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RESUMO

O gene Dactl (Dishevelled binding antagonist of beta catenin 1), exclusivo dos
genomas de organismos cordados, ¢ capaz de modular as vias de sinalizacio Wnt canonica e
ndo candnica através da interacao de seu produto com a proteina citoplasmatica Dishevelled
(DVL). Essa modulagao se estende também ao nucleo, onde a DACTI se liga a fatores de
transcricdo e outras moléculas envolvidas na regulacdo da expressdo génica. A via Wnt esta
relacionada a processos de extrema importancia para o desenvolvimento embrionario, como a
determinagdo e a migragdo celular, a renovagdo de células-tronco e a organogénese, sendo
portanto de grande interesse cientifico e médico. Sabe-se que, em humanos, a DACTI1
apresenta duas isoformas geradas por splicing alternativo, as quais provavelmente exercem
fungdes distintas. Neste trabalho, foram coletadas as sequéncias codificadoras do Dactl de 95
espécies de vertebrados (juntamente com as sequéncias de aminoacidos correspondentes) para
estudo da histéria evolutiva do gene em questdo. Através de alinhamentos e outras analises
bioinformaticas, foi possivel inferir aspectos referentes ao surgimento, a evolugao e possiveis
funcdes das isoformas a e . Constatou-se que a isoforma ancestral € a a € que o aparecimento
do sitio aceptor alternativo responsavel pela sintese da isoforma B se deu em um ancestral
comum a todos os Tetrapoda. Esse sitio se perdeu secundariamente em algumas espécies ao
longo da filogenia, enquanto que em outras tornou-se constitutivo, sugerindo que nenhuma
das isoformas ¢ essencial para o desenvolvimento adequado do individuo, embora ao menos
uma delas deva estar presente. Foram encontradas assinaturas moleculares de grupo e
evidéncias de evolucao acelerada na regido submetida ao splicing alternativo, que pode estar
envolvida na interacdo entre a DACTI e o fator de transcricdo TCF3. Assim, sugere-se que a
atividade da isoforma o tenha sofrido pequenos ajustes ao longo da evolugdo, os quais podem
ter consequéncias funcionais no que diz respeito ao controle da via Wnt candnica a nivel

nuclear.

Palavras-chave: Dactl; sinalizagdo Wnt; desenvolvimento embriondrio; splicing alternativo.
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1. INTRODUCAO

Um gene ¢ um trecho de DNA que coordena a sintese de um produto molecular
funcional, comumente uma cadeia polipeptidica (KLUG et al, 2012). Nesse processo, apenas
uma das cadeias nucleotidicas ¢ lida para a producao do mRNA, sendo denominada fita molde
ou antissenso, pois apresenta-se no sentido 3’— 5°. A cadeia complementar, por sua vez, tem
sequéncia quase idéntica a do transcrito a ser sintetizado, diferenciando-se apenas pela
substituicdo das bases nitrogenadas timina por uracila, caracteristica 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 Eucarioticos

O gene eucaridtico tipico tem sua sequéncia codificadora fragmentada em diversos
segmentos de DNA denominados éxons, que juntos contém todos os cddons a serem
transcritos e traduzidos em uma cadeia de aminoacidos (KLUG et al, 2012). Na fita senso, o
primeiro éxon geralmente inicia-se com o cddon ATG, que atua no mRNA maduro como sitio
de iniciacdo da tradugdo (na forma AUG). J4 o Gltimo éxon termina com um dos trés possiveis
codons de parada: TAG, TAA ou TGA, que atuam como sitio de terminagdo da traducao (nas
formas UAG, UAA ou UGA, respectivamente) (KLUG et al, 2012).

Os éxons sdo intercalados por segmentos ndo codificantes denominados introns, que
sao removidos do mRNA apds a transcricdo (KLUG et al, 2012; NELSON & COX, 2013).
Em um gene tipico, as sequéncias intronicas costumam ser bem mais longas do que as
exoOnicas, de forma que os segmentos codificadores, em geral, correspondem a uma pequena
porcentagem do tamanho total dos genes em que estdo inseridos (KLUG et al, 2012;
NELSON & COX, 2013). Essa caracteristica ¢ refor¢ada pela presenca de diversas regides
regulatorias, também nao-codificantes, que sdo responsaveis pelo controle da expressao
génica e o processamento pos-transcricional do mRNA (KLUG et al, 2012; GILBERT, 2010),
conforme apresentado na Figura 1.

O principal elemento regulatério de um gene € o seu promotor, que localiza-se na
regido 5’ da fita codificadora, upstream em relacdo aos éxons e introns (KLUG et al, 2012;
NELSON & COX, 2013). Ele apresenta sequéncias consenso que variam de gene para gene e

sao reconhecidas por fatores de transcri¢do. Alguns deles, denominados fatores gerais de
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transcrigdo, sdo responsaveis por recrutar e ativar a enzima RNA polimerase, formando o
chamado complexo de pré-iniciacdo, que € indispensavel para a sintese do transcrito primario.
Por esse motivo, a regido onde se encontram as sequéncias consenso as quais esses fatores se
ligam ¢ conhecida como promotor essencial (KLUG et al, 2012; GILBERT, 2010). Outros
fatores atuam na modulacdo da eficiéncia e das taxas de transcri¢cdo génica basais, ligando-se
a sequéncias presentes em uma regido denominada promotor proximal (KLUG et al, 2012;

GILBERT, 2010).

5'UTR Exon Intron Exon Intron Exon 3" UTR
/ \ \Codons \\\ Codons /"’ Codons \ \
Transcription Promoter (e.g., Translation 5’ splice site 3’ splice site Translation  Polyadenylation
regulatory TATA box, initiation site (GT) (AG) termination site site
element (e.qg., CAAT box,
enhancers, GC box)

silencers)

FIGURA 1 - Estrutura de um gene eucariotico tipico, fita senso

Fonte: KLUG et al, 2011.

E também assim que funcionam os enhancers e silencers, outros importantes
componentes regulatorios dos genes eucarioticos (KLUG et al, 2012). Diferentemente dos
promotores, no entanto, esses segmentos podem estar na regido 5’ da fita senso (upstream em
relagdo ao restante do gene, como representado na Figura 1), na regido 3’ (downstream) ou até
mesmo entre os trechos codificadores (posicionando-se de maneira a fazerem parte de
sequéncias intronicas). Como seus proprios nomes sugerem, os enhancers € silencers siao
responsaveis por amplificar e minimizar os niveis de transcri¢do, respectivamente (KLUG et
al, 2012). Esses componentes regulatorios sdo capazes de gerar variacdes bem mais
significativas e refinadas no que diz respeito a expressdo génica, estando envolvidos no
controle temporal e tecido-especifico da mesma através da ligagao de diferentes conjuntos de

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

1.2. Processamento do mRNA

Transcritos primarios de mRNA eucariotico sofrem diversas alteragdes antes de serem
finalmente translocados para o citoplasma e utilizados como moldes para a sintese proteica

(KLUG et al, 2012; NELSON & COX, 2013), conforme esquematizado na Figura 2. A
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primeira dessas alteragdes ocorre na extremidade 5’ da molécula nascente, que ¢ acrescida de
um residuo de 7-metilguanosina, um nucleosideo modificado conhecido como cap. Esse
residuo ¢ adicionado antes mesmo da sintese do transcrito primario ser concluida (NELSON
& COX, 2013; CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2013). Da mesma forma, a
extremidade 3° do mRNA também recebe modificagdes, as quais sdo catalisadas por um
complexo proteico capaz de reconhecer e ligar-se a sequéncias consenso presentes na 3° UTR.
Esse complexo entdo cliva a molécula e insere, a partir do ponto de clivagem (também
chamado de sitio de poliadenilagdo), até¢ 250 residuos consecutivos de adenosina monofostato,
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 protegé-lo contra
degradacao. Além disso, desempenham papéis essenciais nos processos de translocacgao
nucleo-citoplasmatica e tradugdo génica (KLUG et al, 2012; CARVALHO &
RECCO-PIMENTEL, 2013).

P UTR I 1, UTR
DNA 3 5
template E E> Es

Transcription

UTR UTR
Pre-mRNA S IS " "

Cap and tail added

Processed 7-mG Poly-A
pre_mRNA | B
lSpliclng
Spliced mRNA 1 I L e—
By E; Es

FIGURA 2 - Esquema geral do processamento pos-transcricional

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

Conforme anteriormente mencionado, o processamento pos-transcricional dos mRNAs
nascentes envolve também a remog¢do de seus segmentos intronicos, em um processo
conhecido como splicing (CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2013). Embora alguns
introns tenham capacidade de auto-excisdo, a maioria conta com o auxilio de um grande

complexo denominado spliceossomo, formado por 5 ribonucleoproteinas (snRNPs) altamente
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conservadas. Cada snRNP ¢ composta por uma pequena molécula de RNA nuclear (snRNA) e
diversas proteinas, de maneira que o grupamento supramolecular final do spliceossomo exibe
complexidade comparavel a de um ribossomo (NELSON & COX, 2013; KLUG et al, 2012).
Para que um intron seja reconhecido como tal, 0 mesmo precisa apresentar duas
importantes sequéncias sinais: o sitio doador (situado na extremidade 5°, composto pelo
dinucleotideo GU) e o sitio aceptor (situado na extremidade 3°, composto pelo dinucleotideo
AG). Ainda que variem consideravelmente, alguns nucleotideos adjacentes a esses sitios
também sdo de extrema importdncia para ocorréncia do splicing (CARVALHO &

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

Pos: -3 -2 -1 1 2 3 4 ] 6 7 8
a G
8-—— Qc: < C
-22-21-20-19-18-17-16-15-14-13-12-11-10-9 -8 -7 6 -5 =4 <3 <2 -1 1

- G

FIGURA 3 - Frequéncia relativa de bases nitrogenadas nas

regioes relativas aos sitios canonicos de splicing

Fonte: LEVINE, 2001. Adaptado. A = Regido do sitio doador; B = Regido do sitio aceptor; Pos = Posicao.

A primeira snRNP a se ligar ao transcrito primario ¢ a Ul, que interage com o sitio
doador e ocasiona uma dobra na molécula de mRNA, de maneira a produzir uma estrutura
semelhante a um lago (KLUG et al, 2012; CLANCY, 2008). Devido a essa configuragao, o
sitio doador aproxima-se de um residuo de adenina muito particular, localizado algumas
dezenas de nucleotideos upstream em relagdo a extremidade 3’ do intron, onde encontra-se

ligada a snRNP U2 (CLANCY, 2008). Esse residuo, que ¢ parte de uma sequéncia fracamente
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conservada conhecida como sitio de ramifica¢do', ataca a ligacdo entre a guanina do sitio
doador e o nucleotideo upstream adjacente (o ultimo do éxon), promovendo a clivagem da
molécula nesse ponto e o estabelecimento de uma nova ligacdo entre os nucleotideos G e A,
como resultado de uma reagdo organica denominada transesterificagdo (CLANCY, 2008;
KLUG et al, 2012; CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2013).

