658), TU-ROV (598); BC07 (577), BC12 

(563 SNPs), BC33 (555), PC09 (657), PC03 (577) e PC24 (558). Essas informações 

também podem ser encontradas no portal na “aba variantes”: 

https://bioinfo.imd.ufrn.br/dbPepVar/.  

 

Figura 14. Análise oncoplot dos 20 principais genes mutados encontrados em amostras de câncer. 
O histograma no topo representa a frequência de mutações para todas as 205 amostras. No lado direito, 
a porcentagem de amostras afetadas e seu tipo de mutação para cada gene. A área cinza representa 
uma amostra sem mutação no respectivo gene. A anotação abaixo exibe o tipo de câncer para cada 
amostra. 
 

Curiosamente, as mutações que resultaram em PTCs foram frequentemente 

observadas em 3 dos 20 principais genes da Figura 2. Essa característica de PTC 

pode estar ligada a três genes: ACTG1, ACTB e HBB. O gene ACTG1 aparece em 

99% das amostras com mutações PTC missense e indel-generated. Os genes ACTB 

e HBB apresentam mutações missense e nonsense em 91% e 89% das amostras, 

https://bioinfo.imd.ufrn.br/dbPepVar/
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respectivamente (gráfico de barras horizontal - Figura 14). O portal “aba variantes” foi 

utilizado para confirmar a presença de mutações que geram PTC. Investigamos ainda 

mais as amostras para mutações que poderiam levar a proteínas aberrantes com um 

códon de terminação prematuro originado por mutações nonsense, frameshift e indel. 

Para verificar se as mutações PTC eram frequentes em diferentes tipos de 

câncer, apenas as mutações PTC causadas por mutações frameshift, indel ou 

nonsense foram examinadas. Esses casos estão presentes em 171 das 205 amostras, 

conforme mostrado na Figura 15. Para os 20 principais genes mais mutados, 162 

amostras tiveram mutações em pelo menos um deles detectados por MS. 

Comparando a anotação de frequência de mutações e o tipo de câncer na parte 

inferior da Figura 15, percebe-se que o câncer colorretal possui as amostras mais 

frequentemente mutadas. Os genes HBB e LDHA têm mais mutações PTCs por 

amostras, em 49% e 25%, respectivamente e, com mutações frameshift no gene 

LDHA nos quatro tipos de câncer. Os genes HBB, SATL1, DES e SIGLEC1 possuem 

mutações nonsense e estão presentes apenas em pacientes com câncer colorretal. 

Para este tipo de câncer, foram identificadas mutações de frameshift para os genes 

CFAP65 (frequência de 15%), MTCH1 (frequência de 4%), AP3B1 (frequência de 4%), 

PITRM1 (frequência de 3%) e DHFR2 (frequência de 2%). O gene ACTB possui 

mutações nonsense identificadas nos tipos de câncer colorretal e ovariano. No câncer 

de ovário, amostras com mutações nonsense nos genes HSP90AA1 e H2AC20 

apresentaram frequência mutacional de 8% e 4%, respectivamente. Os genes 

SPRR2F e GRK7 têm mutações do tipo frameshift e foram identificados 

exclusivamente nos tipos de câncer de mama e próstata. Nesses dois tipos de câncer, 

mutações do tipo indel no gene PDCD6 também foram identificadas com uma 

frequência mutacional de 5%. O gene ACTG1 foi identificado com mutações do tipo 

indel em amostras de câncer de ovário e colorretal e uma frequência mutacional de 

8%. O gene RPL29 também tem a mesma mutação com uma frequência mutacional 

de 11% e foi identificado em todos os quatro tipos de câncer.  

Os dados apresentados mostram evidências de peptídeos que mostram a 

expressão de proteínas encurtadas em diferentes amostras de câncer. Em alguns 

casos, é possível notar uma grande predominância desse traço em um gene 

específico e câncer, como o HBB no câncer colorretal. Essa evidência nos leva a 

acreditar que as vias responsáveis pela NMD estão alteradas nestas amostras e que 
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elas também podem ter sofrido mutações que poderiam levar a uma redução em sua 

atividade. 

 

 

Figura 15. Análise oncoplot dos 20 principais genes mais mutados identificados por MS contendo um 
PTC.    
Todos os tipos de câncer têm peptídeos que indicam ocorrências de PTC e todas as 205 amostras têm 
genes alterados nesses tipos de mutação. O gene HBB é mais frequentemente mutado no câncer 
colorretal com mutações indel e nonsense. O gene LDHA é mais frequentemente mutado com mutação 
frameshift. As mutações indel e frameshift são comuns em amostras de câncer de ovário e próstata. 
 

