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RESUMO

A miostatina (GDF-8) pertence a superfamilia de Fatores de Crescimento e
Diferenciacao '[3 (TGF-B) e foi identificada em 1997 por MCPHERRON et al.. Ao nocautear o
gene da miostatina, MCPHERRON et al. notaram que mutantes adultos apresentaram um
formato anormal de corpo, com ombros e quadris pronunciados, e quando a pele foi removida
de animais mortos, era aparente que os musculos dos mutantes eram muito maiores do que os
dos selvagens. Esse aumento muscular revelou ser resultado de hiperplasia e hipertrofia. A
compreensao do padréo de expressdo da miostatina & importante para a tentativa de se criar
estratégias de manipulagédo desse gene in vitro e in vivo. No presente trabalho, buscou-se
localizar, através do uso de ferramentas da Bioinformatica, os elementos cis-regulatérios
(promotor e enhancers) que atuam sobre a atividade de transcricdo do gene da miostatina.
Através da comparacédo dos léci do GDF8 humano, de camundongo e galinha, foram
encontradas diferentes regides evolutivamente conservadas (ECRs) entre essas espécies que,
por terem permanecido intactas ao longo da evolugdo, representam fortes candidatas a
elementos regulatérios. No lécus da miostatina, foi observado que ha uma alta identidade de
sequéncia entre humano, camundongo e galinha na regido dos trés exons. Entretanto, com
relagdo aos introns, a similaridade foi elevada quando a comparagéo foi realizada apenas entre
os dois mamiferos; apesar de o nivel de similaridade entre humano, camundongo e galinha ter
sido baixo nessas regides, foi identificado um sitio de ligagdo conservado entre as trés
espécies para o fator de transcricdo XPF1 no primeiro intron. Na regido upstream ao gene
GDF8 foi identificada apenas uma ECR, localizada imediatamente adjacente ao gene. Ao
realizar uma busca por sitios de ligagao para fatores de transcricdo conservados nessa regido,
foi detectada a presenca , dentre outros, de um sitio para o fator TBP (Tata Binding Protein), o
que refor¢a a hipétese de que essa regido corresponda ao promotor do gene da miostatina. A
busca por regides conservadas entre as trés espécies na regido downstream ao GDF8 revelou
a presenca de trés ECRs. Na ECR1 né&o foi identificado nenhum sitio de ligagdo para fatores
de transcricdo, ao contrario da ECR2. Nesta foram encontrados 15 tipos de sitios, entre eles
sitios para fatores relacionados ao desenvolvimento da musculatura esquelética como MyoD e
miogenina que interagem com o E-box, além de sitios para Pax3. Ainda na ECR2 foram
encontrados sitios para fatores relacionados ao desenvolvimento cardiaco, como TEF1 e
TBX5. Ja na ECR3 foram identificados apenas dois sitios de ligagdo para fatores de
transcrigdo, dentre eles um sitio para ERR1, que é super-expresso durante diferenciagéo de
adipécitos, indicando que essa ECR possa ser a responsavel pela regulagéo da expressdo da
mistatina em adipdcitos, enquanto que a ECR2 possa regular a transcricdo da miostatina em
musculatura esquelética e no coragéo. Os resuitados tedricos desse trabalho serdo, no futuro,
testados com o auxilio de experimentos praticos que possam vir a confirmar os dados

encontrados.
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1. INTRODUGAO

1.1 FORMAGAO DA MUSCULATURA ESQUELETICA DURANTE A EMBRIOGENESE

A capacidade de crescimento de um animal depende em grande parte do numero de
fibras musculares formadas durante o desenvolvimento embrionario. Em aves e mamiferos,
este numero mantém-se praticamente inalterado apés o nascimento (SWATLAND & KIEFFER
1974, SWATLAND 1984; KONIGSBERG 1986) e, consequentemente, o aumento no numero
de fibras musculares (hiperplasia) ndo pode concorrer para ganhos de massa muscular. Assim,
nos organismos adultos, apenas o aumento do diametro das fibras musculares (hipertrofia)
pode resultar em ganhos significativos da massa muscular (REHFELDT et al. 2000).

As fibras da musculatura esquelética sédo geradas a partir de blocos segmentares de
mesoderma paraxial, conhecidas como somitos (CHRIST & ORDAHL 1995). Durante a
gastrulagdo, o mesoderma paraxial € depositado como uma faixa de células mesenquimais,
que se dispbe lateralmente as estruturas axiais do embrido (tubo neural e notocorda) e é
delimitado pelo mesoderma intermediario e lateral (STOCKDALE et al. 2000) (Figura 1).
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Figura 1. Localizagao do mesoderma paraxial. As fibras da musculatura esquelética sédo geradas
a partir de blocos segmentares de mesoderme paraxial, conhecidas como somitos. Durante a
gastrulagdo, a mesoderme paraxial € depositada como uma faixa de células mesenquimais, que
se dispbe lateralmente as estruturas axiais do embrido (tubo neural e notocorda) e é delimitada
pela mesoderme intermediaria e lateral.



O mesoderma paraxial pode ser dividido, na diregdo rostro-caudal, em mesoderma
cefalico, somitos, e placa segmentar. O mesoderma cefélico & localizado rostralmente a
vesicula otica e ndo sofre segmentacédo. Ele da origem aos musculos externos do olho, a
musculatura da mandibula, e a alguns ossos do cranio. O mesoderma da placa segmentar
surge durante a gastrulagéo, quando as células do epiblasto invaginam através do nédulo de
Hensen e ao longo da linha primitiva (STOCKDALE et al. 2000). Conforme o desenvolvimento
embrionario progride, a linha primitiva adiciona continuamente material a extremidade posterior
do mesoderma paraxial, enquanto células da extremidade anterior condensam-se, formando os
somitos (STOCKDALE et al. 2000) a uma razéo de, aproximadamente, um par a cada uma
hora e meia, a partir do estagio 14 de HH (HAMBURGER & HAMILTON 1951) (STOCKDALE et
al. 2000). A formagdo e a maturagcdo dos pares de somitos ocorre da regido cervical em
direcéo a regido caudal do embrido (AOYAMA & ASAMOTO 1988; ORDAHL & LE DOUARIN
1992) (Figura 2). Cada par de somitos sofre um processo de maturagéo que leva a formagao
de todo o esqueleto axial, a musculatura do tronco e dos membros (STOCKDALE et al. 2000).
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Figura 2. A formacéo e a maturacdo dos pares de somitos ocorre da regido cervical em diregéo a
regido caudal do embrido. Em |., observa-se o mesoderma paraxial como uma faixa de células
mesenquimais; em |l. j& houve a formacédo dos somitos epiteliais; em Ill., a por¢cdo ventral dos
somitos sofreu uma desepitelializagédo, originando o esclerétomo, enquanto que a porgéo dorsal,
ou dermomiétomo, permanece como uma camada epitelial; em IV., células do dermomiétomo
desceram e originaram o miétomo (hepaxial e hipaxial).

Dorsalmente, os somitos sdo cobertos pela ectoderme da superficie e, ventralmente,
sdo opostos a endoderme e a aorta. Lateralmente, o somito esta em contato com células do
mesoderma intermediario. Uma ladmina basal circunda cada somito recém-formado,

conectando-o com as estruturas ao seu redor (STOCKDALE et al. 2000).



Inicialmente, o somito € composto de células colunares arranjadas radialmente ao
redor de um lumen. Esse somito epitelial € padronizado rapidamente em compartimentos
distintos que, subseqgiientemente, dao origem a linhagens celulares distintas. Em resposta a
sinais vindos de tecidos adjacentes, a porgdo ventral dos somitos epiteliais sofre um processo
de desepitelializagdo, para formar o esclerétomo mesenquimal, enquanto que a por¢éo dorsal,
ou dermomiétomo, permanece como uma camada epitelial (BRENT & TABIN 2002). O
dermomiétomo apresenta subdominios que abrigam diferentes populagbes de células
precursoras musculares, que irdo formar a musculatura esquelética epaxial e hipaxial.
Enquanto as células da porgdo dorso-medial do dermomidétomo originam a musculatura
epaxial, representada pelos musculos vertebrais e das costas, as células da porgao lateral
formam a musculatura hipaxial, que corresponde a musculatura da parede corpérea ventral,
dos membros, da lingua e, nos mamiferos, a do diafragma. Com exceg¢édo dos musculos da
cabeca e pescogo, que originam-se do mesoderma paraxial anterior aos somitos e do
mesoderma pré-cordal, todos os demais musculos esqueléticos dos organismos vertebrados
derivam dos somitos (CHRIST & ORDAHL 1995).

O desenvolvimento da musculatura epaxial tem inicio quando células do labio dorso-
medial (LDM) dos somitos expandem-se sob o dermomiétomo, formando um folheto continuo
que origina o miétomo epaxial. Esta expansao permite que os mioblastos entrem no miétomo
na posigdo correta para formar a musculatura epaxial. Uma vez atingindo o local apropriado,
estas células interrompem o ciclo celular, alongam-se e diferenciam-se, formando as primeiras
células musculares do embrido (DENETCLAW et al. 1997; KAHANE et al. 1998).

A musculatura hipaxial ndo é uma entidade homogénea e origina-se a partir de dois
mecanismos distintos. Na regido toracica, o labio ventro-lateral (LVL) do dermomiétomo
permanece arranjado como um epitélio durante o alongamento do dermomidétomo, o que leva a
deposigdo do miétomo hipaxial por um mecanismo semelhante a formagéao do miétomo epaxial.
Neste processo, as porgées medial e lateral do miétomo misturam-se, formando uma lamina
continua de mioblastos. Genes especificos s&o ativados nestes mioblastos levando a
diferenciagdo muscular. Sob o controle de sinais locais, estas células irdo dar origem a
musculatura da parede ventral do corpo. Ao nivel dos membros e nas regiées occipital e
cervical ocorre um mecanismo distinto, que tem inicio com a desagregacéo de células do LVL
do dermomiétomo, ap6és a separagdo entre dermomiotomo e esclerotomo. Nas regides
adjacentes aos membros, estas células precursoras miogénicas migram lateralmente em
direcdo a somatopleura para formar musculatura. Occipitalmente, os mioblastos encaminham-
se para a base dos arcos branquiais, formando a musculatura da lingua. E, nos mamiferos,
células situadas acima do botdo do membro anterior seguem uma rota posterior e ventral para
formar a musculatura do diafragma (DENETCLAW et al. 1997; CINNAMON et al. 1999).