Essa mesma reacdo ocorre entdo uma segunda vez, mas agora entre o ultimo
nucleotideo do éxon que antecedia o intron a guanina do sitio aceptor, a qual rompe sua
ligacdo com o nucleotideo downstream adjacente (o primeiro do éxon seguinte). Assim, o
intron separa-se completamente do restante do mRNA e seus dois éxons contiguos 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, sdo apresentados na Figura 4.

Donor site Aceptor site ATP
5' lGU! A :{ﬁ}_ 3’ ADP + P; U1, U4

Branch point

£ Active
T Ut s Us spliceosome
4 A ] '
& - U2 soRNP 5 GU| ‘A =51AGl—3
ADP + Pj Ue U2
y — llal‘ll.'ll )
5 {Gj‘r— A —_—‘AG)_ i formation
U1 U2 @Uﬁ
WA
o5 U4/U6 + Us . : -
ADP + P; 5 OH AG 3
U6 U2
U5
Inactive (f\é‘ /
spliceosome A. -
5 AGl== 3’ _ " U6 | galAG
5 :

Intron release

FIGURA 4 - Esquema do processo de splicing e da formacao do spliceossomo

Fonte: NELSON & COX, 2013. Adaptado.

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

Variacdes na forma como ocorre o splicing de um mRNA nascente constituem o
principio de um importante mecanismo eucariotico de regulacdo da expressdo génica: o
splicing alternativo (BARALLE & GIUDICE, 2017). Esse mecanismo baseia-se no uso
diferencial dos sitios doadores e/ou aceptores presentes em um transcrito primario e permite
as 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 remoc¢do de
determinado éxon; (2) a retencdo de determinado intron; (3) a utilizagdo de um sitio doador
alternativo; (4) a utilizacdo de um sitio aceptor alternativo e (5) a opcao entre dois ou mais

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

Splicing
Exon T
1) [ - . ==
.
e intron
(2) ([ —— _
“.," \"', [ I I i
6 Em—{1_—_——fmm — {[ 'l ] '! 1
) - T — { : ]H ' ]
s R —

FIGURA S - Tipos de splicing alternativo

Fonte: WANG et al, 2014. Adaptado.

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

transcritos maduros Unicos que tém potencial para atuar de formas diferentes dentro das
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células, contribuindo grandemente para o aumento da diversidade de proteinas (BARALLE &
GIUDICE, 2017). Sabe-se que, no genoma humano, aproximadamente 95% dos genes sao
submetidos a algum tipo de splicing alternativo e 37% apresentam como resultado final desse
evento a geracao de multiplas isoformas proteicas (KIM et al, 2014; BARALLE & GIUDICE,
2017; WANG et al, 2014). A enorme discrepancia entre a quantidade de genes presentes nos
genomas da maioria da espécies de metazodrios € o numero de proteinas sintetizadas pelos
mesmos pode ser atribuida, em parte, justamente por esse tipo de processamento
pos-transcricional (WANG et al, 2014).

Eventos de splicing alternativo dependem de regides regulatérias do mRNA
conhecidas como enhancers e silencers de splicing (ES e SS, respectivamente), que podem
estar contidas tanto em segmentos exonicos quanto intronicos (WANG et al, 2014). Essas
regides apresentam sequéncias consenso que sdo reconhecidas e ligadas por proteinas
especificas, capazes de modular a funcionalidade dos sitios de splicing (NILSEN &
GRAVELEY, 2010; WANG et al, 2014). As proteinas da familia SR? por exemplo,
reconhecem os ES e recrutam componentes do spliceossomo, o que as caracteriza como
fatores de acdo positiva, pois contribuem para a ativa¢ao do processo de splicing a partir do
sitio que estd sob regulagdo. As ribonucleoproteinas hnRNPs, por outro lado, ligam-se aos SS
e prejudicam as interagdes entre os componentes do spliceossomo, sendo caracterizadas como

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

1.4. Gene Dactl

O Dactl (Dishevelled binding antagonist of beta catenin 1) ¢ um tipico gene
eucaridtico com sequéncia codificadora fragmentada, contendo quatro éxons e trés longos
introns (YAU et al, 2005). Acredita-se que tenha surgido tardiamente na linhagem dos
deuterostomios, uma vez que ndo pode ser encontrado nos genomas de organismos
invertebrados (SCHUBERT et al, 2014). Seu produto consiste em uma proteina modular
homoénima que possui uma gama de parceiros moleculares e diversos dominios conservados,
notavelmente um ziper de leucina proximo a extremidade N-terminal € um motivo C-terminal

de ligacdo a PDZ (SCHUBERT et al, 2014). Apresenta também sinais de localizagdo e

2 £ assim denominada pois suas integrantes apresentam dominios compostos por extensas repeti¢des dos
aminoacidos serina e arginina (NILSEN & GRAVELEY, 2010).
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exportacdo nuclear (NLS e NES), indicando que pode deslocar-se entre nucleo e citoplasma e,
potencialmente, exercer fungdes em ambos os compartimentos celulares (GAO et al, 2008).

A DACTI foi descoberta independentemente por dois grupos de pesquisa que, ao
conduzirem sistemas duplo-hibrido em levedura, detectaram sua interagdo com a proteina
citoplasmatica Dishevelled (DVL), integrante central da via de sinalizagdo 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 paralogos muito
semelhantes do Dactl, sendo um deles identificado por Cheyette et al, 2002 (¢ nomeado
Dapper) e o outro por Gloy et al, 2002 (e nomeado Frodo). Atualmente esses pardlogos siao
denominados Dactla e Dactlb, e entende-se que o segundo estd ausente nas demais espécies
de vertebrados (SCHUBERT et al, 2014). Além de observarem paralogos distintos, cada um
dos grupos também constatou uma forma de atuacdo diferente para a proteina: enquanto
Cheyette et al, 2002 verificou que a DACT]1 inibia via de sinalizagdo Wnt, Gloy et al, 2002

concluiu justamente o oposto.

1.4.1. A Via Wnt

A via Wnt ¢ altamente conservada nos metazodrios e esta envolvida em processos
essenciais ao desenvolvimento, como determinacdo e polaridade celular, migragdo,
organogénese € até mesmo renovagao de células-tronco (KOMIYA & HABAS, 2008; NUSSE
& CLEVERS, 2017). As Wnt constituem uma familia de glicoproteinas que, ao serem
secretadas, ligam-se a receptores de membrana denominados Frizzled (FZ). Dependendo de
qual ¢ a Wnt responsavel pela sinalizagdo, qual FZ esta sendo ligado e quais co-receptores
estdo presentes, a via pode estimular diversas cascatas bioquimicas intracelulares distintas.
Todas elas, no entanto, apresentam como intermediario citoplasmatico a proteina Dishevelled,
que ¢ recrutada e ativada pela FZ (KOMIYA & HABAS, 2008; DAULAT & BORG, 2017).

Em condi¢des normais, sem sinalizagdo externa, as células apresentam um grande
complexo proteico que € responsavel pela fosforilacdo da proteina B-catenina, marcando-a
para ubiquitinagdo e consequente degradacdo proteossomal (NUSSE & CLEVERS, 2017). Na
chamada via Wnt candnica (Figura 6), esse complexo ¢ recrutado para a membrana
plasmatica juntamente com a Dvl, onde ele ¢ inativado por um co-receptor do Wnt

denominado LRP5/6 (KOMIYA & HABAS, 2008; MOON et al., 2004). A auséncia da
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atividade de degradacdo leva ao acimulo da B-catenina no citoplasma, o que permite que a
mesma seja entdo translocada para o nucleo, onde atua como co-ativadora de fatores de
transcricdo da familia TCF/LEF, estimulando a expressdo controlada de diversos genes

(KOMIYA & HABAS, 2008; MOON et al., 2004; NUSSE & CLEVERS, 2017).
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FIGURA 6 - Via de sinalizacdo Wnt canonica

Fonte: NUSSE & CLEVERS, 2017. Adaptado.

Todas as vias Wnt independentes de p-catenina sdo ditas ndo candnicas. Na principal
delas, denominada Polaridade Celular Planar (PCP), a DVL ¢ recrutada e ativa pequenas
GTPases da familia Rho (nomeadamente a RAC1, a RHOA e¢ a CDC42) (KOMIYA &
HABAS, 2008; DAULAT & BORG, 2017). Essas proteinas estdo envolvidas na remodelagao
dos componentes de actina do citoesqueleto, contribuindo para a polaridade celular e a
migracao direcionada de células durante eventos-chave do desenvolvimento embrionario,
como gastrulacdo e neurulagdo. Além disso, também participam da via JNK, relacionada a

proliferacdo celular e processos apoptoticos e inflamatorios (DAULAT & BORG, 2017).
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1.4.2. Funcoes da DACT1

Alguns outros estudos seguiram-se apds as afirmagdes iniciais contraditorias de
Cheyette et al, 2002 e Gloy et al, 2002 sobre a funcao exercida pela DACT1 na via de
sinalizacdo Wnt candnica, mas os mesmos eram igualmente divergentes (WAXMAN et al,
2004; ZHANG et al, 2006). A explicagdo veio apenas com o trabalho de Teran et al, 2009, no
qual demonstrou-se que a atividade da proteina ¢ dependente de seu estado de fosforilacao.

Quando nao-fosforilada, a DACT1 favorece interagdes entre a DVL e enzimas do tipo
E3 ubiquitina ligase, como a MARCH2 e a pVHL, que sdo responsaveis por marcar proteinas
para degradacdo (LEE et al, 2018; MA et al, 2015). A via autofagico-lisossdmica atua nesse
processo tanto quanto a via proteossomal, uma vez que as moléculas de DVL ubiquitinadas
tendem a formar agregados citoplasmaticos, tornando-se eventualmente inacessiveis ao
proteassoma (GAO et al, 2010). Além disso, a DACT1 também ¢ capaz de estimular o
processo de autofagia de maneira global ao interagir com as proteinas Beclinl e ATG14L e
aumentar o estabelecimento de complexos ATG14L-Beclinl-VPS34, os quais sdo essenciais
para a constituicdo dos autofagossomos (MA et al, 2014). Assim, entende-se que a
interrup¢do da via Wnt promovida pela DACTI1 ocorre através de dois mecanismos
independentes: ao mesmo tempo em que facilita a ubiquitinacdo da DVL, também colabora
para a sintese da maquinaria que vira a destrui-la (MA et al, 2015).

