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RESUMO 
 

O gene ​Dact1 ​(Dishevelled binding antagonist of beta catenin 1), exclusivo dos            

genomas de organismos cordados, é capaz de modular as vias de sinalização Wnt canônica e               

não canônica através da interação de seu produto com a proteína citoplasmática Dishevelled             

(DVL). Essa modulação se estende também ao núcleo, onde a DACT1 se liga a fatores de                

transcrição e outras moléculas envolvidas na regulação da expressão gênica. A via Wnt está              

relacionada a processos de extrema importância para o desenvolvimento embrionário, como a            

determinação e a migração celular, a renovação de células-tronco e a organogênese, sendo             

portanto de grande interesse científico e médico. Sabe-se que, em humanos, a DACT1             

apresenta duas isoformas geradas por ​splicing ​alternativo, as quais provavelmente exercem           

funções distintas. Neste trabalho, foram coletadas as sequências codificadoras do ​Dact1 de 95             

espécies de vertebrados (juntamente com as sequências de aminoácidos correspondentes) para           

estudo da história evolutiva do gene em questão. Através de alinhamentos e outras análises              

bioinformáticas, foi possível inferir aspectos referentes ao surgimento, a evolução e possíveis            

funções das isoformas ​α e ​β. Constatou-se que a isoforma ancestral é a α e que o aparecimento                  

do sítio aceptor alternativo responsável pela síntese da isoforma ​β se deu em um ancestral               

comum a todos os Tetrapoda. Esse sítio se perdeu secundariamente em algumas espécies ao              

longo da filogenia, enquanto que em outras tornou-se constitutivo, sugerindo que nenhuma            

das isoformas é essencial para o desenvolvimento adequado do indivíduo, embora ao menos             

uma delas deva estar presente. Foram encontradas assinaturas moleculares de grupo e            

evidências de evolução acelerada na região submetida ao ​splicing alternativo, que pode estar             

envolvida na interação entre a DACT1 e o fator de transcrição TCF3. Assim, sugere-se que a                

atividade da isoforma α tenha sofrido pequenos ajustes ao longo da evolução, os quais podem               

ter consequências funcionais no que diz respeito ao controle da via Wnt canônica a nível               

nuclear. 

 

Palavras-chave: ​Dact1; sinalização Wnt; desenvolvimento embrionário; ​splicing​ alternativo. 
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1. INTRODUÇÃO 
 

Um gene é um trecho de DNA que coordena a síntese de um produto molecular               

funcional, comumente uma cadeia polipeptídica (KLUG et al, 2012). Nesse processo, apenas            

uma das cadeias nucleotídicas é lida para a produção do mRNA, sendo denominada fita molde               

ou antissenso, pois apresenta-se no sentido 3’→ 5’. A cadeia complementar, por sua vez, tem               

sequência quase idêntica à do transcrito a ser sintetizado, diferenciando-se apenas pela            

substituição das bases nitrogenadas timina por uracila, característica das moléculas de RNA.            

Essa cadeia é chamada de fita codificadora ou senso, pois apresenta-se no sentido 5’ → 3’                

(NELSON & COX, 2013). 

 
1.1. Estrutura dos Genes Eucarióticos 
 

O gene eucariótico típico tem sua sequência codificadora fragmentada em diversos           

segmentos de DNA denominados éxons, que juntos contém todos os códons a serem             

transcritos e traduzidos em uma cadeia de aminoácidos (KLUG et al, 2012). Na fita senso, o                

primeiro éxon geralmente inicia-se com o códon ATG, que atua no mRNA maduro como sítio               

de iniciação da tradução (na forma AUG). Já o último éxon termina com um dos três possíveis                 

códons de parada: TAG, TAA ou TGA, que atuam como sítio de terminação da tradução (nas                

formas UAG, UAA ou UGA, respectivamente) (KLUG et al, 2012). 

Os éxons são intercalados por segmentos não codificantes denominados íntrons, que           

são removidos do mRNA após a transcrição (KLUG et al, 2012; NELSON & COX, 2013).               

Em um gene típico, as sequências intrônicas costumam ser bem mais longas do que as               

exônicas, de forma que os segmentos codificadores, em geral, correspondem a uma pequena             

porcentagem do tamanho total dos genes em que estão inseridos (KLUG et al, 2012;              

NELSON & COX, 2013). Essa característica é reforçada pela presença de diversas regiões             

regulatórias, também não-codificantes, que são responsáveis pelo controle da expressão          

gênica e o processamento pós-transcricional do mRNA (KLUG et al, 2012; GILBERT, 2010),             

conforme apresentado na Figura 1. 

O principal elemento regulatório de um gene é o seu promotor, que localiza-se na              

região 5’ da fita codificadora, ​upstream em relação aos éxons e íntrons (KLUG et al, 2012;                

NELSON & COX, 2013). Ele apresenta sequências consenso que variam de gene para gene e               

são reconhecidas por fatores de transcrição. Alguns deles, denominados fatores gerais de            
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transcrição, são responsáveis por recrutar e ativar a enzima RNA polimerase, formando o             

chamado complexo de pré-iniciação, que é indispensável para a síntese do transcrito primário.             

Por esse motivo, a região onde se encontram as sequências consenso às quais esses fatores se                

ligam é conhecida como promotor essencial (KLUG et al, 2012; GILBERT, 2010). Outros             

fatores atuam na modulação da eficiência e das taxas de transcrição gênica basais, ligando-se              

a sequências presentes em uma região denominada promotor proximal (KLUG et al, 2012;             

GILBERT, 2010).  

 

 

FIGURA 1 - Estrutura de um gene eucariótico típico, fita senso 

Fonte: KLUG et al, 2011. 

 

É também assim que funcionam os ​enhancers e ​silencers​, outros importantes           

componentes regulatórios dos genes eucarióticos (KLUG et al, 2012). Diferentemente dos           

promotores, no entanto, esses segmentos podem estar na região 5’ da fita senso (​upstream ​em               

relação ao restante do gene, como representado na Figura 1), na região 3’ (​downstream ​) ou até                

mesmo entre os trechos codificadores (posicionando-se de maneira a fazerem parte de            

sequências intrônicas). Como seus próprios nomes sugerem, os ​enhancers e ​silencers são            

responsáveis por amplificar e minimizar os níveis de transcrição, respectivamente (KLUG et            

al, 2012). Esses componentes regulatórios são capazes de gerar variações bem mais            

significativas e refinadas no que diz respeito à expressão gênica, estando envolvidos no             

controle temporal e tecido-específico da mesma através da ligação de diferentes conjuntos de             

fatores de transcrição (KLUG et al, 2012;  GILBERT, 2010). 

 
1.2. Processamento do mRNA 
 

Transcritos primários de mRNA eucariótico sofrem diversas alterações antes de serem           

finalmente translocados para o citoplasma e utilizados como moldes para a síntese proteica             

(KLUG et al, 2012; NELSON & COX, 2013), conforme esquematizado na Figura 2. A              
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primeira dessas alterações ocorre na extremidade 5’ da molécula nascente, que é acrescida de              

um resíduo de 7-metilguanosina, um nucleosídeo modificado conhecido como ​cap ​. Esse           

resíduo é adicionado antes mesmo da síntese do transcrito primário ser concluída (NELSON             

& COX, 2013; CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2013). Da mesma forma, a           

extremidade 3’ do mRNA também recebe modificações, as quais são catalisadas por um             

complexo proteico capaz de reconhecer e ligar-se a sequências consenso presentes na 3’ UTR.              