Apesar dos aspectos particulares, o desenvolvimento das musculaturas epaxial e
hipaxial compartilha de mecanismos celulares e moleculares muito semelhantes. Em ambos os

casos, a diferenciagdo das células musculares € acompanhada pela interrup¢do do ciclo celular



e pela fusdo de mioblastos individuais para a produgéo das fibras musculares multinucleadas,
bem como pela ativagdo de genes musculo-especificos que codificam proteinas estruturais e
contrateis. Neste processo, os principais reguladores da miogénese, os fatores miogénicos, se
associam com fatores ativadores ou inibidores, em um mecanismo complexo e requintado de
controle da expressao génica durante a ontogenia (LUDOLPH & KONIECZNY, 1995).

1.2 O FATOR GDF-8

Nos ultimos anos, a identificagdo de um novo fator de crescimento e diferenciagéo
denominado miostatina (GDF-8), tem proporcionado grandes avangos para um melhor
entendimento das bases moleculares envolvidas na formagéo e deposicéo de tecido muscular
esquelético em vertebrados.

A miostatina (previamente chamada GDF-8) foi originalmente identificada em uma
busca por novos membros da superfamilias de fatores de crescimento e diferenciagéo 3 (TGF-
B) em 1997, por MCPHERRON et al. A superfamilia de fatores de crescimento TGF-$ inclui
mais de 30 proteinas de mamiferos estruturalmente relacionadas que tém diversas fungdes
durante o desenvolvimento embrionario e na manutengcdo da homeostase de tecidos em
adultos (LIN et al. 2003).

1.3. DESCOBERTA DO GDF-8

Para identificar novos membros da superfamilia TGF-g, MCPHERRON et al. (1997)
construiram oligonucleotideos degenerados, correspondendo a regibes conservadas dentre os
membros conhecidos dessa familia, e os usaram como primeré em PCR (reagdo em cadeia da
polimerase) sobre o DNA genémico de camundongo. Dentre as seqiiéncias obtidas nessa
selegao, estava uma designada GDF-8 (growth and differentiation factor 8). A sequéncia de
aminoacidos prevista para GDF-8 continha todas as marcas caracteristicas dos membros da
superfamilia TGF-B, incluindo uma sequéncia sinal para secregdo, um sitio de processamento
proteolitico e uma regido carboxi-terminal contendo o padréo conservado de residuos de
cisteinas (Figura 3). Entretanto, com base numa comparagéo entre as regides C-terminais do
GDF-8 com as de outros membros da superfamilia TGF-8, o GDF-8 parecia ndo pertencer a
nenhuma das subfamilias conhecidas de fatores altamente relacionados, incluindo os TGF-fs,
inhibinas e BMPs (MCPHERRON et al. 1997).
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Figura 3 — Sequiéncia de aminoacidos da miostatina humana, prevista pelo programa ORF Finder —
“Open Reading Frame Finder". (http://www.ncbi.nim.nih.gov/gorf/orfig.cgi). A proteina prevista

apresenta 375 aa e contém um sitio de processamento proteolitico (destacado em vermelho), além
de nove residuos de cisteina conservados na regido C-terminal (em azul), tipicos dos membros da
familia TFG-B.

Como a maioria dos membros da familia TGF- B, o GDF-8 aparenta ser altamente
conservado dentre as espécies. Por andlise genémica do tipo Southern-blot, seqiiéncias
homélogas foram detectadas em todas as espécies de mamiferos analisadas e também em
galinhas. Na maioria das espécies, a sonda GDF-8 também detectou um segundo fragmento
levemente hibridizado. Outras analises das sequéncias homologas de GDF-8 em DNA de
murino e humano revelaram que esse segundo fragmento corresponde a um gene altamente
relacionado, o GDF-11.

Para determinar se os sinais de processamento no GDF-8 sdo funcionais e se o GDF-8
forma dimeros, como os demais membros da superfamilia TGF-B, o cDNA do GDF-8 foi
expresso estavelmente em células de ovario de hamster chinés (CHO). Analise do tipo
Western de meio preparado a partir dessas células, usando um anticorpo criado contra o
fragmento C-terminal do GDF-8 expresso por bactéria, detectou duas espécies de proteinas
com massas moleculares relativas de aproximadamente 52 e 15 kilodaltons, sob condigdes
redutoras (proteina na forma linear), consistente com formas nao processadas e processadas
do GDF-8, respectivamente.

Sob condi¢des nao-redutoras (que permite a formagao de dimeros), foram detectadas
duas espécies de proteina, com massas moleculares relativas de 101 e 25 kilodaltons,
consistentes com as formas diméricas de formas processadas e ndo processadas do GDF-8,
respectivamente. Assim, como outros membros da superfamilia TGF-, o GDF-8 parece ser
secretado e proteoliticamente processado, e a regido C-terminal aparenta ser capaz de formar
dimeros ligados por pontes disulfeto.

Para determinar o padrado de expressao do GDF-8, foi realizada uma hibridizag&o in
situ em embrides de camundongo, isolados em varios estagios de desenvolvimento. Em todos
os estagios examinados, a expressdo do mRNA do GDF-8 parecia ser restrita a musculos
esqueléticos em desenvolvimento. Em estagios mais iniciais, a expressdo do GDF-8 era
restrita a somitos em desenvolvimento. Por hibridizagéo in situ em embrides inteiros, 0 mMRNA
do GDF-8 péde ser detectado ja no dia 9,5 pos-coito em um ter¢o dos somitos. Nesse estagio
de desenvolvimento, a hibridizagdo pareceu ser restrita aos somitos rostrais mais maduros.
Por volta do dia 10,5 pds-coito, a expressdo do GDF-8 era claramente evidente em quase
todos os somitos. Com base nas analises da hibridizagao in situ de cortes preparados de
embrides do dia 10,5 poés-coito, a expressdo do GDF-8 em somitos pareceu ser localizada no
compartimento do miétomo. Em estagios mais avangados de desenvolvimento, a expresséao foi

detectada em uma grande variedade de musculos em desenvolvimento.



Segundo MCPHERRON et al. (1997), o GDF-8 continua a ser expresso em animais
adultos. Através de analise do tipo Northern-blot, a expresséo de mRNA do GDF-8 foi vista
quase que exclusivamente em musculatura esquelética, dentre os tecidos adultos examinados.
Um sinal significativamente menor, porém claramente detectavel, foi visto também em tecido
adiposo. Com base na andlise do tipo Northern-blot de RNA preparado de um grande numero
de diferentes musculos esqueléticos adultos, pode-se verificar que a expressdo de GDF-8
pareceu ser generalizada neste tecido, apesar de os niveis variarem dentre musculos
individuais.

Para determinar a fungao biolégica do GDF-8, MCPHERRON et al. (1997) romperam o
gene da miostatina por recombinagdo homéloga em células-tronco embrionarias de
camundongos. Apoés injecdo dos clones recombinantes em blastocistos, as quimeras geraram
filhotes heterozigotos quando cruzados com fémeas da linhagem C57BL/6. Apos anadlises
genotipicas dos filhotes derivados dos cruzamentos entre F1 heterozigotos, observou-se que a
razdo de gendtipos foi proxima da esperada (1:2:1), mas o nimero reduzido de homozigotos
demonstrou ser estatisticamente significante.

Muitos homozigotos eram viaveis e férteis quando cruzados com camundongos
C57BL/6 e uns com os outros. Entretanto eles eram aproximadamente maiores que seus
irmaos heterozigotos e selvagens. A diferenga entre mutantes e selvagens pareceu ser
relativamente constante, indiferente a idade e sexo em animais adultos. Mutantes adultos
apresentaram também um formato anormal de corpo, com ombros e quadris pronunciados.
Quando a pele foi removida de animais mortos, era aparente que os musculos dos mutantes
eram muito maiores do que os dos selvagens. O aumento na massa muscular esquelética
pareceu ser espalhado por todo o corpo. Musculos individuais isolados de animais mutantes
homozigotos pesaram de duas a trés vezes mais que aqueles isolados de animais selvagens
(Figura 4).
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Figura 5. Comparagdo entre camundongos normais, heterozigotos e homozigotos
para mutagdo no gene da miostatina. Mutantes adultos apresentaram um formato
anormal de corpo, com ombros e quadris pronunciados. Quando a pele é removida
de animais mortos, os musculos dos mutantes s&o visivelmente muito maiores do que
os dos selvagens, sendo que o aumento na massa muscular esquelética parece ser
espalhado por todo o corpo.

Para determinar se o aumento na massa muscular poderia sozinho acarretar na
diferenca dentre os pesos corporais totais entre mutantes e selvagens, ou se muitos tecidos
eram de forma geral maiores nos mutantes, MCPHERRON et al. (1997) compararam o peso
total corporal com o peso das carcagas. A diferenga nos pesos das carcacas entre selvagens e
mutantes foi comparavel a diferenga do peso corporal total.

Para determinar se o0 aumento na massa muscular esquelética resultou de hiperplasia
ou hipertrofia, MCPHERRON et al. (1997) realizaram analises histolégicas de diferentes grupos
musculares. O musculo mutante mostrou-se normal. Nenhum excesso de tecido conjuntivo ou
adiposo foi observado e ndo houve sinais 6bvios de degeneragdo, como grande variagdo no
tamanho das fibras ou nucleos centralizados. Uma quantificagdo do numero de fibras
musculares mostrou que na porgéo mais larga do musculo tibialis cranialis, o nimero total de
células foi 86% maior em mutantes. A quantidade de DNA extraida do musculo mutante foi
aproximadamente 50% maior que do selvagem. Assim, uma grande parte do aumento da
massa muscular esquelética resultou de hiperplasia. Entretanto, a hipertrofia também pareceu
contribuir para o aumento da massa muscular. A média do didmetro das fibras do musculo
tibialis cranialis e do gastrocnemius foi de, respectivamente, sete a 22% maior em mutantes,
sugerindo que a area total das fibras musculares foi aumentada em 14 e 49%,
respectivamente.

Com base nessas primeiras evidéncias, estudos posteriores observaram que

alteragdes naturais na seqiiéncia codificadora dessa proteina estariam associadas ao fenoétipo



de musculatura dupla em ragas bovinas, e em camundongos selecionados para acentuada
deposi¢do de massa muscular (MCPHERRON et al. 1997, GROBET et al. 1997; GROBET et
al. 1998).