Um terceiro mecanismo foi observado no trabalho de Gao et al, 2008, onde
verificou-se que, no nucleo, a DACTI1 ¢ capaz de ligar-se a uma proteina denominada
HDACI1 e mediar a interacdo da mesma com o fator de transcricio LEF1. Dessa forma, o
LEF1 torna-se indisponivel e ndo pode ser co-ativado pela B-catenina para estimular a
expressdo génica direcionada. Embora esse processo possa contribuir para a inibi¢do da via
Wnt candnica, sugere-se que se dé também na auséncia de sinalizacdo e atue no controle da
atividade basal da B-catenina, uma vez que nem todas as suas moléculas sdo capturadas pelo
complexo de degradacdo (GAO et al, 2008). Sugere-se também que a DACT]1 possa ligar-se
diretamente a LEF1 e TCF3, embora os dados de Kivimae et al, 2011 curiosamente nio
confirmem essas informagdes (HIKASA & SOKOL, 2004; GAO et al, 2008).

A DACTI1 nao-fosforilada demonstrou-se essencial para a ocorréncia de diversos
eventos embriondrios. Em mamiferos, por exemplo, observou-se que ela esta presente na

mesoderme pré-somitica dos embrides (FISHER et al, 2006), onde a ativacao alternada das
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vias de sinalizacdo Wnt e Notch ¢ responsavel por promover a formacao de estruturas
segmentares de mesoderme paraxial denominadas somitos (AULEHLA et al, 2003). Nesse
contexto, a DACT1 ¢ produzida ciclicamente e atua, em conjunto com a proteina Axinl, na
inibi¢ao periddica da via Wnt (SURIBEN, FISHER & CHEYETTE, 2006). Outro exemplo ¢
o processo de delaminagdo da crista neural, comum a todos os metazoarios craniados, que
também é dependente dessa mesma inibigdo (RABADAN et al, 2016).

Além disso, diversos trabalhos exploraram os efeitos da DACT1 ndo-fosforilada em
células cancerosas, nas quais a interrup¢ao da via candnica mostrou-se capaz de impedir a
proliferacdo celular e induzir a apoptose, apresentando atividade de supressdo 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 16/e, a DACT]1 passa a apresentar fungao oposta
aquela anteriormente descrita, estimulando a via Wnt canonica (TERAN, BRANSCOMB &
SEELING, 2009). Os processos de estabelecimento de sinapses e formagao de dendritos em
interneurdnios corticais, hipertrofia cardiaca e desenvolvimento placentario sao exemplos de
eventos cujas ocorréncias sdo dependentes dos efeitos da DACT1 em estado fosforilado
(ARGUELO et al, 2013; HAGENMUELLER et al, 2013; HOU et al, 2014).

A DACT]1 parece ser capaz de promover e regular também a via PCP, uma vez que
interage com a proteina de membrana VANGL2, importante componente dessa cascata
bioquimica (SURIBEN et al, 2009; HAGENMUELLER et al, 2014). Isso ocorre, por
exemplo, em células da linha primitiva, nas quais a PCP ¢ ativada durante o processo de
transi¢do epitélio-mesenquimal. Ratos mutantes para perda de funcdo do gene Dactl
apresentam desregulacdo da via nessa fase do desenvolvimento e os individuos nascem com
diversas mé-formagdes nos sistemas urogenital e digestério (SURIBEN et al, 2009; WEN et
al, 2010). Alinhado a essas descobertas esta o fato de que, em mamiferos, o Dactl ¢ expresso
no ducto Miilleriano do embrido e nos ovidutos e utero do individuo adulto, sendo essencial
ao desenvolvimento e manutencdo do sistema reprodutor feminino (SUZUKI et al, 2014;
XING et al, 2016).

Diversos outros processos bioldgicos tém sido relacionados a atividade da DACT],
mas ndo ha consenso sobre a exata forma de atuacdo da mesma no que diz respeito a muitos
deles. Sabe-se, por exemplo, que estd envolvida no metabolismo hepatico de glicose e

lipideos em ratos acometidos com diabetes tipo I (KUANG et al., 2017); que pode regular
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processos de crescimento e orientagdo axodnica no nucleo olfatério anterior, em neurdnios
receptores olfatérios, em neuronios dos ganglios espinais e em células ganglionares da retina
(SUZUKI et al, 2014); que possui papel no processo de odontogénese (KETTUNEN et al,
2010) e que esta presente no coragdo tanto durante o periodo embrionario como no 6rgao do
individuo adulto (SUZUKI et al, 2014). Também estd envolvida, através de uma via
metabolica semelhante a PCP, em rearranjos do citoesqueleto de actina necessarios para a
formagdo de dendritos e espinhas dendriticas e o estabelecimento de sinapses excitatorias
durante a diferenciacdo de neuronios piramidais (OKERLUND et al, 2010).

O estudo de Yau et al, 2005 identificou a existéncia de duas isoformas da DACT1 em
humanos, geradas através de splicing alternativo (Figura 7). A isoforma o ¢ a maior e
corresponde aquela originalmente descrita por Cheyette et al, 2002, sendo 37 aminoacidos
mais longa do que a isoforma . Essa variagdo se da pois, durante o processamento
pos-transcricional, o limite 5’ do éxon 4 ¢ estabelecido de acordo com a op¢ao da maquinaria
de splicing entre dois sitios aceptores alternativos, e sugere-se que a diferenca possa refletir
em alteragdes na atividade da proteina final. Através de ensaios com culturas de células de
hepatocarcinoma, observou-se que diminui¢gdes na sintese da isoforma o geram actimulo de

[B-catenina no citoplasma, levando a promog¢ao da Wnt canonica e o desenvolvimento tumoral.

ATG Stop codon
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FIGURA 7 - Splicing alternativo responsavel pela sintese das isoformas o e p da DACT]I.

Fonte: SOBREIRA et al. Nao publicado. Adaptado. As setas indicam os dois sitios aceptores alternativos.

Dados do nosso grupo de pesquisa indicam que, além do Homo sapiens, outras
espécies também produzem as isoformas o ¢ f da DACTI, e supde-se que a origem € a
diversificacdo estrutural dessas isoformas podem ter contribuido para o advento de um
mecanismo extra de regula¢do da via Wnt nos vertebrados. Sabendo-se que ha evidéncias de
que regides que sofrem splicing alternativo sdo passiveis de evolugdo acelerada (XING &

LEE, 2005; ERMAKOVA, NURTDINOV & GELFAND, 2006), ¢ razoavel presumir que
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modificagdes de sequéncia na regido equivalente a adicdo relativa a isoforma o teriam
possibilitado ajustes clado-especificos ou até mesmo espécie-especificos no que se refere a

funcao da isoforma maior.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Tem-se como objetivo geral desse trabalho proporcionar maior compreensao acerca da
historia evolutiva das isoformas a e B da DACTI1 através de andlises bioinformaticas.
Pretende-se investigar o surgimento das mesmas, a diversificagdo da regido que sofre splicing

alternativo e possiveis aspectos funcionais advindos desse processo.

2.2. Objetivos Especificos

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

a e B através da andlise dos potenciais sitios aceptores de splicing;

b) Alinhar e comparar as sequéncias codificadoras do Dact!/ a fim de se identificar
possiveis assinaturas moleculares de grupo e evidéncias sugestivas de evolucao

acelerada na regiao que sofre splicing alternativo;

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

regido exclusiva a isoforma a, possibilitando inferéncias funcionais.

3. PROCEDIMENTOS DE PESQUISA

3.1. Coleta de Dados

Buscaram-se as sequéncias codificadoras (CDS) do gene DACTI 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
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sequéncias de aminoacidos. As pesquisas realizadas foram textuais e o elemento de busca
empregado foi o proprio nome do gene em estudo. A escolha por utilizar duas plataformas
distintas se deu no intuito de facilitar o encontro das sequéncias e aumentar a confiabilidade
dos dados através da comparagao das informacgdes disponiveis em cada uma das fontes.
Notou-se que o NCBI apresenta um portfélio maior do que o do Ensembl, e por isso
diversas espécies foram encontradas apenas através dessa ferramenta. J4 quando ambos os
bancos ofereciam dados relacionados a uma mesma espécie, dois cendrios eram possiveis: as
sequéncias eram idénticas e, portanto, bastante confidveis ou (2) as sequéncias eram
diferentes, e por isso foi necessaria uma analise qualitativa das mesmas para que fosse eleita a
mais adequada. O critério para essas decisdes consistia principalmente em verificar a
montagem gendmica utilizada como referéncia por cada uma das ferramentas de busca,
levando-se em consideragdo se eram recentes, se estavam completas (pois muitas sequéncias
apresentam gaps e nucleotideos indeterminados) e quais eram os trabalhos de origem das
mesmas. Também observava-se a qualidade da anotagdo automatica fornecida pela plataforma
e a semelhanca entre as sequéncias apresentadas e aquelas sabidas tipicas do gene em estudo.
A listagem das espécies analisadas e os codigos de acesso correspondentes ao DACT
de cada uma delas estdo relacionados no Apéndice 1. O niimero de éxons e os tamanhos de
cada CDS e de cada proteina (em pares de base e em quantidade de aminodacidos,
respectivamente) podem ser consultados no Apéndice 2. Espécies descartadas do estudo (por

motivos melhor descritos na se¢do “Resultados”) constam no Apéndice 3.

3.2. Identificacao das Isoformas na Amostra de Sequéncias

Quando os bancos de dados ja indicavam a existéncia das isoformas a e f3, coletava-se
a sequéncia maior e destacava-se os aminoacidos adicionais em relacao a menor, sendo feito o
mesmo para os nucleotideos correspondentes. Outras isoformas que nao as de interesse foram

desconsideradas. Em seguida, com auxilio 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 sequéncias das demais

espécies a regido exclusiva a isoforma a. Como as anotagdes automaticas elaboradas pelas
plataformas poderiam ter levado em consideragao qualquer dos dois possiveis sitios aceptores

de splicing, a auséncia da regido em determinada espécie ndo significava necessariamente que
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a mesma nao existia, sendo preciso ainda verificar se estaria no intron antecessor ao éxon 4.
Caso se mostrasse presente e potencialmente funcional (sem codons de parada), ela era
acrescida as sequéncias originais (tanto codificadoras quanto proteicas) e, entdo, também
destacada. A situacao de cada espécie nesse contexto pode ser conferida no Apéndice 1, com
legendas de acordo.

E importante salientar, no entanto, que independentemente da adigdo relativa a
isoforma a existir, a isoforma 3 foi contabilizada apenas em espécies nas quais o sitio aceptor
(AG) responsavel pela ocorréncia do splicing alternativo que dd origem a essa variante
também foi encontrado na extremidade 3’ da regido em estudo. No caso de espécies que
apresentaram codons de parada em suas possiveis regides adicionais, a isoforma ndo
contabilizada foi a o, uma vez que o sitio aceptor responsavel pela sintese da mesma esta

necessariamente ausente nesse contexto.

