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A proteína Miostatina (também conhecida como GDF8) é um membro da 

superfamília de crescimento e diferenciação β (TGF� β) e é expressa quase que 

exclusivamente em musculatura esquelética, tanto no embrião em desenvolvimento 

quanto no indivíduo adulto, onde circula livre pela corrente sangüínea.  A Miostatina foi 

inicialmente identificada em 1997 por MCPHERRON  e, desde então, muitos estudos 

têm demonstrado seu papel essencial na regulação do desenvolvimento de musculatura 

esquelética de aves e mamíferos.  O nocaute gênico da Miostatina causa hiperplasia e 

hipertrofia das fibras musculares, resultando em músculos individuais até duas vezes 

maiores do que em animais selvagens.  Isso demonstra que a Miostatina é um regulador 

negativo da deposição de musculatura esquelética.  A estrutura e a função desta proteína 

são conservadas em diversas espécies, incluindo humanos, onde os níveis de Miostatina 

circulante no sangue se encontram aumentados durante condições de distrofia e na 

caquexia que acompanha alguns tipos de câncer e a AIDS.  Um melhor entendimento dos 

mecanismos que regem a expressão da Miostatina é essencial para o desenvolvimento 

de estratégias que possam regular sua atividade durante tais condições. No presente 

trabalho, nós identificamos, com o uso de ferramentas de Bioinformática, elementos �

regulatórios putativos (promotor e ) que possivelmente regulam a transcrição do 

gene da Miostatina. Inicialmente foi realizada uma comparação dos  do GDF8, 

incluindo as regiões intergênicas adjacentes, provenientes dos genomas de Humano, 

Camundongo e Galinha. Essa análise revelou a presença de diferentes regiões 

evolutivamente conservadas (RECs) adjacentes à seqüência codificadora desta proteína, 

sete e uma  ao gene. Por terem sido mantidas relativamente 

conservadas ao longo da evolução, essas regiões supostamente possuem um papel 

funcional, possivelmente como elementos �regulatórios do gene da Miostatina.  Em 



seguida, com o intuito de entender as funções que cada uma dessas regiões possa estar 

exercendo sobre a regulação da atividade transcricional do gene da Miostatina, foi 

realizada uma busca por sítios de ligação para fatores transcricionais que tenham sido 

conservados evolutivamente nessas RECs.  Muitos sítios conservados foram observados 

nas sete RECs  ao gene da Miostatina, entre eles estão sítios para fatores 

relacionados ao desenvolvimento de musculatura esquelética ( , , , 

), membros ( , ) e coração ( , ).  Juntos, esses dados sugerem 

uma regulação modular do gene da Miostatina durante a embriogênese dos vertebrados. 

A única REC localizada  ao GDF8 representa o promotor mínimo putativo deste 

gene.  Essa hipótese é reforçada pela presença de um sítio de ligação conservado para a 

Proteína de Ligação ao sítio TATA.  Com o intuito de validar as hipóteses formuladas com 

base nas análises de Bioinformática, no presente trabalho buscamos caracterizar 

funcionalmente o promotor mínimo do gene da Miostatina.  Para tanto, a região do 

promotor mínimo foi inicialmente clonada em um vetor que não contém promotor e possui 

como gene repórter o GFP.  Essa construção de expressão foi então testada através de 

experimentos de eletroporação em embriões de galinha .  A análise dos embriões 

eletroporados revelou que a região de DNA elegida para as análises funcionais é capaz 

de dirigir a transcrição do gene repórter, indicando que ela corresponde ao promotor 

mínimo do gene da Miostatina.  Além do sítio TATA, há, na região do promotor, diversos 

sítios conservados para a ligação de proteínas envolvidas na via de sinalização mediada 

por cAMP (CREB, ATF, NFY).  Esse achado está de acordo com estudos recentes que 

demonstram o envolvimento do cAMP na regulação dos fatores miogênicos e , 

bem como de , sugerindo que a atividade do gene da Miostatina também possa estar 

sendo regulada por essa via de sinalização.  Outras regiões do genoma humano que 

possuem arquitetura semelhante à observada no promotor da Miostatina foram 

identificadas, demonstrando que outros genes podem estar sob influência da mesma via 



de sinalização que regula a atividade do promotor da Miostatina, dentre eles genes 

envolvidos na miogênese e neurogênese. 

 
Palavras chave: Miostatina, elementos �regulatórios, promotor. 
 



The Myostatin protein (also known as GDF8) is a member of the transforming 

growth factor�β (TGF�β) superfamily and is expressed almost exclusively in skeletal 

muscle, both in the embryo and in the adult, where the protein circulates in the blood flow. 

It was initially identified in 1997 by MCPHERRON , and since then many studies have 

been demonstrating its essential role in the regulation of the development of skeletal 

muscle from birds and mammals.   The knockout of the  gene causes both 

hyperplasia and hypertrophy of the skeletal muscle fibers, resulting in muscles twice as big 

as the wildtype ones, thus showing that Myostatin is a negative regulator of skeletal 

muscle deposition.  The GDF8 structure and function is conserved in many species, 

including humans where the Myostatin levels are increased during dystrophy conditions 

and in the cachexia that accompanies some types of cancer and AIDS.  A better 

understanding of the mechanisms that rule the Myostatin expression is essential for the 

development of strategies that might regulate its activity during such conditions.  In this 

research, we have identified, with the use of bioinformatic tools, the cis�regulatory 

elements (promoter and enhancers) that regulate the  gene transcription.  We 

compared the GDF8  from human, chicken and mouse and found different evolutionary 

conserved regions (ECRs), adjacent to the GDF8 coding sequence.   Because these 

intergenic sequences remained relatively conserved throughout evolution, they supposedly 

have a functional role, possibly as cis�regulatory elements for the  gene. Our 

analyses revealed the presence of seven possible enhancers downstream of the  

gene and one conserved region upstream of it.  In order to understand the role these 

regions might have in the regulation of Myostatin´s transcription activity, we searched for 

binding sites that were also evolutionary conserved. Many conserved binding sites were 

observed in the RECs downstream to the gene, and among them are sites for 



factors related to the development of the skeletal muscle ( , , , ), 

limbs ( , ) and heart ( , , ).  Together, these data suggest a 

modular regulation of the  gene during vertebrates’ embryogenesis.  The only 

REC observed upstream of the Myostatin locus represents the putative basal gene 

promoter.  This hypothesis is strengthened by the presence of a binding site for the Tata 

Binding Protein conserved for the studied species.  In this research, we aimed at 

functionally characterizing the Myostatin gene basal promoter.  For that purpose, we 

cloned the studied region in a promoterless vector, which contains GFP as a reporter 

gene.  This expression construct was then tested through electroporation assays.  

The analysis of the electroporated embryos revealed that the cloned DNA region is 

capable of driving the transcription of the reporter gene, which indicates that it truly 

corresponds to the basal promoter of the Myostatin gene. Moreover, there are conserved 

binding sites for the CREB and ATF1 transcription factors in the basal promoter, which are 

activated by the cAMP signaling path.  This finding is in agreement with recent studies that 

demonstrate the involvement of cAMP in the regulation of the myogenic factors and

, as well as , thus suggesting that the activity of the  gene might be 

under the influence of  this signaling path.  Other regions of the human genome that have 

a similar architecture to the one observed in the Myostatin promoter were identified. This 

demonstrates that other genes are possibly under the influence of the same signaling path 

regulating the activity of the Myostatin promoter, among them genes involved in 

myogenesis and neurogenesis. 

 

Key words: Myostatin, cis�regulatory elements, promoter.
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A proteína Miostatina (também conhecida como GDF�8) é um membro da 

superfamília TGF�ß de fatores de crescimento e transformação, expressa quase que 

exclusivamente na musculatura esquelética dos amniotos (DU  2007). 

Ela foi inicialmente identificada por MCPHERRON . (1997) e, desde então, 

estudos buscando caracterizar sua função vêm demonstrando seu papel essencial na 

regulação do desenvolvimento da musculatura esquelética de aves e mamíferos.  Ao 

realizar o nocaute do gene da Miostatina, MCPHERRON . (1997) observaram um 

aumento na massa muscular esquelética dos camundongos mutantes, resultado de 

hiperplasia e hipertrofia das fibras musculares, com músculos individuais até duas vezes 

maiores que dos animais selvagens.  Portanto, a Miostatina é um regulador negativo da 

deposição de musculatura esquelética.  Outra técnica de silenciamento genético, 

utilizando iRNA, revelou que a ausência da Miostatina gera um atraso na fusão celular 

dos miotubos multinucleados, além de mudanças na morfologia das células, com 

aparecimento de agregados nucleares em vários miotubos.  Essas células são curtas e 

largas, o comprimento dos miotubos é encurtado significativamente (60% do controle) e a 

largura está aumentada (140% do controle) (SATO  2006).    

A superexpressão da Miostatina diminui a proliferação dos mioblastos, gerando 

acúmulo de células C2C12 nas fases G1 e G2 do ciclo celular (JOULIA 2003).  

Durante a fase de proliferação ativa dos mioblastos, a Miostatina regula negativamente a 

transição de G1 para S através de vias dependentes e independentes de Rb (proteína 

retinoblastoma) (MCFARLANE 2005).  Além disso, através da inativação do fator 

miogênico MyoD, a Miostatina inibe fortemente a diferenciação terminal, um evento crucial 

para a formação das células musculares.  Níveis aumentados desta proteína reduzem 



significativamente a taxa de apoptose de mioblastos, indicando que a Miostatina 

endógena protege as células da apoptose.  A proteína p21 (inibidora de Cdk�ciclina, 

regula a transição da fase G1 para S no ciclo celular) é um provável alvo específico da 

Miostatina endógena, envolvida na influência da Miostatina sobre a proliferação, 

diferenciação e apoptose, pois a superexpressão da Miostatina aumenta os níveis das 

proteínas p21 e de p53 (regulador transcricional de p21) (JOULIA 2003).   

A Miostatina é sintetizada como um precursor de 376 aminoácidos, contendo uma 

seqüência sinal, um domínio pró�peptídeo N�terminal e um domínio C�terminal (molécula 

ativa) (JOULIA�EKAZA & CABELLO 2007). Como outros membros da família TGF�β, a 

Miostatina é sintetizada como uma proteína precursora que sofre dois eventos de 

processamento proteolítico para gerar a molécula biologicamente ativa.  O primeiro 

evento remove a seqüência sinal N�terminal de 24 aminoácidos, necessária para enviar a 

proteína para vias de secreção.  O segundo evento gera, através de clivagem, o 

fragmento C�terminal, que possui atividade de ligação com o receptor de activina do tipo II 

(Act RIIA e Act RIIB) (LEE 2004).  Após o processamento proteolítico, o pró�peptídeo e o 

dímero C�terminal, unido por pontes disulfeto, permanecem ligados não�covalentemente 

em um complexo latente, que pode estar associado a outras proteínas também (LEE & 

MCPHERRON 2001).   

Após sua liberação, o dímero liga�se então aos receptores de activina do tipo II 

(Act RIIA e Act RIIB), ativando uma cascata de sinalização interna, mediada pelas 

proteínas SMADs (LEE & MCPHERRON 2001).  A transcrição induzida por Miostatina 

necessita da participação das SMADs regulatórias SMAD2 e SMAD3 e da co�SMAD4.  A 

SMAD7 inibitória reduz a transcrição induzida por Miostatina (ZHU  2004). 

O gene da Miostatina é altamente conservado entre as espécies.  A região 

codificadora da porção C�terminal é idêntica em humano, rato, murino, porco, peru e 

galinha. A função deste gene parece ser igualmente conservada, uma vez que mutações 



têm sido identificadas como sendo a razão para a existência de fenótipos de musculatura 

dupla em raças de gado (Belgian Blue e Piedmontese) (MCPHERRON & LEE 1997), 

cachorros (MOSHER . 2007) e ovelhas (CLOP . 2006). 

A divulgação do primeiro caso de mutação da Miostatina em uma criança humana 

demonstra que a sua função parece ser conservada até em humanos. Ao nascer, essa 

criança aparentava ser extremamente musculosa e análises genéticas revelaram a 

presença de uma mutação de ponto no seu gene da Miostatina.  A mutação de ponto 

resultou em um RNAm com  errôneo e níveis indetectáveis da proteína da 

Miostatina no sangue.  Com quatro anos de idade, a criança continua saudável, tem 

massa muscular aumentada e é extremamente forte. Esses resultados sugerem 

fortemente que a Miostatina exerce um papel similar na regulação da massa muscular 

esquelética em humanos, como o faz em outras espécies (TOBIN & CELESTE 2005).   

A expressão da Miostatina aumenta durante condições de perda e atrofia 

muscular.  A inibição de sua expressão ou atividade influencia significativamente a massa 

muscular, melhorando o processo de regeneração após injúria ou em doenças 

degenerativas como as distrofias de Duchenne e Becker (JOULIA�EKAZA & CABELLO 

2007). A Miostatina também está provavelmente envolvida em processos de caquexia, 

uma síndrome degenerativa com processo de perda de tecido adiposo e muscular 

esquelético acompanhado de injúria severa, doenças malignas crônicas ou em estágio 

terminal (câncer) e doenças infecciosas (AIDS), podendo levar à morte (JESPERSEN 

 2006).  Um melhor entendimento dos mecanismos moleculares que governam o papel 

da Miostatina durante períodos de perda de massa muscular pode fornecer base para 

intervenções terapêuticas melhores para pacientes com massa e função muscular 

danificadas (ALLEN & UNTERMAN 2007).   



Assim, a criação de agentes farmacológicos capazes de bloquear a atividade da 

Miostatina pode possibilitar a promoção de crescimento da musculatura esquelética 

perante doenças humanas, e em animais de criação (LEE & MCPHERRON 2001).

Entretanto, estudos recentes apontam que a massa muscular aumentada 

observada em camundongos nulos para Miostatina não é acompanhada de aumento 

proporcional na geração de força.  Há uma diminuição no número de mitocôndrias por 

volume de citoplasma e um aumento do número de fibras do tipo II, de contração rápida, à 

custa das fibras do tipo I, de contração lenta.  Portanto, ainda é necessário mais estudo 

para avaliar com clareza os efeitos da Miostatina sobre o desenvolvimento da 

musculatura esquelética (AMTHOR  2007). 

 

A expressão da Miostatina em embriões de galinha inicia�se relativamente tarde 

em relação ao desenvolvimento do somito, após a diferenciação de esclerótomo, 

dermomiótomo e miótomo.  É observada forte expressão na porção intermediária do 

dermomiótomo, do miótomo e em futuras células dermais.  Em nenhum momento é 

observada expressão nos lábios dorsomedial e ventrolateral do dermomiótomo (AMTHOR 

 2002).  

A Miostatina começa a ser detectada a partir do estágio HH15 (HAMBURGER & 

HAMILTON 1951), com transcritos na porção ventrolateral dos quatro ou cinco somitos 

mais rostrais; além disso, pouca expressão é detectada nos somitos I�II e no botão 

caudal.  Esta última não está mais presente já no estágio HH17, e a expressão da 

Miostatina é, então, observada na porção ventrolateral de todos os somitos occipitais e 

cervicais, incluindo a região formadora da musculatura da língua.  A expressão da 

Miostatina é observada ao nível dos membros no estágio HH19 e, no HH20, está presente 

em todos os somitos, exceto os mais caudais.  Nesse momento, a expressão é observada 



no centro do dermomiótomo e no lado ventral dos somitos, correspondendo a células 

situadas próximas ao botão hipaxial do dermomiótomo, mesoderme intermediária e dobra 

da endoderme da cavidade celômica.  A expressão da Miostatina no dermomiótomo se 

estende até a ectoderme no estágio HH22, na região que formará a derme das costas. Há 

também expressão nas partes rostral e caudal do miótomo, mas não em seu centro. No 

estágio HH25 a Miostatina é detectada no dermomiótomo e na parte hipaxial do miótomo.  

Em estágios mais tardios, a expressão da Miostatina é regulada negativamente no 

dermomiótomo e em HH30 só é observada na musculatura hipaxial.   