Esse complexo então cliva a molécula e insere, a partir do ponto de clivagem (também               

chamado de sítio de poliadenilação), até 250 resíduos consecutivos de adenosina monofosfato,            

produzindo uma estrutura denominada cauda poli-A (NELSON & COX, 2013). Tanto o            

cap ​-5’ quanto a cauda poli-A atuam no sentido de estabilizar o mRNA e protegê-lo contra               

degradação. Além disso, desempenham papéis essenciais nos processos de translocação          

núcleo-citoplasmática e tradução gênica (KLUG et al, 2012; CARVALHO &          

RECCO-PIMENTEL, 2013). 

 

 

FIGURA 2 - Esquema geral do processamento pós-transcricional 

Fonte: KLUG et al, 2011. Adaptado. P = Promoter; E = Exon; I = Intron. 

 

Conforme anteriormente mencionado, o processamento pós-transcricional dos mRNAs        

nascentes envolve também a remoção de seus segmentos intrônicos, em um processo            

conhecido como ​splicing ​(CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2013). Embora alguns         

íntrons tenham capacidade de auto-excisão, a maioria conta com o auxílio de um grande              

complexo denominado spliceossomo, formado por 5 ribonucleoproteínas (snRNPs) altamente         
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conservadas. Cada snRNP é composta por uma pequena molécula de RNA nuclear (snRNA) e              

diversas proteínas, de maneira que o grupamento supramolecular final do spliceossomo exibe            

complexidade comparável à de um ribossomo (NELSON & COX, 2013; KLUG et al, 2012).  

Para que um íntron seja reconhecido como tal, o mesmo precisa apresentar duas              

importantes sequências sinais: o sítio doador (situado na extremidade 5’, composto pelo            

dinucleotídeo GU) e o sítio aceptor (situado na extremidade 3’, composto pelo dinucleotídeo             

AG). Ainda que variem consideravelmente, alguns nucleotídeos adjacentes a esses sítios           

também são de extrema importância para ocorrência do ​splicing (CARVALHO &           

RECCO-PIMENTEL, 2013; KLUG et al, 2012), como ilustrado pela Figura 3.  

 

 

FIGURA 3 - Frequência relativa de bases nitrogenadas nas  

regiões relativas aos sítios canônicos de ​splicing 

Fonte: LEVINE, 2001. Adaptado. A = Região do sítio doador; B = Região do sítio aceptor; Pos = Posição. 

 

A primeira snRNP a se ligar ao transcrito primário é a U1, que interage com o sítio                 

doador e ocasiona uma dobra na molécula de mRNA, de maneira a produzir uma estrutura               

semelhante a um laço (KLUG et al, 2012; CLANCY, 2008). Devido a essa configuração, o               

sítio doador aproxima-se de um resíduo de adenina muito particular, localizado algumas            

dezenas de nucleotídeos ​upstream ​em relação à extremidade 3’ do íntron, onde encontra-se             

ligada a snRNP U2 (CLANCY, 2008). Esse resíduo, que é parte de uma sequência fracamente               
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conservada conhecida como sítio de ramificação , ataca a ligação entre a guanina do sítio              1

doador ​e o nucleotídeo upstream adjacente (o último do éxon), promovendo a clivagem da              

molécula nesse ponto e o estabelecimento de uma nova ligação entre os nucleotídeos G e A,                

como resultado de uma reação orgânica denominada transesterificação (CLANCY, 2008;          

KLUG et al, 2012; CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2013).  

Essa mesma reação ocorre então uma segunda vez, mas agora entre o último             

nucleotídeo do éxon que antecedia o íntron a guanina do sítio aceptor, a qual rompe sua                

ligação com o nucleotídeo ​downstream adjacente (o primeiro do éxon seguinte). Assim, o             

íntron separa-se completamente do restante do mRNA e seus dois éxons contíguos ligam-se             

entre si, encerrando o processo de ​splicing (CLANCY, 2008; CARVALHO &           

RECCO-PIMENTEL, 2013). Mais detalhes, como o papel dos outros snRNPs e os custos             

energéticos envolvidos, são apresentados na Figura 4. 

 

 

FIGURA 4 - Esquema do processo de ​splicing ​e da formação do spliceossomo 

Fonte: NELSON & COX, 2013. Adaptado. 

 

1 Consiste no consenso 5’-​YNYYRAY-3’, onde ​Y significa qualquer pirimidina (C ou U), R qualquer purina (A                 
ou G) e N qualquer nucleotídeo (CLANCY, 2008). 
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1.3. ​Splicing ​ Alternativo 

 

Variações na forma como ocorre o ​splicing ​de um mRNA nascente constituem o             

princípio de um importante mecanismo eucariótico de regulação da expressão gênica: o            

splicing alternativo (BARALLE & GIUDICE, 2017). Esse mecanismo baseia-se no uso           

diferencial dos sítios doadores e/ou aceptores presentes em um transcrito primário e permite             

às células gerar uma vasta diversidade de mRNAs maduros a partir de uma quantidade muito               

menor de genes (BARALLE & GIUDICE, 2017; NILSEN & GRAVELEY, 2010). Diversos            

eventos podem caracterizar um ​splicing alternativo, nomeadamente: (1) a remoção de           

determinado éxon; (2) a retenção de determinado íntron; (3) a utilização de um sítio doador               

alternativo; (4) a utilização de um sítio aceptor alternativo e (5) a opção entre dois ou mais                 

éxons mutuamente excludentes (WANG et al, 2014), como esquematizado na Figura 5. 

 

 

FIGURA 5 - Tipos de ​splicing ​ alternativo 

Fonte: WANG et al, 2014. Adaptado.  

 

Por meio desses processos, um mesmo gene é capaz de produzir uma imensa gama de               

transcritos maduros únicos que têm potencial para atuar de formas diferentes dentro das             
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células, contribuindo grandemente para o aumento da diversidade de proteínas (BARALLE &            

GIUDICE, 2017). Sabe-se que, no genoma humano, aproximadamente 95% dos genes são            

submetidos a algum tipo de ​splicing alternativo e 37% apresentam como resultado final desse              

evento a geração de múltiplas isoformas proteicas (KIM et al, 2014; BARALLE & GIUDICE,              

2017; WANG et al, 2014). A enorme discrepância entre a quantidade de genes presentes nos               

genomas da maioria da espécies de metazoários e o número de proteínas sintetizadas pelos              

mesmos pode ser atribuída, em parte, justamente por esse tipo de processamento            

pós-transcricional (WANG et al, 2014). 

Eventos de ​splicing alternativo dependem de regiões regulatórias do mRNA          

conhecidas como ​enhancers e ​silencers de ​splicing ​(ES e SS, respectivamente), que podem             

estar contidas tanto em segmentos exônicos quanto intrônicos (WANG et al, 2014). Essas             

regiões apresentam sequências consenso que são reconhecidas e ligadas por proteínas           

específicas, capazes de modular a funcionalidade dos sítios de ​splicing (NILSEN &            

GRAVELEY, 2010; WANG et al, 2014). As proteínas da família SR , por exemplo,             2

reconhecem os ES e recrutam componentes do spliceossomo, o que as caracteriza como             

fatores de ação positiva, pois contribuem para a ativação do processo de ​splicing a partir do                

sítio que está sob regulação. As ribonucleoproteínas hnRNPs, por outro lado, ligam-se aos SS              

e prejudicam as interações entre os componentes do spliceossomo, sendo caracterizadas como            

fatores de ação negativa (NILSEN & GRAVELEY, 2010; WANG et al, 2014). 