3.3. Alinhamento das Sequéncias

Tanto as sequéncias nucleotidicas 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-

especificos, tanto de sequéncias completas quanto apenas da adic¢do relativa a isoforma a. A
partir dos dados obtidos, foi possivel a construcdo de arvores filogenéticas (também pelo
MEGA X) e a investigagdo de assinaturas moleculares de grupo na regido submetida a
splicing alternativo, a qual foi realizada apenas em clados para os quais possuia-se sequéncias
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 substituicdes nucleotidicas sindbnimas

e ndo-sindnimas, que pode ou ndo apresentar resultados sugestivos de evolugdo acelerada.
Alinhamentos especiais foram produzidos para essa analise, abrangendo apenas os clados que
J& apresentam sitio aceptor alternativo funcional (ou seja, sdo capazes de produzir ambas as
isoformas). Espécies que sofreram perda secunddria de um dos sitios foram mantidas.
Ademais, como as sequéncias apresentam éxon 1 mais longo ou mais curto de acordo com o
codon utilizado para inicio da traducdo, a extremidade 5’ das CDSs de diversas espécies foi

cortada de forma que comecassem todas exatamente no mesmo ponto.
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3.4. Investigaciao de Parceiros Moleculares

Foi realizada uma pesquisa minuciosa na literatura, com auxilio 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 DACTI. O objetivo

foi encontrar parceiros moleculares relacionados a regido submetida a splicing alternativo.

4. RESULTADOS

Em muitos casos, nenhuma das plataformas de busca apresentou informagdes
coerentes a respeito de determinada espécie, seja porque ainda ndo had montagem gendmica
disponivel para a mesma, porque a montagem estd incompleta (presenga de gaps ou de
nucleotideos ndo determinados) e ndo contempla ou contempla apenas parcialmente a regido
onde o Dactl esta localizado ou porque a montagem ainda nao foi anotada. Em uma situagao
bastante curiosa, verificou-se que o gene esta ausente dos genomas de dois actinopterigios da
familia Tetraodontidae: Tetraodon nigroviridis e Takifugu rubripes, conhecidos popularmente
como baiacus. Essa informagdo corrobora os dados de Schubert et al, 2014, que ja havia
constatado a perda secundaria do Dactl nesse grupo. Tanto essas duas espécies quanto as que
encaixaram-se em qualquer uma das circunstincias anteriormente descritas foram descartadas
(Apéndice 3), restando apenas 95 ao final da triagem.

O tamanho das CDSs do Dact! ndo variou de forma muito consideravel (Apéndice 2),
sendo a média de pares de base igual a 2476,32 e o desvio padrao aproximadamente 120. As
proteinas geradas por essas CDSs, por sua vez, apresentaram média de aminoécidos igual a
823,45 e desvio padrao de aproximadamente 40.

As sequéncias equivalentes a regido que sofre potencial splicing alternativo foram
encontradas em todas as 95 espécies, sendo que em 36 delas a distin¢ao era apresentada pelas
anotacdes automaticas das proprias ferramentas de busca. Ja nas demais 59 essas sequéncias
foram identificadas manualmente, e em 10 delas foi necessaria a consulta do intron antecessor
ao ¢éxon 4. Dessas dez, 7 ndo tiveram suas sequéncias acrescidas a CDS original (e nem a
sequéncia polipeptidica) pois possuiam codons de parada nessa regido, caracterizando-as
como ndo funcionais (Figura 8). A localizacdo da sequéncia de interesse nas CDSs dos

actinopterigios foi definida somente apds alinhamento, pois a regido € bastante divergente
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nessas espécies, tanto entre elas mesmas quanto ao serem comparadas as dos outros grupos.
Mais informagdes estdo disponiveis no Apéndice 1.

Com relagdo a presenca do sitio aceptor alternativo (AG) envolvido na coordenagdo
do evento de splicing responsavel pela sintese da isoforma 3, verificou-se que ele aparece pela
primeira vez nos anfibios (estando presente em ambos os homdlogos 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 € no monotremado Ornithorhynchus anatinus. Em sete
espécies, sendo a maioria delas representante do clado Cetartiodactyla, mutagdes pontuais do
tipo “sem sentido” ocorreram na regido que softria splicing alternativo e geraram codons de
parada que impossibilitam a sintese da isoforma a (Figura 8). Dessa forma, o sitio aceptor

encarregado pela produgdo da isoforma 3 tornou-se constitutivo.

> Elephantulus edwardii

MFLCSHSRVGLESRPLWAPASVPFECTEQENSLDEVE * Cetartiodactyla

> Capra hircus
DLIGELEYKEGHCEDQASRAVDCSLSTPQSNFLAVIA

> Ovie aries
DLIGELEYKEGHCEDQASRSVDCSLSTPQSNFLAVIZA

> Lagenorhynchus cbliquidens
LENVEQISEDGWNIKKATVAVGRSPSTSQSNSLGVIA

> Tursiops truncatus
I#HVERISEDGWNIKKATVAVGRSPSTSQSNSLGVIA

> Bubalus bubalis

DLIGWLEYKEGHCEDQASGAVDCSESTERSNSLAVIA

]

> Cavia porcellus

KSHEMEEYKKGCCEDQGSGVMCCSESTL@FILLDLIA

FIGURA 8 - Codons de parada encontrados na regiao sob potencial splicing alternativo

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

Alinhamentos gerais (Apéndices 4 e 5) e clado-especificos das sequéncias proteicas
das espécies envolvidas no estudo permitiram a observagdo de assinaturas moleculares de
grupo e sitios conservados em maior ou menor grau na regido do potencial splicing
alternativo. Devido a discrepancia das sequéncias pertencentes aos peixes actinopterigios
quando comparadas as das demais espécies, dois alinhamentos gerais distintos foram
produzidos: um contendo o clado em questdo (Apéndice 4) e outro excluindo-o (Apéndice 5).
Quando os Actinopterygii sdo desconsiderados, nota-se que trés aminoacidos apresentam
elevado nivel de conservagao ao longo de toda a filogenia dos vertebrados. Sdo eles um acido

aspartico (em geral na primeira ou segunda posi¢ao), uma alanina (sempre na ultima posi¢ao)
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e uma serina (em geral na posicao 23). Esses aminoacidos estdo presentes em 100%, 95% e
90% das espécies analisadas, respectivamente. Outros 14 sitios se mantém razoavelmente
constantes (minimo de 80%) e podem ser consultados no Apéndice 5. Em contraste, se os
actinopterigios sdo levados em conta e os mesmos pardmetros sdao aplicados, apenas 7 sitios
além dos trés principais se destacam como conservados (Apéndice 4).

Uma parcela consideravel das alteragdes que geraram as discrepancias observadas nas
sequéncias dos peixes de nadadeiras raiadas provavelmente ocorreram ao longo da historia
evolutiva do proprio grupo, pois um alinhamento comparativo entre Chondrichthyes,
Actinopterygii, ¢ Actinistia (Figura 9) demonstra que as sequéncias da regido exclusiva a
isoforma a dos peixes cartilaginosos sdo mais parecidas com a do celacanto do que com as
pertencentes aos actinopterigios. Essa observacdo ¢ corroborada pela arvore filogenética
produzida a partir desse alinhamento (Apéndice 6) e pelas pontuagdes fornecidas pelo
ClustalW, as quais sdo mais altas para comparagdes das sequéncias A e B (Callorhinchus
milii e Rhincodon typus, respectivamente) com C (Latimeria chalumnae) do que com

qualquer outra (média 44). Mais acerca do tema serd abordado na se¢do “Discussao”.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

2. Callorhinchus EDLIGWRECGEGLL----DYHYVGAVRRSFSAPYSSSLDVVT
b. Rhincodon EDFIGWRDHGEGLL----DCQYPGIVRRSESAPYSSSVDVAA
c. Latimeria DDLVSWTEYEEGRS———-—-EESNSSTVRRSFSGPYSNSADVVA
d. Lepisosteus DELVGCADC-E —-———EDQSSVLVRRSFSAPYSPSVDGTP
e. Electrophorus E—-——-DSN-SGTVRRSLSAPYSPSPDGSY
f. Ietalurus DELNVC ———-D5C-S5GTVRRSLSVPYSPSFPDGNC
g. Danio DDPGSCAEC ———=D55-5GTVRRSLSASYSPSFEDSSC
h. Carassius DELGSCAEF E———-DSS-SGTVRQSLSASYSPSPDGSC
i. Salmo DELGSCAECENQCA-———-EQQTIGTVRKSLSTPYSPSTDASS
j. Amphiprion DELAGCLQCDRLLGGLCDDSSSSTTVRRSLSAPQPAMDADT -
k. Poecilia EELASCLEYDVLVGGFYDDLGSSGVVRRSLSAPHQASLEATS
1. Oreochromis

DELASCLECDVLVGGLCDESSSSGTVRCSLSAPNPPTVDAAS
T i . *h kok

FIGURA 9 - Alinhamento comparativo da regiao de interesse

em Chondrichthyes, Actinopterygii, e Actinistia

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

aminoacidos conservados entre Chondrichthyes e Actinistia, mas ndo entre Chondrichthyes e Actinopterygii.

Como mencionado, foi possivel identificar assinaturas moleculares na regido sob
potencial splicing alternativo em alguns clados, ou seja, aminodcidos (ou sequéncias de

aminoacidos) comuns as espécies de determinado grupo e que ndo ocorrem nos demais. Essas
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assinaturas estdo indicadas através de cerquilhas (e, por vezes, outras formas de sinalizagdo)
nas Figuras 10 a 15, onde também sdo evidenciados alguns padrdes interessantes.

Aminodcidos em preto sdo aqueles presentes em todas as espécies do grupo analisado.

Species/Abbrv B 5 G =

1. Lepisosteus oculatus DELIVG[MADCE - - - -GRCEDQS JFRJAPYSPSVDGTP
2. Danio rerio DDPGSIMAECD ----CHCEDSS JLRJASYSPSPDSSC
3. Oreochromis niloticus DELASMLECDVLVGGLCDESS JLRJAPNPPTVDAAS
4, Electrophorus electricus DELGVMAECE - - - -GHCEDSN ALEAPYSPSPDGSY
5. Salmo salar DELGSHMAECE - ---NQCAEQQ LRI TPYSPSTDASS
6. Amphiprion ocellaris DELAGMLQCDRLLGGLCDDSS JLBAP -QPAMDADT
7. lctalurus punctatus DELNV@MAECE - ---EQCEDSC JLBPVPYSPSPDGNC
8. Carassius auratus DELGSHMAEFD ----CHCEDSS LA SYSPSPDGSC
9. Poecilia formosa E[EELASIMLEYDVLVGGFYDDLG SJLEJAPHQASLEATS

FIGURA 10 - Padrdes em Actinopterygii

Fonte: O AUTOR. Molduras retangulares indicam sequéncias bastante comuns e passiveis de utilidade

taxondmica, mas que ndo se apresentam como assinaturas de grupo.