1.4 SINTESE

Como outros membros da familia TGF-8, a miostatina é sintetizada como uma proteina
precursora (Figura 5) que sofre dois eventos de processamento proteolitico para gerar a
molécula biologicamente ativa. O primeiro evento remove a sequéncia sinal N-terminal de 24
aminoacidos, necessaria para enviar a proteina para vias de secrecdo. O segundo evento
gera, através de clivagem, o fragmento C-terminal que possui atividade de ligagdo com o
receptor. Apds o processamento proteolitico, o pro-peptideo e o dimero C-terminal, ligado por
pontes disulfeto, permanecem ligados nao-covalentemente em um complexo latente (LEE
2004).

C
. _= .
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Figura 5. A miostatina é sintetizada como uma proteina precursora (A) que sofre dois eventos de
processamento proteolitico para gerar a molécula biologicamente ativa. O primeiro evento (B)
remove a sequéncia sinal N-terminal de 24 aminoacidos (em amarelo), necessaria para enviar a
proteina para vias de secregdo. O segundo evento (C) gera, através de clivagem, o fragmento C-
terminal (em verde) que possui atividade de ligagdo com o receptor. Apds o processamento
proteolitico, o pro-peptideo (em azul) e o dimero C-terminal, ligado por pontes disulfeto, permanecem
ligados nao-covalentemente em um complexo latente. A ativacdo desse complexo latente ocorre,
provavelmente, apés a quebra do pré-peptideo (D) e, s6 entdo, o dimero C-terminal torna-se
biologicamente ativo (E).

Com base no que se sabe sobre outros membros da familia TGF-B, o pro-peptideo
desempenha um importante papel no dobramento apropriado do dominio C-terminal. O pro-
peptideo também desempenha um papel importante na regulagcdo da atividade do dimero C-

terminal. Camundongos transgénicos com super-expressdo do pro-peptideo em musculos,



10

possuem um fendtipo similar a aqueles nocauteados para a miostatina, em termos de aumento
da massa muscular (LEE 2004).

Em adi¢éo ao pré-peptideo, varias outras proteinas também se mostraram capazes de
se ligar e inibir a atividade do dimero C-terminal da miostatina. Uma dessas proteinas é a
folistatina. Ela é capaz de bloquear a atividade da miostatina em testes com ligagéo de
receptores e genes reporteres e também em camundongos que receberam transplante de
celulas expressando miostatina. Estudos com embrides de galinha mostraram que a folistatina
€ expressa em células do midtomo e em musculatura em desenvolvimento em estagios em que
a miostatina também é expressa e que implantes de beads carregadas com folistatina em
botdes de asa em desenvolvimento podem causar um aumento da expressdo da Pax-3 e
atraso na diferenciagéo das células musculares (LEE 2004).

Estudos genéticos em camundongos mostraram que uma super-expressdo de
folistatina em musculos pode causar aumentos dramaticos no crescimento muscular e que a
perda da folistatina resulta em redugdo da massa muscular ja no nascimento (LEE 2004).

Além da folistatina, outras proteinas do plasma também interagem com a miostatina
para regula-la negativamente, incluindo o gene folistatina-relacionado (FLRG), gene especifico
da interrupgao do crescimento (GAS-1) e teletonina (TELLGREN et al. 2004).

A super-expressao de proteinas que se ligam a miostatina e formas mutantes da
miostatina que ndo podem ser clivadas, também resultam em camundongos com massa
muscular aumentada. Recentemente, camundongos transgénicos foram gerados usando uma
mutacao do tipo missense que atua de maneira dominante negativa. Esses camundongos tém
massa muscular esquelética aumentada como resultado de hiperplasia muscular, mas sem
hipertrofia. Qutros transgénicos da miostatina produzem massa muscular aumentada por
hipertrofia e nao hiperplasia (TOBIN & CELESTE 2005).

E possivel que a miostatina circule como complexos latentes maltiplos e que cada um
seja ativado independentemente em resposta a diferentes estimulos. E possivel também que o
complexo latente possa consistir de uma estrutura de maior ordem, contendo todas essas
proteinas (TOBIN & CELESTE 2005).

Entender como a miostatina é ativada desse estado latente sera critico ndo apenas
para saber como a atividade da miostatina é regulada, mas também para identificar novas
estratégias para o desenvolvimento de agentes terapéuticos para aplicagdes clinicas (LEE
2004).

1.5 SINALIZAGAO

O dimero C-terminal da miostatina é capaz de se ligar a receptores e ativar uma
cascata de sinalizagdo na célula-alvo, como fazem os membros da familia TGF-8 (LEE 2004).
Os membros da superfamilia TGF-B utilizam um mecanismo comum de sinalizar ao nucleo.

Eles se ligam a receptores na membrana celular, que possuem um dominio intracelular quinase
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serina-treonina, levando a reunido de um complexo receptor que fosforila proteinas da familia
SMAD. As SMADs, entéo, vao para o nucleo, se ligam ao DNA e recrutam os co-ativadores ou
co-repressores transcricionais requeridos para controlar a expressdo génica. Ha dois tipos de
receptores aos quais se ligam os membros da superfamilia TGF-B, chamados receptores do
tipo | e tipo Il. Geralmente, cada ligante tém seu receptor especifico; entretanto, alguns
receptores podem ser compartilhados por diferentes ligantes. Quando o ligante se liga ao
receptor, ocorre a unido de dois receptores do tipo | e dois receptores do tipo Il para formar um
complexo receptor ativado. Nesse complexo, o receptor de tipo | € fosforilado pelo receptor de
tipo Il que, por sua vez, fosforila as proteinas SMAD que transmitem o sinal (LIN et al. 2003)
(Figura 6).

Proteina TGF-B8

Figura 6. Sinalizagdo da miostatina.
Os membros da familia TGF- se ligam
a receptores (tipo | / Rl ou tipo Il / RII)
na membrana celular. Ocorre, entéo, a
unido de dois receptores do tipo | e
dois receptores do tipo Il para formar
um complexo receptor ativado. Nesse
complexo, o receptor de tipo | é
fosforilado pelo receptor de tipo Il que,
por sua vez, fosforila as proteinas
SMAD. As SMADs, entdo, vdo para o
nucleo, se ligam ao DNA e recrutam os
co-ativadores ou co-repressores
transcricionais requeridos para
controlar a expresséo génica.

Citoplasma

Nucleo

1.6 MODO DE AGAO

A miostatina é expressa inicialmente no compartimento do miétomo de somitos em
desenvolvimento, atuando na regulagdo do numero final de fibras musculares que s&o
formadas (LEE 2004) e continua a ser expressa na linhagem miogénica ao longo do
desenvolvimento e em animais adultos (LEE & MCPHERRON 2001) quando é produzida pela
musculatura esquelética, circula no sangue e atua para limitar o crescimento das fibras

musculares. Em animais adultos, observam-se também claros niveis de RNA da miostatina
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presentes em tecido adiposo. Camundongos adultos sem miostatina tém uma redugdo na
gordura corporal total, que é particularmente acentuada em animais mais velhos (LEE 2004).

Apesar de muitos detalhes com relagdo ao mecanismo de agido da miostatina e os
mecanismos pelos quvais a atividade da miostatina é regulada in vivo permanecem por serem
elucidados, & agora firmemente estabelecido que a miostatina é sintetizada pela musculatura
esquelética, circula no sangue e atua em uma maneira concentragdo-dependente como um
regulador negativo do crescimento muscular (LEE 2004).

Os efeitos sobre o tamanho das fibras musculares em animais adultos devem resultar
de acdo da miostatina sobre células satélite. Essas células sdo mononucleadas, encontradas
entre a membrana basal e o sarcolema das fibras musculares, e acredita-se que elas
representam a populagdo de células-tronco da musculatura. As células satélite séo
normalmente quiescentes mas podem entrar no ciclo celular e se fundir com fibras existentes
durante o crescimento muscular. Experimentos in vifro demonstram que a miostatina inibe a
ativagao e auto-renovagao das células satélite (TOBIN & CELESTE 2005).

Um modelo especulativo € de que niveis circulantes de miostatina mudam sob
diferentes condigées ambientais, como temperatura e disponibilidade de alimento, ou sob
diferentes estados psicolégicos, como atividade fisica, doenga, gravidez ou idade, e de que
essa alternancia de niveis modifigue o balan¢go homeostatico metabdlico entre estoque de
gordura e crescimento muscular. Sob certas condi¢des, pode ser mais vantajoso mudar esse
balango em direcdo ao estoque de gordura, e sob outras condigdes, pode ser mais vantajoso
mudar esse balango em diregcdo ao crescimento muscular. Esse tipo de regulagdo ja foi
observado em varios estudos (LEE 2004).

As fungdes biolégicas da miostatina levantaram a possibilidade que modificar a via de
sinalizacdo mediada pela miostatina, pode ser uma estratégia efetiva para aumentar o
crescimento muscular para uma variedade de aplicagdes clinicas (LEE 2004).

Estabelecer o modo de agéo e regulagdo da miostatina deve trazer efeitos benéficos
em termos de manutengdo da massa muscular ou promog¢do do crescimento muscular em
casos de degeneragdo muscular crénica, como a sarcopenia, que € a perda progressiva de
musculatura que ocorre na velhice, ou em pacientes com doengas degenerativas da
musculatura, como distrofia muscular. Inibicdo da miostatina pode também ter efeitos
benéficos em estados de doengas onde a perda de musculatura é mais aguda. Um exemplo é
a perda de musculatura que ocorre na caquexia, que & uma sindrome degenerativa
freqlientemente vista em pacientes com doencgas crénicas como cancer, AIDS, e sepsis e que
contribui para a morbidez e mortalidade. Inibicdo da atividade miostatina pode também ter
efeitos benéficos no tratamento de doengas metabdlicas, como a obesidade e a diabetes tipo Il
(LEE 2004).

