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Resumo

Os cromossomos B ocorrem em cerca de 2.828 espécies de diferentes taxons,
sendo basicamente heterocromaticos e compostos de DNAs repetitivos. Recentemente,
analises gendmicas em larga escala estdo sendo utilizadas para elucidar questdes acerca
dos cromossomos supranumerdrios. Os peixes ciclideos recebem grande interesse
cientifico, uma vez que muitas espécies passaram por um rapido e extenso processo de
radiacdo adaptativa. Em algumas espécies do grupo, como Astatotilapia latifasciata, foi
descrita a presenca de cromossomos B. Neste trabalho foi caracterizado o perfil de
expressao proteico em tecidos especificos na A. latifasciata e realizada analise funcional
da presenca do cromossomo B nesta espécie de teledsteo, elucidando a influéncia que este
pode acarretar em vias metabdlicas especificas. Além disso, esses dados foram integrados
com os resultados de RNA-Seq dessa espécie, e construidas sub redes de co-expresséo e
interacdo proteina-proteina. Também foi calculada a entropia de Shannon, a qual ndo
apresentou diversidade na expressdo dos transcritos em cada biblioteca comparada. Além
disso, foi analisada a expressdo diferencial de RNAmM em cada tecido em relacdo a
presenca do cromossomo B e ao sexo. Dentre os transcritos diferencialmente expressos,
a analise de enriquecimento funcional apresentou processos relacionados ao ciclo celular,
resposta imune e resposta ao estresse. Na maioria dos casos analisados entre a expressao
de proteinas, os transcritos up regulated e as sub redes, apareceram 0s genes Aurora
quinase, tubulina e proteina de cinetocoro que estdo relacionados ao controle do ciclo
celular. Os resultados obtidos, de forma geral, ndo apresentaram grande alteracéo no perfil
proteico ou génico relacionado a presenga do cromossomo B, apesar de identificar
proteinas e genes putativos para as vias do GnRH (Gonadotropin-Releasing Hormone),
do ciclo celular e do estresse. Contudo, essa alteracdo no perfil de expressdo sugere
regulacdo mais sutil e pontual. Portanto, o cromossomo B pode atuar na regulacdo de
processos vitais para sobrevivencia da célula e faciliatr sua manutencao e transmicao para

as proximas geracdes.

Palavras-chave: proteomica, cromossomo extra, RNA mensageiro, RNA codificante,

ciclideo africano



Abstract

The B chromosomes occur in about 2,828 species of different taxa, being
heterochromatic and composed of repetitive DNA.Recently, large-scale genomic
analyzes are being wused to elucidate questions about supernumerary
chromosomes.Cichlid fish are of great scientific interest, since many species have gone
through a rapid and extensive process of adaptive radiation.In some species of the group,
such as Astatotilapia latifasciata, the presence of B chromosomes was described.In this
work, we characterize the profile of protein expression in specific tissues in A. latifasciata
and performed a functional analysis of the presence of the B chromosome in this species
of teleost, elucidating the influence that it can cause in specific metabolic pathways.In
addition, we integrate these data with the RNA-Seq results of this species, and construct
sub-networks of co-expression and protein-protein interaction.The Shannon entropy was
also calculated, which did not show diversity in the expression of the transcripts in each
library. In addition, differential expression analysis was performed on each tissue
separately and the relationship between the presence of B chromosome and sex
chromosome was analyzed. Among the differentially expressed transcripts, functional
enrichment analysis presented processes related to the cell cycle, immune response and
stress response. In relation to abundance of proteins, the up regulated transcripts and the
sub-networks we identified genes like the Aurora kinase, tubulin and kinetochore protein
genes that are related to cell cycle control. The results obtained, in general, did not show
a great change in the protein or gene profile related to the presence of the B chromosome,
although it identified putative proteins and genes for the GnRH (Gonadotropin-Releasing
Hormone), cell cycle and stress pathways. However, this change in the expression profile
suggests subtler and punctual regulation. Therefore, the B chromosome can actin the
regulation of vital processes for the survival of the cell and facilitate its maintenance and

transmission for the next generations.