Durante o desenvolvimento dos membros, a Miostatina é inicialmente expressa em 

células miogênicas e adicionalmente em células não�miogênicas do núcleo mesenquimal.  

A expressão se torna localizada a músculos específicos do membro apenas em estágios 

mais tardios do desenvolvimento. 

No estágio HH21 a Miostatina é primeiramente detectada no domínio próximo�

medial dos botões de membros.  Esse padrão de expressão se estende distalmente ao 

longo do desenvolvimento do membro.  Em HH22 são observados três domínios de 

expressão mesenquimais: um mais dorsal, que coincide com o padrão de expressão de 

MyoD na massa pré�muscular dorsal; um segundo domínio ventral, coincidindo com a 

expressão de MyoD na massa pré�muscular ventral; o último domínio central corresponde 

ao núcleo mesenquimal do botão do membro e persiste até o estágio HH28, enquanto os 

dois primeiros são regulados negativamente a partir de HH22.  Em HH30 a expressão 

diminui na musculatura ventral do membro e a partir de HH31 a expressão da Miostatina 

passa a ser confinada a músculos individuais, sendo que o nível de expressão varia de 

acordo com o músculo. 

Durante o desenvolvimento da cabeça, a expressão da Miostatina é detectada a 

partir do estágio HH20 e em HH21 é observada em duas zonas de expressão, uma no 

primeiro e outra no segundo arco branquial.  No estágio HH23 a expressão é mais forte 



no segundo arco branquial, estendendo�se até a ectoderme e está confinada a porção 

central do mesênquima do primeiro arco branquial (AMTHOR  2002). 

  

Apesar da função da Miostatina ser amplamente conhecida, pouco se sabe sobre 

os mecanismos que regulam a sua expressão (SALERNO  2004). 

A Miostatina é secretada na forma latente, associada ao pró�peptídeo e o 

processamento proteolítico libera a forma ativa.  Ambas as formas não�processada e 

madura formam dímeros e o dímero maduro é a única forma ativa. O pró�peptídeo da 

Miostatina, quando permanece ligado ao dímero C�terminal inibe a ligação com o receptor 

(JOULIA�EKAZA & CABELLO 2007).   

A Miostatina pode ser encontrada ligada a várias proteínas que modulam sua 

ativação, secreção ou ligação ao receptor, e essas estratégias têm sido usadas na 

tentativa de modular a atividade da Miostatina (JOULIA�EKAZA & CABELLO 2007).  

A Folistatina regula negativamente a Miostatina, ligando�se ao dímero C�terminal e 

inibindo sua habilidade de ligar�se aos receptores (LEE & MCPHERRON 2001), assim 

como a proteína relacionada à Folistatina (FLRG).  A proteína GASP1 (

1) inibe a ativação da proteína, assim como 

hSGT ( ), que também 

inibe sua secreção (JOULIA�EKAZA & CABELLO 2007).  A proteína Titin�cap também se 

associa com a forma intracelular da Miostatina (MCFARLANE 2005). 

Doses de dexametasona promovem a redução no peso total e na massa muscular 

em ratos de maneira dose�dependente, associada a uma regulação positiva dose�

dependente do RNAm e da proteína Miostatina intra�muscular (MA  2003).  De fato, a 

região 5’  ao gene da Miostatina de mamíferos possui sítios para elementos 

responsivos a glicocorticóides, podendo estar envolvidos na atrofia muscular induzida por 



glicocorticóides observada em humanos sob tratamento para desordens inflamatórias 

(JOULIA�EKAZA & CABELLO 2007). 

O fator transcricional FoxO1 ativa o promotor da Miostatina, podendo causar 

atrofia muscular. FoxO1 muda a expressão de fatores autócrinos em direção a um 

programa que favorece a atrofia muscular, aumentando a atividade do promotor da 

Miostatina.  Já foi demonstrado em células C2C12 que FoxO1 induz a expressão 

aumentada da Miostatina e atividade aumentada do promotor�repórter (KAMEI  

2004).  Além disso, a Miostatina é também um alvo  de SMAD, que, 

juntamente com FoxO, porém por vias independentes, aumenta a atividade do promotor 

deste gene, inibindo a proliferação de mioblastos.  Um aumento da atividade do promotor 

é também observado perante tratamento com TGF�ß e SMAD (ALLEN & UNTERMAN 

2007).  Entretanto, outro trabalho mostra que a Miostatina inibe sua própria expressão 

através da indução de SMAD7. A expressão de SMAD7 é induzida pela Miostatina 

através das SMAD2, SMAD3 e SMAD4, funcionando como um inibidor do tipo  

negativo, para terminar a sinalização da Miostatina (ZHU  2004).  Portanto, a 

expressão da Miostatina depende da razão total de SMADs regulatórias (SMAD2 e 

SMAD3), co�SMADs (SMAD4) e inibitórias (SMAD7) em um dado momento (ALLEN & 

UNTERMAN 2007). 

O fator bFGF ou FGF�2 ( ) é importante para a 

estimulação da regeneração da musculatura esquelética e a aplicação de bFGF exógeno 

em células C2C12 diminui o mRNA endógeno de Miostatina, indicando que o fator bFGF 

suprime a expressão da Miostatina (LIU  2006). 

A expressão da Miostatina no dermomiótomo, mas não no miótomo, depende de 

sinalização proveniente da ectoderme, uma vez que a remoção da ectoderme do tronco 

resulta em uma regulação negativa da expressão da Miostatina, permanecendo apenas 

na parte central do miótomo, mas não no dermomiótomo. A deleção da ectoderme da asa 



das superfícies dorsal e ventral em HH22�23 resulta em regulação positiva da Miostatina e 

as asas são menores, mostrando que a ectoderme inibe a Miostatina em estágios iniciais 

de desenvolvimento de membro (AMTHOR  2002). 

A expressão da Miostatina no dermomiótomo é perdida quando são implantados 

 de  em embriões de galinha nos estádios HH18�19.  Já a expressão da 

Miostatina no miótomo foi regulada positivamente após um período de reincubação 

seguindo o tratamento com , o que resultou no aumento do domínio do miótomo.  A 

remoção da notocorda e da placa do assoalho do tubo neural, estruturas secretoras de 

, resultou em somitos menores, sem distinção entre dermomiótomo, esclerótomo e 

miótomo.  Entretanto, há forte expressão na parte ventral do somito, onde seria o 

esclerótomo, o que indica que a notocorda e a placa do assoalho inibem a expressão da 

Miostatina nessa região.  O implante de  embebidas na proteína  no 

mesênquima do botão da asa em HH20 resulta em completa ausência de Miostatina e em 

asas maiores após um período de 20 horas, porém a reincubação por um tempo mais 

longo (31 horas) resultou no reaparecimento da Miostatina com domínio de expressão 

aumentado no centro mesenquimal (AMTHOR  2002). 

  A remoção do tubo neural em HH13�14 resulta em somitos menores, mas bem 

diferenciados em dermomiótomo, miótomo e esclerótomo, e com forte expressão de 

Miostatina no dermomiótomo, mostrando que poucas células que expressam Miostatina 

nesta região dependem dessa sinalização (AMTHOR  2002). 

O processamento proteolítico da Miostatina é feito por uma protease serina cálcio�

dependente chamada Furina, que pertence a uma família de enzimas de processamento 

de mamíferos chamada Pró�proteína Convertases (PCs).  O processamento e secreção 

da Miostatina são reduzidos durante as fases de diferenciação celular e a Miostatina auto�

regula a extensão do processamento através da regulação da expressão do gene da sua 

enzima de conversão Furina (MCFARLANE 2005). 



Através de microarranjo, foram identificados diversos genes responsivos a 

Miostatina.  Dentre eles, os componentes envolvidos na sinalização de Wnt4 eram 

preferencialmente aumentados após deleção da Miostatina, sugerindo que esta última 

atue  de Wnt4, inibindo sua sinalização.  Um aumento na expressão da 

Miostatina ocasiona um aumento na fosforilação de SMAD2, mas quando Wnt4 é 

adicionado, a quantidade de SMAD2 fosforilada não é alterada, sugerindo que Wnt4 é 

antagonista da Miostatina na fosforilação de SMAD2/3. Os resultados obtidos pela 

expressão ectópica de Wnt4 são idênticos aos obtidos por nocaute do gene da Miostatina, 

onde os animais possuem músculos com maior proporção de fibras rápidas tipo II e uma 

proporção reduzida de fibras lentas tipo I, quando comparados com animais selvagens.  

Isso leva à hipótese de que Wnt4 atue contra a Miostatina primariamente em músculos de 

contração rápida, sugerindo que há uma comunicação entre a via da Miostatina e a via de 

sinalização promovida por Wnt4 (TAKATA  2007). 

Algumas técnicas têm sido estudadas buscando regular a expressão da Miostatina 

. Uma vacina de DNA contra a Miostatina está sendo estudada, e sua 

administração é responsável por um aumento do peso corporal e da massa muscular 

esquelética, mas sem aumento do tecido adiposo.  Durante os testes em camundongos, 

não foram observadas alterações na bioquímica do soro sangüíneo ou efeitos colaterais 

aparentes (TANG  2007). Um anticorpo neutralizador e um receptor dominante�

negativo também têm sido usados para bloquear a função da Miostatina (TAKATA  

2007). 

 

A seqüência regulatória na região 5’  ao gene da Miostatina em humano, 

bovino, porco e murino tem considerável homologia de seqüência e compartilha muitos 

sítios de ligação para fatores transcricionais (SALERNO  2004).  Alguns E�boxes são 



conservados em posição e seqüência dentre as diferentes espécies, indicando que a 

expressão conservada da Miostatina pode ser atribuída à conservação do promotor 

(Figura 1) (SPILLER  2002).  Entretanto estudos indicam que a atividade do promotor 

da Miostatina  é espécie�específica; por exemplo, o promotor bovino apresenta 

atividade mais baixa que o de camundongo (SALERNO  2004). 

 

 

 – Comparação do posicionamento dos E�boxes em diferentes mamíferos. 

 

O estudo de 3,3 kb da região 5’  ao gene da Miostatina humano, revelou 

a presença de três sítios TATA, um sítio CCAAT parcial, cinco seqüências homólogas ao 

sítio consenso de ligação das proteínas POU, dois sítios para MEF2, um para PPARγ, um 

para NF�kB, um para ARE (elemento responsivo a andrógeno), cinco sítios para GRE 

(elemento responsivo a glicocorticóide), três para TRE (elemento responsivo a hormônio 

da tireóide), três para ERG, dois para CRE (elemento responsivo a cAMP) e 12 E�boxes.  

Os E�boxes são sítios de ligação para os fatores transcricionais da família dos Fatores de 

Regulação Miogênica (MyoD, Myf5, MRF4 e Miogenina), e sua presença sugere que a 

Miostatina responda à sinalização desses fatores.  Através de experimentos de deleção 



destes sítios, foi constatado que os elementos necessários para a transcrição basal da 

Miostatina e sua atividade responsiva a glicocorticóides estão presentes nos 327 pb mais 

proximais da região do promotor.  Observou�se também que o promotor tem duas regiões 

capazes de inibir a transcrição da Miostatina (entre 3322 – 2062 e 1447 – 1187) e áreas 

com possíveis  (entre 1187 – 529 e 529 – 327).  A presença de dexametasona 

regula positivamente a quantidade de RNAm e de proteína Miostatina nas células 

musculares esqueléticas , devido, em parte, a um aumento na sua transcrição.  

Então, a administração de glicocorticóide pode ser responsável pelo aumento da 

expressão da Miostatina, diminuindo a quantidade de massa muscular esquelética em 

humanos (MA  2001). 

Ao analisar um fragmento de 2,5 kb da região imediatamente do gene da 

Miostatina de camundongo, foram identificados um sítio para MEF2 a 1,3 kb e mais sete 

sítios E�box arranjados em agrupamentos ( ).  O primeiro  inclui os E�boxes 

E1 e E2, que possuem seqüência idêntica (CACTTG).  O segundo  contém os E�

boxes E3 e E4, ambos com a seqüência CAAATG.  O E�box E5 encontra�se sozinho na 

posição 1005 kb e o último  inclui os E�boxes E6 e E7.  Experimentos com 

diferentes construções incluindo diferentes números de E�boxes em células C2C12 

revelaram que o efeito dos E�boxes sobre a atividade da Miostatina parece se aditivo.  

Entretanto, os cinco primeiros sítios são suficientes para obtenção da máxima atividade 

do promotor, sendo E5 crucial e capaz de induzir a máxima atividade do promotor 

sozinho, .  A adição de MyoD ao experimento que testava a atividade da 

construção�repórter contendo os primeiros cinco E�boxes resultou em um aumento de 

seis vezes na atividade do promotor da Miostatina, sugerindo que este fator miogênico 

poderia controlar a transcrição da Miostatina de forma músculo�específica (e fibra�

específica) (SALERNO  2004).  Ambos, Miostatina e MyoD, são preferencialmente 

expressos em fibras de contração rápida e têm padrões de expressão coincidentes 



durante o desenvolvimento (SPILLER  2002).  A adição de Myf5, por sua vez, 

aumentou a atividade em duas vezes. O E�box E5 mostrou ser o sítio preferencial de 

ligação para MyoD e Myf5 (SALERNO  2004).   

Ao clonar 1,6 kb ao gene da Miostatina de bovino, foram localizados os 

seguintes sítios para ligação de fatores transcricionais: um sítio CAAT, três sítios TATA, 

um sítio para MEF2, além de dez E�boxes arranjados em agrupamentos (SPILLER  

2002).  As proteínas MEF2 são necessárias para a transcrição de genes músculo�

específicos e para a diferenciação dos mioblastos durante a miogênese (DU  2007) e 

a adição de MEF2 aumentou a atividade do promotor da Miostatina de bovinos em três 

vezes. Os E�boxes E1 e E2, ambos com a seqüência CACTTG formam o primeiro , 

estando localizados próximos aos sítios TATA e ao início de transcrição.  O segundo 

 compreende os E�boxes E3�E6, que possuem as seqüências CA A/T T/A TG. Os 

E�boxes E7�E10 formam o terceiro . E7 e E9 possuem seqüência igual aos E�boxes 

do segundo , E8 possui a seqüência CAGGTG e E10 CATCTG.  Foram ainda 

localizados sítios para AP1, GATA, GATA1, GATA2 e GATA3.  Dentro dos 1,6 kb 

analisados, estão presentes todos os elementos necessários para dirigir a expressão do 

gene repórter em células C2C12, sendo essa região, portanto, chamada promotor bovino.  

A presença dos seis primeiros E�boxes foi suficiente para estimular a atividade do 

promotor observada quando todos os E�boxes estavam presentes, e E6 tem um papel 

importante na regulação, sendo o principal sítio de ligação para os MRFs e podendo 

compensar pela perda dos demais E�boxes (SPILLER  2002). 

O estudo de um fragmento de 1,515 kb do gene da Miostatina de ovelha 

revelou a presença dos seguintes sítios de ligação: três sítios TATA, um sítio CAAT, oito 

E�boxes putativos, um sítio de ligação para Octamer 1 (Octamer), para AP1, Gfi�1B, 

MEF2 ( ), MTBF ( ), elemento 

responsivo a glicocorticóide (GRE) e elemento responsivo a progesterona (PRE) (DU 



2005).  Experimentos com deleções de diferentes E�boxes revelaram que alterações 

em E3, E4, E5 e E7 tiveram efeitos significativos na atividade do promotor da Miostatina, 

sendo E7 o mais importante de todos os sítios.  E3, E4 e E5 formam um agrupamento que 

deve ser importante para melhor sustentação e estabilidade da ligação DNA�proteína. 

Experimentos gerando mutações nos sítios para MEF2 e MTBF tiveram efeitos positivos 

na atividade do promotor e mutações em sítios para elementos responsivos à 

glicocorticóide (GRE) diminuíram a atividade do promotor (DU  2007). 