*

Species/Abbrv . * *| * w x| x| x| #| | =] n o =
A YRISSLDM IS

1. Rhinatrema bivittatum DENLLGE] IDREK DQ L ERSN A S[CRIRN S

|2. Nanorana parkeri DM F F LPRR EGQCIEN - TR MIVIHBEIN TTE V VIS
3. Xenopus tropicalis DF L LIYRER D SQHES - - TEERR'EIE:S MIAIHEIN SV DV ALS
4. Xenopus laevis (homolog A) EQJF L LIYRdR ESQHIS - - TERR'AIE: MAIMHEIN SV EV TES
5. Xenopus laevis (homolog B) DF L LIRER ESQHIS - - TERR'AE: MIAIMHEIN SV D | GES

FIGURA 11 - Padrodes em Lissamphibia

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

Em Actinopterygii (Figura 10), observa-se que as sequéncias (além de serem atipicas,
como ja mencionado) diferem consideravelmente umas em relagdo as outras. Isso fica
evidente quando se verifica que apenas 5 sitios apresentam-se conservados, embora a
sequéncia “DEL” se repita constantemente nas posigoes de 1 a 3 e exista uma assinatura de
grupo na posicdo 6. A partir de Lissamphibia (Figura 11), no entanto, o numero de sitios
conservados comeca a aumentar e, apesar de nao terem sido identificadas assinaturas para o
clado como um todo, foi observada a repeti¢do do aminoacido glutamato na posi¢ao 5 em
espécies do subgrupo Anura. Segundo a filogenia de Pyron & Wiens, 2011, a linhagem que
deu origem a familia Pipidae (2 qual pertence o género Xenopus) divergiu cedo na historia
evolutiva dos anuros, enquanto que a linhagem da familia Dicroglossidae (a qual pertence o

género Nanorana) ¢ uma das mais recentes. Esses dados corroboram a hipdtese de que o
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surgimento do glutamato na posicdo 5 ¢ uma sinapomorfia de toda ou quase toda a ordem

Anura, ou seja, uma assinatura molecular.

Species/Abbrv T a1t L s Ml i M * g E 5 5
. Gekko japonicus MISYLRSSAGIMPEDQSVITVEHS LB TRHSNELDV IL
. Anolis carolinensis LISCLESEIS[MIH EDQ SAGMARIS SPRITPHSNRLDV I
. Python bivittatus LISHLRMEY [ [MIHND T - PHSDRLD|I V|
. Pseudonaja textilis LISQLEE T(*JQ NDQ - PHADRIF E|I V|
. Protobothrops mucrosquamatus LESQLES | [FQ NDQ - PQSDREIF DI V|
. Thamnophis sirtalis LISQLILSSIMMQ NE Q - PHPDREIF DI V|

A N A
Q00000

FIGURA 12 - Padrodes em Squamata

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

ovalada indica assinatura especifica do clado Toxicofera.

Species/Abbry & | & w| ®| %] x| &] %] [ %] %] %] %] &] ] x| > ah|w| %] & W] n| %] #| x| %] x| w]| ]| x] %] %] @
1. Alligator sinensis DLIGWMDYQRIKEGPQEDQLNYAAVCRSLSTPHSNSLDVVA
FACUINEIGIENIESEEIMENETCE D L | GWMD YRKEGPQEDQEWNSAAVCRSLSTPHSNSLDVVA
3. Crocodylus porosus DLIGWMDYQRIKEGPQEDOEHEAVCRSLSTPHSNSLDVVA

—

#

FIGURA 13 - Padrodes em Crocodylia

Fonte: O AUTOR.

Padrdes bastante notaveis aparecem também no clado Serpentes (Figura 12), uma
subordem de Squamata, como ¢ o caso das repeti¢cdes consistentes de “FIS” nas posi¢des 2 a 4
e “IV” quase no final da regido submetida a splicing alternativo. Esses trechos podem,
também, ser considerados assinaturas moleculares. H4 ainda a repeti¢do dos aminoacidos
“MA”, que ocorre ndo somente nas espécies de Serpentes como também no lagarto Anolis
carolinensis, pertencente a subordem Iguania. Pode-se inferir, portanto, que esse trecho ¢ uma
assinatura do clado Toxicofera, tendo surgido em um ancestral comum a Serpentes, Iguania e

Anguimorpha (PYRON, BURBRINK & WIENS, 2013).
Species/Abbrv * rrror0® #| | w| - » AR a[w[a| w] ] n] %] %] %] &] #

1. Phascolarctos cinereus DL IGWLHK E G[*R:H N DVCRSLEIPQSNSLDVIA
2. Sarcophilus harrisii DLIGWLPPHKEGEENE S VCRSLEIPQSNSLDVIA

DLIGWLISHKEGPRIEDE'FBEID VCRSLEGI PQSNSLDVIA
#

3. Monodelphis domestica

FIGURA 15 - Padroes em Marsupialia

Fonte: O AUTOR.



Species/Abbrv

. Anas platyrhynchos

. Numida meleagris

. Gallus gallus

. Pygoscelis adeliae

. Sturnus vulgaris

. Taeniopygia guttata

. Empidonax traillii

. Lonchura striata domestica
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FIGURA 14 - Padroes em Aves

Fonte: O AUTOR. A moldura retangular indica uma sequéncia bastante comum e passivel de utilidade

taxondmica, mas que ndo se apresenta como assinaturas de grupo.

Para que fosse possivel inferir a ocorréncia ou ndo de evolugdo acelerada na regido
submetida a splicing alternativo, foi realizada a analise de substituicdes sinOnimas e
nao-sindnimas, na qual calculam-se as propor¢des de cada tipo de mutagdo e a razdo entre
elas. Esse processo foi efetuado tanto para o alinhamento das regides exclusivas a isoforma o
quanto das CDSs completas da isoforma 3 do gene, seguindo os critérios estipulados na se¢ao
“Procedimentos de Pesquisa”. Os resultados médios obtidos podem ser consultados na Tabela
1, onde verifica-se que a regido adicional apresenta uma propor¢cdo de substitui¢des
ndo-sindnimas duas vezes maior em comparacdo ao restante da sequéncia codificadora e, ao

mesmo tempo, uma propor¢ao de substituicdes sinonimas bem menor.

TABELA 1 - Resultados da analise de substitui¢coes sindonimas e nio-sinonimas

Alinhamento ds dn ds/dn
CDS adicional (isoforma a) 0,4500 0,2843 1,7675
CDS constitutiva (isoforma B) 1,1639 0,1423 77737

Fonte: O AUTOR, a partir dos resultados fornecidos pelo SNAP v2.1.1. ds = a propor¢ao de substituigdes
sindnimas apos a corre¢do de Jukes-Cantor. dn = a proporcao de substitui¢des ndo-sindnimas apos a corregdo de

Jukes-Cantor. ds/dn = a proporcao de substitui¢do sindbnimas para ndo-sindnimas.

A regido exclusiva a isoforma a pode estar envolvida em uma possivel interacao entre
a DACT]1 e o fator de transcri¢ao TCF3 no nucleo celular (SCHUBERT et al, 2014; HIKASA
& SOKOL, 2004). Ja foi reportada anteriormente a atividade da DACT1 no sequestro de

LEF1, outro fator de transcri¢do que atua na expressao génica direcionada durante a via Wnt
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candnica de maneira bastante semelhante ao TCF3 (GAO et al, 2008). Embora esse sequestro
ocorra através da ligacdo da DACT1 a HDACI, os estudos de Gao et al, 2008 ¢ Hikasa &
Sokol, 2004 encontraram evidéncias de que a DACT1 também ¢ capaz de interagir
diretamente com o LEF1 e com o TCF3, respectivamente. E importante salientar que Hikasa
& Sokol trabalharam com Xenopus laevis, e a proteina que demonstrou ligar-se ao TCF3 foi a
FRODO, sintetizada a partir do homoélogo Dactlb, que € exclusivo dessa espécie. A enorme
semelhanca entre as duas versdes do gene, no entanto, permite que as funcdes atribuidas a um
sejam extrapoladas ao outro, como observado em Schubert et al, 2014.

Todas as consequéncias e inferéncias evolutivas e funcionais a respeito dos temas aqui

levantados serdo tratados na se¢do “Discussdo”, a seguir.

5. DISCUSSAO

A presenca da regido exclusiva a isoforma a e, concomitantemente, a auséncia de sitio
aceptor alternativo de splicing nas CDSs das espécies Callorhinchus milii € Rhincodon typus,
representantes do clado Chondrichthyes, indica que a isoforma em questdo era a Unica
variante produzida pelo gene Dactl ancestral. O surgimento da isoforma  provavelmente se
deu no inicio da linhagem dos Tetrapoda, antes do evento de cladogénese responsavel pela
divergéncia entre amniotos e lissanfibios, que estima-se ter ocorrido ha aproximadamente 360
milhdes de anos (KUMAR & HEDGES, 1998). Esse fato ¢ corroborado quando se verifica
que o sitio aceptor alternativo permanece ausente em sarcopterigios primitivos como o
celacanto (Latimeria chalumnae) e entdo aparece em anuros, cecilias, lagartos e cobras, sendo
mantido ao longo de todo o restante da arvore filogenética dos amniotos. E igualmente
possivel que o surgimento do sitio alternativo tenha ocorrido ainda mais cedo, hé até cerca de
420 milhdes de anos, antes da divergéncia que gerou as linhagens Tetrapoda e Dipnoi
(BENTON et al, 2015). Inferéncias mais especificas a esse respeito sdo invidveis, pois nao
existem montagens genOmicas de peixes dipnoicos disponiveis nos bancos de dados
consultados. A Figura 16 ilustra ambas as hipdteses levantadas.

E interessante notar que, ao longo da filogenia, ocorreram em diversos clados
mutagdes pontuais que inviabilizaram a sintese de uma das duas isoformas, seja através de
alteragdo do sitio aceptor responsavel pela isoforma B (como visto no anuro Nanorana

parkeri, por exemplo) ou através do aparecimento de codons de parada na regido exclusiva a
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isoforma o (como visto nas espécies apontadas pela Figura 8). Essa observagdo sugere que
nenhuma das duas variantes da proteina DACT1 ¢ absolutamente essencial para o
desenvolvimento embrionario e a manuten¢do de processos bioldgicos fundamentais (embora
ao menos uma delas deva estar presente) e, portanto, possiveis fungdes atribuidas a regido em

estudo devem estar relacionadas a ajustes bioquimicos bastante refinados.

i Actinistia
Sarcopterygii
Dipnoi
A Amniota
& - - Tetrapoda
Lissamphibia
~410 Ma / 3

FIGURA 16 - Surgimento da isoforma f§ da DACT1 na historia evolutiva de Vertebrata

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

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

Embora as perdas pontuais mencionadas paregam muitas vezes ocorrer ao acaso, ¢
curioso o surgimento de cdédons de parada em 5 espécies representantes do clado
Cetartiodactyla. Ao que tudo indica, essas alteragdes foram recentes na histéria evolutiva do
grupo e ocorreram diversas vezes, de forma independente e em linhagens distintas. Dentro da
familia Delphinidae, por exemplo, observa-se que os golfinhos Lagenorhynchus obliquidens e
Tursiops truncatus possuem os codons ocre e ambar em posigdes idénticas, enquanto que a
mesma regido na espécie Ornicus orca apresenta-se completamente funcional. A partir disso,
supde-se que as mutagdes que deram origem a esses codons ocorreram em um ancestral
comum aos géneros das duas primeiras espécies, mas nao ao da terceira. J4 na familia
Bovidae ¢ provavel que a perda de funcionalidade da isoforma a tenha se dado pelo menos
duas vezes: em um ancestral comum a subfamilia Caprinae (pois um cdédon ambar foi
encontrado na mesma posicao em Ovis aries € Capra hircus) € em um ancestral exclusivo ao
género Bubalus ou a espécie Bubalus bubalis. Essa ultima afirmagao pode ser explicada pelo
fato de que ndo ha codon de parada em Bos taurus e pelo entendimento de que os géneros

Bos, Bison ¢ Bubalus formam um clado monofilético (ZURANO et al, 2019; BIBI, 2013).