4.3 ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO E POSSÍVEL IMPACTO FUNCIONAL DE 

MUTAÇÕES 

 

Devido à alta frequência de evidências peptídicas derivadas de mutações PTC, 

uma análise de enriquecimento foi realizada para comparar termos enriquecidos de 

dois conjuntos de genes: todos os genes mutados (n=2421) em amostras com 

mutações PTC versus todos os genes mutados (n=1039) de amostras sem mutações 

PTC. Em particular, o termo NMD é enriquecido (p-ajustado < 0,01) apenas para o 

conjunto de amostras com PTC. Além disso, três processos biológicos de NMD foram 

encontrados - a própria via NMD, bem como a NMD aprimorada pelo Exon Junction 

Complex e as vias NMD independentes do Exon Junction Complex. Esse mesmo 

conjunto foi usado para buscar enriquecimento em um subgrupo de vias relacionadas 

à tradução de proteínas, que compartilha genes com a via NMD. O processamento de 
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rRNA no núcleo e na via do citosol tem o ajuste de p mais significativo (< 0,01) - 

seguido pela via NMD (ver Figura 16A). A relação entre genes e termos é mostrada 

na Figura 16B. Além disso, as 60 principais vias enriquecidas de 400 genes mais 

frequentemente mutados em amostras com PTC estão relacionadas a processos 

como sinalização por Rho GTPases, respostas ao estresse, ativação da matriz 

extracelular, metabolismo de carboidratos ou processos relacionados ao sistema 

imunológico, como degranulação de neutrófilos, degranulação plaquetária, "doença 

infecciosa" (Figura 2 suplementar - Apêndice B). 

A via de vigilância NMD é um mecanismo de controle de qualidade de mRNA 

pós-transcricional responsável pela degradação de mRNAs contendo PTC que levaria 

à produção de proteínas encurtadas com efeitos deletérios para o organismo se 

permanecessem intactas (HUG et al., 2016). O alto número de amostras com 

proteínas encurtadas sugere uma falha na maquinaria NMD, principal mecanismo de 

reparo que atua degradando mRNAs com códons de parada prematuros. 

Conjecturamos que mutações e falhas nos genes da maquinaria NMD poderiam 

explicar por que proteoformas encurtadas foram observadas nos dados de MS. Assim, 

foram selecionadas amostras identificadas com proteínas encurtadas e que também 

apresentavam mutações em genes pertencentes à maquinaria NMD. Todas as 171 

amostras têm pelo menos uma mutação (missense e indel inframe) em um dos 117 

genes classificados como parte da maquinaria NMD. As observações mais frequentes 

foram para genes de famílias de RPS e RPL. O gene RPL14 é mutado exclusivamente 

por indels e em todos os quatro tipos de câncer (91%). Como visto no lado esquerdo 

da Figura 17, esta mutação não tem efeito deletério sobre a proteína. Os genes 

EIF4G1 e RPL29 também apresentam mutações deletérias missense e INDEL, mas 

apresentam menor frequência mutacional, com 15% e 12%, respectivamente. Os 

genes RPS2, RPS27L, RPL9 têm uma mutação missense e têm frequências 

mutacionais de 65%, 58% e 48%, respectivamente. Apenas o gene RPS27L sofre 

mutação com efeito deletério. Esses genes também estão presentes em todos os 

quatro tipos de câncer. Os genes UPF1 estão mutados em 8% das amostras. Os 

genes UPF1 e EIF4G1 interagem com as vias das famílias de genes RPS e RPL. Os 

genes RPL10L e RPLP1 estão presentes na maioria das amostras de câncer de mama 

e próstata e apresentam mutações com impacto neutro e deletério. O gene GSPT1 foi 

identificado com maior frequência no câncer de ovário e apresenta mutações com 

impacto neutro. Comparando a anotação da frequência de mutações na parte superior 
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e o tipo de câncer na parte inferior da Figura 17, amostras de câncer de mama e 

câncer de ovário têm as mutações mais frequentes na maquinaria NMD. As amostras 

de câncer colorretal têm a maioria de suas mutações de NMD nos 8 principais genes 

mais frequentes mutados (RPL14 até RPL13). 

 

 

Figura 16. Análise de enriquecimento de todos os genes mutados em amostras com PTC em 
comparação com o conjunto de genes mutados em amostras sem PTC de dbPepVar. 
A) Gráfico de pontos de vias de Reactome enriquecidas de termos selecionados. O tamanho dos pontos 
representa a proporção de genes, dada pela proporção de genes associados a cada uma das vias 
Reactome e o total de genes mutados em amostras com PTC, e a cor dos pontos representa os valores 
de p ajustados pela taxa de falsa descoberta. B) gráfico de mapa de calor de genes mutados e termos 
enriquecidos de lista de genes de amostras com PTC. 
 