 

1.4. Gene ​Dact1 
 

O ​Dact1 ​(Dishevelled binding antagonist of beta catenin 1) é um típico gene             

eucariótico com sequência codificadora fragmentada, contendo quatro éxons e três longos           

íntrons (YAU et al, 2005). Acredita-se que tenha surgido tardiamente na linhagem dos             

deuterostômios, uma vez que não pode ser encontrado nos genomas de organismos            

invertebrados (SCHUBERT et al, 2014). Seu produto consiste em uma proteína modular            

homônima que possui uma gama de parceiros moleculares e diversos domínios conservados,            

notavelmente um zíper de leucina próximo à extremidade N-terminal e um motivo C-terminal             

de ligação a PDZ (SCHUBERT et al, 2014). Apresenta também sinais de localização e              

2 ​É assim denominada pois suas integrantes apresentam domínios compostos por extensas repetições dos              
aminoácidos serina e arginina (NILSEN & GRAVELEY, 2010). 
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exportação nuclear (NLS e NES), indicando que pode deslocar-se entre núcleo e citoplasma e,              

potencialmente, exercer funções em ambos os compartimentos celulares (GAO et al, 2008).  

A DACT1 foi descoberta independentemente por dois grupos de pesquisa que, ao            

conduzirem sistemas duplo-híbrido em levedura, detectaram sua interação com a proteína           

citoplasmática ​Dishevelled (DVL), integrante central da via de sinalização Wnt (CHEYETTE           

et al, 2002 & GLOY et al, 2002). Ambos os grupos coordenaram ensaios com o anuro                

Xenopus laevis, ​espécie que sabe-se hoje possuir atipicamente dois parálogos muito           

semelhantes do ​Dact1​, sendo um deles identificado por Cheyette et al, 2002 (e nomeado              

Dapper​) e o outro por Gloy et al, 2002 (e nomeado ​Frodo​). Atualmente esses parálogos são                

denominados ​Dact1a e ​Dact1b​, e entende-se que o segundo está ausente nas demais espécies              

de vertebrados (SCHUBERT et al, 2014). Além de observarem parálogos distintos, cada um             

dos grupos também constatou uma forma de atuação diferente para a proteína: enquanto             

Cheyette et al, 2002 verificou que a DACT1 inibia via de sinalização Wnt, Gloy et al, 2002                 

concluiu justamente o oposto. 

 

1.4.1. A Via Wnt 

 
A via Wnt é altamente conservada nos metazoários e está envolvida em processos             

essenciais ao desenvolvimento, como determinação e polaridade celular, migração,         

organogênese e até mesmo renovação de células-tronco (KOMIYA & HABAS, 2008; NUSSE            

& CLEVERS, 2017). As Wnt constituem uma família de glicoproteínas que, ao serem             

secretadas, ligam-se a receptores de membrana denominados Frizzled (FZ). Dependendo de           

qual é a Wnt responsável pela sinalização, qual FZ está sendo ligado e quais co-receptores               

estão presentes, a via pode estimular diversas cascatas bioquímicas intracelulares distintas.           

Todas elas, no entanto, apresentam como intermediário citoplasmático a proteína Dishevelled,           

que é recrutada e ativada pela FZ (KOMIYA & HABAS, 2008; DAULAT & BORG, 2017).  

Em condições normais, sem sinalização externa, as células apresentam um grande           

complexo proteico que é responsável pela fosforilação da proteína ​β-catenina, marcando-a           

para ubiquitinação e consequente degradação proteossomal ( ​NUSSE & CLEVERS, 2017)​. Na           

chamada via Wnt canônica (Figura 6), esse complexo é recrutado para a membrana             

plasmática juntamente com a Dvl, onde ele é inativado por um co-receptor do Wnt              

denominado LRP5/6 (KOMIYA & HABAS, 2008; MOON et al., 2004)​. A ausência da             
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atividade de degradação leva ao acúmulo da β-catenina no citoplasma, o que permite que a               

mesma seja então translocada para o núcleo, onde atua como co-ativadora de fatores de              

transcrição da família TCF/LEF, estimulando a expressão controlada de diversos genes           

(KOMIYA & HABAS, 2008; MOON et al., 2004; NUSSE & CLEVERS, 2017) ​. 

 

 

FIGURA 6 - Via de sinalização Wnt canônica 

Fonte: ​NUSSE & CLEVERS, 2017. Adaptado. 

 

Todas as vias Wnt independentes de β-catenina são ditas não canônicas. Na principal             

delas, denominada Polaridade Celular Planar (PCP), a DVL é recrutada e ativa pequenas             

GTPases da família Rho (nomeadamente a RAC1, a RHOA e a CDC42) (​KOMIYA &              

HABAS, 2008; DAULAT & BORG, 2017)​. Essas proteínas estão envolvidas na remodelação            

dos componentes de actina do citoesqueleto, contribuindo para a polaridade celular e a             

migração direcionada de células durante eventos-chave do desenvolvimento embrionário,         

como gastrulação e neurulação ​. Além disso, também participam da via JNK, relacionada a             

proliferação celular e processos apoptóticos e inflamatórios (DAULAT & BORG, 2017).  
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1.4.2. Funções da DACT1 

 
Alguns outros estudos seguiram-se após as afirmações iniciais contraditórias de          

Cheyette et al, 2002 e Gloy et al, 2002 sobre a função exercida pela DACT1 na via de                  

sinalização Wnt canônica, mas os mesmos eram igualmente divergentes (WAXMAN et al,            

2004; ZHANG et al, 2006). A explicação veio apenas com o trabalho de Teran et al, 2009, no                  

qual demonstrou-se que a atividade da proteína é dependente de seu estado de fosforilação.  

Quando não-fosforilada, a DACT1 favorece interações entre a DVL e enzimas do tipo             

E3 ubiquitina ligase, como a MARCH2 e a pVHL, que são responsáveis por marcar proteínas               

para degradação (LEE et al, 2018; MA et al, 2015). A via autofágico-lisossômica atua nesse               

processo tanto quanto a via proteossomal, uma vez que as moléculas de DVL ubiquitinadas              

tendem a formar agregados citoplasmáticos, tornando-se eventualmente inacessíveis ao         

proteassoma (GAO et al, 2010). Além disso, a DACT1 também é capaz de estimular o               

processo de autofagia de maneira global ao interagir com as proteínas Beclin1 e ATG14L e               

aumentar o estabelecimento de complexos ATG14L-Beclin1-VPS34, os quais são essenciais          

para a constituição dos autofagossomos (MA et al, 2014). Assim, entende-se que a             

interrupção da via Wnt promovida pela DACT1 ocorre através de dois mecanismos            

independentes: ao mesmo tempo em que facilita a ubiquitinação da DVL, também colabora             

para a síntese da maquinaria que virá a destruí-la (MA et al, 2015). 

Um terceiro mecanismo foi observado no trabalho de Gao et al, 2008, onde             

verificou-se que, no núcleo, a DACT1 é capaz de ligar-se a uma proteína denominada              

HDAC1 e mediar a interação da mesma com o fator de transcrição LEF1. Dessa forma, o                

LEF1 torna-se indisponível e não pode ser co-ativado pela ​β-catenina para estimular a             

expressão gênica direcionada. Embora esse processo possa contribuir para a inibição da via             

Wnt canônica, sugere-se que se dê também na ausência de sinalização e atue no controle da                

atividade basal da β-catenina, uma vez que nem todas as suas moléculas são capturadas pelo               

complexo de degradação (​GAO et al, 2008)​. Sugere-se também que a DACT1 possa ligar-se              

diretamente a LEF1 e TCF3, embora os dados de Kivimae et al, 2011 curiosamente não               

confirmem essas informações (HIKASA & SOKOL, 2004; ​GAO et al, 2008) ​. 