34

Inferéncias mais detalhadas e consistentes a respeito da histéria evolutiva das
isoformas o e f em Cetartiodactyla sdo dificeis devido ao reduzido numero de espécies do
grupo que apresentam montagens gendmicas completas e anotadas. Ainda assim, os dados
coletados nesse trabalho indicam que pode ter havido uma pressdao de selecdo positiva ao
longo da evolugao do clado no sentido de fixar o aparecimento de cddons de parada na regido
exclusiva a isoforma a, impossibilitando a sintese dessa variante da DACT1. Mais estudos sao
necessarios para que seja avaliado o significado evolutivo da caracteristica mencionada.

Alguns outros grupos também se destacam pela peculiaridade das sequéncias
referentes a regido sob potencial splicing alternativo, mas um caso bastante curioso ¢ o de
Actinopterygii, no qual as sequéncias divergem substancialmente também entre si. Uma
possivel explicacdao para essa diversidade ¢ a duplicagdo gendmica adicional que ocorreu no
inicio da historia evolutiva dos teledsteos, ha cerca de 320 milhdes de ano, além de outras
mais recentes que foram detectadas em algumas linhagens especificas dentro do mesmo clado.
Acredita-se que esses eventos de duplicagao genomica completa tenham sido motor da rapida
especiacdo ¢ radiagdo adaptativa sofridas pelos teledsteos, 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 sequéncia
do holdsteo Lepisosteus oculatus apresenta mais semelhanca aquelas referentes aos teledsteos
do que as referentes aos peixes cartilaginosos (pontuagdes médias 29 e 55, respectivamente,
fornecidas pelo ClustalW). Esses dados sugerem que uma parcela das mudangas que tornaram
a regido exclusiva a isoforma a tdo diferente em actinopterigios ja haviam surgido antes do
evento de cladogénese que separou as linhagens Holostei e Teleostei. Mais do que isso: é
provavel que tenham aparecido em um ancestral comum entre Actinopterygii e Sarcopterygii,
uma vez que o alinhamento entre Lepisosteus oculatus e Latimeria chalumnae (Actinistia)
apresenta pontuagdo 54 (quase o dobro de 29).

A partir de Tetrapoda, as sequéncias comecam a ficar mais consistentes e a quantidade
de sitios conservados dentro de cada grupo ¢, de forma geral, bastante elevada. No que diz
respeito a assinaturas moleculares, no entanto, o unico que se destaca ¢ Serpentes (Figura 11,
molduras retangulares). Isso ocorre porque a maioria dos sitios se mantém conservados de
maneira consistente ao longo de toda a arvore filogenética dos vertebrados, ndo sendo
exclusivos de nenhum clado especifico (Apéndice 5). Existem também posigdes que sdo

representadas por 2 ou 3 aminodcidos que se alternam durante a historia evolutiva de tal
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maneira que, sem uma analise bastante aprofundada, parece incoerente. Talvez assinaturas de
grupo seriam mais facilmente encontradas em tdxons menos amplos do que aqueles
estabelecidos para esse estudo (como € o caso de Serpentes e Anura, nos quais de fato foram
identificados padrdes interessantes), mas a reduzida quantidade de espécies a que tivemos
acesso limita muito esse tipo de andlise, sendo um impedimento a busca de assinaturas
moleculares até ao lidar com clados grandes como Perissodactyla e Lagomorpha.

Independentemente disso, a andlise de substitui¢des sinOnimas e nao-sindnimas
mostrou que a regido exclusiva a isoforma a sofre, em média, mais mutagdes do segundo tipo
em comparagdo ao restante da CDS do gene (o dobro), que por sua vez apresenta uma
proporc¢do de substituicdes sindbnimas bem maior. Esses dados estdo de acordo com a ideia de
que regides submetidas a splicing alternativo tendem a evoluir mais rapidamente do que
regides constitutivas do genoma, uma vez que alteracdes de aminoacidos causam a alteragdes
tanto na estrutura proteica quanto, possivelmente, em sua conformacdo tridimensional e
atividade. A maior ocorréncia de substituigdes sindnimas na CDS constitutiva pode ser
reflexo de uma necessidade de conservagao mais intensa nessas regioes, devido a suas
importancias estrutural e funcional. Contudo, embora esse padrao também tenha sido relatado
no trabalho de Xing & Lee, 2005, ele ndo parece ser o mais comum, pois ao estudar
sequéncias subordinadas a splicing alternativo de mais de 3 mil genes, Ermakova et al, 2006
verificou aumentos nas proporcdes tanto de mutacdes sindnimas quanto ndo-sindnimas. Sob
esse ponto de vista, portanto, o Dactl apresenta-se como uma exce¢ao.

O possivel envolvimento da regido exclusiva a isoforma a na interag@o entre a DACT]1
e o fator de transcricio TCF3 ¢ bastante interessante. No estudo de Hikasa & Sokol, 2004,
sugere-se que essa ligagdo estaria relacionada a ativacdo da expressdo gé€nica direcionada
dependente de TCF3, o que contradiz as observacdes de Gao et al, 2008 e Yau et al, 2005,
onde verificou-se o papel da DACTI1 no nucleo ¢ impedir a via Wnt candnica. Nesse ultimo
trabalho, especificamente, ¢ demonstrado que a redugdo na sintese da isoforma o gera
acimulo de B-catenina citoplasmatica em células cancerosas. Inferir fungdes sem ensaios
bioquimicos especificos ¢ muito dificil para uma proteina como a DACTI, cuja atividade
depende do estado seu estado de fosforilagdo e pode ser contexto/tecido-especifica. Além
disso, sabe-se que ha uma certa redundancia funcional entre os paralogos da familia DACT

(KIVIMAE, YANG & CHEYETTE, 2011), o que pode levar a conclusdes incorretas.
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De qualquer forma, ¢ muito provavel que a interagao entre a DACT1 e o TCF3 esteja
envolvida em ajustes da via de sinalizacdo Wnt candnica a nivel nuclear, assim como ¢ o caso
de ligagdes com proteinas como a HDACI1 e a LEF1. O sitio exato através do qual essa
interacdo ocorre ainda nao ¢ conhecido, mas a regido que o abrange também contém a
sequéncia submetida a splicing alternativo, que apresenta evidéncias de evolucao acelerada.
Assim, sugere-se que as substituicdes de aminodcidos que ocorreram nessa sequéncia ao
longo da historia evolutiva dos vertebrados podem ter gerado alteragdes nas propriedades da
ligacdo entre a DACTI1 e o TCF3, consequentemente ajustando-a de maneira refinada e
especifica. A auséncia da isoforma a pode ser tanto um impedimento para a interagdo como
pode também apenas ocasionar ajustes, uma vez que ndo se sabe se o sitio ativo localiza-se de
fato na regido sob splicing alternativo ou somente proxima a ela. Mais estudos sdao necessarios

para que seja compreendida a relevancia desses ajustes para a cascata bioquimica em curso.

6. CONCLUSAO

Conclui-se que a isoforma ancestral da DACTI1 ¢ a a (maior), tendo o sitio aceptor
alternativo responsavel pela sintese da isoforma 3 surgido em um ancestral comum a todos os
Tetrapoda. Em algumas espécies, esse sitio foi secundariamente perdido e, em outras,
tornou-se constitutivo (como ¢ o caso de diversos representantes do clado Cetartiodactyla).
Também verificou-se que a regido que sofre splicing alternativo apresenta evidéncias de
evolugdo acelerada, a qual pode estar envolvida em ajustes funcionais no que diz respeito a
interacao entre a DACT] e fatores de transcricdo como o TCF3 e outras proteinas nucleares

responsaveis pela regulacdo da via Wnt canonica.
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Dactl
CLADOS ESPECIES NCBI | Ensembl (releases 94/95/96)
Cédigos de Acesso
Callorhinchus milii * 103178514 | = -
CHONDRICHTHYES >
Rhincodon typus * 109928507 | -
HOLOSTEI Lepisosteus oculatus * 102691086 ENSLOCG00000009312
Danio rerio * 405799 ENSDARGO0000101635
§ Oreochromis niloticus * 100700415 ENSONIGOD000011734
& Electrophorus electricus * 113579357 | 00000 e
g s Salmo salar # 106602221 | -
= Amphiprion acellaris * 111585187 ENSAOCG00000004652
z phip.
ﬁ Ictalurus punctatus * 108270448 ENSIPUGD0000001860
Carassius auratus * 113117655 | -
Poecilia formosa * 103156184 ENSPFOGO0000023754
ACTINISTIA Latimeria chalumnae * 2353319 ENSLACGO0000018807
Rhinatrema bivittatum 115089854 | -
Nanorana parkeri * 108792045 | =0 -
LISSAMPHIBIA Xenopus laevis (homolog A) 308315 | -
Xenopus laevis (homolog B) 399186 | 0 -
Xenopus tropicalis 493325 ENSXETG00000011962
RHYNCHOCEPHALIA | Sphenodon punctatus * | ---—-- ENSSPUGO0000018322
Gekko japonicus 107120639 | -
Anolis carolinensis * 100555885 ENSACAGO0000014812
Python bivittatus 103057879 | -
SQUAMATA s =
Pseudonaja textilis 113434940 | = -
Protobothrops mucrosquamatus 107292182 | @ -
Thamnophis sirtalis 106550598 | 0000 -
Pelodiscus sinensis 102444102 ENSPSIG00000000545
« TESTUDINES Terrapene mexicana triunguis 112125543 | 000 e
% Chrysemys picta 101945567 ENSCPBG00000024848
E § Alligator sinensis 102374400 | 0 -——-
E ?‘: CROCODYLIA Alligator mississippiensis 10256186 | = ==00é-——
8 § & Crocodylus porosus 1093 @88? ENSCPRG00005017955
E = Anas platyrhynchos 101795068 ENSAPLG00000007362
) E Numida meleagris 110401514 ENSNMEGO0000016998
E Gallus gallus 723789 ENSGALGO0000012023
Pygoscelis adeliae 103923078
AVES -
Sturnus vulgaris 106850230
Empidonax traillii 114067303 | =0 e
Lonchura striata domestica 110479635 ENSLSDG00000007102
Taeniopygia guttata 100221895 ENSTGUG00000013023
MONOTREMATA Ornithorhynchus anatinus * 100086796 | @ -
Phascolarctos cinereus 110208422 ENSPCIG00000017476
MARSUPIALIA Sarcophilus harrisii 100926607 ENSSHAGO0000018459
Monodelphis domestica 100021268 ENSMODG00000008148
g XENARTHRA Dasypus novemcinctus 101426347 ENSDNOGO0000000222
g AFROTHERIA loxadonta africana 100669653 ENSLAFGODOD00007484
E Elephantulus edwardii # 102867458 | =00 o-—---
= il (i Condylura cristata 101619054 | 0o
Erinaceus europaeus 103110097 ENSEEUGO0000009193
pepssonacEr s CG?G”US 100059241 ENSECAGO0000009167
Equus asinus 106845848 ENSEASGOD005016185