Claramente muito trabalho ainda & necessario para determinar se interferir com a

miostatina traria efeitos benéficos para doengas humana. Em caso positivo, um numero de
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consideragdes faz da miostatina um alvo particularmente atraente para o desenvolvimento de
drogas:

1°) Os efeitos da perda da miostatina sdo altamente especificos, uma vez que efeitos
significativos em outros tecidos , que néo o muscular e o adiposo, néo foram reportados ainda;
2°) A miostatina normalmente funciona extracelularmente e é, dessa forma, acessivel a uma
variedade de agentes farmacolégicos em potencial, incluindo proteinas capazes de se ligar a
ela; ,

3% O efeito da miostatina depende da dose, sendo que a inibigdo parcial da sua atividade
resulta em um aumento parcial do crescimento muscular; assim, pode ndo ser necessario
bloquear completamente a sinalizagdo da miostatina para produzir um efeito terapeuticamente
benéfico (LEE 2004).

1.7 FATORES DE TRANSCRICAO, PROMOTOR E ENHANCERS

Apesar de necessarias, as RNA polimerases ndo sdo suficientes para a regulagédo
transcricional. S&o requeridas muitas outras proteinas, geralmente chamadas fatores de
transcricdo gerais, que ajudam a posicionar o complexo da polimerase corretamente. Estes
fatores provavelmente também participam de diversas outras fungdes: regular as interagcdes
histonas-DNA nas proximidades da transcricdo, afrouxar a dupla-hélice e permitir que o
complexo transcricional prossiga a partir do promotor basal. O promotor basal (ou
simplesmente promotor) & a seqiiéncia de DNA especifica onde a RNA polimerase e os fatores
transcricionais gerais se conectam. O promotor esta localizado adjacentemente ou préximo ao
sitio de iniciagao da transcrigdo (WILT & HAKE 2004).

A maioria dos promotores de genes eucariéticos possui uma pequena seqiéncia, de
aproximadamente 25 nucleotideos, localizada upstream do sitio de iniciagdo da transcri¢éo,
chamada sitio TATA ou TATA Box, pois é composta de adeninas (A) e timinas (T). Quando o
fator de transcricdo TFIID (ou TBP) interage com o DNA no TATA Box, o DNA altera a sua
conformagdo espacial, fornecendo um “sinal” que pode auxiliar outras proteinas e a RNA
polimerase a se ligarem apropriadamente ao promotor (WILT & HAKE 2004).

Proteinas ativadoras ou supressoras geralmente atuam no promotor ou muito préximas
a este, impedindo ou incentivando o acesso da polimerase ao promotor. Em eucariotos, a
maioria dos genes € regulada por interagdes proteinas-DNA. Muitas destas interacdes ocorrem
a centenas, as vezes milhares de pares de base de distancia, upstream ou downstream do
gene, em regides do DNA conhecidas como enhancers ou estimuladores da transcrig&o.
Exatamente como essas interagdes remotas entre proteinas reguladoras e DNA regulador
afetam a atividade do promotor, ndo é entendido em detalhes. Ha evidéncias, a partir de
diversos estudos, de que a proteina ativadora ou supressora interage fisicamente com a RNA

polimerase e, dessa forma, influencia as atividades desta no promotor (WILT & HAKE 2004).



14

Podem haver diferentes ativadores e supressores atuando sobre um determinado
promotor. Diferentes combinagdes de fatores fornecem uma maneira de regular a atividade
especifica de um Unico gene ou um grupo pequeno de genes (WILT & HAKE 2004).

1.8 BIOINFORMATICA

A formacgao de diferentes tipos celulares a partir de um grupo invariavel de genes é -
governada por processos bioquimicos que regulam a atividade génica. A transcrigdo, que
representa o passo inicial da expressdo génica, € modulada pela interagdo entre fatores de
transcricdo que se ligam aos elementos cis-regulatérios no DNA, co-fatores adicionais e a
influéncia da estrutura da cromatina. Proteinas trans-ativadoras que controlam o nivel de
transcricdo de cada gene, ligam-se a sequéncias cis-regulatérias no DNA. Um entendimento
completo da interagéo entre fatores transcricionais e seqiiéncias cis-regulatérias (promotores e
enhancers) transformaria a pesquisa biolégica, fornecendo os meios para interpretar e modelar
as respostas das células a diversos estimulos (WASSERMAN & SANDELIN 2004). Contudo, o
completo entendimento da rede de regulagdo génica ainda permanece distante.

Apesar disto, nos ultimos anos surgiram poderosos métodos computacionais para
identificar as sequéncias regulatérias responsaveis pelo controle da taxa de transcricdo de
genes de interesse. Para os pesquisadores, estes métodos de bioinformatica representam
uma ferramenta valiosa para entender a regulagéo génica de uma forma focada e acelerar os
estudos nesta area. Em geral, os programas disponiveis para a identificagcdo de elementos
regulatérios putativos, tais como Mulan (Multiple-sequence alignment analysis: OVCHARENKO
et al. 2005) e Pipmaker (SCHWARTZ et al. 2000), baseiam-se no alinhamento de seqiiéncias
do genoma de diferentes grupos de organismos filogeneticamente distantes, buscando
identificar regibes que tenham sido evolutivamente conservadas. A manutengdo destas
seqliéncias conservadas ao longo da evolugcado sugere que elas tenham um papel funcional,
provavelmente regulando a transcricdo génica. Outros programas, tais como MultiTF
(OVCHARENKO et al. 2005), buscam identificar potenciais sitios de ligagdo para fatores de
transcricdo que tenham sido conservados filogeneticamente, reduzindo em até 95% a chance
de falso-positivos. Estes métodos sdo suficientemente eficientes para direcionar investigagdes
laboratoriais Y(WASSERMAN & SANDELIN 2004), que venham a validar os achados em
bioinformatica. Estes programas estdo disponiveis on-line e podem ser utilizados
gratuitamente.
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2. OBJETIVOS

1.

Identificar sequéncias que tenham sido conservadas evolutivamente (ECRs) no lécus
da Miostatina, comparando genomas de diferentes organismos vertebrados.

Elaborar um diagrama representando os ECRs, que correspondam a potenciais
elementos regulatérios da miostatina (promotor e enhancers).

Localizar os sitios de ligagcéo para fatores de transcrigdo, dentro dos ECRs, que sejam
conservados filogeneticamente.

Classificar os fatores de transcrigéo identificados, segundo sua categoria e fungao.

Disponibilizar em portugués as instrugdes das ferramentas de Bioinformatica utilizadas,

de forma a facilitar o acesso as mesmas por estudantes e demais interessados.
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3. METODOLOGIA

Esse trabalho foi realizado com o auxilio de ferramentas da bioinformatica e bancos de
dados. Esses programas estdo disponiveis on-line e podem ser utilizados gratuitamente.

3.1 COMPARAGAO DE SEQUENCIAS GENOMlpAs

Regides evolutivamente conservadas (ECRs - evolutionary conserved regions)
localizadas entre genes, representam potenciais locais onde possam estar presentes
elementos regulatorios. Isso porque esses locais, provavelmente, representam regides
importantes na regulagdo da atividade génica, tendo sido submetidos a grande pressao
evolutiva, de forma que seria deletéria qualquer alteragdo em sua estrutura.

O alinhamento e a busca por sequéncias que tenham sido conservadas entre
diferentes vertebrados durante a evolugado filogenética (ECRs) foram realizados pelos
programas ECR Browser e Mulan, que podem ser acessados na homepage do Centro de

Gendémica Comparativa, no endereco hitp://www.dcode.org. O Centro de Genbdmica

Comparativa € mantido pelo Laboratério Lawrence Livermore e pela Universidade da Califérnia,
que disponibilizam uma colegdo de ferramentas de Bioinformatica que podem ser acessadas

on-line em http://bio.cse.psu.edu/. Nesse trabalho, foram consideradas como ECRs, regides

que apresentaram no minimo 100 pares de base e 70% de identidade de seqiéncia. Esses
parametros podem ser modificados nos programas utilizados conforme o interesse do
pesquisador.

Os organismos selecionados para as comparagbes gendmicas foram o homem,
camundongo, galinha, o anuro Xenopus tropicalis, paulistinha (zebrafish — Danio rerio),
Takifugu rubripes (baiacu ou Fugu) e Tetraodon nigroviridis (baiacu verde pintado). A
sequéncia do gene da miostatina humana foi utilizada como referéncia para as comparagdes
de seqiiéncia. As coordenadas do trecho que foi comparado sdo ch2: 190.614.448 a ch2:
190.871.187, do genoma humano. Essa regido abrange, além do gene da miostatina humana,
a regido intergénica situada upstream (até a extremidade 3’ do gene que codifica a proteina
hipotética MEC13057) e downstream (até a extremidade 5 do gene que codifica a proteina
hipotética LOC285011) ao gene.

Como ferramenta auxiliar na comparagdo gendémica de diferentes vertebrados foi

empregado o programa PipMaker (http://pipmaker.bx.psu.edu/pipmaker/).

3.2 IDENTIFICAGAO DE POTENCIAIS SITIOS DE LIGAGAO PARA FATORES DE
TRANSCRICAO

Uma vez tendo sido identificadas as ECRs entre os diferentes vertebrados, os

potenciais sitios de ligagédo para fatores de transcri¢do, que tenham sido conservados ao longo
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da evolugao, foram localizados com o auxilio do recurso multiTF do Mulan. Em seguida, esses
fatores de transcricéo, que podem estar envolvidos na regulagdo da atividade transcricional da
miostatina, foram categorizados com relagéo a classe e fungdo com base nos dados do banco

de dados Transfac (http://www.gene-regulation.com/pub/programs.html).
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4. RESULTADOS
4.1 PROGRAMAS UTILIZADOS

Para melhor compreenséo e visando facilitar o acesso por parte de outros estudantes a
estas ferramentas de Bioinformética, as instru¢cbes para a utilizagdo dos programas ECR
Browser, Mulan e PipMaker estdo disponiveis abaixo.

4.1.1 ECR BROWSER
4.1.1.1 INTRODUGAO

ECR Browser é uma interface grafica e dinamica para Regides Evolutivamente
Conservadas (ECRs) em genomas de espécies sequenciadas incluindo humano,
camundongo, rato e Fugu. O perfil de conservagéo criado ao se alinhar a “sequéncia-base”
com todas as outras aos pares, € mostrado graficamente para qualquer l6cus de um genoma.
ECRs s&o identificados como regides de alta identidade de sequéncia contra um background
de evolugéo neutro. Ao analisar um alinhamento, o programa detecta e destaca elementos de
sequiéncia de comprimento significativo que sdo conservados acima de um nivel especifico de
identidade de seqiiéncia entre os dois genomas (de acordo com os parametros definidos pelo
usuario) e os identifica como ECRs. Visualmente, os ECRs sdo representados como picos
coloridos em um grafico, cujo eixo X representa posigdes no genoma-base e o eixo Y
representa a porcentagem de identidade de sequéncia entres os genomas base e o alinhado,
naquela posigao especifica.