Uma vez que mutações missense identificadas em genes de maquinaria NMD 

ainda podem resultar em uma proteína funcional, o impacto previsto de todas as 

mutações na função proteica de tais produtos gênicos foi avaliado. O PROVEAN foi 

usado para prever o impacto funcional de mutações em genes que são encontrados 

apenas em vias associadas com NMD (Figura 16B). A maioria das amostras (152) tem 

mutações deletérias, perfazendo 88% de todas as 171 amostras. A porcentagem de 

mutações deletérias para os 20 principais genes de maquinaria NMD mutados pode 

ser vista no lado esquerdo da Figura 17 e as mutações neutras ou deletérias para 

cada gene estão disponíveis na Tabela Suplementar 1. 
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Figura 17. Análise oncoplot dos 20 principais genes mais mutados da maquinaria NMD com mutações 
deletérias identificadas com PROVEAN Choi; Chan (2015) em dbPepVar. 
A família de genes RPL e RPS são mais frequentes. As amostras de câncer de mama e câncer de 
próstata apresentam as mutações mais frequentes na maquinaria NMD. 

4.4 ANÁLISE DOS RESULTADOS SOBRE APLICAÇÃO DO DBPEPVAR EM 

AMOSTRAS DE CÂNCER 

 

Ao usar dados de dbPepVar para MS coletados de diferentes tipos de câncer, 

vários marcadores gênicos de reconhecida relevância para o câncer foram 

identificados, validando o potencial da abordagem para detectar variantes de 

interesse: ACTG1, POTEE e ECHS1 (Figura 14). O gene POTEE é expresso em 

próstata normal e neoplásica e testículo, ovário e placenta normais (BERA et al., 

2002). Este gene é descrito em alguns estudos como um oncogene para tumorigênese 

e progressão de cânceres colorretais, ovarianos, de mama, próstata e pâncreas, e um 

possível novo marcador molecular para diagnóstico clínico e tratamento (BARGER et 

al., 2018; BERA et al., 2004; CINE et al., 2014; HAO et al., 2020; SHEN et al., 2019; 

XU et al., 2020). A superexpressão de POTEE pode promover comportamento 

agressivo das células, indicam estadiamento tumoral avançado e mau prognóstico em 

pacientes com câncer de pâncreas e colorretal (HAO et al., 2020; XU et al., 2020), e 

também tem sido observado como um marcador de mau prognóstico em câncer de 

ovário, onde foi descrito como um potencial alvo terapêutico (BARGER et al, 2018). 
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Esta expressão aumentada também foi detectada em cânceres de próstata e mama 

(BERA et al., 2004; e CINE et al., 2014). 

O gene ECHS1 atua na segunda etapa da via de beta-oxidação de ácidos 

graxos mitocondriais (NAIR et al., 2016). A desregulação do metabolismo dos ácidos 

graxos foi observada em muitos tipos de câncer, incluindo carcinoma de células 

renais, câncer de mama, câncer de próstata, câncer de ovário e câncer colorretal (LI, 

N. et al., 2021; LIN et al., 2007; LI, R. et al., 2021; NAIR et al., 2016;  QU et al.,  2020; 

SHI et al., 2015). A inibição da proteína ECHS1 reduz a proliferação celular em câncer 

de mama (SHI et al., 2015). A superexpressão desta proteína está associada à 

diferenciação, metástase e mau prognóstico no câncer colorretal (LI, R. et al.,  2021; 

XIE, J.-P. et al., 2014 ). Com dbPepVar, mutações na proteína codificada pelo gene 

ECHS1 foram identificadas para câncer de ovário, mama, próstata e colorretal. A 

mutação Pro163Leu (rs371582393), encontrada em câncer de próstata pelo 

dbPepVar, é relatada em ClinVar associada à deficiência de ECHS1 e, no banco de 

dados COSMIC, está associada a câncer de próstata e pulmão. Segundo o 

PROVEAN, essa alteração tem efeito deletério sobre a proteína. Sua presença no 

COSMIC valida a identificação feita pelo dbPepVar e também corrobora a literatura 

que apresenta essa proteína como alvo terapêutico para esta doença. Outra mutação 

de interesse é Ala158Thr (rs960738876) que é relatado em COSMIC associado a 

linfoma maligno. Utilizando o dbPepVar, verificou-se que esta mutação está presente 

nos cânceres de mama e próstata e essa alteração tem efeito deletério sobre a 

proteína, segundo o PROVEAN. 

A análise cuidadosa, guiada por hipóteses, das informações disponíveis no 

dbPepVar pode auxiliar na definição dos próximos passos da pesquisa e na obtenção 

de ideias sobre os mecanismos que atuam na manutenção do processo de tradução. 