(Continua)
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Acinonyx jubatus 106974570 | -
Felis catus 101098146 ENSFCAGO0000045905
Vulpes vulpes 112921298 | @ =
CARNIVORA Canis lupus familiaris 100687551 ENSCAFG00000015431
Ursus arctos horribilis 113242317 | =
Mustela putorius furo 101687549 ENSMPUGO0000006171
Odobenus rosmarus 101373515 |
Delphinapterus leucas 111173108 | 0 e
Physeter catodon 102979852 | 00 -
Orcinus orca 101289587 | 20200
Lagenorhynchus obliquidens # 113622812 | e
CETARTIODACTYLA Tursiops truncatus # 101315540 ENSTTRGO0000008825
Sus scrofa 100621416 ENSSSCG0O0000031856
Ovis aries # 101116320 ENSOARG00000021114
Capra hircus # 102175028 ENSCHIG00000020832
Bubalus bubalis # 102391933 | 000000
Bos taurus 538778 ENSBTAGO0000019421
Rousettus aegyptiacus 107502131 | -
= Pteropus vampyrus 105308851 ENSPVATO0000004564
g § é CHIROPTERA Phyllostomus discolor 114492869 | 0@
E b = Hipposideros armiger 109383892 | 0
8 E g Myotis lucifugus 102418277 ENSMLUGO0000007848
% £ = Ot R Ochotona prince:os 101519084 | = -
Oryctolagus cuniculus 100339172 ENSOCUG00000015140
Cavia porcellus # 100728819 ENSCPDG00000039410
Ictidomys tridecemlineatus 101963894 ENSSTOG00000028057
Marmota marmota 107138321 |
Jaculus jaculus 101608927 ENSIJAGO0000023135
RODENTIA Rattus norvegicus 500666 ENSENOG0O0000008445
Urocitellus parryii 113197631 ENSUPAGO0010002490
Mus musculus 59036 ENSMUSG00000044548
Mesocricetus auratus 101836710 ENSMAUGOD000008693
Cricetulus griseus 100768384 ENSCGRG00001013082
Otolemur garnettii 100962280 ENSOGAG(00000027814
Microcebus murinus 105882914 ENSMICG00000004813
Callithrix jacchus 100400795 ENSCJAGO0000018902
Rhinopithecus bieti 108524793 ENSRBIG00000029351
Aotus nancymaae 105716364 ENSANAGO0000035326
Chlorocebus sabaeus 103229090 ENSCSAGO0000014335
PRIMATES Papio anubis 101017740 ENSPANGO0000004888
Macaca mulatta 701218 ENSMMUG00000001090
Nomascus leucogenys 100606126 ENSNLEGO0000013400
Pongo abelii 100437942 ENSPPYG00000005861
Gorilla gorilla 101147080 ENSGGOG00000015389
Pan troglodytes 452938 ENSPTRG00000006397
Homo sapiens 51339 ENSGO00000165617
Codigo Significado
Ambas as isoformas sdo apresentadas pelos bancos de dados
Adicdo relativa & isoforma a identificada manualmente.
Adicdo relativa & isoforma a encontrada no intron que precede o dltimo éxon.
Adicdo relativa 3 isoforma a encontrada no intron que precede o Gltimo éxon, mas apresenta codon(s) de parada.
A informagdo obtida dessa fonte foi considerada imprecisa, sendo entdo complementada ou simplesmente discartada.
# O sitio aceptor alternativo upstream esta ausente, impossibilitando a sintese da isoforma a.
*

O sitio aceptor alternativo downstream esta ausente, impossibilitando a sintese da isoforma B.
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Dactl Isoformas produzidas
Espécie ,
Fita Exons CDS (ph) Proteina (aa) Qtd Tamanhos (aa)

Callorhinchus milii ¥ (+) 4 2479 825 1 825
Rhincadon typus * (+) 4 2497 831 1 831
Lepisosteus oculatus * (-) 4 2476 824 1 824
Danio rerio * (-) 4 2467 821 1 821
Oreochromis niloticus * (-) 4 2503 833 1 833
Efectrophorus electricus * (+) 4 2491 829 1 829
Salmo salar * (+) 4 2659 885 1 885
Amphiprion ocellaris * (+) 4 2404 800 1 300
Ictalurus punctatus * (-) 4 2515 837 1 837
Carassius auratus = (+) 4 2464 820 1 320
Poecilia formosa * (+) 4 2560 852 1 852
Latimeria chalumnae * (-) 4 2449 815 1 815
Rhinatrema bivittatum (-) 4 2422 806 2 769/806
Nanorana parkeri * (+) 4 2446 814 1 814
Xenopus laevis (homolog A) (+) 4 2458 818 2 783/818
Xenopus laevis (homolog B) (-) 4 2476 824 2 789/824
Xenopus tropicalis (-) 4 2476 824 2 789/824
Sphenadon punctatus * (-) 4 2503 833 2 795/883
Gekko japonicus (+) 5 2263 753 2 715/753
Anolis carolinensis * (+) 4 2389 795 1 795
Python bivittatus (-) 5 2497 831 2 794/831
Pseudonaja textilis (-) 4 2512 836 2 801/836
Protobothrops mucrosquamatus (-) 4 2401 799 2 764/799
Thamnaphis sirtalis (+) 5 2443 813 2 778/813
Pelodiscus sinensis (+) 3 2203 733 2 695/733
Terrapene mexicana triunguis (-) 4 2494 830 2 796/830
Chrysemys picta (+) 4 2488 828 2 794/828
Alligator sinensis (-) 4 2194 730 2 692/730
Alligator mississippiensis (-) 5 2338 778 2 741/778
Crocodylus porosus (+) 5 2401 799 2 764/799
Anas platyrhynchos (+) 4 2512 835 2 797/835
Numida meleagris (-) 4 2464 820 2 782/820
Gallus gallus (-) 4 2470 822 2 784/822
Pygoscelis adelice (-) 6 2209 735 2 697/735
Sturnus vulgaris (-) 4 2509 835 2 797/835
Empidonax traillii (-) 5 2491 829 2 791/829
Lonchura striata domestica (-) 4 2506 834 2 796/834
Taeniopygia guttata (-) 4 2470 8§22 2 784/822
Ornithorhynchus anatinus * (-) 4 2470 822 1 822
Phascelarctos cinereus (-) 4 2563 853 2 821/853
Sarcophilus harrisii (+) 5 2551 849 2 817/849
Monodelphis domestica (+) 4 2557 851 2 814/851
Dasypus novemcinctus (+) 4 2536 844 2 807/844
Loxodonta africana (+) 4 2515 837 2 800/837
Elephantulus edwardii # (+) 4 2413 803 1 803
Condylura cristata (-) 4 2533 843 2 806/843
Erinaceus europaeus (+) 4 2539 845 2 808/845
Equus caballus (+) 5 2848 948 2 911/948
Equus asinus (-) 4 2494 830 2 793/830
Acinonyx jubatus (+) 4 2524 840 2 803/840
Felis catus (+) 4 2524 840 2 803/840
Vulpes vulpes (-) 4 2074 690 2 653/690
Canis lupus familiaris (+) 4 2584 860 2 823/860

(Continua)




44

Ursus arctos horribilis (-) 4 2428 808 2 771/808
Mustela putorius furo (+) 5 2281 759 2 722/759
Odobenus rosmarus (-) 4 2539 845 2 808/845
Delphinapterus leucas (-) 4 2536 844 2 807/844
Physeter catodon (+) 4 2419 805 2 768/805
Orcinus orca (-) 4 2526 841 2 809/841
Lagenorhynchus obliquidens # (+) 4 2425 807 1 807

Tursiops truncatus # (-) 4 2425 807 1 307

Sus scrofa (+) 4 2425 807 2 770/807
Ovis aries # (+) 4 2416 804 1 804

Capra hircus # (-) 4 2415 804 1 804

Bubalus bubalis # (-) 4 2416 804 1 304

Bos taurus (+) 4 2527 841 2 804/841
Rousettus aegyptiacus (+) 4 2539 845 2 808/845
Pteropus vampyrus (-) 4 2539 845 2 808/845
Phyllostomus discolor (-) 4 2545 847 2 810/847
Hipposideros armiger (-) 4 2542 846 2 809/846
Myotis lucifugus (-) 4 2206 734 2 697/734
Ochotona princeps (-) 4 2575 857 2 820/857
Oryctolagus cuniculus (+) 4 2536 844 2 307/844
Cavia porcellus # (-) 4 2086 694 1 694