A Figura 7 mostra um grafico de conservagdo do tipo pip no qual o DNA humano
(sequéncia-base) é representado no eixo horizontal, enquanto multiplos alinhamentos do tipo
blastz ininterruptos sdo mostrados no grafico como pequenas linhas horizontais. O
comprimento da linha de alinhamento horizontal corresponde ao comprimento do alinhamento
a sequéncia-base, enquanto a posigdo vertical corresponde ao nivel de identidade de
nucleotideos desse alinhamento. S&o utilizados apenas valores significativos de 50 a 100% de
identidade de sequéncia. Pequenos retangulos vermelhos no topo do grafico representam os
ECRs.

Para demarcar ECRs em relagdo a aspectos de codificagdo de proteinas, genes
anotados sd3o mostrados como uma linha horizontal azul acima do gréafico, com linhas
inclinadas que indicam a orientagdo da transcricdo. Quadrados azuis ao longo da linha
correspondem a exons, e quadrados amarelos correspondem a UTRs (Untranslated regions —
regides nao-traduzidas). Os exons também s&o mostrados através de picos azuis no grafico.
Picos dentro do perfil de conservagdo que nao correspondem a seqiiéncias transcritas estéo

destacados em vermelho se forem intergénicos ou em rosa se estiverem em um intron.
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Retangulos verdes na base do grafico mostram a posigdo de elementos repetitivos no genoma-
base e essa anotagdo € sombreada até o topo em cinza.

exon intron

ECRs
f UTR Seqiiéncia—b
equencia—base
% - - - L - é ¥ (Humano)

Elementos repetitivos Sequéncia intrénica

Seqiéncia
intergénica

Figura 7. Grafico de conservagao do tipo pip, para o gene APMCF1, no qual o DNA humano

(sequéncia-base) é representado no eixo horizontal, enquanto multiplos alinhamentos do tipo

blastz ininterruptos sdo mostrados no grafico como pequenas linhas horizontais.
4.1.1.2 QUAIS ASPECTOS DE UMA SEQUENCIA CORRESPONDEM A ECRS?
4.1.1.2.1 EXONS CODIFICADORES

Uma grande fracdo de ECRs identificados em qualquer alinhamento de genoma
corresponde a exons conservados, codificadores de proteinas (representados por retangulos
azuis no grafico). Devido ao significado funcional das sequéncias que codificam proteinas,
exons codificadores estdo geralmente sob grande pressdo seletiva para permanecerem
intactos. Por isso, enquanto o background neutro diverge e “desaparece” do grupo conservado
com o aumento da distancia evolutiva entre dois genomas, exons codificadores geralmente
permanecem como picos proeminentes de seqiiéncias conservadas. E normal observar uma
Unica e intacta linha horizontal de alinhamento que corresponde a exons codificadores, uma

vez que inser¢des e delegcbes que mudariam o quadro de tradugdo ndo sao toleradas.
4.1.1.2.2 GENES NOVOS

Apesar de recentes avangos na descricdo do genoma humano, ha ainda muitos genes
que permanecem desconhecidos. O ECR Browser fornece uma anotagdo grafica de genes
preditos, acima da marca dos ECRs, para que os niveis de conservagdo dos exons preditos
possam ser examinados atentamente (Figura 8). Ja que a maioria dos exons codificadores é
conservada nos alinhamentos entre vertebrados, o ECR Browser representa uma ferramenta
para encontrar e avaliar novos genes e exons alternativos ainda n&o descritos. Em alguns
casos, o perfil conservado mimetiza parcial ou completamente um transcrito predito de um
gene e fornece evidéncia adicional de que o gene predito é real e funcional. No exemplo

abaixo, exons do cromossomo ‘chr5.11.006.a’ previstos pelo programa “Twinscan” dentro de



20

um modelo génico sem nenhuma contrapartida de um gene conhecido, correspondem
perfeitamente a um agrupamento de ECRs dentro da regido analisada, fornecendo evidéncia
extra de que essa previsdo corresponde a um gene funcional. ECRs adicionais conservados
entre os exons previstos pelo “Twinscan” poderiam representar exons candidatos a compor um

transcrito alternativo ou, potencialmente, elementos regulatérios dentro do gene.

/'\ reflene
N dus 113068 - e — s
T

Exons / elementos alternativos

Figura 8. Novos genes e exons alternativos ainda ndo descritos também podem ser

encontrados e avaliados pelo ECR Browser.

4.1.1.2.3 PROMOTORES E ENHANCERS

Para alguns genes, a transcricdo é dirigida parcial ou completamente por elementos
estimuladores ou enhancers, localizados imediatamente upstream do promotor (Figura 9).
Esses elementos, se permaneceram conservados em duas espécies comparadas, podem ser
facilmente identificados como picos vermelhos localizados perto e upstream da extremidade 5’

do gene.

experimentally verified

IL4 promoter
IL4 regulatory element enchancer

Figura 9. Elementos estimuladores ou enhancers, localizados imediatamente upstream do

promotor.
4.1.1.2.4 ELEMENTOS REGULATORIOS DISTAIS
Funcdes adicionais podem estar escondidas em elementos que se localizam longe dos

genes e que regulam os padrées de expressdo espacial e temporal da transcricdo de genes
vizinhos. ECRs regulatérios sdo frequentemente conservados através da evolucéo, e
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excelentes candidatos a tais elementos regulatérios distais podem ser identificados no ECR
Browser como elementos bem conservados localizados entre genes descritos.

4.1.1.3 PORQUE COMPARAR VERTEBRADOS SUPERIORES COM PEIXES?

O alinhamento das sequéncias de humano e camundongo forneceu uma ferramenta
valiosa para a descricdo de elementos funcionais em ambos os genomas. Entretanto;, como
diferentes regies do genoma de vertebrados parecem estar divergindo em razdes evolutivas
muito diferentes, nenhum tipo de comparagéo entre apenas duas espécies pode ser utilizada
com sucesso para analisar todos os lo6ci genémicos. Em certas regides, a conservagao
humano-camundongo é tdo alta que torna dificil o estudo de elementos conservados
especificos. Em um estudo recente, NOBREGA et al. (2003) descobriram que, em tais regides,
o alinhamento humano-camundongo fréqUentemente aponta centenas de ECRs néo
codificadores por gene. Esses autores descobriram que comparagdes entre organismos
evolutivamente distantes, nesse caso o homem e Fugu, forneceram uma maneira altamente
eficiente de examinar todos esses ECRs para encontrar aqueles com a maior probabilidade de
serem funcionais. Nove ECRs identificados na comparagdo entre humano e peixe foram
demonstrados como sendo enhancers funcionais. Em outras regides, essas comparagdes
podem levar a nenhum elemento conservado, mesmo perto de genes com fungdes altamente
conservadas. Portanto, ndo ha uma comparagéo ideal ou regras com relagdo a distancia
evolutiva entre genomas alinhados que permitam que todos os elementos funcionais sejam
identificados em uma regido de interesse. Por essa razdo, ECR Browser fornece acesso a
varias comparagdes gendmicas para que o usuario possa escolher a que melhor se encaixe na

analise de cada lécus individual.
4.1.1.4 GENCMAS COMPARADOS

A presente versdo do ECR Browser contém um alinhamento comparativo de nove
genomas diferentes — humano, cachorro, camundongo, rato, Opossum (marsupial), galinha,

Xenopus e trés peixes (Fugu, Tetraodon e paulistinha).
4.1.1.5 COMO COMECAR A USAR O ECR BROWSER?

A maneira mais rapida de comecar a navegar pelo ECR Browser é selecionando o
genoma-base e digitando o nome do gene no espaco delimitado para isso na janela de entrada
do programa. Outra opgdo é indicar uma localizagdo no cromossomo, da seguinte forma:
chr17:1000-2000, para descrever o cromossomo 17, entre as localizagdes 1000-2000 pb. Se o

usuario digitar um nome parcial de algum gene, todos os genes com nomes parecidos serao
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listados, com nomes e localizagdes completos no genoma-base, e com um link direto para a
visualizacao dos perfis no ECR Browser.

O formulario de localizagéo que aparece a seguir (Figura 10), contém a informagéo do
genoma-base que esta sendo usada atualmente, bem como o comprimento total do lécus
genémico que estda sendo visualizado. Através da opgdo Jump to, o usuario tem a
possibilidade de efetuar novas analises, mudando a posicdo cromossémica ou 0 gene

analisado.

ECR Browser on -Human (hglé) 89980 bpe http://ezrbroweser.dcode.or

Jump tof GATAS Jsubms

GENOME ALIGNMENT: Align your sequence td either fuman, Mouse, Rat, or FLgu genoms=

Figura 10. Formulario de localizagao.

4.1.1.6 SELECIONANDO O GENOMA BASE

A barra de ferramentas do ECR Browser, localizada na parte superior da tela, contém
varios links que fornecem acesso a dados importantes e permitem modificagbes dos
parametros, estabelecendo o esquema de funcionamento do ECR Browser. A opg¢do mais a
esquerda, chamada Base Genome, permite a mudanca do genoma-base utilizado pelo
programa (Figura 11). Quando o genoma-base é alterado, todas as coordenadas exibidas no
programa corresponderdo ao novo genoma-base escolhido; a lista de cromossomos
disponiveis sera limitada pela estrutura seqiienciada do genoma, e o display grafico dos genes
e outras caracteristicas corresponderdo as descrigcbes daquele genoma. O usuario pode variar
de genoma-base para ver estruturas, conteudos, descricées e outras caracteristicas génicas

atribuidas a cada espécie.

Base Genome Browser Settings EC D Synteny/Alignments Plot Legend

Figura 11. A opgdo Base Genome permite a mudanga do genoma-base utilizado pelo

programa.