GU (2004) clonaram 1.2 kb da região 5´  ao gene da Miostatina de 

pato, ganso e codorna.  Segundo os autores, uma comparação dessas seqüências 

revelou um alto grau de identidade, com número e localização de E�boxes bem 

conservados entre galinha e codorna (Figura 2).  Entretanto, uma comparação do 

promotor de aves com a região do promotor de mamíferos (humano, camundongo e 

bovino) revelou um nível mais baixo de similaridade.   

 

� Comparação do posicionamento dos E�boxes em diferentes aves. 

 

Considerando que estudos buscando compreender os mecanismos que regem a 

regulação da Miostatina se restringem a elementos regulatórios localizados ao 

gene da Miostatina em mamíferos (SALERNO  2004; SPILLER  2002; MA  



2001; DU  2007) ou aves (GU  2004), a proposta do presente trabalho foi 

identificar possíveis elementos �regulatórios (promotor e ) desse gene, 

através da comparação entre diferentes organismos vertebrados (humano, camundongo e 

galinha).  A manutenção destas seqüências conservadas ao longo da evolução sugere 

que elas tenham um papel funcional, provavelmente regulando a transcrição gênica.  

Utilizando ferramentas de bioinformática, foram localizadas oito regiões evolutivamente 

conservadas nas regiões adjacentes ao lócus da Miostatina.  Em seguida, foi realizada 

uma busca por potenciais sítios de ligação para fatores transcricionais que tenham sido 

conservados ao longo da evolução filogenética.  Tais fatores foram analisados de acordo 

com seu posicionamento nas regiões conservadas e sua função.  Por fim, o promotor 

mínimo do gene da Miostatina foi testado com relação a sua capacidade de dirigir a 

transcrição de um gene repórter, através de experimentos de eletroporação de embriões 

de galinha .  Os resultados desses experimentos mostram que a região estudada 

representa o promotor mínimo da Miostatina, sendo capaz de regular a atividade do gene 

repórter em somitos de embriões de galinha. 



 



Identificar novos elementos �reguladores da transcrição do gene da Miostatina e 

caracterizar em ensaios funcionais seu promotor mínimo.

 

a) Comparar o lócus da Miostatina de diferentes vertebrados (Galinha, Camundongo 

e Humano) visando identificar seqüências conservadas evolutivamente (RECs). 

 

b) Identificar o promotor putativo do gene Miostatina. 

 

c) Localizar e classificar, segundo sua categoria e função, os sítios de ligação para 

fatores de transcrição, que sejam conservados filogeneticamente dentro dos RECs e 

do promotor putativo. 

 

d) Amplificar e clonar o promotor putativo identificado pelas análises de 

bioinformática em um vetor sem promotor, tendo como gene�repórter o GFP. 

 

e) Testar esta construção de expressão quanto a sua capacidade de dirigir a 

expressão do transgene por eletroporação em embriões de galinha . 

 
f) Realizar uma busca por regiões reguladoras com arquitetura semelhante ao 

promotor da Miostatina no genoma, através de bioinformática. 

 
 

 

 



 



O estudo se iniciou com a identificação de Regiões Evolutivamente Conservadas 

(RECs) no lócus da Miostatina de vertebrados, utilizando ferramentas de bioinformática.  

O trecho analisado inclui o gene Miostatina e as regiões intergênicas situadas entre as 

posições chr2:190455454 e chr2:190695663 do genoma humano, delimitadas pelo gene 

PMS1 e a seqüência que codifica a proteína hipotética MGC13057.  O alinhamento e a 

busca por tais seqüências conservadas entre as diferentes espécies de vertebrados 

(Galinha, Camundongo e Homem) foram feitos com auxílio dos programas ECR Browser 

e Mulan, que podem ser acessados na  do Centro de Genômica Comparativa, 

no endereço http://www.dcode.org.  Os parâmetros usados para definir uma REC foram 

comprimento mínimo de 100 pb e 70% de identidade de seqüência. O Centro de 

Genômica Comparativa é mantido pelo Laboratório Lawrence Livermore e pela 

Universidade da Califórnia, que disponibilizam uma coleção de ferramentas de 

bioinformática que podem ser acessadas .  

 
 

Uma vez identificadas as RECs, os potenciais sítios de ligação para fatores de 

transcrição conservados ao longo da evolução foram localizados com o auxílio do recurso 

multiTF do Mulan.  Essa ferramenta utiliza a biblioteca V10.2 do TRANSFAC que possui 

um total de 467 famílias de fatores de transcrição de vertebrados. A similaridade de matriz 

foi prédefinida como otimizada para função ( ), de forma a utilizar 



diferentes parâmetros para diferentes sítios de ligação para fatores transcricionais.  Na 

etapa seguinte, os fatores de transcrição que podem estar envolvidos na regulação da 

atividade transcricional da Miostatina foram categorizados com relação à classe e função 

com base nos dados do banco de dados Transfac (http://www.gene�

regulation.com/pub/programs.html). 

A ferramenta de bioinformática Synor (http://synor.dcode.org/) foi utilizada com o 

intuito de localizar genes que possuam regiões reguladoras com arquitetura semelhante 

ao promotor mínimo da Miostatina, contendo os sítios para os fatores CREB, ATF, MEIS, 

NFY e FXR, não necessariamente nessa ordem. As limitações entre sítios vizinhos foram 

definidas como pelo menos 4pb mas não mais que 100 pb. O genoma humano foi 

utilizado como base e o camundongo foi usado para comparação. 

A função desses genes foi analisada com ajuda das ferramentas 

 (OMIM) e Pubmed do banco de dados National Center for 

Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).   

 

Para a amplificação da região identificada nas análises de bioinformática como o 

promotor mínimo putativo do gene da Miostatina de galinha, foram desenhados  

flanqueando a região desejada (Figura 3), os quais geram um fragmento de 258 pb.  

 

 



 Região do promotor mínimo putativo do gene da Miostatina. Em vermelho está destacada a região 

do promotor mínimo e em verde estão destacadas as seqüências onde se ligam os  escolhidos para 

amplificar a região de interesse. Os utilizados na amplificação estão representados em azul, com a 

adição dos sítios para enzimas de restrição.  O sítio para a enzima NheI do  direto não foi utilizado no 

trabalho, devido à mudanças na estratégia de clonagem.   

 
 

Para a reação de amplificação (PCR), foi preparada uma reação de volume final 

de 50 fL, na qual foram adicionados 300 ng de DNA genômico de galinha. As 

concentrações finais dos reagentes foram de 0,2 mM para cada dNTP; 2 mM de MgCl2; 

2,5% de DMSO; 1,25 u/50 fL de DNA Polimerase (Fermentas); 1X  

fornecido pelo fabricante; 0,5 fM de cada um dos (direto e reverso); e água MilliQ 

autoclavada. 

O DNA genômico utilizado foi obtido a partir de embrião de galinha, utilizando o Kit 

Wizard de Extração de DNA, da Promega, conforme instruções do fabricante. O programa 

utilizado para a amplificação do fragmento desejado está descrito abaixo (Termociclador 

Personal Multigene II, LA�TC020A, Labnet): 

 

Pré�desnaturação: 

95ºC, 1 minuto  

 Primeira fase (5 ciclos): 

95 ºC, 15 segundos 



65 ºC, 15 segundos 

72 ºC, 1 minuto 

 Segunda fase (30 ciclos): 

95 ºC, 15 segundos 

58 ºC, 30 segundos 

72 ºC, 1 minuto 

 Extensão final: 

72 ºC, 10 minutos 

  

A verificação da amplificação foi feita em gel de agarose 2,5%, no qual foram 

aplicados 5 hL do produto de PCR, 1 hL do corante Blue Green Loading Dye I (LGC 

Biotecnologia) e 4 hL de água MilliQ autoclavada.  Para verificação do tamanho do 

fragmento foi utilizado 2 hL do marcador de peso molecular O´GeneRuler 1kb DNA 

Ladder (0,1 hg / hL, 50 hg, Fermentas), 1 hL do corante e 7 hL de água MilliQ 

autoclavada. 

 

 

Após a verificação, o fragmento foi purificado através de precipitação com 

isopropanol. Primeiramente foi acrescentado ao produto de PCR o dobro do volume de 

isopropanol 65% gelado. Após homogeneizar por inversão e centrifugar a 13.000 rpm por 

5 minutos, o sobrenadante foi descartado.  Ao  foi adicionado o dobro do volume 

inicial de etanol 70% gelado, seguindo�se nova centrifugação a 13.000 rpm por 5 minutos. 

Após remoção do sobrenadante, o  foi seco e então ressuspendido em 50 fL de 

água MilliQ autoclavada. 



  

O produto da PCR purificado foi digerido com a enzima de restrição . Para 

50 fL de produto de PCR, foram adicionados 2 fL da enzima  (10 u / hL, 

Invitrogen) e 5 fL do 10x  fornecido pelo fabricante. Essa reação foi incubada em 

banho à 37 ºC por 1h 30 min.  

Segue�se, então, a purificação deste material com fenol:clorofórmio. Para tanto, 50 

hL de água MilliQ autoclavada foram acrescentados à reação de digestão para completar 

o volume para 100 hL, acrescentando�se então igual volume de fenol:clorofórmio. Esta 

mistura foi vortexada, centrifugada por três minutos e a fase aquosa (superior) que se 

formou foi coletada e transferida para um tubo limpo. Foi realizada em seguida, nova 

precipitação, conforme descrito abaixo. 

Ao material recuperado da purificação com fenol:clorofórmio foram adicionados 

100 mM de NaCl 5M e 2 volumes de etanol 100%, seguindo�se incubação  à �20 

ºC. Foi feita, então, centrifugação por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado.  Ao 

 foram adicionados 500 hL de etanol 70%, seguindo�se centrifugação por 5 minutos 

e descarte do sobrenadante.  Uma vez seco, o  foi ressuspendido em 50 hL de água 

MilliQ autoclavada. 

 

 

O vetor usado para a clonagem foi o pTKeGFP (Figura 4), que possui o promotor 

TK (Herpes simplex virus thymidine kinase promoter) ao gene repórter GFP, 

que foi substituído pelo promotor mínimo da Miostatina. Para tanto, o vetor pTKeGFP foi 

digerido com as enzimas  e .  Dessa forma, o promotor TK foi excisado e o 

vetor foi linearizado tendo a extremidade 3’ cortada por  e a extremidade 5’ cortada 

por .  Isso proporcionou direcionalidade à clonagem, uma vez que o promotor 



mínimo do gene da Miostatina foi preparado de forma a conter a extremidade 5’ intacta e 

a extremidade 3’ cortada por . 

 

 

 Vetor pTKeGFP utilizado para as clonagens. Em azul está destacado o promotor TK,  ao 

gene repórter GFP. 

 

Para a digestão do vetor com , 2  hL desta enzima (10 u / hL, Invitrogen) 

foram adicionados a uma reação contendo 70  hL de DNA (200 ng/hL) 10  hL do 10x 

 fornecido pelo fabricante e 18  hL água MilliQ autoclavada, totalizando 100  hL de 

reação. Segue�se, então, incubação por 2 horas à 37ºC. Após verificar se o vetor havia 

sido devidamente clivado por eletroforese em gel de agarose 1%, o DNA do vetor foi 

precipitado conforme descrito anteriormente.  

 Para reparo ( ) das extremidades do vetor cortado com a enzima , foi 

preparada reação contendo 2  hL da enzima T4 DNA Polimerase (5 u / hL, Invitrogen), 12  

hL do 5x  fornecido junto com a enzima,  3  hL de dNTP (10mM) e 43  hL de água 

MilliQ autoclavada.  A reação foi deixada em banho�maria à 37ºC por 1 hora.  



 Após ser purificado com fenol:clorofórmio e precipitado, o vetor aberto foi 

submetido à digestão pela enzima . Para 20  hL do vetor cortado com  e 

submetido ao reparo, foram adicionados 1  hL da enzima 3  hL do 10x  

fornecido com a enzima e 6  hL de água MilliQ autoclavada.  A reação foi deixada em 

banho à 37ºC por 2 horas. 

O produto dessa digestão foi submetido à eletroforese em gel de agarose 0,7% por 

1 hora.  As duas bandas (uma correspondente ao vetor cortado e a outra ao promotor TK 

excisado) foram observadas em transiluminador e a banda referente ao vetor cortado foi 

então extraída do gel, utilizando o  de extração   (Invitrogen), 

conforme instruções fornecidas pelo fabricante. 

 

 O vetor aberto, com uma extremidade intacta (cortada com  e submetida ao 

reparo) e outra extremidade cortada por , e o fragmento referente ao promotor 

mínimo da Miostatina (com uma extremidade intacta e outra cortada com ) foram 

então ligados (Figura 5). Para 36 hL do vetor aberto (total 200 ng), foram adicionados 3 hL 

do promotor cortado (total 25 ng), 2 hL da enzima T4 DNA Ligase (5 u / hL, 200u, 

Fermentas), 5 hL do 10x buffer fornecido com a enzima e 4 hL de água MilliQ 

autoclavada.  A reação foi deixada em temperatura ambiente .  A ocorrência da 

ligação entre o vetor e o inserto foi verificada por eletroforese de uma alíquota em gel de 

agarose 0,7%.  

 

 A reação de ligação foi então empregada para transformar bactérias 

(DH5α) competentes através de eletroporação, cuja eficiência de eletroporação foi 

estimada em 108 transformantes/ hg de DNA. A transformação foi feita com 1 hL do 

produto de ligação, que foi adicionado a 40  hL de bactérias competentes previamente 



preparadas e estocadas a �80oC.  Após a transformação, as bactérias receberam 1 mL de 

meio LB e permaneceram em estufa à 37ºC por 1 hora.  Após esse período, foram 

plaqueados 50 e 100 hL do produto da transformação em placas de meio LB agar 

contendo 50 mg / mL de ampicilina. As placas foram levadas à estufa à 37ºC, onde 

permaneceram .  

 

 Esquema representando a reação de ligação que foi realizada ente o vetor aberto e o fragmento 

amplificado, onde a enzima de restrição  proporcionou direcionalidade à clonagem. 

No dia seguinte à transformação, doze colônias isoladas foram inoculadas em 

tubos contendo 5 mL de meio LB líquido (50 mg / mL ampicilina), os quais foram mantidos 

 sob agitação constante de 250 rpm à 37 ºC. 

As culturas líquidas foram, então, utilizadas para obtenção de mini�preparações de 

DNA plasmidial.  Para tanto, inicialmente foram transferidos 1,5 mL da cultura para um 

tubo, que foi centrifugado por 1 minuto a 13000 rpm. O sobrenadante foi descartado e o 

excesso de meio foi cuidadosamente retirado com uma pipeta para obtenção do  

bacteriano. O  foi ressuspendido em 100 hL de solução I (50 mM de glicose, 25 mM 



de Tris�HCl, 10 mM de EDTA). Em seguida foram adicionados 10 hL de RNAase A (10 mg 

/ mL). Após homogeneização, 200 hL de solução II (ou solução de lise: 0,2 N de NaOH, 

SDS 1%) foram adicionados à reação e o tubo invertido por quatro vezes. Depois, foram 

acrescentados 150 hL de solução III (ou solução precipitadora / de neutralização: 60 mL 

de acetato de potássio 5 M, 11,5 mL de ácido acético glacial, 28,5 mL de água MilliQ 

autoclavada) e a preparação foi homogeneizada, observando�se a formação do 

precipitado branco.  Em seguida, o material foi centrifugado a 13000 rpm por 5 minutos à 

temperatura ambiente e o sobrenadante foi transferido para um tubo limpo, tendo o 

cuidado de não pipetar o material branco precipitado.  Ao sobrenadante foram 

acrescentados 500 hL de isopropanol para precipitação do DNA plasmidial. Após 

centrifugação a 13000 rpm à 4ºC por 15 minutos, o sobrenadante foi desprezado e foram 

adicionados 1.000  hL de etanol 70% para lavagem do . Após centrifugação  a 13000 

rpm por 5 minutos, o sobrenadante foi eliminado e o  foi seco à temperatura 

ambiente. O DNA plasmidial foi ressuspendido em 20  hL de água MilliQ autoclavada e 

purificado com fenol e clorofórmio, conforme descrito anteriormente. 