A DACT1 não-fosforilada demonstrou-se essencial para a ocorrência de diversos          

eventos embrionários. Em mamíferos, por exemplo, observou-se que ela está presente na            

mesoderme pré-somítica dos embriões (FISHER et al, 2006), onde a ativação alternada das             
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vias de sinalização Wnt e Notch é responsável por promover a formação de estruturas              

segmentares de mesoderme paraxial denominadas somitos (AULEHLA et al, 2003). Nesse           

contexto, a DACT1 é produzida ciclicamente e atua, em conjunto com a proteína Axin1, na               

inibição periódica da via Wnt (SURIBEN, FISHER & CHEYETTE, 2006). Outro exemplo é             

o processo de delaminação da crista neural, comum a todos os metazoários craniados, que              

também é dependente dessa mesma inibição (RABADÁN et al, 2016). 

Além disso, diversos trabalhos exploraram os efeitos da DACT1 não-fosforilada em           

células cancerosas, nas quais a interrupção da via canônica mostrou-se capaz de impedir a              

proliferação celular e induzir a apoptose, apresentando atividade de supressão tumoral (YAU            

et al, 2005; ZHU et al, 2017; GAO et al, 2018). O mesmo resultado foi observado para                 

células-tronco (JIAO et al, 2018) e células mesangiais renais (JARDIM et al, 2017). 

Ao ser fosforilada pela ​Casein Kinase I​δ/ε, a DACT1 passa a apresentar função oposta              

àquela anteriormente descrita, estimulando a via Wnt canônica (TERAN, ​BRANSCOMB &           

SEELING, 2009)​. Os processos de estabelecimento de sinapses e formação de dendritos em             

interneurônios corticais, hipertrofia cardíaca e desenvolvimento placentário são exemplos de          

eventos cujas ocorrências são dependentes dos efeitos da DACT1 em estado fosforilado            

(ARGUELO et al, 2013; HAGENMUELLER et al, 2013; HOU et al, 2014).  

A DACT1 parece ser capaz de promover e regular também a via PCP, uma vez que                

interage com a proteína de membrana VANGL2, importante componente dessa cascata           

bioquímica (SURIBEN et al, 2009; HAGENMUELLER et al, 2014). Isso ocorre, por            

exemplo, em ​células da linha primitiva, nas quais a PCP é ativada durante o processo de                

transição epitélio-mesenquimal. Ratos mutantes para perda de função do gene ​Dact1           

apresentam desregulação da via nessa fase do desenvolvimento e os indivíduos nascem com             

diversas má-formações nos sistemas urogenital e digestório (SURIBEN et al, 2009; WEN et             

al, 2010). Alinhado a essas descobertas está o fato de que, em mamíferos, o ​Dact1 ​é expresso                 

no ducto Mülleriano do embrião e nos ovidutos e útero do indivíduo adulto, sendo essencial               

ao desenvolvimento e manutenção do sistema reprodutor feminino (SUZUKI et al, 2014;            

XING et al, 2016). 

Diversos outros processos biológicos têm sido relacionados à atividade da DACT1,           

mas não há consenso sobre a exata forma de atuação da mesma no que diz respeito a muitos                  

deles. Sabe-se, por exemplo, que está envolvida no metabolismo hepático de glicose e             

lipídeos em ratos acometidos com diabetes tipo II (KUANG et al., 2017); que pode regular               
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processos de crescimento e orientação axônica no núcleo olfatório anterior, em neurônios            

receptores olfatórios, em neurônios dos gânglios espinais e em células ganglionares da retina             

(SUZUKI et al, 2014); que possui papel no processo de odontogênese (KETTUNEN et al,              

2010) e que está presente no coração tanto durante o período embrionário como no órgão do                

indivíduo adulto (SUZUKI et al, 2014). Também está envolvida, através de uma via             

metabólica semelhante à PCP, em rearranjos do citoesqueleto de actina necessários para a             

formação de dendritos e espinhas dendríticas e o estabelecimento de sinapses excitatórias            

durante a diferenciação de neurônios piramidais (OKERLUND et al, 2010). 

O estudo de Yau et al, 2005 identificou a existência de duas isoformas da DACT1 em                

humanos, geradas através de ​splicing alternativo (Figura 7). ​A isoforma ​α é a maior e               

corresponde àquela originalmente descrita por Cheyette et al, 2002, sendo 37 aminoácidos            

mais longa do que a isoforma β. Essa variação se dá pois, durante o processamento               

pós-transcricional, o limite 5’ do éxon 4 é estabelecido de acordo com a opção da maquinaria                

de ​splicing entre dois sítios aceptores alternativos, e sugere-se que a diferença possa refletir              

em alterações na atividade da proteína final. Através de ensaios com culturas de células de               

hepatocarcinoma, observou-se que diminuições na síntese ​da isoforma ​α geram acúmulo de            

β-catenina no citoplasma, levando à promoção da Wnt canônica e o desenvolvimento tumoral. 

 

 

FIGURA 7 - ​Splicing​ alternativo responsável pela síntese das isoformas α e β da DACT1. 

Fonte: SOBREIRA et al. Não publicado. Adaptado. As setas indicam os dois sítios aceptores alternativos. 

 

Dados do nosso grupo de pesquisa indicam que, além do ​Homo sapiens, outras             

espécies também produzem as isoformas ​α e ​β da DACT1, e supõe-se que a origem e a                 

diversificação estrutural dessas isoformas podem ter contribuído para o advento de um            

mecanismo extra de regulação da via Wnt nos vertebrados. Sabendo-se que há evidências de              

que regiões que sofrem ​splicing alternativo são passíveis de evolução acelerada (XING &             

LEE, 2005; ERMAKOVA, NURTDINOV & GELFAND, 2006), é razoável presumir que           
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modificações de sequência na região ​equivalente à adição relativa à isoforma α ​teriam             

possibilitado ajustes clado-específicos ou até mesmo espécie-específicos no que se refere à            

função da isoforma maior.  

 

2. OBJETIVOS 
 

2.1. Objetivos Gerais 
 

Tem-se como objetivo geral desse trabalho proporcionar maior compreensão acerca da           

história evolutiva das isoformas ​α e ​β da DACT1 através de análises bioinformáticas.             

Pretende-se investigar o surgimento das mesmas, a diversificação da região que sofre ​splicing             

alternativo e possíveis aspectos funcionais advindos desse processo. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

a) Determinar em que ponto da árvore filogenética dos vertebrados surgem as isoformas            

α ​ e ​β​ através da análise dos potenciais sítios aceptores de ​splicing​; 

b) Alinhar e comparar as sequências codificadoras do ​Dact1 ​a fim de se identificar             

possíveis assinaturas moleculares de grupo e evidências sugestivas de evolução          

acelerada na região que sofre ​splicing​ alternativo; 

c) Buscar na literatura parceiros moleculares capazes de interagir com a DACT1 na            

região exclusiva à isoforma ​α ​, possibilitando inferências funcionais. 

 
3. PROCEDIMENTOS DE PESQUISA 
 

3.1. Coleta de Dados 

 

Buscaram-se as sequências codificadoras (CDS) do gene ​DACT1 de 123 espécies           

representativas dos principais clados de gnatostomados nos bancos de dados Ensembl           

Genome Browser ( ​https://www.ensembl.org/index.html​) e National Center for Biotechnology        

Information - NCBI (​https://www.ncbi.nlm.nih.gov​), juntamente com suas respectivas        

https://www.ensembl.org/index.html
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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sequências de aminoácidos. As pesquisas realizadas foram textuais e o elemento de busca             

empregado foi o próprio nome do gene em estudo. ​A escolha por utilizar duas plataformas               

distintas se deu no intuito de facilitar o encontro das sequências e aumentar a confiabilidade               

dos dados através da comparação das informações disponíveis em cada uma das fontes. 