Proteínas truncadas codificadas pelos genes HBB, LDHA e CFAP65 aparecem 

frequentemente mutadas nas amostras de câncer descritas neste trabalho. Na célula, 

existem mecanismos de controle de erros que evoluíram para degradar 

preferencialmente RNAs aberrantes ou não funcionais e evitar erros na biogênese e 

função do RNA, porém, esses mecanismos podem falhar gerando proteínas 

aberrantes. Proteínas não funcionais aberrantes são frequentemente tóxicas para as 

células e resultam em muitas doenças humanas (POLI et al., 2018; LINDEBOOM et 

al., 2019; LINDEBOOM et al., 2016). A introdução de PTCs em tais genes 

codificadores pode ter várias consequências, incluindo exon skipping e diminuição da 
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estabilidade do mRNA, bem como encurtamento de proteínas (MORT et al., 2008), e 

alguns desses genes mutados têm uma relação de causa ou consequência 

estabelecida com a etiologia ou progressão do câncer. Apesar de menos frequente, o 

gene LDHA também possui uma mutação frameshift e foi identificado nos quatro tipos 

de câncer. O LDHA codifica uma importante enzima, que mantém a glicólise e outras 

atividades metabólicas, sendo regulado positivamente em cânceres humanos e 

associado à agressividade tumoral (XIE, H. et al., 2014). O silenciamento do gene 

LDHA no câncer de mama inibe a migração e a invasão via regulação negativa da 

glicólise no receptor do fator de crescimento epidérmico 2 (ErbB2) (HE et al., 2019). 

A proteína do gene CFAP65 foi identificada com mutações frameshift presentes no 

câncer colorretal. O gene CFAP65 codifica uma proteína associada a cílios e flagelos, 

que é altamente expressa em testículos (ZHANG et al., 2019). Mutações nesta 

proteína estão associadas à infertilidade masculina e astenospermia (LI et al., 2020; 

WANG et al., 2019). 

De acordo com BioXpress (DINGERDISSEN et al, 2018), a proteína CFAP65 é 

super expressa em cânceres de cabeça e pescoço, tireóide e pulmão; e com baixa 

expressão em câncer de próstata e mama. A mutação Asn1325Metfs (rs773843180) 

não está associada a doenças congênitas e também não há estudos mostrando sua 

relação com câncer, sendo relatada exclusivamente em dbPepVar e apenas em 

amostras colorretais. A proteína mutada identificada tem 68,83% em tamanho em 

comparação com a proteína de referência, faltando regiões importantes, incluindo os 

sítios de fosforilação Ser1715 e Ser1736, ambos relatados no iPTMnet e Phosphosite 

relacionados ao câncer de fígado e mama. Assim, é possível que a perda desses 

sítios, assim como a redução do tamanho da proteína, possa estar relacionada ao tipo 

de câncer investigado neste trabalho. 

Outras proteínas de interesse são SATL1, H2AC20 e AP3B1. A alta expressão 

de SATL1 tem sido associada a uma maior taxa de sobrevida no carcinoma ovariano 

(LIN et al., 2020). O Projeto Achilles, que cataloga genes essenciais para diferentes 

linhagens celulares (TSHERNIAK et al., 2017) descobriram que o silenciamento de 

SATL1 leva ao aumento da aptidão em linhagens celulares de ovário e intestino grosso 

e diminui a aptidão para linhagens celulares de mama e intestino delgado, como 

apontado pelo painel EnrichR (CHEN et al., 2013; KULESHOV et al., 2016). Existem 

mutações nonsense no gene SATL1 em 20% das amostras de câncer colorretal 

analisadas. H2AC20 é um regulador mestre da expressão gênica dependente de 
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receptores de estrogênio alfa e é especialmente expresso em receptores de 

estrogênio positivos (ER+ ) tecidos de câncer de mama. Tem sido sugerido como um 

alvo para intervenção no câncer, pois os oncogenes são regulados positivamente por 

H2AC20 através do recrutamento de um ativador (SU et al., 2014). O dbPepVar 

identifica H2AC20 com mutações nonsense e missense (Ala->Thr, Ala-> Val) em 

amostras de câncer de ovário e mutações missense (Met->Thr) e mutações start-loss 

(Met->Ile) em amostras de câncer de próstata. Assim, os resultados encontrados 

nesse trabalho são coerentes com outros resultados encontrados na literatura e são 

evidências de genes envolvidos na progressão tumoral. 

Além disso, proteínas truncadas podem ser traduzidas, mas geralmente são 

menos abundantes na célula devido à degradação por mecanismos de reparo de 

mRNA mutado (VICENTE-CRESPO; PALÁCIOS, 2010). Esse processo de 

degradação do mRNA é uma forma de evitar erros na síntese proteica (HUG et al., 

2016; LINDEBOOM et al., 2016). Uma via de vigilância de RNA bem conhecida é a 

maquinaria NMD, que atua na degradação de mRNAs que possuem PTCs 

(LINDEBOOM et al., 2016; PECCARELLI; KEBAARA, 2014), conforme mostrado na 

análise de enriquecimento (ver Figura 16). Em alguns casos, a maquinaria NMD pode 

ser ineficiente, permitindo a síntese de proteínas curtas aberrantes (HUG et al., 2016; 

PECCARELLI; KEBAARA, 2014; VICENTE-CRESPO; PALACIOS, 2010). Os 

processos que envolvem esse mecanismo ainda são desconhecidos, mas sabe-se 

que a localização do PTC em relação ao exon junction complex (EJC) pode permitir 

que alguns mRNAs não sejam degradados pela via NMD (HUG et al., 2016; 

PECCARELLI; KEBAARA, 2014; VICENTE-CRESPO; PALACIOS, 2010). Os genes 

mutados do maquinário NMD em amostras com mutações que inserem PTC foram o 

foco de uma análise com o objetivo de reunir evidências de uma hipótese que possa 

explicar a ineficiência da maquinaria. 