Para verificar se os clones obtidos continham o inserto de interesse, uma pequena 

alíquota das mini�preparações de DNA (1 hL) foi submetida a uma nova PCR, utilizando 

os  e o protocolo usados inicialmente na amplificação.  A verificação dos clones 

positivos para o inserto desejado foi feita em gel de agarose 2,5% e a partir desse 

resultado foram separados os clones que possuíam o fragmento do promotor mínimo da 

Miostatina. Subseqüentemente, a identidade do fragmento clonado foi confirmada por 

digestão dos clones selecionados com as enzimas . 

A construção resultante desta clonagem está representada na Figura 6. 



 

 Construção repórter produzida através da clonagem do promotor mínimo da Miostatina (em azul) ao 

vetor pTKeGFP,  ao gene repórter GFP. 

 

 Para obter uma alta concentração de DNA (entre 3 e 6 hg / hL) da construção 

contendo o promotor da Miostatina de galinha, bem como do vetor usado como controle 

(pCAB / RFP, um plasmídio que contém como gene repórter a Proteína de Fluorescência 

Vermelha, cuja atividade é dirigida pelo promotor da β�actina de galinha), foi utilizado o  

de Maxi Preparação  (QIAGEN ) e o protocolo fornecido pelo fabricante 

foi seguido. 

Os embriões de galinha utilizados para a eletroporação foram obtidos a partir de 

ovos fertilizados da granja Yamaguishi (www.yamaguishi.com.br) e incubados por um 

período de quatro dias, para obtenção de embriões em estágio HH22 (HAMBURGER & 

HAMILTON, 1951).    

Inicialmente, foram removidos 6 mL de albumina de cada um dos ovos, com auxílio 

de uma seringa introduzida em um furo na porção mais abaulada do ovo. Em seguida, 



uma janela (de 2 � 3 cm) foi aberta na casca, com auxílio de uma tesoura e fita adesiva, 

para evitar rachaduras.  Para melhor visualização dos embriões, tinta nanquim (Acrilex, 

diluição 1:10 em PBS contendo Penicilina/Estreptomicina) foi injetada embaixo do 

embrião.  Durante o procedimento, várias gotas de PBS estéril contendo os antibióticos 

Penicilina e Estreptomicina (10.000 u/mL de Penicilina e 10.000 hg/mL de Estreptomicina 

� Invitrogen) foram adicionadas ao embrião, para mantê�lo úmido e livre de 

contaminações.  

O protocolo de eletroporação segue o descrito por ALVARES  (2003).  

Quantidades equimolares de DNA da construção controle (pCAB/RFP) e da construção 

de expressão (contendo o promotor mínimo e o gene repórter GFP) foram misturados, 

seguindo�se adição do corante  Em seguida, uma pequena quantidade deste 

material foi injetada na porção medial de somitos localizados na região entre membros, 

com auxílio de uma micro�agulha fabricada a partir de capilares de vidro (Thin Wall Glass 

Capillaries, TW100�6, 6 in. (152 mm), 1 / 0.75 OD/ID (mm), Fire Polished, World 

Precision Instruments).  Os eletrodos foram imediatamente posicionados adjacentemente 

ao corpo do embrião e a corrente transmitida (3 pulsos de 10V por 3�5 ms).  O eletrodo 

positivo foi mantido na região ventral dos somitos, enquanto o negativo foi fixado na 

região dorsal. Dessa forma, o DNA foi arrastado para a porção ventral (hipaxial) dos 

somitos (Figura 7). 

Após o procedimento de eletroporação, a janela aberta nos ovos foi fechada 

utilizando fita adesiva, e os ovos re�incubados .  Os embriões foram então 

coletados, tiveram as membranas removidas e foram fixados em fixador paraformoldeído 

4%. A eficiência da eletroporação foi verificada em microscópio de fluorescência (IX71 

Olympus Inverted Microscope) e os resultados obtidos registrados fotograficamente. 



 

 Esquema representando o procedimento de eletroporação. O embrião mostrado está no estágio 

HH22; em azul estão representados os somitos onde foi injetado o DNA, na porção medial dos somitos entre 

membros; em preto e vermelho estão indicados os eletrodos negativo e positivo, respectivamente; a seta 

amarela indica a direção doa corrente, que arrasta o DNA para o pólo positivo. 

 
 
 
 
 
 





Devido ao importante papel que a Miostatina possui tanto na medicina quanto na 

criação de animais de corte, muitos estudos têm buscado compreender os mecanismos 

que regem a regulação da Miostatina. No presente trabalho, buscamos identificar 

elementos �regulatórios do gene da Miostatina, através de uma abordagem evolutiva. 

Inicialmente, as seqüências genômicas referentes aos  da Miostatina (incluindo região 

codificadora e intergênicas adjacentes) de humano, camundongo, galinha,  e 

peixe zebra foram comparadas, buscando identificar regiões evolutivamente conservadas 

(RECs). O genoma humano foi usado como referência e a região analisada está 

compreendida entre os nucleotídeos 190455454 e 190695663 do cromossomo 2. Esse 

alinhamento resultou em nenhuma REC entre as espécies estudadas, provavelmente 

devido ao alto nível de divergência observado quando espécies tão distantes quanto o 

homem e o peixe são comparados.  Quando a comparação inclui apenas homem e 

camundongo, inúmeras RECs são identificadas, provavelmente mostrando seqüências 

que evoluíram rapidamente e que podem representar elementos regulatórios específicos 

da linhagem dos mamíferos.  Finalmente, optamos por realizar a comparação com as 

seqüências dos vertebrados amniotos (humano, camundongo e galinha). Uma vez que a 

divergência entre mamíferos e aves ocorreu há aproximadamente 310 milhões de anos 

(HEDGES 2002), regiões que tenham se mantido conservadas entre esses organismos 

representam fortes candidatas a regiões regulatórias. 

O gene da Miostatina de humanos possui orientação 3’ → 5’, por isso os 

resultados serão analisados da direita para a esquerda. Os resultados dos alinhamentos 

realizados entre os  da Miostatina de humano, camundongo e galinha estão mostrados 

na Figura 8. Os exons (em azul) apresentam�se altamente conservados entre as três 



espécies analisadas, como já era esperado.  Na região correspondente aos dois introns 

(em rosa) há uma elevada identidade de seqüência entre o gene humano e de 

camundongo, sugerindo que possa haver elementos regulatórios exclusivos dos 

mamíferos localizados nos introns.  Nas UTRs (em amarelo) que flanqueiam o gene 

GDF8, observou�se uma alta identidade de seqüência entre humano, camundongo e 

galinha, embora a similaridade entre as seqüências seja maior quando a comparação 

restringe�se aos mamíferos.  

 ao gene GDF8 há apenas uma região conservada entre homem, 

camundongo e galinha, situada entre os nucleotídeos 190635656 e 190635915 do 

cromossomo dois humano. Essa REC é constituída de 259 pares de base e, devido à sua 

localização em relação ao gene, representa o promotor putativo do gene da Miostatina. 

Em contraste, na região  ao gene GDF8, foram encontradas sete regiões 

conservadas entre humano, camundongo e galinha.  A REC1 situa�se entre os 

nucleotídeos 190625475 e 190625630 do cromossomo dois humano e possui 155 pb. A 

REC2 possui 210 pb e está localizada entre 190605261 e 190605471.  A terceira REC, 

situada entre os nucleotídeos 190532492 e 190532751, possui 259 pb, e a quarta REC, 

que possui 196 pb, encontra�se entre os nucleotídeos 190508719 e 190508915.  A REC5 

está localizada entre os nucleotídeos 190508161 e 190508330 do cromossomo dois 

humano, e possui 169 pb.  A REC6 possui 244 pb e está presente entre 190486538 e 

190487185, e a última REC, localizada entre 190486567 e 190486860, possui 293 pb.  A 

seqüência de nucleotídeos de cada uma das RECs bem como sua localização no genoma 

de cada espécie são mostradas no Anexo 1.



 

 Figura adaptada do ECR Browser mostrando as Regiões Evolutivamente Conservadas 

(REC0 – REC7) entre humano, camundongo e galinha, dispostas nas regiões intergênicas adjacentes ao 

gene da Miostatina (GDF8). O genoma humano é usado como base e regiões conservadas em exons 

são mostradas como barras azuis; regiões conservadas em introns são mostradas em rosa; regiões 

conservadas em UTRs são indicadas em amarelo; regiões conservadas entre genes são mostradas em 

vermelho.  

 
 
 

Com o intuito de criar hipóteses a respeito da função que cada uma dessas RECs 

pode estar exercendo na regulação do gene da Miostatina, foi realizada uma busca por 

sítios de ligação para fatores transcricionais que tenham sido conservados entre as 



espécies estudadas, dentro de cada uma das RECs (Figura 9). A seqüência de 

nucleotídeos e a disposição exata dos sítios de ligação para os diferentes fatores 

transcricionais em cada uma das RECs identificadas são apresentados no Anexo 2.  

 

 Esquema indicando os sítios de ligação para fatores transcricionais conservados encontrados 

em cada uma das RECs (REC0 � REC7). Em verde está o gene da Miostatina (GDF8), em amarelo a 

UTR 5’, e em vermelho as RECs. 

 

A REC0 será discutida posteriormente, no item 4.3. 

A UTR 5’ apresentou conservação entre os três organismos analisados. Nessa 

região foi observado um sítio de ligação conservado para o fator transcricional C/EBP.  A 

família C/EBP ( ) de fatores transcricionais é responsável 

pela transdução de sinais de fatores de crescimento em diversas respostas celulares, 

incluindo diferenciação celular em uma variedade de tecidos. A expressão das C/EBPs é 

também encontrada durante diversas condições fisiológicas e patofisiológicas em 

resposta à sinais extracelulares, como hormônios, mitógenos e citocinas.  Recentemente 

foi mostrado que C/EBP forma complexos com NeuroD, membro da família bHLH (hélice�

volta�hélice básicos) de fatores transcricionais, regulador importante da determinação do 



destino e diferenciação neural, e esse complexo é recrutado para promotores alvo 

(CALELLA 2007). 

Outro fator transcricional cujo sítio de ligação foi encontrado conservado na UTR5’ 

é o HMGIY. Mutações nesse gene são encontradas em casos de Leiomioma, tumores 

benignos de musculatura lisa, especialmente comuns no miométrio uterino (LIGON & 

MORTON 2001). Ainda na UTR5’, foi identificado um sítio conservado para a ligação de 

EVI�1. Este fator transcricional interage com as proteínas Smad, reprimindo sua atividade, 

atuando como repressor da transcrição mediada por Smad, TGF�β e BMP (ALLISTON 

 2005).    

Por fim, foi identificado um sítio conservado para o fator TEF�1(

). Os membros da família TEF�1 se ligam aos elementos MCAT, 

localizados nas regiões de genes específicos de musculatura cardíaca, lisa e esquelética, 

e desempenham um papel importante na sua regulação durante o desenvolvimento e em 

doenças (YOSHIDA 2008). 

A REC1 não apresentou nenhum sítio de ligação para fator transcricional 

conservado. 

A REC2 parece ser caracterizada por apresentar apenas sítios envolvidos na 

miogênese. Na REC2 foram identificados três sítios de ligação para fatores de transcrição 

que são conservados filogeneticamente: MyoD, E47 e AREB6. Estes três fatores são 

capazes de interagir com o E�box.   Este achado é particularmente importante pois o E�

box (CANNTG) é uma das seqüências reconhecidas como sendo um componente 

regulatório crítico na expressão de genes relacionados à musculatura. E�boxes são sítios 

de ligação para os fatores de transcrição básicos hélice�volta�hélice, coletivamente 

chamados de fatores regulatórios miogênicos (MRFs).  Os MRFs incluem os fatores de 

transcrição , , Miogenina e MRF4 (SPILLER 2002), que são ativadores 

transcricionais de genes da musculatura esquelética, capazes de ativar o programa de 



diferenciação muscular mesmo quando expressos em células não�musculares (BRENT & 

TABIN 2002).  e  são expressos em mioblastos e miotúbulos durante a 

embriogênese e demonstrou�se que eles são requeridos para a formação de musculatura 

esquelética.  Em comparação a , o RNAm da miogenina aumenta significantemente 

quando os mioblastos se diferenciam e é, dessa forma, requerido para a formação dos 

miotúbulos. Diversos sítios de ligação para fatores de transcrição capazes de ligar�se ao 

E�box foram encontrados neste trabalho, em diferentes regiões conservadas. Um sítio 

para o fator HEB foi observado na REC3, sítios para os fatores  foram idetificados 

nas REC2 e REC6, um sítio para a miogenina foi encontrado na REC3, além de sítios 

para os fatores E47 (RECs2, 3 e 6), E2A e E12 (REC6), que são capazes de formar 

heterodímeros com .  

Além disso, é de particular interesse a presença na REC2 de um sítio para o fator 

AREB6, presente também na REC6. É sabido que a Miostatina é um alvo de 

MyoD (SPILLER  2002), entretanto os padrões de expressão destas duas moléculas 

não se sobrepõem.  MyoD é observado nos somitos de embriões de galinha a partir do 

estágio HH9 (HACKER & GUTHRIE, 1998) (HAMBURGER & HAMILTON, 1951) e a 

Miostatina aparece apenas depois da diferenciação dos somitos entre dermomiótomo, 

miótomo e esclerótomo, em HH15 (AMTHOR  2002).  Esta diferença poderia estar 

sendo causada pela ação de um repressor. De fato, o fator transcricional AREB6 (ou ZEB) 

se liga a E�boxes de genes envolvidos na miogênese, impedindo a ligação dos fatores 

miogênicos, reprimindo ativamente a transcrição.  Conforme a diferenciação progride, os 

fatores miogênicos se acumulam em níveis suficientes para retirar AREB dos E�boxes, 

podendo então se ligar e ativar a transcrição dos genes�alvo (POSTIGO & DEAN, 1997).  

Esse modelo de repressão poderia explicar o atraso da expressão da Miostatina em 

relação ao seu ativador MyoD.  Essa REC deve ser um músculo�específico do 



gene da Miostatina, que está controlando sua expressão em somitos através da 

repressão por AREB, conforme sugerido por POSTIGO & DEAN (1997). 

 A REC3 possui 14 sítios conservados para a ligação de fatores transcricionais, 

dentre eles fatores envolvidos principalmente no desenvolvimento de musculatura 

esquelética, cardíaca e do tecido nervoso, além de outros. Dentre os fatores encontrados 

estão dois membros da família das proteínas E (E47 e HEB), já citadas na REC2. Outro 

sítio conservado é para a proteína AP4, que é um membro do subgrupo bHLH�LZ da 

família bHLH, que forma homodímeros e liga�se ao E�box CAGCTG. Inicialmente, foi 

mostrado que AP4 ativa a transcrição, mas estudos mostram que AP4 também é capaz 

de reprimir a atividade de certos genes (JUNG 2008).  

 Continuando nessa mesma região conservada, foi identificado um sítio para o fator 

En1.  O fator transcricional En1 subdivide molecularmente o dermomiótomo de amniotos, 

marcando o domínio epaxial, enquanto Sim1 marca o domínio hipaxial dos amniotos.  A 

expressão dessas duas moléculas persiste nas células que deixam o dermomiótomo, e 

vão dar origem a músculos e pele (AHMED . 2006).  A expressão da Miostatina está 

restrita ao domínio hipaxial do miótomo (AMTHOR 2002), sugerindo que En1 possa 

atuar como um inibidor de sua atividade no domínio epaxial, restringindo sua ação à 

porção ventrolateral dos somitos. 