23

4.1.1.7 BROWSER SETTINGS

A segunda opgéo a partir da esquerda, chamada Browser Settings (Figura 12), fornece
a flexibilidade de mudar dinamicamente os parametros utilizados para gerar perfis de
conservagdo. O usuario tem uma opgéo de visualizar o nivel de conservagéo usando qualquer
selecdo de genomas disponiveis que tenham sido alinhados com o genoma-base. Por
exemplo, & possivel visualizar a conservagdo da sequéncia humana com apenas a dos
roedores, apenas a dos peixes, de um roedor e um peixe, ou todas as espécies. Essa opgéo
também permite ao usuario mudar o estilo do grafico de conservagao, para visualizar displays
com picos ou barras. Varios trechos de genes preditos estdo disponiveis e podem ser
selecionados em adicdo a principal descricdo génica (RefSeq — sequiéncia referéncia); a
disponibilidade desses trechos depende da disponibilidade de dados correspondentes no
programa UCSC Genome Browser.

Para fornecer um efeito eficiente de zoom que ira possibilitar a visualizagdo de um
l6cus gendmico longo em apenas uma janela, o ECR Browser permite que o perfil de
conservagao seja dividido em varias camadas. Cada camada representa uma parte do locus
genémico visualizado, onde o comprimento de cada parte e suas posi¢des dentro do lécus séo
marcados por numeros abaixo de cada trago. O numero total de camadas é definido pelo
usuario (Number of layers), bem como a altura de cada camada (Layer height). Esse valor,
multiplicado pelo numero de camadas definira a altura total da imagem.

O ECR Browser detecta regides evolutivamente conservadas (ECRs) de uma maneira
dindmica. O usuario pode alterar os parametros para a identificagdo de ECRs, conforme a
porcentagem de identidade de sequéncia desejada. Dessa maneira, a detecgdo de apenas
ECRs muito longos ou de alta conservagéo, por exemplo, podem ser selecionados. E
importante usar parametros de detecgdo de ERCs adequados a cada situacdo. Somente
dessa maneira, o usudrio podera analisar de maneira apropriada os alinhamentos entre
seqliéncias de alta similaridade ou muito divergentes, como alinhamentos rato-camundongo ou
humano-peixe, ou em regiées que foram sujeitas a pressdes evolutivas muito diferentes.
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Base Genome Browser Settings | EC D Svnteny/Alignments Plot Legend

: =} AR ! (A%} ALl
Display alignments with Mouse (mm3)
Rat (rn3)
El Fugu (fu3)
[] Tetraodon (to6)
[J zebrafish (zf2)

Graph type ® smooth O Pip-plot
Display gene features [JGenscan RefSeq []Twinscan
Layer height @fjpixels

Detect ECRs min length 100 |bps
(Evolutionary Conserved Regions) = o N
min identity 737(_“]%

Number of layers ’_; ]

Figura 12. A opgédo Browser Settings fornece a flexibilidade de mudar dinamicamente os

parametros utilizados para gerar perfis de conservagao.
4.1.1.8 LISTA DE ECRS NO LOCUS

A posigcdo gendémica absoluta de cada ECR detectado no locus visualizado, assim
como detalhes sobre cada um deles, esta disponivel através do link ECRs, localizado na barra
superior do ECR Browser. Os ECRs sdo organizados de acordo com as espécies
selecionadas pelo usuario, para que sejam utilizadas no diagrama de conservagéo. Caso
multiplos léci de uma das espécies sejam detectados como contendo significativa homologia
com uma posigdo no genoma-base, sera apresentada uma lista de ECRs correspondendo a
todos os I6¢ci homologos (Figura 13).

A posigdo gendmica listada para cada ECR corresponde a posigédo da homologia no

genoma-base e ha um link direto para acessar essa localizag&o.
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List of ECRs from the chr17:48543517-48547000 region in the Human (hq16) genome

mm3
: chr11(mm3) alianment
| Position Genomic position (link to the sequence) Length Percent identity
| 2-446 chr17:48543518-48543962 445bp 86.5%
1 964-1331 chr17:48544480-48544847 368bp 76.4%
| 1578-1758 chr17:48545094-48545274 181bp 68.0%
| 1808-2119 chr17:48545324-48545635 312bp 78.2%
| 2234-2440 chr17:48545750-48545956 207bp 70.0%
| 2994-3484 chr17:48546510-48547000 491bp 83.5%
: fu3
; scaffold 965(fu3) alianment
| Positi G ic position (link to the sequence) Length Percent identity
| 190-368 chr17:48543706-48543884 178bp 68.7%
| 1837-2097 chr17:48545353-48545613 261bp 75.5%
3297-3456 chr17:48546813-48546972 160bp 68.1%
| scaffold 1247(fu3) alianment
. Positi G ic position (link to the sequence) Length Percent identity
| 206-383 chr17:48543722-48543899 178bp 68.5%
| 1859-2087 chr17:48545375-48545603 229bp 70.3%

Figura 13. Lista de ECRs correspondendo a todos os l6¢ci homélogos do alinhamento.

4.1.1.9 SEQUENCIA DE DNA BASE

O link chamado DNA, na barra superior do ECR Browser, fornece um acesso a

sequéncia gendmica do genoma-base que deu origem ao grafico de conservagdo. A

seqiiéncia obtida ao se clicar nesse link estara em letras maiusculas, exceto pelas regides que

correspondem a elementos repetitivos, que estardo em letras minusculas. (Figura 14)

Base Genome Browser Settings ECRs @ DNA

. > Human (hglé) chr17:48543517-48547000

Synteny/Alignments Plot Legend

| GCTCAGTACACAGCCCCAGGGTTGGGCGEEEGCCCEEEAGAGECATGETG
. CAGGGTGGCTGGCTGAGGCGGCTGCTGCTGTARGTGGGGTCCACTCAGET |
¢ TCTGTGCGTGATACCAGGAGTTGGTGGGGTCGTCCAGGTAGCTGGGGGAG
| GCACTGTATGGGAGCGGCGGGGGCAGCTGACTGCGGGCAGGGGCCGGAGT |
. GGAGTGGGARGAGGTGICCCAGRAGGGCGGGTGATGGTGGTGAGTTGCAGE
{ CCATGGAATCACTGTITATTGGGACTGTGCTCCAGCGGCACCTCCCCGTIC |
. TTGTAGAGITICTITGAACTIGGAACGGCGGTTCTGGARCCAGATTTICAC |
| CTGGGCCAGAGAAGARAGGGGTAGCTAGTTAGCCTCTCAGARTGCTARAR |
| CAACCCTGGGAAGAACCTAGCCAAGAARRAGARAGGCCAGAACCCAATTT |
| CACATARGAATCAGGCARRARACAGGCCTCCTGACTCCCAGTTICTIGGA
! TCIGGGatagaattgtggctaggaacgttcagctgectgggtccaaatte
| tgctctgtcacttactaagecgtgaccttgggcaagttgtitaacctetet |
| tgttcttgacttcctettgtoctgoaaaatggggatgagaacageactatt
| acctgcctcatagggtcattctgaggctcaaataaggtacgacatataaa
| aaacttaaagcagcctggtatgtagtaagcactcaataaaAGGCCGTTGA |
| GGTGGGAGATGGACGGTITTGTAGCATTTCATTCACATTAGACRCCCATAR |

Figura 14. A opgao DNA fornece um acesso a seqiiéncia genémica do genoma-base que deu

origem ao grafico de conservagao.
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4.1.1.10 NAVEGANDO POR LINKS DE SINTENIA, ACESSANDO ALINHAMENTOS, DOT-
PLOTS (GRAFICOS DE PONTOS) E DESCRIGCOES DE SiTIOS DE LIGAGAO PARA
FATORES DE TRANSCRIGAO EVOLUTIVAMENTE CONSERVADOS.

As relagdes de sintenia que déo origem a graficos de conservagdo no ECR Browser,
podem ser visualizadas através do link Synteny/Alignments, localizado na barra superior do
programa. No exemplo (Figura 15), a regido de 35Kb do cromossomo 17 do genoma humano
(hg 16) é analisada na busca de possiveis combinagdes com outros genomas que estdo
listados um abaixo do outro. Cada regido homéloga de um genoma combinante contém um
perfil de homologia azul-cinza, onde a cor azul corresponde a regido de sintenia no genoma
base. Observa-se que apenas 2/3 desse l6cus humano reconhece uma clara regido homéloga
em genomas de roedores. As relagbes de sintenia com peixes sdo ainda mais localizadas,
limitadas a um pequeno segmento central no I6cus humano.

A coluna Position fornece as coordenadas precisas da regido combinada no genoma
alinhado; essa coluna é um link para uma versao do ECR Browser que usa a seqgiiéncia das
espécies selecionadas como genoma-base. Seguindo o /ink Position & possivel visualizar a
mesma regido funcional em varias espécies. Por exemplo, ao selecionar a visualizagdo do
gene GATA3, usando o humano como genoma-base, pode-se visualizar 0 mesmo gene em
outra espécie (mesmo que o gene homologo ainda n&o tenha sido descrito naquela espécie).

A coluna Length mostra o tamanho da regido homdloga, e pode ser usada com
precisdo para detectar expansdo ou encolhimento de regides especificas em diferentes
linhagens evolutivas.

O link Alignments/Graphs envia um alinhamento homélogo para a ferramenta zPicture
(http://zpicture.dcode.org/), que fornece acesso a varias opg¢des adicionais para manipular a
sequiéncia e visualizar alinhamentos. Uma das opgdes do zPicture cria um dot-plot de
similaridade do alinhamento, de forma a visualizar diferentes ordenamentos e localizagbes de
regides dentro das 2 sequiéncias sendo comparadas.