Quando um ribossomo detecta um PTC localizado acima de 50 nucleotídeos a 

montante de um EJC, fatores de terminação ligados ao ribossomo e o EJC recrutam 

UPF1, que se liga a SMG1, eRF1 e eRF3 para formar o complexo SURF, marcando 

o mRNA para degradação (MAQUAT et al., 2010; POPP; MAQUAT, 2013). Nesse 

contexto, nossos dados apontam para 14 amostras de PrCa com mutações em UPF1 

e quatro amostras de BrCa com as mesmas mutações. Houve também uma mutação 

no gene codificador de proteínas do complexo eRF3 GSPT1, que medeia a 

terminação da tradução em eucariotos (SALAS-MARCO; BEDWELL, 2004) Outras 
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mutações no EIF4G1, que codifica uma proteína que faz parte do complexo EIF4F, 

foram identificadas. Este complexo facilita o recrutamento de mRNA para o ribossomo 

durante a fase de iniciação da síntese proteica (LEJEUNE et al., 2004). Todas as 205 

amostras analisadas tiveram proteínas com PTC detectadas também tinham genes 

de maquinaria NMD mutados (Figuras 15 e 17), o que pode tornar um mecanismo de 

atuação menos eficiente, e os genes citados acima não são apenas importantes na 

via NMD, mas em outros processos relacionados ao desenvolvimento do câncer 

(GOUDARZI; LINDSTRÖM, 2016). Os resultados obtidos podem ser explorados em 

outros estudos de biologia de sistemas, verificando se mutações em proteínas afetam 

a rede de interação proteína-proteína da via NMD e como essas alterações afetam a 

proliferação tumoral. 

Entre os genes da maquinaria NMD relatados em dbPepVar (ver Figura 17), 

RPL14 teve o maior número de mutações, principalmente indels. Este gene codifica 

uma proteína ribossomal que possui uma região de comprimento altamente 

polimórfico composta por uma repetição trinucleotídica (GCT), resultando em uma 

extensão de resíduos de alanina na proteína codificada (LIU et al., 2018). A baixa 

expressão desta proteína está associada a um mau prognóstico de sobrevida em 

pacientes com câncer de mama (LIN et al., 2021), enquanto a alta expressão suprime 

a proliferação, migração, invasão e processo de transição epitelial-mesenquimal no 

carcinoma nasofaríngeo (ZHANG et al., 2021). Também está relacionado à 

instabilidade de microssatélites no câncer colorretal (YU et al., 2019). De acordo com 

o PROVEAN, as mutações relatadas identificadas têm um impacto neutro na proteína. 

No entanto, as mutações A159_K160insAA, A159_K160insAAA (rs369485042) foram 

encontradas em linhagens celulares de melanoma e câncer de mama, 

respectivamente (FAKTOR et al., 2020; YANG e LAZAR, (2014). No dbPepVar, essas 

mutações foram identificadas em cânceres de próstata, mama, ovário e colorretal. O 

COSMIC relata a mutação G148_T149insA (rs764850005) associada a câncer de 

estômago e ovário; no dbPepVar, foi identificada em amostras colorretais. A mutação 

G148_T149insAAAA (rs764850005) em amostras de câncer de ovário, colorretal e 

próstata também foi relatada no dbPepVar. O achado experimental dessas variantes 

em outros estudos específicos para células cancerígenas aumenta a confiança de 

outras mutações relatadas através da abordagem utilizada para construir dbPepVar. 

A interrupção da biogênese ribossômica leva à liberação de proteínas 

ribossomais livres de ribossomos, que possuem atividades extra-ribossômicas como 
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regulação da apoptose, ciclo celular, neoplasticidade e outras (XU et al., 2016;  ZHOU 

et al., 2015). A proteína ribossomal RPS27L foi previamente descrita como um gene 

induzível de p53 de tipo selvagem e alvo direto - nesse contexto, RPS27L promoveu 

apoptose induzida por etoposídeo (HE e SUN, 2007). Deletando RPS27L causou 

instabilidade e resultou em linfomagênese em antecedentes heterozigotos Trp53 

(XIONG et al., 2014). Um estudo com tecidos de câncer de mama indica 

downregulation do RPS27L como um sinal de sobrevivência para facilitar a formação 

do tumor (XIONG et al., 2018). Esses resultados apontam para a importância de 

atividade normal de RPS27L em promover apoptose e dificultar a formação de 

tumores. Nossa análise mostra mutações em RPS27L em 60% das amostras em 

todos os tipos de câncer. Todas essas mutações são deletérias, de acordo com 

PROVEAN, o que indica uma perda da função da proteína na amostra. 