Notou-se que o NCBI apresenta um portfólio maior do que o do Ensembl, e por isso                

diversas espécies foram encontradas apenas através dessa ferramenta. Já quando ambos os            

bancos ofereciam dados relacionados a uma mesma espécie, dois cenários eram possíveis: as             

sequências eram idênticas e, portanto, bastante confiáveis ou (2) as sequências eram            

diferentes, e por isso foi necessária uma análise qualitativa das mesmas para que fosse eleita a                

mais adequada. O critério para essas decisões consistia principalmente em verificar a            

montagem genômica utilizada como referência por cada uma das ferramentas de busca,            

levando-se em consideração se eram recentes, se estavam completas (pois muitas sequências            

apresentam gaps e nucleotídeos indeterminados) e quais eram os trabalhos de origem das             

mesmas. Também observava-se a qualidade da anotação automática fornecida pela plataforma           

e a semelhança entre as sequências apresentadas e aquelas sabidas típicas do gene em estudo. 

A listagem das espécies analisadas e os códigos de acesso correspondentes ao ​DACT1             

de cada uma delas estão relacionados no Apêndice 1. O número de éxons e os tamanhos de                 

cada CDS e de cada proteína (em pares de base e em quantidade de aminoácidos,               

respectivamente) podem ser consultados no Apêndice 2. Espécies descartadas do estudo (por            

motivos melhor descritos na seção “Resultados”) constam no Apêndice 3. 

 

3.2. Identificação das Isoformas na Amostra de Sequências  

 

Quando os bancos de dados já indicavam a existência das isoformas α e ​β, coletava-se               

a sequência maior e destacava-se os aminoácidos adicionais em relação à menor, sendo feito o               

mesmo para os nucleotídeos correspondentes. Outras isoformas que não as de interesse foram             

desconsideradas. Em seguida, com auxílio do software Gene Runner (​http://www.ge          

nerunner.net/ ​) e da ferramenta de alinhamento online CLUSTALW (​https://www.genom         

e.jp/tools-bin/clustalw ​), buscou-se e destacou-se manualmente nas sequências das demais         

espécies a região exclusiva à isoforma α. Como as anotações automáticas elaboradas pelas             

plataformas poderiam ter levado em consideração qualquer dos dois possíveis sítios aceptores            

de ​splicing​, a ausência da região em determinada espécie não significava necessariamente que             

 

http://www.generunner.net/
http://www.generunner.net/
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
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a mesma não existia, sendo preciso ainda verificar se estaria no íntron antecessor ao éxon 4.                

Caso se mostrasse presente e potencialmente funcional (sem códons de parada), ela era             

acrescida às sequências originais (tanto codificadoras quanto proteicas) e, então, também           

destacada. A situação de cada espécie nesse contexto pode ser conferida no Apêndice 1, com               

legendas de acordo.  

É importante salientar, no entanto, que independentemente da adição relativa à           

isoforma α existir, a isoforma ​β foi contabilizada apenas em espécies nas quais o sítio aceptor                

(AG) responsável pela ocorrência do ​splicing alternativo que dá origem a essa variante             

também foi encontrado na extremidade 3’ da região em estudo. No caso de espécies que               

apresentaram códons de parada em suas possíveis regiões adicionais, a isoforma não            

contabilizada foi a α, uma vez que o sítio aceptor responsável pela síntese da mesma está                

necessariamente ausente nesse contexto. 

 

3.3. Alinhamento das Sequências 

 

Tanto as sequências nucleotídicas quanto proteicas foram alinhadas através do          

software MEGA X (​https:// ​www.megasoftware.net/​) e da ferramenta online ClustalW 2.1 ( ​htt           

ps://www.genome.jp/tools-bin/clustalw​). Foram produzidos alinhamentos gerais e clado-       

específicos, tanto de sequências completas quanto apenas da adição relativa à isoforma α. A              

partir dos dados obtidos, foi possível a construção de árvores filogenéticas (também pelo             

MEGA X) e a investigação de assinaturas moleculares de grupo na região submetida a              

splicing alternativo, a qual foi realizada apenas em clados para os quais possuía-se sequências              

de pelo menos 3 espécies.  

Além disso, utilizou-se a ferramenta online SNAP v2.1.1 (​https://www.hiv.lanl.g         

ov/content/sequence/SNAP/SNAP.html ​) para estudo de substituições nucleotídicas sinônimas       

e não-sinônimas, que pode ou não apresentar resultados sugestivos de evolução acelerada.            

Alinhamentos especiais foram produzidos para essa análise, abrangendo apenas os clados que            

já apresentam sítio aceptor alternativo funcional (ou seja, são capazes de produzir ambas as              

isoformas). Espécies que sofreram perda secundária de um dos sítios foram mantidas.            

Ademais, como as sequências apresentam éxon 1 mais longo ou mais curto de acordo com o                

códon utilizado para início da tradução, a extremidade 5’ das CDSs de diversas espécies foi               

cortada de forma que começassem todas exatamente no mesmo ponto.  

https://www.megasoftware.net/
http://www.megasoftware.net/
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://www.genome.jp/tools-bin/clustalw
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/SNAP/SNAP.html
https://www.hiv.lanl.gov/content/sequence/SNAP/SNAP.html
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3.4. Investigação de Parceiros Moleculares 

 

Foi realizada uma pesquisa minuciosa na literatura, com auxílio de ferramentas de            

busca como o PubMed ( ​https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/​) e o Google Scholar (​https://          

scholar.google.com/ ​), a respeito das moléculas capazes de interagir com a DACT1. O objetivo             

foi encontrar parceiros moleculares relacionados à região submetida a ​splicing​ alternativo. 

 

4. RESULTADOS  
 

Em muitos casos, nenhuma das plataformas de busca apresentou informações          

coerentes a respeito de determinada espécie, seja porque ainda não há montagem genômica             

disponível para a mesma, porque a montagem está incompleta (​presença de ​gaps ou de              

nucleotídeos não determinados) e não contempla ou contempla apenas parcialmente a região            

onde o ​Dact1 está localizado ou porque a montagem ainda não foi anotada. Em uma situação                

bastante curiosa, verificou-se que o gene está ausente dos genomas de dois actinopterígios da              

família Tetraodontidae: ​Tetraodon nigroviridis ​e Takifugu rubripes, conhecidos popularmente         

como baiacus. Essa informação corrobora os dados de Schubert et al, 2014, que já havia               

constatado a perda secundária do ​Dact1 ​nesse grupo. ​Tanto essas duas espécies quanto as que               

encaixaram-se em qualquer uma das circunstâncias anteriormente descritas foram descartadas          

(Apêndice 3), restando apenas 95 ao final da triagem. 

O tamanho das CDSs do Dact1 ​não variou de forma muito considerável (Apêndice 2),              

sendo a média de pares de base igual a 2476,32 e o desvio padrão aproximadamente 120. As                 

proteínas geradas por essas CDSs, por sua vez, apresentaram média de aminoácidos igual a              

823,45 e desvio padrão de aproximadamente 40. 