O link chamado Binding Sites conecta o ECR Browser com a ferramenta rVista
(http://rvista.dcode.org/), que serve para identificar e descrever sitios para fatores de

transcrigdo evolutivamente conservados (TFBS) nos alinhamentos. O rVista ird excluir
predicbes de até 95% de falsos positivos TFBSs, mantendo uma alta sensibilidade na
pesquisa.
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Base Genocme Browser Settings ECRs DHNA Synteny/Alignments Plot Legend

Synteny of the chr17:48527839-48562678 (34840 bps) region in the Human (hg16) genome

mm3
Homology Position Length Alignment/Graphs Binding sites
L chr11:95956924-95981770 24847 bps  zPicture page rVista analysis
rn3
Homology Position Length Alignment/Graphs Binding sites
(Bl raa chr10:83813123-83838780 25658 bps  zPicture page rVista analysis
fu3
Homology Position Length Alignment/Graphs Binding sites
T scaffold_965:5930-13741 7812 bps  zPicture page rVista analysis
raismsine B scaffold_1247:3580-7070 3491 bps  zPicture page rVista analysis
zf2
Homology Position Length Alignment/Graphs Binding sites
e R NA10861:4892-22768 17877 bps  zPicture page rVista analysis
SUSSDNSN J— ctg11978:107164-118234 11071 bps  zPicture page rVista analysis

Figura 15. Através da opgao Synteny/Alignments, pode-se visualizar as relagdes de sintenia

que dao origem a graficos de conservagdo no ECR Browser.
4.1.1.11 RECENTRALIZANDO EM UMA DADA LOCALIZAGAO

Um clique do mouse em qualquer posi¢cao do grafico do ECR Browser resultara em
uma recentralizacdo do grafico de conservacdo em uma dada localizagdo. (Essa & uma
caracteristica similar ao mapquest.com e outras ferramentas de manipulagcdo de mapas). Por
exemplo, se vocé esta interessado em uma visualizagdo detalhada das regides promotoras do
GATA3 , vocé pode primeiro visualizar o gene GATAS3, clicar na extremidade 5 do gene (isso

ird recentralizar no local de inicio de transcricdo do gene) e entédo fazer um zoom de x vezes.
4.1.1.12 USANDO O ZOOM E MOVENDO

Varios botdes na parte de baixo do grafico do ECR Browser (Figura 16) sao
responsaveis por fungdes de zoom e movimentagdo. Botdes azuis com os simbolos < e > irdo
mover o grafico para a esquerda e direita, respectivamente, preservando 1/3 do intervalo
original e expandindo-o apropriadamente enquanto mantém intacto o comprimento total do
l6cus visualizado. Botdes amarelos fornecem fungdes de zoom positivo, enquanto os verdes
s&o responsaveis por zoom negativo. E possivel fazer zoom de 1,5, 3 e 10 vezes usando esse
programa. Nota: zoom negativo de intervalos muito longos pode resultar em atrasos
significativos no tempo de resposta, pois o programa precisara analisar muitos alinhamentos

diferentes para criar um perfil de conservagao.

Figura 16. Fungdes de zoom e movimentagéo do grafico de conservagao.
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41.1.13 MOVENDO DENTRO DO CROMOSSOMO E DE UM CROMOSSOMO PARA
OUTRO

No topo do display grafico do ECR Browser, todos os cromossomos da espécie
representada pelo genoma-base escolhido, estdo listados como numeros (Figura 17). O
cromossomo que esta sendo estudado é destacado por um fundo de cor diferente. E possivel
pular de um cromossomo para outro, clicando no simbolo do cromossomo correspondente. A
esquerda do display grafico do ECR Browser, € mostrada uma imagem de cariétipo com links
ativos do cromossomo selecionado. A posi¢ao do lécus gendmico, dentro do cromossomo que
esta sendo exibido, € mostrada como uma barra vermelha na imagem do cromossomo.
Regides heterocromaticas ndo sequenciadas (correspondentes a centréomeros e telémeros) séo
mostradas como regides mais estreitas na imagem do cromossomo. A escala do cromossomo,
em Mb, & mostrada imediatamente a direita da imagem do cromossomo. Um clique do mouse
na imagem do cromossomo ativo/escolhido resultara na mudanga do display do ECR para o

local correspondente ao clique do mouse.
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Figura 17. No topo do display grafico do ECR Browser, todos os cromossomos da espécie
representada pelo genoma-base escolhido, estéo listados como numeros.

4.1.1.14 FUNGAO GRAB ECR

Detalhes de sequéncia e alinhamento para cada ECR em destaque no grafico de
conservacdo do ECR Browser, podem ser obtidos usando a fungdo Grab ECR do programa.
Um clique do mouse no botdo Grab ECR (que muda de cor depois do recarregamento do
browser), seguido de um segundo clique do mouse em qualquer pico colorido (ECR) do grafico,
resulta no aparecimento de uma nova pagina da Internet, descrevendo o ECR correspondente
aquele pico (Figura 18). Séao fornecidos a localizagdo cromossémica, o comprimento, a
porcentagem de identidade do alinhamento e o conteido GC do ECR. Em adig&o, sé&o
mostrados o alinhamento completo e sequiéncias correspondendo aquele ECR em ambas as
espécies, base e alinhada. Sequiéncias e alinhamentos de outras espécies podem ser obtidos
usando a fungdo Grab ECR para recuperar um pico dos alinhamentos descritos no grafico de
conservagdo com o genoma daquela espécie. Um link adicional pode ser usado para mandar
o alinhamento de ECR para o rVista, para a deteccdo de sitios de ligacdo para fatores de
transcricdo evolutivamente conservados naquele ECR. Em adi¢do a essas fungdes, links para

a ferramenta oligo/primer design séo fornecidos para as sequéncias base e alinhada.
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Favor notar que os popups devem ser permitidos no seu browser para que a fungao
Grab ECR funcione adequadamente. Caso contrario, a nova janela com a descrigdo
detalhada do ECR n&o ira aparecer depois que o usuario clicar num elemento conservado.

eng -

| ECR 33 Evolutionarv’c:omrved "“m“{hglsl - Mouse;, . ECR

Region

Type 408 bps, 75.0% identity

Location chrl7:48536190-48536597”“:16]

Transcription factor binding sites rVista @

Oligo/primers design Human Mouse

GC count Human .. GC: 59.56%, AT: 40.44%, OTHER: 0.00%
Mouse .. GC: 64.00%, AT: 36.00%, OTHER: 0.00%

Alignment

10 20 30 40 S0 &0
Human CaaTtCTGCTCCCTCtGEGCCTtCtgACTtCTttAGETGCCCaceCtCCCetGgCTGAaG
i 3 PR R D R L) (T T . Y
Mouse CetTeCTGCTCH Sequences

5860
> Human

CAATTCTGCTCCCTICTGGCCTTICTGACTICTTTAGTTGCCCACCCTCCCCTGGCTGAAGG
Boman CaCatCALCCT CACATCATCCTCCCCCACTCRACCATCACGTGECTTCCTGAGCTCAGGGCAGGCCTARCTGAC
b i i i CTAGGGAGTGECTGTGECACACTGCCACACACATTGCATGACCTGGCCAGGCACCCTICAG
CgCccCAcCCT: TGTGCAGGGAAGCACACCGCTGCTGCCACGCTCGCGACCTGAACTGCCTGEGECETGEGGEGATAL
5800 CCCTCCCCTGCTCCAGCTARTCCTCCAGGECTGTGEGAGTCTCTGTTCCCTGCTGACTCAGC
AGACACTTCCRATCCTGCTCTGATTTGCCCCAGGAGACRACCCAGGRATTTGGGCCTTIGA
GGCCCCACCCACTGTTCCCATCCCCAGGTTTGTCTCCTICCARGGTGC
> Mouse
CCTTCCTGCTCCCTCGGECCTCCGCACTCCTCCAGCTGCCCCTGCCCCCTGGACTGAGGA
CGCCCCACCCTTCCCCGACACTCCCATTGETGATTCCTGAGCTCAGGGTACAACTGACTG
GCCCCAGGGETGEETGTGEEACTGTGCCACACGCETCGCATGACGTGGCTGGEGTGCCCTC
GETGTIGCGCECTCAGGCARGCTTCTGCTGAACGACATTGCCAGCTGCGAGGTGARCTECCT
CTCCRACCCCACGEEETGEGEEACGCCCCTCCCTCATGCAGCTGATCCTCCAGGCTCTGGA
GCCTCCRGCTTACTCAGCAARCACTTCCAGCCCTGAACTAATTTGTCCTGGGAGACRAACC
CAGGRAATTTGGGCCCACAGGCCCTGCCTGTICGTTCTCCTTCTCAGGCTGCCCCCTCCCC
GARTG

Mouse

Figura 18. Um clique do mouse no botédo Grab ECR, seguido de um segundo clique do mouse
em qualquer pico colorido (ECR) do grafico, resulta no aparecimento de uma nova pagina da
Internet, descrevendo o ECR correspondente aquele pico
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4.1.1.15 LINK DINAMICO PARA O UCSC BROWSER

O botédo <UCSC Genome Browser>, localizado da barra superior do ECR Browser,
fornece acesso dinamico para descrigdes detalhadas do lécus genémico que é fornecido pelo
UCSC Genome Browser. A selecdo do genoma base, sua fixagdo e dados exatos de
localizagdo serdo enviados para o UCSC Genome Browser para mostrar exatamente a mesma
regido que esta sendo vista no ECR Browser. Ao usar essa fungao, € possivel estudar muitas
camadas de descri¢des funcionais adicionais para qualquer l6cus que esteja disponivel no
UCSC Genome Browser. |sso inclui anotagdes sobre mRNA, EST, SNPs, descrigdes génicas
detalhadas, etc. Favor notar que esse /ink nao é funcional para genomas base que n&o foram

obtidos do UCSC (no momento, isso inclui genomas de peixes).

4.1.1.16 GRAFICOS PIP X GRAFICOS SMOOTH

Qualquer perfil do ECR Browser pode ser visualizado como um grafico do tipo pip ou
como um grafico smooth (Figura 19). A principal diferenca entre esses dois tipos de
visualizagdo & o método de construgéo do grafico de conservagdo. No caso do grafico pip,
cada alinhamento sem intervalos é visualizado como uma linha horizontal separada. O
comprimento da linha corresponde ao comprimento do alinhamento, enquanto sua altura
corresponde a porcentagem de identidade de sequéncia do alinhamento. Graficos smooth sao
construidos a partir de uma janela de 100pbs que desliza através do alinhamento. Essa janela,
centralizada em cada nucleotideo da sequéncia-base, € usada para calcular o niumero de
combinagdes dentro dela. Esse numero fornece uma porcentagem de identidade em uma
janela deslizante centralizada em uma posicdo determinada. A contagem final das
porcentagens de identidade em cada janela € utilizada para calcular a altura do grafico de
conservagado do tipo smooth em cada ponto. Basicamente, o grafico smooth € uma média
“suave” (do inglés, smooth) do grafico pip. Os graficos smooth apresentam uma visualizagéo
simplificada e mais clara no perfil de conservagdo, mas perdem informagdes com relagéo a
distribuicéo de espagos no alinhamento.

A mudanga do tipo de visualizagao do grafico de conservagao é feita através da opgéao
Browser/Settings, na barra superior do ECR Browser.