As mutações na maquinaria NMD podem ser exploradas como biomarcadores 

para um prognóstico da doença. Nesse contexto, o gene EIF4G1 é descrito como um 

possível biomarcador para diferentes tipos de câncer, pois quando inibido juntamente 

com os membros da família EIF4G, atuam na clonogenicidade, formação da esfera 

tumoral e invasão celular, características associadas à progressão tumoral (JAISWAL 

et al., 2019). Além disso, o aumento do nível de expressão de EIF4G1 também está 

associado à baixa sobrevida do paciente para cânceres de glioma cerebral, rim, 

fígado, pulmão, mesotelioma, pâncreas, câncer de próstata, sarcoma e melanoma 

cutâneo (JAISWAL et al., 2019). No dbPepVar, o EIF4G1 está mutado em 15% das 

amostras entre todos os tipos de câncer, sendo mais frequente no PrCa. A regulação 

positiva da proteína RPL3 livre de ribossomos é proposta como um possível promotor 

da atividade apoptótica independente de TP53 em pacientes com câncer de cólon 

durante a quimioterapia (PAGLIARA et al., 2016). Da mesma forma, a proteína 

codificada pelo gene SMG7 também atua na estabilização e atuação da proteína 

supressora de tumor TP53 (LUO et al., 2016). 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS E TRABALHOS FUTUROS 

 

 A abordagem proteômica refere-se ao conjunto de técnicas adotadas para 

caracterização das proteínas expressas em tecidos e fluidos distintos. Essa 

abordagem destaca-se por permitir a quantificação e identificação do proteoma de 

uma espécie, analisando a dinâmica desse produto gênico e determinando funções e 

interações proteicas. No processo de identificação de proteínas, geralmente utiliza-se 

um espectrômetro de massas que mede o valor de massa/carga de fragmentos 

proteicos ou peptídicos. Nesse processo, é requerido uma base de dados de proteínas 

teóricas juntamente com um software identificador que realizar o processo de digestão 

in silico e compara os valores obtidos com os fragmentos experimentais.  

Banco de dados, como UniProt, geralmente é utilizado para a identificação das 

proteínas. Embora possua eficiência, esse tipo de base, considerada referência, não 

contempla variações genéticas que ocorrem no DNA e que modificam a cadeia 

polipeptídica. Nesse contexto, surge a proteogenômica que utiliza dados proteômicos 

para a validação genômica. Geralmente, esse processo é feito por meio da criação de 

banco de dados personalizados que incorporam variações genéticas ou variações 

específicas a uma espécie. Mesmo havendo êxito nesses processos, geralmente os 

bancos de dados desenvolvidos não contemplam uma quantidade de variações que 

permitam identificar eficientemente os peptídeos e/ou tem o aumento significativo na 

base criada.  

Desse modo, a pesquisa apresentada teve como objetivo desenvolver 

abordagens computacionais para criação de uma base de dados contendo peptídeos 

variantes, de modo que, houvesse a adição de vários tipos de mutações e que fosse 

possível associar à patologias. Assim, foram incorporadas à base mutações missense, 

nonsense, indels, frameshift, perda de códon final e alteração do códon inicial. A base 

desenvolvida uniu informações contidas no Refseq de proteínas com dados de 

polimorfismo genéticos presentes no dbSNP. Além disso, foram consideradas 

frequências alélicas raras e comuns das mutações presentes em algumas 

populações. A abordagem proposta difere-se das bases apresentadas na literatura 

por realizar o processo de identificação submetendo as bases de dados referência e 

variante paralelamente ao software identificador. Essa prática permite quantificar os 

peptídeos variante identificados pela nossa abordagem e reduzir o espaço de busca. 

Além disso, nossa abordagem é complementada pela análise dos scores dos 
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peptídeos identificados como forma de selecionar aqueles que apresentam maior 

qualidade.  

A abordagem proteogenômica apresentada aqui foi aplicada à análise pan-

câncer para identificar variantes e genes comuns e os impactos de mutações na via 

de reparo de mRNA. Nossos resultados mostram que tipos notavelmente diferentes 

de câncer possuem elementos semelhantes e compartilham mutações que podem 

servir tanto para fortalecer as evidências já apresentadas na literatura quanto para 

direcionar pesquisas para descobrir novos biomarcadores comuns aos tipos de 

câncer. Em relação à via de reparo do mRNA, os resultados obtidos sugerem que 

mutações na maquinaria do NMD podem permitir a síntese de proteínas truncadas e, 

consequentemente, impactar no prognóstico da doença. Essas mutações foram 

identificadas principalmente em proteínas ribossomais importantes para a estabilidade 

do ribossomo. Por fim, o dbPepVar apresenta uma visão geral da proteômica para 

várias amostras de diferentes tipos de câncer, permitindo que pesquisadores 

busquem informações sobre o conjunto de mutações que afetam grupos específicos 

de amostras, analisem as mutações e alterações mais frequentes nos resíduos de 

aminoácidos e tenham acesso direto informações sobre cada tipo de mutação. 

