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Introducao Resultados e Discussao

A proteina Miostatina (GDF-8) € um regulador negativo chave da deposicao de Os plasmideos mutados foram digeridos com as Round 1 Round 2

musculatura esquelética (Figura 1), e sua estrutura e funcao sao conservadas em enzimas EcoRl (Round 1) e Clal (Round 2) e 0s Digestdocom EcoRl Digestdo com Clal

diversas espécies, incluindo humanos.

em gel de agarose (Figura 5), de acordo com o
Nocaute do gene da Miostatina = Hiperplasia e hipertrofia de fibras musculares oadrio de bandas esperado para o ndmero de sitios

Selvagem

Nocaute

'l

(2008).

e CTTTCATGATTTGGGGATTTATTTCATTTATGAAGTAGTCARATGAATCAGCTTGCCCTCGACTGT CTTTCATGATTTGGGGATTTATTTCATTTATGAAGTAGTCAAATGAATCAGCTTGCCCTCGACTGT
Eto O O I a AACAAAATACTGCTTGGTGACTTGTGACAGAC GATTCATTGTG AACAAAATACTGCTTGGTGACTTGTGACAGAC GATTCATTGTG
GAGCAGGAGCCAATCATAGATCCAGAATTCTCTTGTCTCCTCTAAGTTGG GAGCAGGAGAATCGAT TAGATCCAGAATTCTCTTGTCTCCTCTAAGTTGG

Figura 1. Camundongo selvagem (A,
C) e nocauteado (B, D) para o gene
da Miostatina. Adaptado de Rodgers

Para compreender melhor a regulacao deste gene,
seu promotor basal foi identificado por analises de Tabela 1. Numero de sitios das enzimas EcoRl e Clal
bioinformatica, as quais revelaram a presenca de sitios presentes antes e depois das mutagéneses bem sucedidas.

resultados foram verificados através de eletroforese

existentes depois das mutagéneses (Tabela 1).

de ligagao para os fatores de transcricao Meisl, FXR, Enzimade | Numero desitios |Numero de sitios depois
CREB/ATF e NFY (Figura 2). A fim de determinar o papel restricio | antes da mutagénese da mutagénese
destes fatores na modulacao da atividade transcricional EcoRl 0 1 ,

: : : Figura 5. Eletroforese em gel de
da Miostatina, o promotor basal de camundongo foi Clal 3 4 agarose apés a realizacio da
clonado no vetor pGL3-Basic Luciferase. mutagénese para confirmar a

FXR  Meis NFY CREB/ATF  TATAbox Para Conﬂrmar Cada mUtagaO € garantlr que o insergé’o da mutagéo desejada. L:
PPV restante da sequéncia estava inalterado, todas as [agdder 1 kb; A: Antes da digest3o;

CTTTCATGATTTGGGGATTTATTTCATTTATGAAGTAGTCAAATGAATCAGCTTGCCCTCGACTGT

Para poder determinar o papel de
Meisl, FXR, CREB/ATF e NFY na atividade
do promotor da Miostatina foram geradas
construcoes de expressao em que O0s
sitios de ligacao de tais fatores foram
inativados individualmente ou de maneira
combinada (Figura 3). Foram desenhados
primers mutagénicos através do programa
QuikChange® Primer Design, permitindo a
utilizacao da técnica de mutagénese sitio-
dirigida in vitro (Figura 4).
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Figura 3.

sucesso da mutagénese.

VN

Round Sitio inserido

-1 EcoRl
(5'-GAATTC-3’)

1 2 Clal
(5'-ATCGAT-3’)

3 Pstl
(5’-CTGCAG-3’)

]_ 4 Notl

(5’-GCGGCCGC-3')

Representacao dos rounds para
obtencao das construcdes contendo mutacoes
sitio-dirigidas (X) formando sitios de enzimas de
restricao no promotor do gene da Miostatina
(pPMM) para possibilitar rapida verificacao do

AACMTACTGCTTGGTG&CTTGTGACAGA{'JW construcoes obtidas foram sequenciadas (Figura 6). D: Depois da digest3o.
GAGCAGGAGCCAATCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCTCTAAGTTGG

TGGAATACAGTATACAGGACTCCCTGGGGTACCAATCG

Sitios: [BMA; CREB/ATE; NFY/CAAT; RN -

Figura 2. Sequéncia do promotor do gene da Miostatina.