B’FNLZ
human o
o
1 20kb
Pip-plot Smooth-plot

Figura 19. Gréaficos dos tipos pip e smooth.
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4.1.1.17 MUDANDO A LARGURA DA IMAGEM DO ECR BROWSER

Para mudar a largura da imagem do ECR Browser, apenas redimensione a janela do
seu browser e o ECR Browser ira imitar a mudancga na largura da janela do browser para cobrir
todo o espacgo da janela do browser.

4.1.1.18 ALINHAMENTO GENOMICO

A caracteristica Genome Alignment do ECR Browser tem o objetivo de fornecer a
capacidade de mapear uma seqiéncia submetida pelo usuario com base em um dos genomas-
base (humano, camundongo, rato ou Fugu) e de alinhar a sequéncia submetida com a regido
homéloga do genoma escolhido (Figura 20). A sequéncia internalizada pode ser submetida na
forma de um arquivo FASTA ou pode ser automaticamente carregada do GenBank por um
numero de acesso conhecido.

E FOR AL
Sequence:
@ Paste saquance
(1 FASTA format @)
—oy-
O rasva file (fa) L

O ncet accession = AC°:145831

Repeats:

{Prermasked sequences will resul in signficantly faster alignments)
@ Repeats are identified by lower-case lettery
€3 Mask repetitive elements | buman ¥

_— —

" . hgié_dnae rer
9l 38175834

L, hglé_dne rer
¥ gij3sa7s834

S0kb

3 Be AT o T 3 17 hglé_dna rer
T R - : Ik R R i
CE AT R

75b

Figura 20. A opgado Genome Alignment do ECR Browser tem o objetivo de fornecer a
capacidade de mapear uma sequéncia submetida pelo usuario com base em um dos genomas-

base e de alinhar a sequéncia submetida com a regido homologa do genoma escolhido.
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41.2 MULAN - MULTIPLE SEQUENCE LOCAL ALIGNMENT AND CONSERVATION
VISUALIZATION TOOL

4.1.2.1 INTRODUGAO

O programa Mulan executa multiplos (dois ou mais) alinhamentos de seqiiéncia com
uma estratégia de alinhamento local completo, rapida e eficiente, que garante uma
recapitulacdo de rearranjos de seqiiéncias evolutivas em qualquer espécie. Esse programa
combina as ferramentas refine e tba para alinhar sequéncias de qualidade “rascunho” ou
“terminada”. O Mulan fornece uma interface grafica dinamica para alinhar e visualizar perfis de
conservagéo entre espécies pouco ou muito relacionadas evolutivamente.

Os formatos de entrada, carregamento automatico de dados do UCSC Genome
Browser, descricdo de genes, descricdo de elementos repetitivos, e relatorios de progresso

foram previamente descritos nas instrugdes zPicture e o usuario deve recorrer a esse material

para maiores detalhes. Essa introdugé&o é centrada principalmente em novas caracteristicas
exclusivas do Mulan.

Também, para maiores detalhes, as principais caracteristicas da ferramenta Mulan
foram descritas em |. Ovcharenko et al, Mulan: Multiple-Sequence Local Alignment and
Visualization for Studying Function and Evolution, Genome Research, 15, 184-194, (2005).

4.1.2.1.1 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DE QUALIDADE “RASCUNHO?” (Figura 21)

E possivel alinhar varias seqiéncias representadas como contigs mdltiplos (um
exemplo: arquivo FASTA de multiplos contigs) a uma unica sequéncia contig referéncia usando
a ferramenta Mulan. Para tanto, o usuario precisa selecionar o0 numero de espécies (incluindo
a sequéncia referéncia) e clicar no botdo Select a direita na pagina principal do Mulan, em
http://mulan.dcode.org. Essa opgdo fornece um facil acesso para uma eficiente ordenacgéo e
orientagéo (O&QO) de sequéncias secundarias baseado na homologia guiada pela sequéncia
referéncia. Duas opgbes de visualizagdo sdo implementadas péra ajudar o usuario com o
0&O0O: descricdo posicional de contigs nos perfis de conservagdo e um dot-plot (gréfico de
pontos) de homologia, codificado por cores (Figura 22).
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Figura 21. Uma sequéncia de galinha de qualidade “rascunho” que consiste de trés scaffolds

(Contig2, Contig3 e Contig4) foi alinhada acima de um segmento homoélogo do genoma de
galinha. A camada de cima indica a ordem e localizag&o dos contigs impostos pela seqiiéncia
referéncia. A cor roxa corresponde a alinhamentos da fita reversa, e a cor vermelha a

alinhamentos da fita senso.
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Figura 22. Um dot-plot de seqiiéncias de galinha com trés contigs alinhados com a seqiiéncia
homologa contigua. Cores diferentes correspondem a diferentes contigs, como mostra o eixo

vertical.
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4.1.2.1.2 ALINHAMENTO DE SEQUENCIAS DE QUALIDADE “TERMINADA”

A maioria das opc¢des de andlise de sequéncias do Mulan corresponde a alinhamentos
de seqiiéncias de qualidade “terminada” (seqiiéncias que sdo representadas por um Uunico
contig). Como esta esquematizado na Figura 23, multiplas sequéncias serdo automaticamente
separadas em blocos de homologia, e cada um desses blocos sera representado como um
alinhamento de multiplas sequéncias, independentemente da ordem ou orientagdo da
subsequéncia responsavel pela construgédo do bloco de uma espécie em particular. Em
resumo, a natureza de alinhamento local do Mulan garante uma recapitulagdo dos rearranjos

evolutivos de seqiiéncias em todas as espécies.
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Figura 23. Blocos de homologia.

Especificagbes corretas de relagdes filogenéticas entre as seqiiéncias de entrada,
representam dados guias importantes para os alinhamentos tba utilizados pela ferramenta
Mulan. O Mulan n&o requer que o usuario especifique manualmente as relagdes filogenéticas,
mas, ao invés, o programa as prevé no primeiro passo do processo de alinhamento,
mostrando-as como uma arvore filogenética (Figura 24) e pede por uma confirmagdo do
usuario. Nesse passo intermediario, os usuarios podem modificar as previsbées automaticas
das relagdes filogenéticas entre as seqiiéncias de entrada para refinar os lagos evolutivos entre

as espécies.



35

zebrafish
154 2
132, /17_‘5/0~’"
08
2] tetraodon
- L)
b4
o™
1532
chicken
o
1384 4266 °
humon
3746 204.3 L)
O mouse
(;‘
1
Oﬂ

Figura 24. Arvore filogenética automaticamente criada pelo Mulan para descrever relagdes
evolutivas entre as sequéncias do humano, roedores, galinha, sapo e peixe para o lécus

GATA3. Cada ramo da arvore estima um numero de substituicdes por 1kb da seqiiéncia.

4.1.2.2 RESULTADOS

4.1.2.2.1 PERFIS DE CONSERVAGAO DINAMICOS

O Mulan mostra alinhamentos de seqiiéncias multiplas como perfis de conservagéo,
graficos e compactos, como graficos do tipo smooth (com uma janela deslizante que conta o
numero de combinagdes errébneas para cada regido de 100pb) ou graficos do tipo pip (que
mostram localizagdo de porcentagem de identidade de blocos de alinhamento sem falhas)
(Figura 25)

Os perfis de conservagdo do Mulan podem ser replotados dinamicamente baseado na
selecdo de parametros de exibigdo de dados, como selecionado pelo usuario através da barra
superior na pagina de exibicéo do perfil de conservagao (Figura 26). Dentre outros parametros,
o usuario pode especificar parametros arbitrarios para a detecgéo de ECRs, selecionar uma de
quatro possiveis opg¢des de visualizagdo grafica (incluindo analise filogenética de sequéncias
altamente relacionadas), e selecionar dinamicamente o organismo de referéncia.

ECRs s&o mostrados como blocos vermelho-escuro no topo da camada de
conservacao de cada espécie e eles estéo ligados com os alinhamentos subjacentes. Clicando
em um ECR, o usuério é automaticamente redirecionado para a pagina da web que fornece o
alinhamento de sequéncia multipla correspondente. Diferentes caracteristicas funcionais estao

codificadas por cores no alinhamento para uma facil separagao visual um do outro (Figura 27).
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Figura 25. Perfis de conservagdo do tipo smooth e pip do lécus GATA3 em genoma de

humano, roedores, galinha, sapo e peixe como gerados pelo Mulan.
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Figura 26. Barra de ferramentas de selegdo de parametros englobando perfis de conservagéo

graficos.
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Figura 27. Um clique dindmico do mouse em um ECR mostra um alinhamento codificado por

cores subjacente aquele ECR. Exons codificadores estdo em azul, UTRs em amarelo.

41.2.2.2 DETECGAO DE SiTIOS DE LIGACAO PARA FATORES DE TRANSCRICAO
COMPARTILHADOS ENTRE ESPECIES MULTIPLAS

O Mulan multiTF
(http://multitf.dcode.org) que identifica sitios de ligagdo para fatores de transcricéo (TFBS) que

esta dinamicamente interconectado com o recurso
sado compartilhados entre todas as espécies envolvidas no alinhamento (Figura 28). Todas as
seqiiéncias de entrada sofrem uma busca independente por TFBS usando matrizes de peso
posicional do Transfac Professions (PWMs). MultiTF faz uma busca através de cada uma das
predicbes procurando por uma contrapartida que esteja presente em outros organismos, que
deve estar interconectada com um TFBS correspondente na sequiéncia referéncia através de
uma combinagdo completa no alinhamento. TFBS identificados s&o mostrados no formato

similar ao esquema de visualizacdo da ferramenta rVista 2.0 (http://rvista.dcode.org) que os

sobrepde com o perfil de conservagdo. O usuario tem a op¢do de modificar varios parametros
do grafico ou de refazer a busca com diferentes limites de similaridade. Além disso, o multiTF
reporta posicdes de TFBS em todas as seqiiéncias envolvidas no alinhamento, permitindo uma
investigacdo de TFBS que sdo espécie-especificos.
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Figura 28. Anotacdes do MultiTF de TFBS no lécus Nkx2.5. Fatores de transcricdo de Smad

(em vermelho) e Gata3 (em roxo) estdo descritos como linhas acima dos graficos de
conservagao. Cinco sitios Gata3 e 3 Smad estdo altamente conservados e mapeiam em um

elemento enhancer experimentalmente definido.

4.1.2.2.3 ALINHAMENTOS TEXTUAIS DE MULTIPLAS SEQUENCIAS
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