Ictidomys tridecemlineatus (+) 4 2518 838 2 801/838
Marmota marmota (+) 2 2507 838 2 801/838
Jaculus jaculus (+) 4 2533 843 2 806/843
Rattus norvegicus (+) 4 2449 815 2 778/815
Urocitellus parryii (-) 4 2512 836 2 800/836
Mus musculus (+) 4 2449 815 2 778/815
Mesocricetus auratus (-) 4 2446 814 2 777/814
Cricetulus griseus (4) 4 2452 816 2 780/816
Otolemur garnettii (+) 4/5 2476 824 2 788/824
Microcebus murinus (+) 4 2506 834 2 797/834
Callithrix jacchus (+) 4 2515 837 2 800/837
Rhinopithecus bieti (+) 4 2515 837 2 800/837
Aotus nancymaae (4) 4 2512 836 2 799/836
Chlorocebus sabaeus (+) 4 2998 998 2 961/998
Papio anubis (+) 4 2515 837 2 800/837
Macaca mulatta (+) 4 2515 837 2 800/837
Nomascus leucogenys (+) 4 2515 837 2 800/837
Pongo abelii (+) 4 2515 837 2 800/837
Gorilla gorilla (+) 4 2512 836 2 799/836
Pan troglodytes (+) 4 2512 836 2 799/836
Homo sapiens (+) 4 2512 836 2 799/836
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Dactl
CLADO ESPECIE NCBI Ensembl (release 94/95)
Gene ID
Gadus morhua ? ?
ACTINOPTERYGII Gasterosteuts acu{e-cr{jus 2 ?
Tetraodon nigroviridis = BT
Takifugu rubripes — ——
LUNGFISH Protopterus annectens ? ?
TESTUDINES Chelonia mydas 102944538 N
Struthio camelus 104141427 S
< Calypte anna 103535069
% Chaetura pelagica 104398472 | 000
(o] Columba livia —
5 S Aptenodytes forsteri ig;gziz:z ______
3
Pelecanus crispus 104028957 Al
Colius striatus 104561636 | 0o
= Ficedula albicollis 101810362
% < AFROTHERIA Chrysochloris asiatica 102820649
E § EULIPOTYPHLA Sorex araneus 101558294 .
8 g Ursus maritimus 103674666 ENSUMAG00000000074
E E CARNIVORA Ailuropoda melanoleuca 100477023 ENSAMEG00000002655
Leptonychotes weddellii 102735702 N
g Vicugna pacos 102529541 | 00—
- || e Gomel i 12510780
E Bison bison 104994255 | 00 -
= Balaenoptera acutorostrata &2999695 SR
Pteropus alecto TO2eREEZAL
Rhinolophus sinicus ? ?
CHIHROPTERA :
Eptesicus fuscus 103283921 | 00—
Myatis davidii 102751902 _
PRIMATES Carlito syrichta 103259037 | 00 o
Codigo Significado

CDS & parcial, pois a montagem gendmica efou a anotagdo esta(8o) incompleta(s).

Dactl ndo foi encontrado porgue a montagem gendmica e/ou a anotacdo ndo estd(do) completa(s).

0O gene Dactl estd ausente do genoma dessa espécie.

Ndo hd montagem gendmica disponivel para essa espécie.
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APENDICE IV - Alinhamento de Todos os Clados

Species/Abbrv

1. Callorhinchus milii

2. Rhincodon typus

3. Lepisosteus oculatus

4. Danio rerio

5. Oreochromis niloticus

6. Electrophorus electricus

7. Salmo salar

8. Amphiprion ocellaris

9. Ictalurus punctatus

10. Carassius auratus

11. Poecilia formosa

12. Latimeria chalumnae

13. Rhinatrema bivittatum

14. Nanorana parkeri

15. Xenopus tropicalis

16. Xenopus laevis (homolog A)
17. Xenopus laevis (homolog B)
18. Sphenodon punctatus
19. Gekko japonicus

20. Anolis carolinensis

21. Python bivittatus.

22. Pseudonaja textilis

23, Protobothrops m q
24. Thamnophis sirtalis

25. Pelodiscus sinensis

26. Terrapene mexicana triunguis
27. Chrysemys picta

28. Alligator sinensis

29. Alligator mississippiensis

matus

31. Anas platyrhynchos
32. Numida meleagris

33. Gallus gallus

34. Pygoscelis adeli

35. Sturnus vulgaris

36. Taeniopygia guttata
37. Empidonax traillii
38. Lonchura striata domestica

39. Ornithorhynchus anatinus

40. Phascolarctos cinereus

41. Sarcophilus harrisii

42. Monodelphis domestica

43. Dasypus novemcinctus

44. Loxodonta africana

45. Condylura cristata
46. Erinaceus europaeus

47. Equus caballus

48. Equus asinus

49. Acinonyx jubatus

50. Felis catus

51. Vulpes vulpes

52. Canis familiaris

53. Ursus arctos horribilis

54. Mustela putorius furo
55. Odobenus rosmarus
56. Delphinapterus leucas

517. Physeter catodon
58. Orcinus orca

59. Sus scrofa

EMlL  IGWREC .- - -GEGLLDYHY
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DELVGCADCE- - --GRC|EBas
D.PGSCAECD.._.CHCIISS
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DELGVCAECE----GHCIElSN
DELGSCAECE----NQCAEQQ
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60. Bos taurus ---BLIGWLEY..-KEGHC QAS-RAVDCHEP TPQSN.LF«\I\
61. Rousettus aegyptiacus ---MLIGWLDY - - -KEGRC QAS -.ETVCCEPRITSQFNPLDYV |
62. Pteropus vampyrus ---MLIGWLDY - . -KEGHC QAS -ETVCCHPBTSQFNPLDV |
63. Phyllostomus discolor ---LIGWLDY - . -TEGHC AS..AI‘J’CCI—P TPQFNPLGV !
64. Hipposideros armiger ---BLIGWLDH..-KEGHC »":S.EAVCR.P TSKFNPLGV !
65. Myotis lucifugus ---@LIGWLDC -TEGRCEQAS -EAVGCFPRTSQFNPLGYV !
66. Ochotona princeps ---MLLRRLDC--.-KEAQRDEQAS .lMAGGRPPCTLHFNVILDY |
67. Oryctolagus cuniculus ---MELRRLEF---REGHC QAS - BMAVGREIPERAAPCHALDY |
68. Ictidomys tridecemlineatus ---BLIGWLEY .- - -KEGHC AS A ICCEPETPQFNELDY I
69. Marmota marmota ---BLIGWLEY .- - -KEGHC QAS -EAICCEPETPQFNELDY |
70. Jaculus jaculus ---MLIGWLEC .. -KGSHC QAS - A ICSEHETPQFNELDY |
71. Rattus norvegicus ---BMLIGWLEC - - -KGGHC AS -EMTMC SEPEITPQFNPLDV I
72. Urocitellus parryii ---JMLIGWLEY - .- -KEGHC AS -EX | CCEAPETPQFNEBLDYVY I
73. Mus musculus ---BMLIGWLEC - - -KGGPC QAS -ETVCSEPETPQFNELDY |
74. Mesocricetus auratus ---BMLIGWLEC - - -KGGHC QAS -EA I CSPPRITPQFNELDYV |
75. Cricetulus griseus ---BMLIGWLEC---KGSR - QAS - AICS.P TPQFNBLDYV I
76. Otolemur garnettii EDDEYLRWLEY - - -KEGHCLG - - - - - VEBCPFICTPQFHAMDA |
71. Microcebus murinus ---MFIGWLEY ---KEGHC HVS -lMAVCREII TPQFNELDYV |
78. Callithrix jacchus ---JMLIGWLEY - . .KEGHC QAS - BMAVCHELEMTPQFNELDV |
79. Rhinopithecus bieti ---RIGLLEY ---KEGHC AS EMAVCREIILETPQFNBELDV I
80. Aotus nancymaae ---BMLIGWLEY .. -KEGHC AS . BAVCHEI TPQFNELDY I
81. Chlorocebus sabaeus ---BMLIGLLEY .. .-KEGHC AS .BMAVCREI TPQFNELDYV I
82. Papio anubis ---BLIGLLEY..-KEGHC AS . BAVCREIILEBTPQFNELDV |
83. Macaca mulatta ---MEIGLLEY - - -KEGHC QAS - BAVCRELETPQFNELDV I
84. Nomascus leucogenys ---MLIGLLEY---KEGHC AS . BAVCREIILEMTPQFNELDYV I
85. Pongo abelii ---N|IGLLEY---KEGHC AS EMAVCREIIBEMTPQFNELDV I
86. Gorilla gorilla ---J8 | GLLEY - - -KEGHC AS BAVCREI EMTPQFNELDYV I
87. Pan troglodytes ---IMEBIGLLEY - . .KEGHC AS EAVCREIIETPQFNELDY I
88. Homo sapiens ---MEIGLLEY .- -KEGHC AS . JAVCREIBTPQFNEBLDV I
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APENDICE V - Alinhamento sem Actinopterygii

Species/Abbrv

1. Callorhinchus milii

2. Rhincodon typus

3. Latimeria chalumnae

4. Rhinatrema bivittatum

5. Nanorana parkeri

6. Xenopus tropicalis

7. Xenopus laevis (homolog A)
8. Xenopus laevis (homolog B)
9. Sphenodon punctatus

10. Gekko japonicus

11. Anolis carolinensis

12. Python bivittatus

13. Pseudonaja textilis

15. Thamnophis sirtalis
16. Pelodiscus sinensis

18. Chrysemys picta

19. Alligator sinensis

20. Alligator mississippiensis
21. Crocodylus porosus

22. Anas platyrhynchos

23. Numida meleagris

24. Gallus gallus

25. Pygoscelis adeliae

26. Sturnus vulgaris

21. Taeniopygia guttata

28. Empidonax traillii

29. Lonchura striata domestica
30. Ornithorhynchus anatinus
31. Phascolarctos cinereus
32. Sarcophilus harrisii

33. Monodelphis domestica
34. Dasypus novemcinctus
35. Loxodonta africana

36. Condylura cristata

37. Erinaceus europaeus
38. Equus caballus

39. Equus asinus

40. Acinonyx jubatus

41. Felis catus

42. Vulpes vulpes

43. Canis familiaris

44, Ursus arctos horribilis
45. Mustela putorius furo
46. Odobenus rosmarus

47. Delphinapterus leucas
48. Physeter catodon

49. Orcinus orca

50. Sus scrofa

51. Bos taurus

52. Rousettus aegyptiacus
33. Pteropus vampyrus

54. Phyllostomus discolor
55. Hipposideros armiger

oOomoooomm|

14. Protobothrops mucrosquamatus

17. Terrapene mexicana triunguis

56. Myotis lucifugus
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57. Ochotona princeps

QAS

58. Oryctolagus cuniculus
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59. Ictidomys tridecemlineatus

60. Marmota marmota

61. Jaculus jaculus

62. Rattus norvegicus

63. Urocitellus parryii

64. Mus musculus

65. Mesocricetus auratus
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66. Cricetulus griseus

w

67. Otolemur garnettii

68. Microcebus murinus

69. Callithrix jacchus

70. Rhinopithecus bieti

71. Aotus nancymaae

72. Chlorocebus sabaeus

73. Papio anubis

74. Macaca mulatta

75. Nomascus leucogenys

76. Pongo abelii

77. Gorilla gorilla

78. Pan troglodytes

79. Homo sapiens
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APENDICE VI - Arvore filogenética Chondrichthyes, Actinopterygii, e Actinistia

Danio rerio

Carassius auratus

Electrophorus electricus

Ictalurus punctatus

Salmo salar

Poecilia formosa

QOreochromis niloticus

Amphiprion ocellaris

Lepisosteus oculatus

Latimeria chalumnae

Callorhinchus milii

Rhincodon typus

Fonte: O AUTOR. Inferéncias obtidas através do método de Maxima Verossimilhanga e o

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