As sequências equivalentes à região que sofre potencial ​splicing ​alternativo foram           

encontradas em todas as 95 espécies, sendo que em 36 delas a distinção era apresentada pelas                

anotações automáticas das próprias ferramentas de busca. Já nas demais 59 essas sequências             

foram identificadas manualmente, e em 10 delas foi necessária a consulta do íntron antecessor              

ao éxon 4. Dessas dez, 7 não tiveram suas sequências acrescidas à CDS original (e nem à                 

sequência polipeptídica) pois possuíam códons de parada nessa região, caracterizando-as          

como não funcionais (Figura 8). A localização da sequência de interesse nas CDSs dos              

actinopterígios foi definida somente após alinhamento, pois a região é bastante divergente            

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
https://scholar.google.com/
https://scholar.google.com/
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nessas espécies, tanto entre elas mesmas quanto ao serem comparadas às dos outros grupos.              

Mais informações estão disponíveis no Apêndice 1. 

Com relação à presença do sítio aceptor alternativo (AG) envolvido na coordenação            

do evento de ​splicing ​responsável pela síntese da isoforma β, verificou-se que ele aparece pela               

primeira vez nos anfíbios (estando presente em ambos os homólogos do ​Xenopus laevis,             

DAPPER ​e ​FRODO ​) e se mantém conservado ao longo de quase toda a filogenia dos               

vertebrados, com perdas pontuais no anuro ​Nanorana parkeri​, no lagarto ​Anolis carolinensis,            

na tuatara Sphenodon punctatus ​e no monotremado ​Ornithorhynchus anatinus​. Em sete           

espécies, sendo a maioria delas representante do clado Cetartiodactyla, mutações pontuais do            

tipo “sem sentido” ocorreram na região que sofria ​splicing ​alternativo e geraram códons de              

parada que impossibilitam a síntese da isoforma α (Figura 8). Dessa forma, o sítio aceptor               

encarregado pela produção da isoforma β tornou-se constitutivo. 

 

 

FIGURA 8 - Códons de parada encontrados na região sob potencial ​splicing​ alternativo 

Fonte: O AUTOR. Códons de parada destacados em vermelho. 

 

Alinhamentos gerais (Apêndices 4 e 5) e clado-específicos das sequências proteicas           

das espécies envolvidas no estudo permitiram a observação de assinaturas moleculares de            

grupo e sítios conservados em maior ou menor grau na região do potencial ​splicing              

alternativo. Devido à discrepância das sequências pertencentes aos peixes actinopterígios          

quando comparadas às das demais espécies, dois alinhamentos gerais distintos foram           

produzidos: um contendo o clado em questão (Apêndice 4) e outro excluindo-o (Apêndice 5).              

Quando os Actinopterygii são desconsiderados, nota-se que três aminoácidos apresentam          

elevado nível de conservação ao longo de toda a filogenia dos vertebrados. São eles um ácido                

aspártico (em geral na primeira ou segunda posição), uma alanina (sempre na última posição)              
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e uma serina (em geral na posição 23). Esses aminoácidos estão presentes em 100%, 95% e                

90% das espécies analisadas, respectivamente. Outros 14 sítios se mantém razoavelmente           

constantes (mínimo de 80%) e podem ser consultados no Apêndice 5. Em contraste, se os               

actinopterígios são levados em conta e os mesmos parâmetros são aplicados, apenas 7 sítios              

além dos três principais se destacam como conservados (Apêndice 4). 

Uma parcela considerável das alterações que geraram as discrepâncias observadas nas           

sequências dos peixes de nadadeiras raiadas provavelmente ocorreram ao longo da história            

evolutiva do próprio grupo, pois um alinhamento comparativo entre Chondrichthyes,          

Actinopterygii, e Actinistia (Figura 9) demonstra que as sequências da região exclusiva à             

isoforma α dos peixes cartilaginosos são mais parecidas com a do celacanto do que com as                

pertencentes aos actinopterígios. Essa observação é corroborada pela árvore filogenética          

produzida a partir desse alinhamento (Apêndice 6) e pelas pontuações fornecidas pelo            

ClustalW, as quais são mais altas para comparações das sequências A e B (​Callorhinchus              

milii ​e ​Rhincodon typus ​, respectivamente) com C (​Latimeria chalumnae​) do que com            

qualquer outra (média 44). Mais acerca do tema será abordado na seção “Discussão”. 

 

 

FIGURA 9 - Alinhamento comparativo da região de interesse 

 em Chondrichthyes, Actinopterygii, e Actinistia 

Fonte: O AUTOR. A e B = Chondrichthyes; C = Actinistia; D-L = Actinopterygii. Destaques em amarelo são 

aminoácidos conservados entre Chondrichthyes e Actinistia, mas não entre Chondrichthyes e Actinopterygii. 

 

Como mencionado, foi possível identificar assinaturas moleculares na região sob          

potencial ​splicing ​alternativo em alguns clados, ou seja, aminoácidos (ou sequências de            

aminoácidos) comuns às espécies de determinado grupo e que não ocorrem nos demais. Essas              
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assinaturas estão indicadas através de cerquilhas (e, por vezes, outras formas de sinalização)             

nas Figuras 10 a 15, onde também são evidenciados alguns padrões interessantes.            

Aminoácidos em preto são aqueles presentes em todas as espécies do grupo analisado.  

 

 

FIGURA 10 - Padrões em Actinopterygii 

Fonte: O AUTOR. Molduras retangulares indicam sequências bastante comuns e passíveis de utilidade 

taxonômica, mas que não se apresentam como assinaturas de grupo. 

 

 

FIGURA 11 - Padrões em Lissamphibia 

Fonte: O AUTOR. A moldura retangular indica uma assinatura específica da ordem Anura. 

 

Em Actinopterygii (Figura 10), observa-se que as sequências (além de serem atípicas,            

como já mencionado) diferem consideravelmente umas em relação às outras. Isso fica            

evidente quando se verifica que apenas 5 sítios apresentam-se conservados, embora a            

sequência “DEL” se repita constantemente nas posições de 1 a 3 e exista uma assinatura de                

grupo na posição 6. A partir de Lissamphibia (Figura 11), no entanto, o número de sítios                

conservados começa a aumentar e, apesar de não terem sido identificadas assinaturas para o              

clado como um todo, foi observada a repetição do aminoácido glutamato na posição 5 em               

espécies do subgrupo Anura. Segundo a filogenia de Pyron & Wiens, 2011, a linhagem que               

deu origem à família Pipidae (à qual pertence o gênero ​Xenopus ​) divergiu cedo na história               

evolutiva dos anuros, enquanto que a linhagem da família Dicroglossidae (à qual pertence o              

gênero ​Nanorana​) é uma das mais recentes. Esses dados corroboram a hipótese de que o               
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surgimento do glutamato na posição 5 é uma sinapomorfia de toda ou quase toda a ordem                

Anura, ou seja, uma assinatura molecular.  

 

 

FIGURA 12 - Padrões em Squamata 

Fonte: O AUTOR. Molduras retangulares indicam assinaturas específicas da subordem Serpentes. Moldura 

ovalada indica assinatura específica do clado Toxicofera. 

 

 

FIGURA 13 - Padrões em Crocodylia 

Fonte: O AUTOR. 
 

Padrões bastante notáveis aparecem também no clado Serpentes (Figura 12), uma           

subordem de Squamata, como é o caso das repetições consistentes de “FIS” nas posições 2 a 4                 

e “IV” quase no final da região submetida a ​splicing alternativo. Esses trechos podem,              

também, ser considerados assinaturas moleculares. Há ainda a repetição dos aminoácidos           

“MA”, que ocorre não somente nas espécies de Serpentes como também no lagarto ​Anolis              

carolinensis, ​pertencente à subordem Iguania. Pode-se inferir, portanto, que esse trecho é uma             

assinatura do clado Toxicofera, tendo surgido em um ancestral comum a Serpentes, Iguania e              

Anguimorpha (PYRON, BURBRINK & WIENS, 2013). 