 A presença de um sítio de ligação para a Miogenina nessa REC3 reforça a 

atuação dos fatores miogênicos sobre a atividade da Miostatina. Além disso, é de 

bastante destaque a presença de um sítio para o fator Pax3, expresso em estágios iniciais 

do desenvolvimento embrionário em domínios espacialmente restritos, incluindo os 

músculos dos membros, crista neural e tubo neural.  Essa proteína atua na diferenciação 

de melanócitos�tronco, cardiogênese e neurogênese, além de estar envolvido na 

migração e diferenciação de populações de precursores celulares, como as células que 

formarão os músculos dos membros (NAKAZAKI  2008). É importante notar que 



Pax3 atua especificamente no desenvolvimento dos músculos esqueléticos hipaxiais, 

sendo expresso nos mesmos locais onde são encontrados transcritos do gene miostatina.   

 Ainda na REC3, foram identificados sítios para fatores transcricionais envolvidos 

no desenvolvimento cardíaco.  Isso está de acordo com a observação da Miostatina em 

tecido muscular cardíaco (AMTHOR 2002).  TBX5 é um membro da família gênica T�

box que codifica um fator transcricional que regula a expressão de outros genes no 

desenvolvimento de coração e membros.  Mutações no gene TBX5 causam a síndrome 

Holt�Oram (HOS), uma condição autossomal dominante caracterizada por defeitos 

cardíacos congênitos e anomalias nos membros (BASSON  1997).  Em seguida, foi 

identificado um sítio para o fator transcricional MSX1 que desempenha diversas funções 

em vários órgãos e tecidos durante o desenvolvimento dos vertebrados, incluindo o 

coração e botões de membro (HEWITT  1991).  Além desses fatores, foi ainda 

identificado um sítio de ligação para o fator TEF�1, já citado. 

Um sítio para Pax2 também foi observado nessa REC. Esse fator transcricional é 

expresso durante o desenvolvimento e mutações no seu gene causam a síndrome renal�

coloboma.  Mutantes homozigotos são letais, apresentando diversas malformações de 

órgãos, especialmente no cérebro e rins (TAMIMI 2008). O fator transcricional RP58, 

para o qual também foi identificado um sítio na REC3, é um repressor transcricional, 

envolvido na proliferação, migração e diferenciação neuronal durante o desenvolvimento 

do córtex cerebral (OHTAKA�MARUYAMA 2007). 

 Ainda na REC3, foi observado um sítio para o fator LBP1. Esta proteína celular se 

liga fortemente à seqüências próximas ao sítio de iniciação do vírus da imunodeficiência 

humana tipo 1 (HIV�1) e de maneira mais fraca ao sítio TATA, possuindo papel duplo, 

ativando ou inibindo a transcrição de HIV�1, dependendo do contexto (YOON  1994).   



 Por fim, foi identificado um sítio para o fator VMYB, oncogene que causa o 

aparecimento tardio de limfomas de células T quando expresso na linhagem de células T 

de camundongos transgênicos (DAVIES  1999). 

A REC4 parece estar envolvida na regulação da Miostatina durante a 

adipogênese. Isso dá suporte ao achado de MCPHERRON (1997), que afirmaram 

ter observado um sinal claramente detectável de mRNA do GDF8 em tecido adiposo, 

através de análise do tipo . ERR1 ( ) é membro da 

superfamília de receptors de hormônio nucleares, expresso em  tecidos que 

preferencialmente metabolizam ácidos graxos. Camundongos nulos para ERR1 são 

viáveis, férteis e não possuem grandes alterações morfológicas, com exceção do peso do 

corpo e depósitos de gordura reduzidos, sugerindo que ERR1 funcione como um 

regulador metabólico (LUO 2003).  ER é um receptor de estrogênio, expresso no 

tecido adiposo e também em outros órgãos associados à saciedade e alimentação, como 

o hipotálamo e a pituitária.  A ausência de ER resulta em grande aumento do tecido 

adiposo branco em camundongos, acompanhado de resistência à insulina e intolerância à 

glicose (HEINE 2000). Além desses fatores, foi identificado um sítio para o fator 

COUP. Os fatores transcricionais COUP�TFI e COUP�TFII (

) são requeridos para a especificação temporal de células tronco/progenitoras 

neurais (NAKA 2008). 

A REC5 apresentou apenas um sítio conservado para o fator transcricional HNF4.  

Esse fator pertence à família de receptores de hormônio nucleares e é expresso no 

divertículo hepático no início do desenvolvimento do fígado.  HNF4 é dispensável para a 

especificação e desenvolvimento inicial do fígado, mas é essencial para a diferenciação 

dos hepatócitos durante o desenvolvimento do fígado de mamíferos e é também crucial 

para a regulação metabólica e funcionamento do fígado (LI 2000). 



A REC6 aparenta ser uma região reguladora músculo�específica, assim como as 

RECs 2 e 3.  Nessa REC foram identificados 14 sítios conservados para a ligação de 

fatores transcricionais. Dentre os já citados estão três membros da família de proteínas E 

(E2A, E12 e E47), TEF1, EVI1, AP4, MYOD e AREB, todos envolvidos no 

desenvolvimento muscular. 

Os demais fatores apresentam, dentre outras funções, relação com o 

desenvolvimento do sistema nervoso, assim como o já citado C/EBP.  OTX desempenha 

papel importante no desenvolvimento do cérebro, onde camundongos nulos para esse 

gene exibem comportamento epilético, e com cérebros apresentando diversas anomalias.  

É expresso também em células progenitoras de eritrócitos e células pluripotentes 

hematopoiéticas, tendo papel na regulação da produção de células do sangue 

(LEVANTINI  2003).  POU3F2 pertence a uma grande família de fatores 

transcricionais que se ligam à seqüência octamérica de DNA ATGCAAAT.  É expresso em 

células de Schwann em desenvolvimento, promovendo a transição de células 

prómielinizadas em células de Schwann mielinizadas (JAEGLE 2003). PITX2 é um 

fator transcricional que possui papel crucial na assimetria direita�esquerda do coração, 

atuando em um passo intermediário na morfogênese cardíaca (LU . 1999b).   

Já CDC5 é um gene envolvido no ciclo de divisão celular, essencial para a 

progressão da fase G2 e entrada na mitose. Pode ter papel relevante na citocinese e 

divisão celular assimétrica (YOSHIDA 2006).  Por fim, OCT1 (transportador de 

cátion orgânico) tem características comuns com o transporte de cátion na membrana 

basolateral dos túbulos proximais renais e em hepatócitos. É encontrado nos rins, fígado 

e intestino. Transloca cátios orgânicos hidrofóbicos e hidrofílicos de diferentes estruturas, 

sendo considerado importante para a eliminação de drogas (GRÜNDEMANN 1994). 



A última região evolutivamente conservada, REC7, apresentou seis sítios 

conservados para a ligação de fatores transcricionais, dentre eles os já citados HNF4 e 

RP58.  

Dentre os demais sítios encontrados nessa REC, são de particular interesse 

aqueles para a ligação dos fatores transcricionais GRE (elemento responsivo à 

glicocorticóides) e PR (receptor de progesterona). Como citado na introdução, foi 

demonstrado que a Miostatina é responsiva a hormônios (JOULIA�EKAZA & CABELLO 

2007), podendo esse ser um  específico para o controle da atividade da 

Miostatina na presença de estímulo hormonal. 

Além desses sítios, é de grande destaque a presença de um sítio para o fator 

NKX25L, essencial para o desenvolvimento cardíaco.  Mutações no Csx (gene que 

codifica NKX25) causam diversas doenças cardíacas congênitas (HIROI 2001). O 

NKX25 induz o desenvolvimento cardíaco sinergisticamente com TBX5, fator 

transcricional para o qual foi identificado um sítio na REC3. 

Por fim, foi observado um sítio para a ligação do fator E4F1, homólogo de CREB. 

Esse fator transcricional é ubiqüamente expresso e camundongos nulos para E4F1 

morrem no estágio de pré�implantação. Blastocistos mutantes cultivados  exibem 

defeitos na progressão mitótica, segregação errônea de cromossomos e apoptose 

aumentada, sendo crucial durante ciclos celulares de fases iniciais da embriogênese e 

funcionando também durante a mitose (LE CAM 2004). 

Juntos, esses dados sugerem uma regulação modular do gene da Miostatina 

durante a embriogênese dos vertebrados, onde cada uma das regiões reguladoras pode 

atuar de maneira temporal e/ou espacialmente específica, regulando a atividade do gene 

da Miostatina em diferentes contextos celulares e teciduais, bem como em momentos 

diferentes da vida embrionária e adulta.  Assim, um melhor entendimento a esse respeito 

poderia permitir a modulação da atividade do gene da Miostatina em determinado 



momento e local de interesse, como por exemplo em casos de distrofia muscular, sem 

afetar sua ação em outros contextos, evitando prejudicar a formação e/ou manutenção de 

outros tecidos e órgãos.  Com esse intuito, o papel funcional de cada uma dessas RECs 

será testado futuramente, através da sua clonagem em plasmídios repórteres que serão 

posteriormente eletroporados em embriões de galinha .

 

 



 

A disposição dos sítios de ligação para fatores transcricionais conservados 

encontrados na REC0 (chr2:190635656�190635915) é mostrada com maior detalhe na 

Figura 10.  Devido ao posicionamento dessa REC, localizada imediatamente  ao 

gene, presume�se que se trate do promotor do gene da Miostatina.  A análise realizada 

para identificação de potenciais sítios de ligação para fatores de transcrição indicou a 

presença de sítios conservados, entre eles um sítio de ligação para o fator de transcrição 

geral TBP ( ), o que reforça a possibilidade de essa região se tratar 

do promotor. Os demais sítios de ligação para fatores transcricionais encontrados no 

promotor putativo serão discutidos a seguir. 

 

 – Figura adaptada do Mulan, mostrando a disposição dos sítios de ligação para fatores 

transcricionais em REC0. 

 

 

 

 

 



Os somitos de animais amniotos são divididos lateromedialmente em dois 

domínios morfologicamente indetectáveis, porém com marcadores moleculares próprios: 

o domínio dorsomedial, ou epaxial, e o domínio ventrolateral, ou hipaxial (DIETRICH 

1998).  O dermomiótomo epaxial dos somitos dá origem à musculatura das costas além 

da derme dorsal, enquanto que a região hipaxial origina a musculatura da parede do 

corpo, dos membros e língua (DIETRICH 1998).  Durante o desenvolvimento 

embrionário de galinha, a Miostatina é predominantemente expressa no domínio central 

do dermomiótomo, sendo primeiramente detectada em embriões no estágio HH15, com 

transcritos localizados na porção ventrolateral dos quatro somitos mais rostrais, 

progredindo para todos os somitos conforme o desenvolvimento avança. No estágio 

HH25, a expressão da Miostatina é observada na porção hipaxial do miótomo de todos os 

somitos, mas não na porção epaxial (AMTHOR . 2002).   

Com o intuito de validar as hipóteses feitas sobre a funcionalidade das diferentes 

RECs identificadas nas análises de bioinformática, a seqüência identificada como o 

promotor putativo do gene da Miostatina foi empregada em ensaios funcionais. Estes 

ensaios tiveram por objetivo verificar se a seqüência predita como sendo promotora do 

gene tinha a capacidade de dirigir a transcrição de um gene repórter em ensaios de 

eletroporação de embriões de galinha .  Este procedimento usa pulsos de campo 

elétrico para desestabilizar a membrana plasmática transientemente, criando poros 

através das quais o DNA é internalizado por sua carga negativa.  O promotor mínimo 

identificado foi clonado em um plasmídio repórter,  ao gene GFP (

).  Essa construção foi então injetada no somito, juntamente com uma 

construção controle (pCAB / RFP)  e a corrente foi transmitida.  As análises da 

fluorescência produzida após eletroporação mostram que o promotor mínimo da 



Miostatina é capaz de dirigir a transcrição do gene repórter GFP na região do domínio 

hipaxial dos somitos, mas não na porção epaxial, indicando que há uma especificidade 

tecidual regulando a atividade deste promotor (Figura 11).  Esse resultado foi observado 

em oito dos 15 embriões eletroporados.  

Esta especificidade poderia ocorrer devido à presença de um sítio de ligação para 

o fator transcricional Meis (identificado na seqüência do promotor mínimo, Figura 10).  

Segundo KNOEPFLER  (1999), a presença de um complexo Pbx�Meis dirige a 

especificidade e aumenta a potência de outros ativadores transcricionais.  Em alguns 

casos, a ativação de um  só é possível na presença do fator de ligação quando o 

complexo Pbx�Meis está presente, restringindo sua atividade às células que possuam 

ambos em determinado contexto (KNOEPFLER  1999).  O complexo Pbx�Meis é 

necessário para a ativação do gene da Miogenina, pelo fator miogênico MyoD.  Estudos 

sugerem que a interação entre Pbx�Meis e MyoD/E12 no promotor da Miogenina facilita a 

ligação do MyoD à um E�box imperfeito (não�canônico), crucial para a miogênese, e 

permite o recrutamento dependente de MyoD de moléculas que remodelem a cromatina e 

subsequentemente estabilizem a ligação dos heterodímeros de MyoD/E12 ao promotor 

(HEIDT 2007).  Essa interação de MyoD e Pbx�Meis pode regular a transcrição de 

vários genes�alvo dos fatores miogênicos (KNOEPFLER  1999), como é o caso da 

Miostatina.  Esse evento poderia explicar o fato de que, apesar de ser considerado um 

alvo ao MyoD (SPILLER . 2002), o padrão de expressão da Miostatina 

não coincide com aquele de MyoD.  Poderíamos especular que o promotor da Miostatina 

necessita da interação de Pbx�Meis com MyoD para a sua correta ligação ao DNA, para, 

só então, poder ativar a transcrição. 

 



– Atividade do promotor mínimo do gene da Miostatina. diagrama representando a região dos 

três somitos que são mostrados na figura (H representa o domínio hipaxial; E representa o domínio epaxial) 

detalhe de três somitos na região entre membros de um embrião de galinha onde foi realizada a eletroporação 

(H – domínio hipaxial; E – domínio epaxial).  o GFP mostra a atividade do promotor mínimo da Miostatina na 

região hipaxial dos somitos (setas pretas). sobreposição do GFP com o controle (RFP); regiões de 

sobreposição completa no domínio hipaxial aparecem em amarelo (setas pretas), regiões sem sobreposição 

no domínio epaxial em vermelho (setas brancas). 

 



 Além do sítio TATA, o promotor da Miostatina possui ainda quatro sítios 

conservados (CREB, ATF1, NF�Y e CAAT), para a ligação de fatores de transcrição que 

possuem função na via de sinalização mediada por cAMP.  CREB é o membro fundador 

da família CREB de fatores transcricionais  (que inclui ATF�1 e 

CREM), que se ligam ao elemento responsivo a cAMP (CRE) como homodímeros ou 

heterodímeros e ativam a transcrição através da fosforilação por PKA (no sítio de 

regulação transcricional – Ser 133) (CHEN  2005).  A via clássica da sinalização 

mediada por cAMP é induzida por GPCR. GPCR é uma família de receptores 

transmembrana ligados à proteína G que transmitem sinais externos para o núcleo 

(POURQUIÉ 2005).  A sinalização inicia com a ativação de uma proteína G trimérica 

associada ao receptor.  O GTP ligado à subunidade α da proteína G é hidrolisado; a 

subunidade se desassocia e regula a atividade da enzima adenil ciclase. Adenil ciclase 

ativada converte ATP em cAMP, que se liga e ativa uma enzima – proteína quinase A 

(PKA).  A subunidade catalítica de PKA entra no núcleo e fosforila o fator de transcrição 

CREB, que ativa genes que contêm elementos responsivos a cAMP (POURQUIÉ 2005).   

 Estudos recentes demonstraram que a via de sinalização Wnt está envolvida na 

regulação dos genes miogênicos Myf5, MyoD e Pax3, sendo dependente da via de 

sinalização mediada por cAMP (CHEN . 2005). Segundo esse novo modelo, uma 

proteína Wnt se liga ao receptor Frizzled apropriado, ativando dessa forma uma proteína 

G associada, desencadeando assim a via de sinalização mediada por cAMP (Figura 12).  