‘ Round 1 | ‘ Round 2

FXR  Meis NFY CREB/ATF  TATA box FXR  Meis NFY CREB/ATF  TATAbox
PPMMA1 pd pPPMMAS HK—X
> pPMMAl (pPMM + ACREB) - Resultado sequenciamento > pPMMAS (pPMMAl + ANFY) - Resultado sequenciamento

TGGAATACAGTATACAGGACTCCCTGGGGTACCAATCG TGGAATACAGTATACAGGACTCCCTGG

Primer Direto - / Fita Molde - Primer Reverso FXR  Meis NFY CREB/ATF  TATA box ;2 @ NFY ' CREB/ATF  TATAbox

> pPMMA6 (pPMMA3 + AFXR) - Resultado sequenciamento

5’ -AGCGAGATTCATTGTGGAGCAGGAGAZX TCCATAGATCCTGACGACACTTGTCTC-3" > pPMMA3 (pPMM + AMeis) - Resultado sequenciamento

EEEEEREEEERRERRERRENEREE BEEEEREERERRERERERERRERER CTTTCATGATTTGGGGATTTATTTCATTTATGAAGTAGTCAAATGAATCAGCTTGCCCTCGACTGT

CTTTCATGATTTGGGGATTTATT TCATTTATGAAGTAGTCAAATGAAT CAGCTTGCCCTCGACTGT :> e e e ccBrTBlcarTTC ey
ARCARRATACTGCTTGGTGACTTGTGACAGAC GAATTC GATTCATTGTG GAGCAGGAGCCAATCATAGATCCTGACGACACT TGTCTCCTCTAAGTTGG
GAGCAGGAGCCAATCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCTCTAAGTTGG T ACT AT ACAGEACTCCCTR

GACAGCGAGATTCATTGTGGAGCAGGAGCCAATCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCTC TGGAATACAGT ATACAGGACTCCCTGGGGETACCAATCG

terrrrrererrrrrrrrrrrrrnd trrrrrrrrrrrrrrrrrrrrernd
3’ -TCGCTCTAAGTAACACCTCGTCCTCTTXAGGTATCTAGGACTGCTGTGAACAGAG-5'’ [ -

FXR  Meis @ CREB/ATF  TATA box ! Erro i
_______________________________________ PPMMA2 VAN I > ppMMA4 (pPMM + AFXR) com erro - Resultado sequenciamento I
> pPMMA2 (pPMM + ANFY) - Resultado sequenciamento | S e :
CTTTCATGATTTGGGGATTTATT TCATTTATGAAGTAGTCAAATGAAT CAGCTTGCCCTCGACTGT : AACMMTACTGCTTGGTGACTTGTGACAGAC.A—A“TTW !
1) Sintese das MCWTACTGCTTGGTGACTTGTGACAGACW | GGAGCAGGAGCCAATCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCTCTAAGTTGG :
. GAGCAGGAGAATTCCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCTCTAAGTTGG LITGGAATACAGTMACAGGACTCCCTGGGGTACCAATCG I
fitas mutantes TGGAATACAGTATACAGGACTCCCTGGGGTACCAATCG . e e mmmmmmm e
R s NFY  CREB/ATF  TATAbox Figura 6. Resultados dos sequenciamentos. Fundo
PPMMAG —K branco: mutacoes bem-sucedidas; Sublinhado: sitios
_ > pPMMA4 (pPMM + AFXR) - Resultado seqguenciamento . - o~ )
1, — :LT:;NCDS CTTTCATGATTTGGGGATTTATT TCATT TATGAAGTAGTCARATGAAT CAGCT TGCCCTCGACTGT de enzimas de restricao; Fundo preto: erro na
AACAARATACTGCTTGGTGACTTGTGACAGACHNA AN IlTT GATTCATTGTG A . ~ ,
+ GAGCAGGAGCCAATCATAGATCCTGACGACACTTGTCTCCTCTW mUtagenese (|nser§ao de nUCIEOtIdeO). ObS.Z Os
~ TGGAATACAGTATACAGGACT CCCTGGGGTACCAATCG ) ~ . .
Dh‘fﬁ”“"f_"’“ HF 3) Transformagéo rounds 3 e 4 ainda n3o foram finalizados.
polimerase
\ t Como as mutacoes foram realizadas no promotor que esta clonado no vetor pGL3-
o = A . . e 7 . o« o . « 7 o _ o .
R g Basic Luciferase, a medicao dos niveis de atividade da Luciferase ira permitir avaliar o
+ D,Dnl —- i . 7y ~ « o . .
. ' apel de cada sitio na modulacao da atividade do gene da Miostatina.
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Figura 4. A) No desenho dos primers mutagénicos

alguns nucleotideos foram trocados (X) a fim de » A técnica da mutagénese sitio-dirigida in vitro se mostrou eficaz e com pequena taxa
formar os sitios de ligagao de enzimas de restricao de erros na geragao das construcoes de expressao desejadas;
(sublinhado). B) Passos para a obtengdo das » As construcOes geradas a partir deste trabalho serao fundamentais para o

A 3 I ] ® ] - ° ° ° ° ° ~ ° °
construgdes de expressdo do kit QuikChange® Site estabelecimento do papel individual de cada fator de transcricio na atividade do
Directed Mutagenesis, da Agilent. 1) Sintese das

fitas mutantes por ciclagem térmica; 2) Digest3o promotor do gene da Miostatina, bem como para a identificagdao de possiveis
do DNA molde; 3) Transformacio do DNA mutado interacdes sinergisticas ou antagonisticas entre esses fatores em futuros ensaios
em bactérias competentes. funcionais in vitro e in vivo.