 

 

FIGURA 15 - Padrões em Marsupialia 

Fonte: O AUTOR. 
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FIGURA 14 - Padrões em Aves 

Fonte: O AUTOR. A moldura retangular indica uma sequência bastante comum e passível de utilidade 

taxonômica, mas que não se apresenta como assinaturas de grupo. 

 

Para que fosse possível inferir a ocorrência ou não de evolução acelerada na região              

submetida a ​splicing alternativo, foi realizada a análise de substituições sinônimas e            

não-sinônimas, na qual calculam-se as proporções de cada tipo de mutação e a razão entre               

elas. Esse processo foi efetuado tanto para o alinhamento das regiões exclusivas à isoforma α               

quanto das CDSs completas da isoforma β do gene, seguindo os critérios estipulados na seção               

“Procedimentos de Pesquisa”. Os resultados médios obtidos podem ser consultados na Tabela            

1, onde verifica-se que a região adicional apresenta uma proporção de substituições            

não-sinônimas duas vezes maior em comparação ao restante da sequência codificadora e, ao             

mesmo tempo, uma proporção de substituições sinônimas bem menor. 

 

TABELA 1 - Resultados da análise de substituições sinônimas e não-sinônimas 

 

Fonte: O AUTOR, a partir dos resultados fornecidos pelo SNAP v2.1.1. ds = a proporção de substituições 

sinônimas após a correção de Jukes-Cantor. dn = a proporção de substituições não-sinônimas após a correção de 

Jukes-Cantor. ds/dn = a proporção de substituição sinônimas para não-sinônimas. 

 

A região exclusiva à isoforma α pode estar envolvida em uma possível interação entre              

a DACT1 e o fator de transcrição TCF3 no núcleo celular (SCHUBERT et al, 2014; HIKASA                

& SOKOL, 2004). Já foi reportada anteriormente a atividade da DACT1 no sequestro de              

LEF1, outro fator de transcrição que atua na expressão gênica direcionada durante a via Wnt               
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canônica de maneira bastante semelhante ao TCF3 (GAO et al, 2008). Embora esse sequestro              

ocorra através da ligação da DACT1 à HDAC1, os estudos de Gao et al, 2008 e Hikasa &                  

Sokol, 2004 encontraram evidências de que a DACT1 também é capaz de interagir             

diretamente com o LEF1 e com o TCF3, respectivamente. É importante salientar que Hikasa              

& Sokol trabalharam com ​Xenopus laevis, ​e a proteína que demonstrou ligar-se ao TCF3 foi a                

FRODO, sintetizada a partir do homólogo ​Dact1b ​, que é exclusivo dessa espécie. A enorme              

semelhança entre as duas versões do gene, no entanto, permite que as funções atribuídas a um                

sejam extrapoladas ao outro, como observado em Schubert et al, 2014.  

Todas as consequências e inferências evolutivas e funcionais a respeito dos temas aqui             

levantados serão tratados na seção “Discussão”, a seguir. 

 

5. DISCUSSÃO 
 

A presença da região exclusiva à isoforma α e, concomitantemente, a ausência de sítio              

aceptor alternativo de ​splicing nas CDSs das espécies ​Callorhinchus milii ​e ​Rhincodon typus,             

representantes do clado Chondrichthyes, indica que a isoforma em questão era a única             

variante produzida pelo gene ​Dact1 ​ancestral. O surgimento da isoforma β provavelmente se             

deu no início da linhagem dos Tetrapoda, antes do evento de cladogênese responsável pela              

divergência entre amniotos e lissanfíbios, que estima-se ter ocorrido há aproximadamente 360            

milhões de anos (KUMAR & HEDGES, 1998). Esse fato é corroborado quando se verifica              

que o sítio aceptor alternativo permanece ausente em sarcopterígios primitivos como o            

celacanto (​Latimeria chalumnae​) e então aparece em anuros, cecílias, lagartos e cobras, sendo             

mantido ao longo de todo o restante da árvore filogenética dos amniotos. É igualmente              

possível que o surgimento do sítio alternativo tenha ocorrido ainda mais cedo, há até cerca de                

420 milhões de anos, antes da divergência que gerou as linhagens Tetrapoda e Dipnoi              

(BENTON et al, 2015). Inferências mais específicas a esse respeito são inviáveis, pois não              

existem montagens genômicas de peixes dipnóicos disponíveis nos bancos de dados           

consultados. A Figura 16 ilustra ambas as hipóteses levantadas. 

É interessante notar que, ao longo da filogenia, ocorreram em diversos clados            

mutações pontuais que inviabilizaram a síntese de uma das duas isoformas, seja através de              

alteração do sítio aceptor responsável pela isoforma β (como visto no anuro ​Nanorana             

parkeri ​, por exemplo) ou através do aparecimento de códons de parada na região exclusiva à               

 



33 

isoforma α (como visto nas espécies apontadas pela Figura 8). Essa observação sugere que              

nenhuma das duas variantes da proteína DACT1 é absolutamente essencial para o            

desenvolvimento embrionário e a manutenção de processos biológicos fundamentais (embora          

ao menos uma delas deva estar presente) e, portanto, possíveis funções atribuídas à região em               

estudo devem estar relacionadas a ajustes bioquímicos bastante refinados.  

 

 

FIGURA 16 - Surgimento da isoforma β da DACT1 na história evolutiva de Vertebrata 

Fonte: O AUTOR, a partir dos dados de KUMAR & HEDGES, 1998 e​ ​BENTON et al, 2015. As regiões 

circuladas correspondem ao trechos da filogenia nos quais o sítio aceptor alternativo​ ​pode ter surgido. 

 

Embora as perdas pontuais mencionadas pareçam muitas vezes ocorrer ao acaso, é             

curioso o surgimento de códons de parada em 5 espécies representantes do clado             

Cetartiodactyla. Ao que tudo indica, essas alterações foram recentes na história evolutiva do             

grupo e ocorreram diversas vezes, de forma independente e em linhagens distintas. Dentro da              

família Delphinidae, por exemplo, observa-se que os golfinhos ​Lagenorhynchus obliquidens e           

Tursiops truncatus possuem os códons ocre e âmbar em posições idênticas, enquanto que a              

mesma região na espécie ​Ornicus orca apresenta-se completamente funcional. A partir disso,            

supõe-se que as mutações que deram origem a esses códons ocorreram em um ancestral              

comum aos gêneros das duas primeiras espécies, mas não ao da terceira. Já na família               

Bovidae é provável que a perda de funcionalidade da isoforma α tenha se dado pelo menos                

duas vezes: em um ancestral comum à subfamília Caprinae (pois um códon âmbar foi              

encontrado na mesma posição em ​Ovis aries e ​Capra hircus​) e em um ancestral exclusivo ao                

gênero ​Bubalus ou à espécie ​Bubalus bubalis​. Essa última afirmação pode ser explicada pelo              

fato de que não há códon de parada em ​Bos taurus ​e pelo entendimento de que os gêneros                  

Bos​, ​Bison ​ e ​Bubalus ​ formam um clado monofilético (ZURANO et al, 2019; BIBI, 2013). 
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Inferências mais detalhadas e consistentes a respeito da história evolutiva das           

isoformas α e ​β em Cetartiodactyla são difíceis devido ao reduzido número de espécies do               

grupo que apresentam montagens genômicas completas e anotadas. Ainda assim, os dados            

coletados nesse trabalho indicam que pode ter havido uma pressão de seleção positiva ao              

longo da evolução do clado no sentido de fixar o aparecimento de códons de parada na região                 

exclusiva à isoforma α, impossibilitando a síntese dessa variante da DACT1. Mais estudos são              

necessários para que seja avaliado o significado evolutivo da característica mencionada. 