Foi observado que a indução da miogênese é acompanhada pela fosforilação de CREB e 

que a inibição de PKA ou CREB bloqueia o início da miogênese.  Sinais Wnt mostraram�

se capazes de aumentar a ativação de genes que possuem CRE nas suas regiões 

promotoras (Myf5 e Pax3), entretanto ainda não se sabe se de maneira direta (CHEN 



. 2005).  A região  do gene da Miostatina analisado no presente estudo possui 

sítios de ligação conservados para CREB, além de sítios para outros genes que possuem 

função na via de sinalização mediada por cAMP.  Essa evidência levanta a hipótese de 

que a Miostatina, assim como os fatores miogênicos (Myf5, MyoD) e Pax3, poderia estar 

sendo regulada pela via de sinalização responsiva a cAMP e, ainda, pelas proteínas Wnt. 

 Esta nova hipótese será avaliada em trabalhos futuros, com o intuito de verificar a 

resposta da atividade do promotor da Miostatina perante sinalização de cAMP e demais 

elementos de sua via de sinalização.  

 – Esquema da nova via de sinalização envolvendo as proteínas Wnt e cAMP, proposta por 

Pourquié, 2005. 



Uma arquitetura de sítios de ligação semelhante à aquela observada para o 

promotor mínimo da Miostatina já foi descrito por OSAWA  (1996), para o promotor 

do gene da ( ). Hexocinases catalizam a fosforilação da glicose, dando 

início ao metabolismo celular da glicose (LEE & PEDERSEN 2003). HKII é o principal 

membro das hexocinases expressa em musculatura esquelética, coração e tecido 

adiposo, coincidindo com os principais locais de expressão da Miostatina.  Além disso, a 

superexpressão da HKII serve como um marcador comum a diversos tipos de câncer, o 

que leva à um aumento nas taxas de catabolismo de glicose (LEE & PEDERSEN 2003). 

O promotor da contém um sítio TATA próximo ao sítio de início de 

transcrição, seguido por um sítio CRE, onde se ligam as proteínas CREB e ATF. Em 

seguida, há um sítio CCAAT e um sítio Y, onde o fator transcricional NF�Y se liga. Os 

sítios Y, CCAAT e CRE contribuem para a atividade basal do gene da , e os sítios 

CCAAT e CRE possuem um papel importante na expressão induzida por cAMP (OSAWA 

 1996). Devido a arquitetura semelhante e sítios de expressão concomitantes, é 

possível especular que o promotor mínimo da Miostatina funciona de uma maneira 

parecida ao promotor da , responsiva ao estímulo da via de sinalização mediada por 

cAMP. Considerando essa similaridade de promotores, é de se esperar que ambas as 

moléculas sejam expressas no mesmo contexto. Isso poderia explicar o fato de que uma 

superexpressão da HKII é observada em pacientes com alguns tipos de câncer (LEE & 

PEDERSEN 2003), da mesma forma que a Miostatina se encontra aumentada na corrente 

sangüínea de pacientes que sofrem da caquexia que acompanha alguns tipos de câncer 

(JESPERSEN . 2006). 

Com o intuito de identificar outras regiões regulatórias no genoma que apresentam 

uma arquitetura similar a aquela observada para o promotor mínimo da Miostatina, foi 



realizada uma busca utilizando a ferramenta SynoR.  Os sítios CREB, ATF, MEIS, NFY e 

FXR, não necessariamente nessa ordem, foram utilizados como isca. Um total de 44 

regiões foram identificadas, presentes em UTRs, promotores, regiões intergênicas e 

codificadoras de diversos genes.  Um estudo das funções de cada um desses genes foi 

realizado com auxílio da ferramenta  (OMIM), do 

banco de dados  

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  Quando as informações contidas neste banco de dados 

não eram suficientes, foram realizadas buscas complementares no banco de dados 

PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).  Para alguns genes não foram encontrados dados 

a respeito de suas funções.  Os dados referentes à função desses genes estão dispostos 

na Tabela 1.  A figura 13 mostra os principais genes agrupados de acordo com sua 

função. 

Dentre os elementos regulatórios putativos identificados, quatro regiões estão 

localizadas próximas a genes relacionados ao metabolismo de glicose, semelhante à 

HKII; quatro outras regiões estão próximas à genes expressos no fígado e recentemente 

foi demonstrado que a Miostatina é expressa durante o desenvolvimento do fígado 

(SUNDARESAN . 2007); dois outros genes encontrados nessa busca codificam 

proteínas responsivas à estímulo hormonal e outro gene está envolvido na adipogênese e 

miogênese.  Já foi demonstrado que o gene da Miostatina é responsivo à estímulo 

hormonal (MA . 2003) e que seus transcritos são também detectados durante o 

desenvolvimento do tecido adiposo (MCPHERRON . 1997).  Isso indica que esses 

genes podem estar sob a influência da mesma rede molecular que regula a atividade da 

Miostatina.  

Essa busca também identificou 19 genes localizados próximos a genes que são 

expressos no tecido nervoso.  O desenvolvimento dos músculos e sua inervação são 

processos que devem ocorrer de maneira coordenada para que a mobilidade possa 



ocorrer de forma apropriada. Dessa forma, não seria de se surpreender que o 

desenvolvimento dos tecidos nervoso e muscular esteja sob a influência de uma rede de 

sinalização comum e sincronizada. 

O achado mais interessante dessa busca por elementos regulatórios com 

arquitetura similar ao promotor da Miostatina é a identificação de regiões próximas a 22 

genes que estão envolvidos com o desenvolvimento da musculatura, especialmente 

esquelética, mas também cardíaca e lisa.  Entre os genes que podem estar 

compartilhando uma regulação comum com a Miostatina estão os genes  e .  

 e são homólogos dos vertebrados dos genes de e 

. Em insetos, eles fazem parte de uma rede molecular que determina a 

formação do olho de  e os respectivos homólogos de vertebrados fazem parte 

uma rede funcional similar que atua na diferenciação da musculatura de galinha.  Em 

camundongos, Eya1/2 e Dach1/2 são coexpressos durante a formação dos somitos, antes 

da diferenciação muscular e seu sinergismo é mediado por CBP ( ) 

(IKEDA  2002).   Eya também forma complexos com a proteína Six e atua  

de Pax3, especificamente na miogênese hipaxial (GRIFONE  2007).  Pax3 é 

expresso no dermomiótomo e, conforme os somitos amadurecem, sua expressão é 

mantida alta no dermomiótomo hipaxial e nos progenitores miogênicos que migram dele 

(RELAIX & BUCKINGHAM 1999).  Durante a formação do lábio hipaxial, Pax3 ativa c�

MET, que promove a transição epitélio�mesênquima das células do dermomiótomo 

hipaxial, permitindo que elas ativem Lbx1 e migrem para seus destinos finais (GRIFONE 

 2007). Interessantemente,  é um dos genes localizados próximo a uma das 

regiões com arquitetura semelhante ao promotor mínimo da Miostatina. 

Outro gene próximo a uma das regiões regulatórias putativas identificadas nesse 

estudo é .  é um gene requerido para o desenvolvimento dos membros, 



expresso nos somitos e botões de membros. Mutações nesse gene resultam em redução 

na massa muscular e ausência de músculos específicos (REIJNTJES  2007).   

A Musculina, ou MyoR, é um fator transcricional da família bHLH cujo gene está 

localizado próximo à uma região com arquitetura semelhante ao promotor mínimo da 

Miostatina. A Musculina é expressa predominantemente na musculatura esquelética em 

desenvolvimento e, assim como a Miostatina, atua como um repressor do 

desenvolvimento muscular. A Musculina é capaz de formar heterodímeros com as 

proteínas E. As proteínas E, quando heterodimerizadas com fatores miogênicos, se ligam 

aos E�boxes e ativam a transcrição de genes alvo (LASSAR  1991). Heterodímeros 

MyoR/proteínas E se ligam aos E�boxes, impedindo a ligação  dos heterodímeros 

MyoD/proteínas E, bloqueando assim a miogênese e a ativação de genes musculares 

dependentes de E�boxes (LU  1999a). 

Outro gene localizado próximo a uma das regiões identificadas pela busca do 

SynoR é o ( ). A expressão estável desse gene em células 

C2C12 (mioblastos de camundongos) resulta na hipertrofia de miotubos diferenciados, 

mobilização de células satélite e uma mudança para um metabolismo glicolítico 

(SEMSARIAN  1999). Camundongos , um modelo animal natural para a distrofia 

muscular de Duchenne, quando submetidos à superexpressão de , apresentam um 

aumento de pelo menos 40% na massa muscular, com redução na fibrose e mionecrose 

(BARTON . 2002). Portanto, IGF1 atua de maneira oposta à Miostatina, promovendo 

a hipertrofia muscular ao invés de preveni�la.  

Juntos, esses resultados corroboram para a hipótese de uma corregulação desses 

genes, especialmente no domínio hipaxial dos somitos. Isso indica que a sinalização 

molecular que regula a atividade do promotor mínimo da Miostatina pode ser composta 

por uma rede geral, compartilhada, não só por genes envolvidos na miogênese, mas 

também em outros processos relacionados à atividade da Miostatina.



Essa hipótese será futuramente testada, através de ensaios de RT�PCR. 

 

 

 – Esquema dos principais genes com regiões regulatórias semelhantes ao promotor da 

Miostatina, agrupados de acordo com suas funções no Tecido Nervoso (em azul), Tecido Muscular 

(em rosa), Tecido Adiposo (em laranja) e Metabolismo de Glicose (em verde). 

 



– Relação dos genes com regiões reguladoras semelhantes à Miostatina. 
 

 chr9:72218708�
72218905 

UTR 
Proteína de interação com receptor de progesterona 
que modula processos celulares regulados pela 
isoforma A do receptor de progesterona no útero. A 
ablação desse gene resulta em hipoplasia uterina, 
número reduzido de filhotes devido a menos sítios de 
implantação e aumento no número de mortes 
neonatais. A superexpressão desse gene em células 
B de memória atrasou sua entrada na divisão celular e 
proliferação. 

chr2:190635749�
190635840

Promotor 

 chr10:76724647�
76724845

Promotor 
Expresso de maneira restrita durante a embriogênese 
de camundongo e galinha, com expressão 
particularmente dinâmica no desenvolvimento de 
membros, face, somitos e cérebro (MCGLINN 
2008).

 chr5:178269406�
178269569

Intron 

 chr8:77875193�
77875452

Intron 
O gene ZFH4 de murinos codifica uma proteína de 
homeodomínio “zinc finger” que é um fator 
transcricional expresso nos tecidos muscular e 
nervoso.

 chr14:33158787�
33159043

Intron 
Pode desempenhar um grande papel na neurogênese. 
Pode controlar vias regulatórias relevantes à 
esquizofrenia e doenças psicóticas.

 chr2:157154972�
157155249

Intron 

Está localizado na superfície externa da membrana 
mitocondrial interna e cataliza a conversão 
unidirecional de glicerol�3�fosfato (G�3�P) em 
dehidroxiacetona fosfato (DHAP) com redução 
concomitante de FAD.  Junto com um GPD ligado a 
NAD citosólico (GPD1), GPD2 forma um veículo 
glicerol fosfato, que usa a interconversão de G�3�P e 
DHAP para transferir equivalentes reduzidos para a 
mitocôndria, resultando na reoxidação do NADH 
formado durante a glicólise.  Sua atividade está 
reduzida em camundongos�modelo para diabetes não 
dependente de insulina.

chrX:132880037�
132880236

Intron 
Proteoglicanos de sulfato heparina de superfície 
celular são compostos de uma proteína associada a 
membrana substituída com um número variável de 
cadeias de sulfato heparano.  Membros da família de 



proteoglicanos integrais de membrana relacionados à 
 (GRIPS) contém uma proteína no core 

ancorada à membrana citoplasmática via ligações 
glicosil fosfatidilinositol.  Essas proteínas podem 
desempenhar um papel no controle da divisão celular 
e regulação do crescimento.  Mutações de deleção 
nesse gene estão associadas com a síndrome 
Simpson�Golabi�Behmel. Camundongos nulos para 
GPC3 apresentam crescimento aumentado 
significativamente após o dia embrionário 12.5. 
Embriões entre os dias 10.5 e 13.5 apresentam 
sinalização por Hedgehog aumentada.

chr15:41968985�
41969120

Intron 

chr1:214803252�
214803389

Intron  
Receptor gama relacionado com estrogênio.  Receptor 
órfão.  Se liga especificamente à um elemento 
responsivo à estrogênio e ativa genes repórter 
controlados por elementos responsivos à estrogênio.

chr4:151672716�
151672859

Intron  

Pacientes com 
síndrome de Chediak�
Higashi sofrem de uma 
imunodeficiência 
sistêmica envolvendo 
defeitos no tráfico 
polarizado de vesículas 
em um número de tipos 
celulares do sistema 
imune. Em 
camundongo, essa 
síndrome é reproduzida 
em variedades com 
uma mutação no gene 
“ ” que resulta em 
proteínas com ausência 
de domínio BEACH 
(  e CHS1) e 
repetições C�terminal 
WD.  LRBA contém 
características chave 
de ambas as proteínas 
âncora /CHS1 e A 
quinase.

Os genes Mab21l1 e 
Mab21l2 são expressos no 
embrião em territórios 
parcialmente sobrepostos 
do cérebro, olho e 
membros, bem como em 
derivados das cristas 
neurais.   

chr4:54576661�
54576932

Intron  
   



A proteína codificada tem um motivo hidrofóbico rico 
em cisteína (CHIC), e está localizada em estruturas 
vesiculares e na membrana plasmática.  Esse gene 
está associado com alguns casos de leucemia 
mielóide aguda.

chr2:113930867�
113931143

Intron 

chr9:150173�
150385 

Intron 

É um fator transcricional da 
família dos genes .  
Análises por  
revelaram a presença de 
seu transcrito na maioria 
dos tecidos, principalmente 
no coração e musculatura 
esquelética.

chr9:16439295�
16439547

 
Intron 

 
.  Provável fator de transcrição específico 

para queratinócitos da pele.  Pode desempenhar um 
papel na diferenciação de espermatozóides de 
oócitos. Transcritos expressos em níveis mais 
elevados no ovário, rins e pele.

chr2:156663423�
156663662

 
Intron Os membros da família 

NR4A de receptores 
nucleares órfãos 
independentes de 
ligação são mediadores 

 da ação do 
cAMP no controle 
hormonal da 
gliconeogênese.

chr19:35794399�
35794580

Intergênico 

chr2:103771922�
103772123

Intergênico 
O tecido adiposo branco é o sítio mais importante de 
expressão dos transcritos de TMEM182.  Sofre uma 
dramática regulação positiva durante a adipogênese e 
miogênese  sugerindo que TMEM182 pode ter 
função em vias intracelulares importantes desses dois 
tipos celulares (WU & SMAS 2008).

chr15:95507352�
95507514

Intergênico 

chr11:22494394�
22494518

Intergênico 



Expresso 
predominantemente no 
cérebro adulto e fetal. A 
hibridação  de 
fatias de cérebro de 
camundongo mostrou 
expressão em regiões 
ricas em neurônios do 
córtex cerebral, 
hipocampo, hipotálamo 
e tálamo.

Mutações nesse gene, ou 
em algum dos membros 
dessa família, levam ao 
quadro de anemia Fanconi.  
Essa doença é uma 
desordem autossomal 
recessiva que afeta os 
elementos da medula óssea 
e está associada com 
malformações cardíacas, 
renais, e de membros e 
modificações na 
pigmentação da derme. 

chr5:50517405�
50517739

Intergênico  

. 