Abordagens baseadas em espectrometria de massa ganham suas limitações da 

técnica, por exemplo, a ausência do peptídeo mutante na identificação devido ao 

tamanho. Nesse caso, o peptídeo tríptico mutante pode ser relativamente pequeno 

(por exemplo, menos de seis aminoácidos) e, portanto, difícil de corresponder de 

maneira confiável ao espectro MS/MS correspondente. Isso pode explicar a ausência 

de algumas mutações na maquinaria NMD das amostras de PTC, pois delimitamos o 

tamanho do peptídeo entre 7 e 35 resíduos de aminoácidos. Em trabalhos futuros, é 

importante analisar a expressão gênica combinada com o genótipo das amostras para 

verificar o nível de abundância de proteínas encurtadas em diferentes tipos de câncer. 

Os mecanismos e hipóteses discutidos podem ser usados por outros pesquisadores 

para avançar na compreensão do câncer e o portal desenvolvido está disponível para 

a pronta descoberta de novos insights e hipóteses.  
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APÊNDICE A - TRABALHO PUBLICADO COMO COLABORADOR. 

 
Figura Suplementar 1. Artigo publicado como colaborador na revista BMC Medical Genomics 
ISSN: 1755-8794, Qualis A3. 



84 
 

APÊNDICE B - ANÁLISE DE ENRIQUECIMENTO 

 

Figura Suplementar 2. Análise de enriquecimento dos 400 genes mais mutados de amostras 
com PTC de dbPepVar. Gráfico de pontos de vias de Reactome enriquecidas de 60 vias de 
Reactome ordenadas pelo número de contagens de genes enriquecidos. O tamanho dos pontos 
representa a proporção de genes, dada pela proporção de genes associados a cada uma das 
vias Reactome e o total de 400 genes mais mutados em amostras com PTC, e a cor dos pontos 
representa os valores ajustados a P ( BH). 
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APÊNDICE C - TABELA SUPLEMENTAR 1: ANÁLISE DE IMPACTO DA 

FUNÇÃO BIOLÓGICA DE UMA PROTEÍNA USANDO PROVEAN (NMD). 

Gene Refseq protein Mutation SNP Functional impact 

EIF4G1 NP_937884 N1257D rs1035168505 Deleterious 

EIF4G1 NP_937884 I1250V rs573974788 Neutral 

EIF4G1 NP_937884 K524del rs568141854 Deleterious 

GSPT1 NP_002085 G101C rs185937624 Neutral 

GSPT1 NP_002085 G102C rs771724893 Neutral 

GSPT1 NP_002085 G92C rs11544193 Neutral 

GSPT1 NP_002085 P96S rs370239120 Neutral 

GSPT2 NP_060564 V63I rs782057159 Neutral 

NCBP2 NP_001294965 K60del rs756862806 Deleterious 

NCBP2 NP_031388 K78del rs756862806 Deleterious 

PABPC1 NP_002559 L126V rs747729489 Deleterious 

PABPC1 NP_002559 S4N rs778812386 Neutral 

PPP2CA NP_002706 E9D rs775616921 Neutral 

RPL10A NP_009035 A89S rs11553986 Neutral 

RPL10L NP_542784 E145K rs751834362 Neutral 

RPL10L NP_542784 H51R rs367951246 Deleterious 

RPL12 NP_000967 D153E rs576415871 Neutral 

RPL12 NP_000967 V139L rs770575415 Neutral 

RPL12 NP_000967 V73M rs143660046 Deleterious 
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RPL13 NP_001230059 A93T rs9930567 Neutral 