Alguns outros grupos também se destacam pela peculiaridade das sequências          

referentes à região sob potencial ​splicing alternativo, mas um caso bastante curioso é o de               

Actinopterygii, no qual as sequências divergem substancialmente também entre si. Uma           

possível explicação para essa diversidade é a duplicação genômica adicional que ocorreu no             

início da história evolutiva dos teleósteos, há cerca de 320 milhões de ano, além de outras                

mais recentes que foram detectadas em algumas linhagens específicas dentro do mesmo clado.             

Acredita-se que esses eventos de duplicação genômica completa tenham sido motor da rápida             

especiação e radiação adaptativa sofridas pelos teleósteos, que resultou em quase 30 mil             

espécies viventes atualmente (RAVI & VENKATESH, 2018). No alinhamento comparativo          

produzido entre Chondrichthyes e Actinopterygii e Actinistia (Figura 9), contudo, a sequência            

do holósteo ​Lepisosteus oculatus apresenta mais semelhança àquelas referentes aos teleósteos           

do que às referentes aos peixes cartilaginosos (pontuações médias 29 e 55, respectivamente,             

fornecidas pelo ClustalW). Esses dados sugerem que uma parcela das mudanças que tornaram             

a região exclusiva à isoforma ​α tão diferente em actinopterígios já haviam surgido antes do               

evento de cladogênese que separou as linhagens Holostei e Teleostei. Mais do que isso: é               

provável que tenham aparecido em um ancestral comum entre Actinopterygii e Sarcopterygii,            

uma vez que o alinhamento entre ​Lepisosteus oculatus ​e ​Latimeria chalumnae (Actinistia)            

apresenta pontuação 54 (quase o dobro de 29).  

A partir de Tetrapoda, as sequências começam a ficar mais consistentes e a quantidade              

de sítios conservados dentro de cada grupo é, de forma geral, bastante elevada. No que diz                

respeito a assinaturas moleculares, no entanto, o único que se destaca é Serpentes (Figura 11,               

molduras retangulares). Isso ocorre porque a maioria dos sítios se mantém conservados de             

maneira consistente ao longo de toda a árvore filogenética dos vertebrados, não sendo             

exclusivos de nenhum clado específico (Apêndice 5). Existem também posições que são            

representadas por 2 ou 3 aminoácidos que se alternam durante a história evolutiva de tal               

 



35 

maneira que, sem uma análise bastante aprofundada, parece incoerente. Talvez assinaturas de            

grupo seriam mais facilmente encontradas em táxons menos amplos do que aqueles            

estabelecidos para esse estudo (como é o caso de Serpentes e Anura, nos quais de fato foram                 

identificados padrões interessantes), mas a reduzida quantidade de espécies a que tivemos            

acesso limita muito esse tipo de análise, sendo um impedimento à busca de assinaturas              

moleculares até ao lidar com clados grandes como Perissodactyla e Lagomorpha. 

Independentemente disso, a análise de substituições sinônimas e não-sinônimas         

mostrou que a região exclusiva à isoforma α sofre, em média, mais mutações do segundo tipo                

em comparação ao restante da CDS do gene (o dobro), que por sua vez apresenta uma                

proporção de substituições sinônimas bem maior. Esses dados estão de acordo com a ideia de               

que regiões submetidas a ​splicing alternativo tendem a evoluir mais rapidamente do que             

regiões constitutivas do genoma, uma vez que alterações de aminoácidos causam a alterações             

tanto na estrutura proteica quanto, possivelmente, em sua conformação tridimensional e           

atividade. A maior ocorrência de substituições sinônimas na CDS constitutiva pode ser            

reflexo de uma necessidade de conservação mais intensa nessas regiões, devido a suas             

importâncias estrutural e funcional. Contudo, embora esse padrão também tenha sido relatado            

no trabalho de Xing & Lee, 2005, ele não parece ser o mais comum, pois ao estudar                 

sequências subordinadas a ​splicing alternativo de mais de 3 mil genes, Ermakova et al, 2006               

verificou aumentos nas proporções tanto de mutações sinônimas quanto não-sinônimas. Sob           

esse ponto de vista, portanto, o ​Dact1 ​apresenta-se como uma exceção. 

O possível envolvimento da região exclusiva à isoforma α na interação entre a DACT1              

e o fator de transcrição TCF3 é bastante interessante. No estudo de Hikasa & Sokol, 2004,                

sugere-se que essa ligação estaria relacionada à ativação da expressão gênica direcionada            

dependente de TCF3, o que contradiz as observações de Gao et al, 2008 e Yau et al, 2005,                  

onde verificou-se o papel da DACT1 no núcleo é impedir a via Wnt canônica. Nesse último                

trabalho, especificamente, é demonstrado que a redução na síntese da isoforma α gera             

acúmulo de β-catenina citoplasmática em células cancerosas. Inferir funções sem ensaios           

bioquímicos específicos é muito difícil para uma proteína como a DACT1, cuja atividade             

depende do estado seu estado de fosforilação e pode ser contexto/tecido-específica. Além            

disso, sabe-se que há uma certa redundância funcional entre os parálogos da família DACT              

(KIVIMAE, YANG & CHEYETTE, 2011), o que pode levar a conclusões incorretas. 
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De qualquer forma, é muito provável que a interação entre a DACT1 e o TCF3 esteja                

envolvida em ajustes da via de sinalização Wnt canônica a nível nuclear, assim como é o caso                 

de ligações com proteínas como a HDAC1 e a LEF1. O sítio exato através do qual essa                 

interação ocorre ainda não é conhecido, mas a região que o abrange também contém a               

sequência submetida a ​splicing alternativo, que apresenta evidências de evolução acelerada.           

Assim, sugere-se que as substituições de aminoácidos que ocorreram nessa sequência ao            

longo da história evolutiva dos vertebrados podem ter gerado alterações nas propriedades da             

ligação entre a DACT1 e o TCF3, consequentemente ajustando-a de maneira refinada e             

específica. A ausência da isoforma α pode ser tanto um impedimento para a interação como               

pode também apenas ocasionar ajustes, uma vez que não se sabe se o sítio ativo localiza-se de                 

fato na região sob splicing ​alternativo ou somente próxima a ela. Mais estudos são necessários               

para que seja compreendida a relevância desses ajustes para a cascata bioquímica em curso. 

 

6. CONCLUSÃO 
 

Conclui-se que a isoforma ancestral da DACT1 é a α (maior), tendo o sítio aceptor               

alternativo responsável pela síntese da isoforma β surgido em um ancestral comum a todos os               

Tetrapoda. Em algumas espécies, esse sítio foi secundariamente perdido e, em outras,            

tornou-se constitutivo (como é o caso de diversos representantes do clado Cetartiodactyla).            

Também verificou-se que a região que sofre ​splicing alternativo apresenta evidências de            

evolução acelerada, a qual pode estar envolvida em ajustes funcionais no que diz respeito à               

interação entre a DACT1 e fatores de transcrição como o TCF3 e outras proteínas nucleares               

responsáveis pela regulação da via Wnt canônica.  
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Fonte: O AUTOR. Inferências obtidas através do método de Máxima Verossimilhança e o 

 modelo de matrizes JTT. A análise foi conduzida no software MEGA X.  

 
 
 
 
 
 
 

 

 