 
Camundongos nulos para o 
gene Isl1 exibem retardo no 
crescimento no dia 
embrionário 9.5 e morrem 
no dia 10.5. Os corações 
desses camundongos são 
severamente anormais.  A 
expressão de Isl1 define 
populações celulares 
progenitoras cardíacas e é 
necessária para o 
desenvolvimento e a 
assimetria normal do 
coração.  Além disso, a 
proteína codificada por esse 
gene desempenha um 
papel importante na 
embriogênese das ilhotas 
pancreáticas de Langerhans 
e em embriões de 
camundongo, uma 
deficiência desse gene 
resulta na falha na 
diferenciação de neurônios 
motores do tubo neural.

chr7:9206870�
9207095 

Intergênico 

Membro da família de glicoproteínas neuronais, 
entretanto não é observada no cérebro, mas sim no 
baço. 

chr5:104816987�
104817182 

Intergênico  
Células da ilhota pancreática de camundongos que 
não expressam Efna5 têm aumento na secreção basal 
de insulina e não secretam insulina em resposta à 
estímulo da glicose.  Além disso, Efna5 é necessário 
para a orientação apropriada de axônios no cérebro. 

chr5:154610418� Intergênico 



154610663 

MRPL22 é um dos mais 
de 70 componentes 
protéicos dos 
ribossomos 
mitocondriais que são 
codificados pelo 
genoma nuclear.  

Relacionado à distrofia 
muscular e cardiomiopatia, 
forma um complexo protéico 
que promove ligação 
estrutural entre o 
citoesqueleto subsarcolemal 
e a matrix extracelular de 
células musculares. 

chr7:15771926�
15772242 

Intergênico 
Meox2 é um importante regulador da miogênese de 
membros dos vertebrados. Camundongos nulos para 
Meox2 têm defeito no desenvolvimento da 
musculatura dos membros, caracterizada por uma 
redução na massa muscular e eliminação de músculos 
específicos. Meox2 não é necessário para a migração 
de precursores miogênicos até o broto do membro, 
mas é essencial para a regulação normal de genes 
miogênicos, como Pax3 e Myf5, mas não MyoD. 

chr5:51930962�
51931162 

Intergênico 
 

Camundongos nulos para 
Pelo não sobrevivem além 
do dia 7.5 do 
desenvolvimento 
embrionário, devido à um 
defeito na proliferação 
celular, supostamente por 
falta de estabilidade 
genômica, uma vez que 
observa�se um aumento 
significativo no número de 
células aneuplóides. 

chr12:101474636
�101474799 

Intergênico 

Estimula a hipertrofia 
da musculatura 
esquelética e uma 
mudança para um 
metabolismo glicolítico. 
Camundongos mdx, 
modelo para a distrofia 
muscular de Duchenne, 
com superexpressão de 
Igf1, tiveram aumento 
de massa muscular, 
geração de força, 
fibrose reduzida e 
redução na mionecrose.  
Camundongos nulos 
para Igf1 apresentam 

 
Cataliza a hidroxilação de 
fenilalanina em tirosina, 
passo limitante no 
catabolismo de fenilalanina. 
 



também defeitos no 
desenvolvimento 
neurológico, indicando 
que Igf1 deve ter papel 
no crescimento axonal 
e mielinização.

chr8:34806636�
34806879 

Intergênico 
Receptor transmembrana 
para netrin�1. Na ausência 
de netrin�1, UNC5 inicia a 
apoptose. 

chr20:37700924�
37701191 

Intergênico 

Análises de  
detectam expressão ubíqua 
de MAFB. Um transcrito de 
3.0 kb aparece em todos os 
tecidos analisados, e um 
transcrito de 1.8 kb é 
expresso 
predominantemente na 
medula óssea e na 
musculatura esquelética, 
com baixa expressão no 
coração. Mutações no 
MAFB de murinos são 
responsáveis pelo mutante 
Kreisler, um defeito no 
desenvolvimento no 
cérebro. 

chr13:71904601�
71904852 

Intergênico 

Análises de 
 mostram transcritos 

de DACH expressos 
mais abundantemente 
nos rins, coração, 
fígado, músculo 
esquelético e placenta 
de indivíduos adultos, 
com expressão mais 
baixa no cérebro, baço, 
pulmão e leucócitos 
periféricos.  Durante o 
desenvolvimento de 
camundongos, DACH1 

 

Relacionado com defeitos 
visuais severos. 
 



aparece 
especificamente nos 
rins, olhos e botões de 
membros.

chr2:14178072�
14178186 

Intergênico  

chr16:47919959�
47920153 

Intergênico 

Transcritos encontrados 
principalmente no 
cerebelo. 

RT�PCR ELISA de 
embriões detecta forte 
expressão no cérebro, 
pulmão, musculatura 
esquelética e ovário, 
expressão intermediária no 
coração, fígado, rins, 
pâncreas, baço e testículos.  
Em tecidos adultos de 
humano,  
detecta transcritos no 
cérebro, pulmão, 
musculatura esquelética, 
coração, pâncreas e rins, 
mas não no fígado e na 
placenta. 

chr13:78251955�
78252176 

Intergênico   

Altamente expresso no desenvolvimento do sistema 
nervoso sensorial e em linhagens de linfócitos B e T. 

chr8:94645679�
94645977 

Intergênico 

Análises de PCR quantitativo em tempo real de 
tecidos embrionários humanos detectaram alta 
expressão de TMEM67 no cordão espinhal e níveis 
moderados no tecido adrenal, cérebro e rins. 

chr8:72842660�
72842894 

Intergênico 

Envolvido na formação 
dos olhos, 
componentes do ouvido 
interno, rins.  Além 
disso, foi observada 
expressão na 
musculatura 
esquelética de 
camundongos. 

Expresso em mioblastos 
não�diferenciados em 
cultura e é regulado 
negativamente durante a 
diferenciação. É também 
expresso especificamente 
na linhagem de musculatura 
esquelética entre os dias 
embrionários 10.5 e 16.5 da 
embriogênese de 
camundongo e é regulado 
negativamente durante o 
período subseqüente de 
miogênese secundária.  

chr7:115254540�
115254812 

Intergênico 
Possui uma estrutura de zíper de leucina e hélice�



volta�hélice básico, podendo se ligar à E�boxes. 
chr1:63236265�

63236430 
Intergênico 

Análises de 
 mostram transcritos 

em muitos tecidos, com 
maior expressão na 
musculatura 
esquelética, coração, 
fígado e testículos, 
além de algumas 
linhagens de tumores. 
 

 � 

Expresso durante a 
embriogênese inicial, no 
epiblasto e mais tarde em 
células da crista neural. É 
um marcador de linhagens 
de células tronco humanas. 
FOXD3 não é expresso em 
oócitos não fertilizados ou 
embriões fertilizados com 
apenas uma célula, mas é 
expresso em estágios de 
blastocisto. Camundongos 
nulos para FOXD3 morrem 
após a implantação, no dia 
6.5 pós coito. 

chrX:25134940�
25135218 

Intergênico 
 

ARX é expresso predominantemente no cérebro e 
musculatura esquelética de feto e adulto. Está 
associado a alguns tipos de retardo mental. 

chr7:116202209�
116202395 

Região 
codificadora 

 
Está envolvido no desenvolvimento da musculatura, 
do fígado e da placenta.  

chr3:65390553�
65390840 

Região 
codificadora 

MAGI�1 está presente em junções de aderência, onde 
funciona como um suporte estrutural e de sinalização.  
Durante a apoptose, MAGI�1 é clivado por caspases, 
permitindo o desmanche das junções celulares, uma 
das características chave da apoptose. 

chrX:122427113�
122427431 

Região 
codificadora  

Receptores de glutamato mediam a maioria das 
neurotransmissões excitatórias no cérebro de 
mamíferos e também participam em processos de 
plasticidade sináptica e eficácia no aprendizado e 
memória.  Mutações no gene GRIA3 resultam em 
deficiências na musculatura. 

chr5:56813684�
56813816 

Região 
codificadora 

Expressão em diversos tecidos, especialmente nas 
células da musculatura lisa vascular, ovários, aorta.  
Gpbp é um fator nuclear que pode formar complexos 
com proteínas de ligação ao sítio TATA. 

chr16:20778801�
20778964 

Região 
codificadora 

Expresso em diversos tecidos tumorais, envolvido na 
regulação do ciclo celular e na sobrevivência celular 
(MA  2008). 



chr14:32362962�
32363154 

Região 
codificadora 

 
Expressão elevada na musculatura cardíaca e 
esquelética, além de certas áreas do cérebro, 
incluindo cerebelo, hipocampo, córtex frontal e córtex 
motor.  Está envolvido na via de sinalização mediada 
por cAMP. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 





• A região dos três exons do gene da Miostatina é bastante conservada entre 

humano, camundongo e galinha. Entretanto, a região dos introns possui identidade de 

seqüência apenas entre os mamíferos, indicando que deve haver elementos reguladores 

específicos para essa ordem nessa região. 

 

• Nas regiões intergênicas adjacentes à região codificadora do gene da Miostatina 

há regiões evolutivamente conservadas entre homem, camundongo e galinha.  Essas 

regiões representam fortes candidatos a regiões reguladoras, por terem sido conservadas 

por tanto tempo. 

 

•  ao gene da Miostatina há sete regiões que foram evolutivamente 

mantidas desde a galinha até o homem e essas regiões possuem diversos sítios de 

ligação para fatores transcricionais que também foram conservados.  As funções desses 

fatores transcricionais mostram que esses elementos devem regular a atividade do gene 

da Miostatina de maneira modular, havendo  especificamente envolvidos na 

sua regulação durante o desenvolvimento da musculatura esquelética e outros utilizados 

em outros momentos. 

 

•  ao gene da Miostatina há apenas uma região que foi evolutivamente 

conservada desde a galinha até o homem (chr2:190635656�190635915). Devido à sua 

posição e à presença de um sítio TATA, essa região possivelmente representa o promotor 

mínimo do gene da Miostatina.  Essa hipótese foi validada através de experimentos de 

eletroporação, que mostraram que essa região é capaz de dirigir a transcrição de um 



gene repórter em um contexto de somito hipaxial, mas não epaxial, indicando que o 

promotor mínimo da Miostatina atua de maneira específica.  

 

• Na região do promotor, foram encontrados sítios de ligação para proteínas 

envolvidas na via de sinalização mediada por cAMP, indicando que o gene da Miostatina, 

assim como alguns fatores miogênicos, deve estar sob influência dessa via.  

 

• Foram identificadas 44 regiões no genoma humano que possuem arquitetura 

semelhante a aquela observada no promotor mínimo da Miostatina.  Essas regiões se 

encontram em porções intergênicas, promotores, introns e seqüências codificadoras de 

genes que estão envolvidos em diversas funções no organismo, principalmente na 

miogênese e a neurogênese.  Esses genes, assim como a Miostatina, podem estar 

sofrendo influência da via de sinalização mediada por cAMP. 
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– Seqüências de nucleotídeos das Regiões Evolutivamente Conservadas, em humano, camundongo 

e galinha. 

Humano  
TAATGCATGTACAGTCTGAGAGACAACTTGCCACACCAGTGAATCTTTTATACTGTAT
TCCAAGTGGCTTTTTATATTCCAACTTAGATGAGACAAGTGTCGTCAGGATCTATGAT
TGGCTCTTGCTCCACAATGAATCTCGCTGTCAGAGGTTAAAACCCTGTCTGTCCCAA
GTCACCAAGCAGTATTTTGTTACAGTCAAGGGTGAGCTGATTCATTTGACTACTTCAT
AAAAGAAATAAATCTACAAATAATAAAAG  
Camundongo 
TAGTGCATGTACCGTCCGAGAGACAACCTGCCACGCCAGGGAGTCCTGTATACTGTA
TTCCAAGTGGCTTTTTATATTCCAACTTAGAGGAGACAAGTGTCGTCAGGATCTATGA
TTGGCTCCTGCTCCACAATGAATCTCGCTGTCAGAGGTTAAAACCCTGTCTGTCACA
AGTCACCAAGCAGTATTTTGTTACAGTCGAGGGCAAGCTGATTCATTTGACTACTTCA
TAAATGAAATAAATCCCCAAATCATGAAAG 
Galinha
TGACAGCAAATGCAATCTGAGAGACGGCTTGCCACACTGGTGTGCCTTATATATGCC
AAGGGGGCTTTTATACTCCAACTTTGATTAGGCTCATGTCGTCAAAACCGACGATTG
GTTGTTGTCCCAACAATGAATCTAGCTGTCAGAGGTTAAAGCCCTGTCGATCACAAG
TCACTAGACAGCATTTGGTTACAGCCAAGGGTGAACTGATTTATCTGGTGGCTTCGT
AGAGGATACGTCTTCACATACTGAAAG 

Humano
TAAAAATATACCAAAGTAAATAAAAAAGGAGACACTTATTTACAAAACAATATTGTATA
CATATTATATAAATGCATTGTTTCAGTCTTTTTATACAATATTGATAGAGTCGATCATTT
CTATTATTTTACCATAAAAACTGCAGTGTTGCAAAGGCAGTGTTGTAATTTTCCAAAGA
CAAAATTACATACTTCTCCAAGTATGTTATTTTGACATTTTGATAAAAACAAACACCATT
TGACTGCCTTTTAAGATAATGCAGTTTCTCCAAGTATGCTACAGAATTGAAAGCCAAC
CTCTAGAAAAATGATTCTTCTTACATTAAAGAAAATCCATTCCTCATTTGGAGGTGTAG
GAAAATGCACCTGAAGAAAAGAGAAACTTACTATTTTACTGAATGTTTTTTATGTGATA
AACCTGGTAGCCTCAGACATTCAGCCTATCGTATTAGCACCGTTGGCATGGATTGTT
AATGTACTGTGTCAATTATAATAGGAATGGAAATTGCATATGCTGCACCATCCCTATTT
TTGTGGAATTTTATCTTACCAAGTATACTACCATACAATATAAATTCAAGTGTTTAAGG
ATGATTCGAATGATGGTATATAACAATCCTGCATTTTACCAATACTGTATGTGGATTTT
TCTGTAAATATTAAACAAAACTTTAAAGAAATAGACTTTAAAGCATACTCCTTTAATTCA
TCAGAACTCAAGGAGAATCGCTTTCATTTCCTCGCCGATGTTGTAATATATAGGAACA
TAAATGTAATTTGATCTCCTTCTAGCTCAAAAACTCTGGAAATCATAAAACTTTCTTGT
ATGATTTGTTTGGATGGTTAAATGCCAACCATTGCATATATTCCCCCTTTTAGTTTACA
TACTGTAGCTTATGCTTAAGTGACTGTAGCATACTCTAGGCCTATAGCCTGTGGTACT
TAATTTCACAGCTTCAAAATTGTTGAGGGGAAAACCTTCCATGTTTTAGGAAGTTATG
AACGCTTAATATAAATCTCATGAGCACCCACAGCGGTCTACTACCATCGCTGGAATTT
TCCCATATATTATTTGTTCTTTGCCATTAAAATATAGCATATTAATTGGAGACATCTTTG
TGGGAGTACAGCAAGGGCCTGCTGAACCTCTGGGGTTTGCTTGGTGTACCAGATGA
GTATGAGGATATTTTTGTAAAAATACAAATTCACACTCTCCAGAGCAGTAATTGGCCT
TATATCTTTTAGGAGCGATAATCCAATCCCATCCAAAAGCTTCAAAATCCACAGTTAG