RPL13 NP_001230059 M136T rs148355340 Deleterious 

RPL13 NP_001230059 V138I rs781576247 Neutral 

RPL13A NP_001257420 A93D rs150697570 Neutral 

RPL13A NP_036555 A154D rs150697570 Neutral 

RPL13A NP_036555 G40D rs199838441 Neutral 

RPL14 NP_003964 A152_A153insTA rs758279993 Neutral 

RPL14 NP_003964 A155_A156insTAAAA rs758279993 Neutral 

RPL14 NP_003964 A159_K160insA rs369485042 Neutral 

RPL14 NP_003964 A159_K160insAA rs369485042 Neutral 

RPL14 NP_003964 A159_K160insAAA rs369485042 Neutral 

RPL14 NP_003964 A159_K160insAAAAA rs369485042 Neutral 

RPL14 NP_003964 A159_K160insAAAAA rs758279993 Neutral 

RPL14 NP_003964 A159_K160insAAAAAA rs764283379 Neutral 

RPL14 NP_003964 A159_K160insAKA rs764283379 Neutral 

RPL14 NP_003964 G148_T149insA rs764850005 Neutral 

RPL14 NP_003964 G148_T149insAAAA rs764850005 Neutral 

RPL14 NP_003964 G148_T149insAAAAA rs764850005 Neutral 

RPL14 NP_003964 G148_T149insAAAAAA rs764850005 Neutral 

RPL14 NP_003964 G148_T149insAAAAAAAA rs764850005 Neutral 

RPL14 NP_003964 G148_T149insPAA rs764850005 Neutral 

RPL14 NP_003964 G148_T149insPAAAA rs764850005 Neutral 
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RPL14 NP_003964 T149del rs111899316 Neutral 

RPL17 NP_001186273 R3L rs761827697 Deleterious 

RPL18 NP_001257419 N11D rs11554942 Neutral 

RPL21 NP_000973 Q69E rs200767103 Neutral 

RPL22 NP_000974 E30D rs758745546 Neutral 

RPL23 NP_000969 A34G rs554988536 Neutral 

RPL23A NP_000975 N93D rs763483485 Deleterious 

RPL27A NP_000981 L78V rs115721984 Neutral 

RPL29 NP_000983 A137P rs769488393 Neutral 

RPL29 NP_000983 K128_A135del rs761953149 Deleterious 

RPL3 NP_001029025 H273R rs767797371 Deleterious 

RPL30 NP_000980 I97V rs776163436 Neutral 

RPL31 NP_000984 T112N rs148028338 Deleterious 

RPL37A NP_000989 A68S rs745839935 Deleterious 

RPL3L NP_005052 I180V rs926901161 Neutral 

RPL5 NP_000960 E82D rs771331683 Deleterious 

RPL6 NP_001307071 T167M rs199644294 Neutral 

RPL7 NP_000962 K9del rs556746526 Neutral 

RPL7A NP_000963 N38D rs781890308 Deleterious 

RPL7A NP_000963 K212R rs781888936 Neutral 

RPL7A NP_000963 V207L rs781795890 Neutral 

RPL8 NP_150644 I98V rs11539893 Neutral 
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RPL8 NP_150644 L96V rs11539889 Neutral 

RPL8 NP_150644 P103L rs775973617 Deleterious 

RPL8 NP_150644 V104L rs770494770 Neutral 

RPL9 NP_001020092 N42D rs751277956 Neutral 

RPL9 NP_001020092 D17E rs763721363 Neutral 

RPLP0 NP_444505 A292V rs757288238 Neutral 

RPLP0 NP_444505 D157E rs754247040 Neutral 

RPLP0 NP_444505 P280_A284del rs572058538 Deleterious 

RPLP0 NP_444505 V276L rs752906137 Neutral 

RPLP1 NP_000994 G45A rs147484893 Deleterious 

RPLP2 NP_000995 A87V rs757586394 Neutral 

RPS12 NP_001007 A47S rs916600302 Deleterious 

RPS14 NP_005608 A77S rs772136334 Deleterious 

RPS15 NP_001009 D82N rs1011629191 Neutral 

RPS15 NP_001009 Q32L rs980644616 Deleterious 

RPS15 NP_001009 Y97F rs771534816 Deleterious 

RPS16 NP_001308040 V38L rs370701690 Neutral 

RPS19 NP_001308413 T55M rs147508369 Neutral 

RPS2 NP_002943 N134D rs11543098 Neutral 

RPS2 NP_002943 D254E rs374773804 Neutral 

RPS2 NP_002943 V274I rs753906824 Neutral 

RPS24 NP_001135756 D80E rs199598396 Deleterious 
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RPS26 NP_001020 V58I rs769953745 Neutral 

RPS27 NP_001021 P10L rs146810634 Deleterious 

RPS27A NP_002945 S20L rs368266147 Deleterious 

RPS27A NP_002945 T22M rs765215187 Deleterious 

RPS27L NP_057004 N29D rs370019223 Deleterious 

RPS3 NP_001243731 R76G rs11546227 Deleterious 

RPS3A NP_000997 N99D rs1025970589 Deleterious 

RPS3A NP_000997 I204V rs1015733074 Neutral 

RPS4Y1 NP_000999 V46I rs777332771 Neutral 

RPS6 NP_001001 Q13E rs538652085 Neutral 

RPS7 NP_001002 A124V rs761211921 Deleterious 

RPS8 NP_001003 N138D rs944331163 Neutral 

RPSA NP_001291217 A67V rs781714830 Deleterious 

UPF1 NP_001284478 I466V rs769976755 Neutral 
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