AGGGTAACGACAGCATCGTGATTCTGTTGAGTGCTCATCACAGTCAAGACCAAAATC
CCTTCTGGATCTTTTTGGTGTGTCTGTTACCTTGACCTCTAAAAACGGATTCTGTTTG
AAAAGGAAAGAACAATCAGTAATATCAATAGG 
Camundongo 
TAAAAATATACCAAAGTAAATATAAAAGGAGACACTTATTTACAAAACAATATTGTATA
CATATTATATAAATGTAATTGTTTCAGAGTCTTTTATACAATATTGATAGAACCAGTCAT
TTCCATTATTTTACCACAAAATTGCCATGTGATAAAGGCAGACAGTGATTTTGAAATTT
AGATTAAAAAATGAATACTGTTTGGCTGCCTTTTAAGATGCAGCAGTCACTCCCGCTG
TGCTAGAGTTGACTGAAAGTTGACCTCTAGAAAAAAAGATTCTTCTTTCCTTAAAGAA
AATGCATTGAACACTTAGTGCTGTGTGTGTGGAGATGCACCTGGAAGGGAGAGAGA
GACTCGTACTTTGTAGAGTGTTCTATCGAGAGGTCCAGTAGGAGCCATTCAGCACTG
CATTAGCACCGTGGTGGATTGTCCAATTATAATAGGAATGGCAATGTGTATGTAAGG
CCCCATTCCTACTTTGTGGAATTTTATCTTACCAAGTATACAATACAAATATAAGTGTA
CATGATGTTTTTAAATGATAACAATCCTACACTTTACAAAGGCTACATATAGATTCTTC
CGTAAATATTAAGTGAAACTGTTAGGAAATAAGACTTTACCTTTTAATCATACCCTCCT
AACTCAGCAGACCACAAGATGTGCTCTCACTTCCTTGCCTAGATTGTAGTTGTAATAT
ACATATATGGACATAAATGTAATTTGATCTCCATCTATTTCAAAAACTCTGGAAATCAT
ACAACATCCTATAGTATGGTTTATTTTGGTGGTTGAATGCCAACCATTGCATCTATTCT
CTCTTTTAGTTCATACACTGTAGCTTGTGCTTACGTTACTAGAGCATACTCAAGGCCT
ACAGCCTGTGGTGCTTGAATTCACAGTTTCGAAATTGAGGGGAAGACCTTCCATGAC
TTGGGAAATTTCTAACCTAATGCAAAGCTCATGAGCACCCACAGCGGTCTACTACCAT
GGCTGGAATTTTCCCATATATTATTTGTTCTTTGCCATTAAAATATAGCATATTAATGG
GAGACATTTTTGTCGGAGTGCAGCAAGGGCCTGCTGAGCCTCTGGGGTTTGCTTGG
TGCACAAGATGAGTATGCGGATATTTTTGTAAAAACAC 
AAATTCACACTCTCCTGAGCAGTAATTGGCCTTATATCTTTTGGGTGCGATAATCCAG
TCCCATCCAAAGGCTTCAAAATCGACCGTGAGGGGGTAGCGGCAGCACCGGGATTC
CGTGGAGTGCTCATCGCAGTCAAGCCCAAAGTCTCTCCGGGACCTCTTGGGTGTGT
CTGTCACCTTGACTTCTAAAAAGGGATTCTGTGTGAAAAGGAAAGAACAATTATGTAA
ATAGAG 
Galinha
TAATGAATGTATACGAACAGATTAAAAAATAAACATTTATTTACAAAATATTGATGCATA
CATATTACACAAGTCAGTTATATCAAAGTGGTTTTTTAACAATTTCTGTAGCAACCAAC
TATTTGCATTGGCTTATCATAGTGCAAACGGTAACGTTGCAAAGGCAGATTACGATAT
GGGATTATGGTTTGAACATCAGACTTCCGTGCTGCCTTTTGTTTTACTACGTTTAGAA
AACTATTCACCTTTTGTTTAAAAAAAATCCTTTTCTTGTGAATGTTGAATAGTGTACCT
GAGGATAGGGCAAATTCATTATTACTCTAAATTCTTTCACTTAGATAACTATCTTTCTA
TTTACTCAGCCTGCTTACGTAGCACCATTGCCATTGATTACTAACATACTAACGAAAA
AAAGGAATGGAAACACGCTAAATACACTATACCATCCCTAACTTCAGGATTTGTCCAT
TTACGTGGAATTTCATCTTATCATAACTCTGCACTATATATTCAAGTGTTCAAGGATGA
TTCTGGTGGTAATGTGTAGTGGTGTATACGTTACCAGTATATATTTTGCTGTAAATACA
ATATTAAGTGTAGCTGTGAAGAAGTTGATTTAATAGCCCGCTCCTTCTGTCCTCAGAG
GAGAAGGAGCTTACTTTTGATTACCAACATATGTTGAAAACTGCATATAAATTTGTGTC
TGAATGACTGAATATTGATTCCCTCACAGTGTAAGAAACCCATTTGTTAAATCCGGTG
ATTTTGATTGTAGCTTCTTTGTCCGTTGTTTCAAAGCCAGCCCTTAGGTAACTCTACT
GTCTTTAAGTTCACATTCTGCAGCTCATGTTGTGATATATGTGGTCTGTACAGTTGTA
CAGTATATGGATGTTGGCAATGCCTAGCGTACGTAATTTCACAGTTTCAAAGATGGAT
GAGGGGATATAGCTTTTTTTTTTGGTGGCTTCCACAATTTATCGAATGGTGGATCTCA
CGACAGCCTCATGAGCACCCGCAACGATCTACAACCATGGCTGGTATCTTTCCATAT
ATTATTTGTTCTTTTCCATTGAAATACAGCATGTTTATAGGGGACATCTTGGTGGGTGT
GCAGCAAGGGCCTGCTGAGCCTCTGGGATTTGCTTGGTGTACCAGGTGAGTGTGCG
GGTATTTCTGTAGAAACACAAATTCGCATTCTCCGGAGCAGTAATTGGCTTTGTATCT



TTTAGGTGCTATAATCCAGTCCCATCCAAAAGCTTCGAAATCCACTGTCAGCGGGTA
GCGACAACATCGGGATTCCGTTGAGTGCTCATCACAGTCAAGGCCAAAATCTCTGCG
GGACCGTTTCGGTGTGTCTGTAACTCTGACCTCTAAAAATGGGTTCTGAGAGAAGAG
GAAAAGGAATCGGAAGTATTAACAAG 

 
Humano 
TTGAGAGGTAATGCCAAGGTTCTGAGTTCCACGGGAATACAGCCAAGAGACATTTGT
CTTCTTAGACTTAGTGTCTGTGGGAGCGGACCTGAGAAAATCTTGTGGAGGATCTAT
GGCCCAAACCGCATAATCAAATTTTGTTCTGAATAGTGTCCT 
Camundongo 
TTGAAGGTAATGCCCAAATCCAGAGTTTCCTAGGAACAGAGCCAAGAGATATTTAGC
TACTTAGCCAGACTTAATGTCCCTGGGAGCAGATCTGGAAAATGCTGTGCAGGATCT
GAGGCCAAAACCGCATAAACAAATTGTGTTGTGAATAAGGCCTT 
Galinha  
TGGAGGAGATGTTGCTAAATCTCTGACCAAGACCCATGGCAACACTGCCAGGGAACA
ATTGGCTTCTGAATCAGTATTATGGTCCGTGGGAGCGGATCTGGGAAAGCCTCGTGA
AGGCTGCATAGCCAAAACCGAATAATCACATTTGGTTCTAACTAAGCTCCT 

Humano  
AAAATACTTAGGATTGGGAGTACTGGATGCCTCAGGGAATTGGTAATTTGATACAAAG
CCTGTCACCTGTTAAAATTTATCCTGGGTCAGTAGTGACTGAAAATCATTATGACCTG
ACAGGTGTTC  
Camundongo
AAAATACTTAGGATGGGGAGGGCGGGGGGGAATTGTAATTTGACCCAAAGCCTGTC
ACCTGTTAAAATTTATCCCGGGTCAGAAGTGACTGAAACCATCAGCGCCGAACAGGT
GTTC 
Galinha
AAAAAAGTGATGGATGGGAAACTGGAAACCTCAGGGAATTAGTAATAGGATATAAAG
CATTTCACCTCTAGGTCACCAGTTCAAATTCAACCAGGTTGGTAGTGACCAAAAGTAG
TTACCATCTGGCAGCTGTTC 

 
Humano 
TTTTCAAAAGTAAGTGCTACTATTGATACATTACTAGATTTTGCTGAGTAAAGCTCTTT
CTACACACAAACATGTTGGCCACCTGCAACTGTTTGTCAGTGGACTTGGTTTGAGAA
CACTAGTAGTAATTGTAAACTTAGGAATGTGTGACAAGCTAACAGCCAGCTGTGCATA
TCCTGACTTTTCCCAGGTGTTAAAATAAATATGACCATTTGGTTCACT  
Camundongo 
TTTGTAAAAGTGTGTGAAGTTATTGACATGTACTTAGACCTGCTGGGTAAAGCTGCTC
TGTCCAGAGCGTCTCACCACCTGCAACTGTTTGTCATTTCCTTGGTTTGAGAACACCA
GTAGTAATTGTAAACTTAGGAATGTGTGACAAGCTAGCAGCCAGCTGTGTGCAGCCT
GACTTTTTCCAGGTGTTAAAATAAATATGACCATTTGGGGTTACG 
Galinha  
TCTACATATACAAGTGTTCCTATTGATACGTTATTTTTCTAAGATTTTGCTGAGTAAAG
CTATTTCCACACAAGCATTTTGGCCATCTGCAACTGCTCGTCAGTGAGCCTGGTTTGA
GAACACTGGTTGTAATTGTAACCTCAGGAATGTGTGACCAGCTCGCAGCCAGCTGTG
CATGCCCTGACTTTTCCCAGGTGTTAAGATCATGGCCACTTTTGTTCACT 

 



Humano
TTGTTCTTTAACTTTTAATTTGTTGATCAAAAGATGTGTATAATATTAAAAAATACATGC
CAAGTAGGTTTGCTTCATGAATTTTACAGCATATAATAAATGAAAACCCTGGTGACCT
TTTGGCCTTGTTGGTCACATGCATGAAGATGATTATCTGTTAATCTCTGC  
Camundongo
CTTAGCTGTTAACTGAAACTGTGGATGAGCCAAAGCCAGCTCTCTGTAGCTCACTGC
ATGGACTTATACCGTCGAGTGCACTACCCCAACCCCATGACCTTTTGGTCTTTTTGAC
CATATGCACAAAAATGACCATCTGCTAATCTCAAC 
Galinha 
TTGTAACCTAACTTTGCAGTTTGTTGACTTCAAGATACGTGCAATGTCTGAGAAATATA
TGCCAAGTCTGCTTGCAATACGAGTTTTATAGCAAATAGTAAATTAAAACCGTAGTGA
CCTTTTGGTCTTGCTGACCACGTGCATAAAGATGTTCGTCGTACTAATCCCAGC 

Humano (Chr2: 190508161�190508330) 
GTGTTTTGGCATATTGTTGCTTGTTATAAGGAAGATTTAATAGCTTGTTTTGGACTATT
AATATGAAGAGAAGTCATTTGGAGTTCAGACATATATTTAGAACTAGCACGTGTGCAA
AAAGATACAAAGTGAATCAAGAAATTCTGGAAAAGATAGTTTGAAGAAAAGAA  
Camundongo 
ATATCTGTTTTATTGTTTGTTTTAAAGAAAATTTAATAATTAATCATGGAATATTAATTTG
GAGAGAAGTCATTTAGAGTTCAGATAGATATTAGAGCTGGTATATATGAAAAAAAGAT
ACAAAATTAATCAAGAAATTCCAGGAAAAAAGTTATTTAAAGTAAGAAA 
Galinha  
GTATTTTGGCACAGAGCAGTTTGTTGTAAGGAGGGTTTAATGGCTTGTTATGTCCTAT
TTCTATAAACAGAAGTCATTTAGAGTTCAGCAGATATATTTAGAATCAGCATTTGTGCT
GGTAGTTACAAGCTGAATAAAATTATCTCTGAAAAGCTCAATATGCAGAAGGGAA 

Humano 
ATACGGAAATGAGGAGTAACTTTTATGTAAAATGCCAAATTGGCACTTTACACCTGTT
AGTGTGTTTCGTTTAGAACAGCTGTGTCTTTTATTATCAGTAAACAGATGCAGAAAGT
AATGGAATGTTTTAAAGCAATATGTTAATCCTGTCTTCCACTACTGAACTGTCTCACAA
TATAGTGATTAAATATTGACTGTGCAGCTGTTACGTACAATTATAGAATTTCTTAGTTA
ATTTCTCCTTC  
Camundongo  
AAAAGGAAATGAGGGGTAACTTGTACGTAAAGTGCCAGATTGGCACGTTACACCTGT
TAGTGTACATCGTTTGGAACAGCTGTGTCTTTTATTGTCAGTAAACAGATGCAGAACA
TACTGGAATGTTTTAAAGCAATATGTTAATCCTGCCTTCCCCTCCTGACCGTCTCACT
GTGTAGTGATTAAATATTGGCTGGGCAGCTGTTACCCACAGCTATAGCATTGCTAGTT
AATTTCTTCTTC 
Galinha  
AGGAGGAAATGGATGAGAATTATTGTTTTAAAATCTCCAATGAATGGTTTACACCTGT
TGATGTTACGTTTAGAACAGCTGTTTCTTTTATTATCAGTAAACAGATGCAGAAAGTAA
TGGAATGTTTTAAAGCAATATGTTAATCCTGTCCCCAACTACTGAACATTCTCACAATC
TCGTGATTAAATATTAACTGTAATGCTGCTGTCATCTGCAGCTACAGAATTCTTAGGG
TTTTCTCATTC 

Humano 
TTGGATTAAATACATATGGCTATAGGTTAGCTGGAGCACTGATGAAAATAAATTGTAA
GCTCAAACTTCATTATCATTTGTAGCTTAAACATAGTGAATTTGATACAGTGTTACCTC
ATAATTTTGATGCTCTTTGCAGTAAATTTGATATAGAACAGTTGCTAAAGAAACCCTGT
TCAAATGTGTGACCATTTTTATGGAAAACATCTGGGGTAATTATAATTAGTTCAGGAT



GTGTACTGTTTAAAAATAATCTTGAATTCATGGAGAATGAAGCATATCTTTTCCTTAGT
G  
Camundongo 
TTGGTTTAAATATGAATGGCTGTAGGTTAACTAAAGTACTGTGTCAAAATAAATTACAA
GCTCAAACTTCATTTTTTGGTTTAAGCACAGTGAAGTTGATACAATTCTTACTTCATAA
TTTTGATGCTCTTTGCAGTGAATTTGATATAGAACATTTGCTAAAGATACCATTTTTTAT
GGAAAACATCTGGGGTAATTATAATTAGTTCAGGATCTGTAGTGTTTGTTTTAAAAGC
TGTTGAATTCATGGAGAAAGAAGCATCTTTTACATAATG 
Galinha 
TCGAATTAAGCACACATTGTTGCAGATGATTTGGAGGACTTATTTAAAGTAAATATACA
ATTTCAAGCTCAATTATCATTCATAGTTTAACTACGCATAGTGAGGTATTAGGTCTGTG
AATTTGATACAGTGTTACTTCATAATTATGATGCTTTTTTTACAGTAAATTTGATATAGA
ACAGTTGCTAAAGGAAAGCTGCTGAATAGTGTGACCAAACATGTTATGGAACACATCT
GGTGCATTAGTTCAGGATGTGCACTGCATAAGAACAGAGCCTCTAGCACAAAACGAG
AAGGAAGCTAACTCCACATGTATAAGTTTTGTGGACATGAGAAGAG 



 – Disposição dos sítios de ligação para fatores transcricionais sobre a seqüência de nucleotídeos de 

cada REC. 

 

 
roxo – TATA 
piscina – CREB, ATF1, CREBATF 
amarelo – NFY, CAAT 
vermelho � MEIS1, FXR_IR1 
 

 

 
 

roxo – EVI1 
amarelo � TEF1 
rosa – CEBP 
piscina – HMGIY 







 
roxo – MYOD e E47 
piscina � AREB6 
 
 

 

 
roxo – AP4, HEB, LBP1, MYOGENIN, RP58 
piscina – E47, TBX5, TBX5B 
amarelo � EN1 e MSX1 



vermelho – PAX2, PAX3,  
rosa �VMYB 
 
 

 
 

 
roxo – COUP, ER e ERR1 
 
 



 
 

 
roxo – HNF4 
 
 

 
 

 
REC6 
roxo – E4F1, NKX25L 
amarelo – GRE, PR 
vermelho � HNF4 
piscina � RP58 
 
REC7 
roxo – AP4, E47, EVI1 
amarelo � AREB6, E2A, E12, E47, MYOD 
piscina � CDC5, CEBP, OCT1, POU3F2 
vermelho – OTX, PITX2 
rosa � TEF1 
 
 
 



 



 



 

 

 

 