Keywords: proteomic, extra chromosome, messenger RNA, coding RNA, African

cichlids
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1 INTRODUCAO

1.1 Cromossomos B

Cromossomos B equivalem a uma classe de elementos supranumerarios, descritos
como os primeiros “elementos egoistas” (Wilson, 1907) e definidos por Jones ¢ Rees
(1982) como cromossomos ndo homologos aos cromossomos normais do complemento
(denominados de A), os quais ndo apresentam capacidade de recombinacdo com os
mesmos. Inicialmente foram considerados elementos dispensaveis, sendo classificados
como ndo funcionais por ndo conterem genes essenciais €, consequentemente, por

apresentar seu préprio caminho evolutivo (Beukeboom, 1994).

Aproximadamente, 2.828 espécies de taxons diferentes apresentam cromossomos
B (D’Ambrosiet al., 2017), os quais estdo presentes em apenas uma parcela da populacao,
podendo variar em tamanho e namero e alterar o caridtipo do hospedeiro (Picea
glaucanamero diploide 2n = 24com individuos podendo apresentar de 0 a 6 cromossomos
Bs (2n =24 As + 0 — 6 Bs); Vulpes vulpes 2n = 43 As + 0 — 8 Bs; Rattus rattus 2n = 42
As + 0 -5 Bs) (Miao et al., 1991; Carlson, 2009; Jones et al., 2008; Ploskaya-Chaibi et
al., 2015). Os cromossomos B, em relagcdo a sua composicdo genémica, em geral sdo
heterocromaticos, compostos basicamente por elementos repetitivos de DNA (Loreto et
al., 2008; Fantinatti et al., 2011; Lopez-Ledn et al., 2008; Teruel et al., 2010; Nur et al.,
1988; Jamilena et al., 1994; Gutknecht et al., 1995; Puertas, 2002), sequéncias de DNA
de organela (Martis et al., 2012), pseudogenes (Banaei-Moghaddam et al., 2014) e genes
de copia Unica (Miao et al., 1991; Graphodatsky et al., 2005; Rajicic et al., 2015; Martis
et al., 2012; Valente et al., 2014; Navarro-Dominguez et al., 2017a; Clark et al., 2017).

Em geral, ndo seguem a segregacdo mendeliana, apresentando descendentes em
proporcoes diferentes de 0,5 (presenca/auséncia de B, B+ / B-). Portanto, o sucesso de
sua manutencdo depende de uma transmissao preferencial por um mecanismo de drive
durante a divisdo celular. O drive pode ocorrer por meio de dois tipos de mecanismos: i)
envolve a ndo-disjuncdo dos cromossomos homdélogos ou cromatides irmas (mitose e
meiose) e pela segregacao preferencial (mitose e meiose) (Clark et al., 2017; Jones, 2018).
Outro ponto interessante € que o cromossomo B pode apresentar importante papel
biolégico na origem de cromossomos sexuais, determinagdo sexual e possivel

envolvimento no controle do ciclo celular (revisado em Martins et al., 2011; Yoshida et
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al., 2011; Valente et al., 2014; Helleu et al., 2016; Clark et al., 2017), reforcando a

relevancia de sua manutencao dentro da populacao.

Em peixes, a presenca de cromossomos B tem sido relatada em distintas
populacdes de diversas espécies, sendo variaveis em tamanho, frequéncia e composicéo.
Entretanto, os estudos estdo, basicamente, restritos a analises citogenéticas convencionais
envolvendo descricdo da presenca e frequéncia deste polimorfismo e, em alguns casos,
sua natureza eucromatica/heterocromatica. Em relagdo a analise de cromossomos B em
representantes da familia Cichlidae, os mesmos foram descritos em sete espécies
pertencentes & subfamilia sul-americana (Cichlinae) (Feldeberg & Bertollo, 1984;
Martins-Santos et al., 1995; Feldberg et al., 2004) e por volta de 20 espécies da subfamilia
africana Pseudocrenilabrinae, incluindo a espécie Astatotilapia latifasciata (Poletto et al.,
2010b; Fantinatti et al., 2011; Yoshida et al., 2011). Analises mais detalhadas realizadas
por Yoshida e colaboradores (2011) no ciclideo Lithochormis rubripinnis oriundo do
Lago Victoria, Leste da Africa, sugeriram que nesta espécie, a presenca do cromossomo
B pode ter um efeito na determinacdo do sexo, influenciando o desenvolvimento de
fémeas. Entretanto, em outras doze espécies desse mesmo lago, incluindo a espécie-
modelo desse projeto, A. latifasciata (Poletto et al., 2010a, 2010b; Yoshida et al., 2011;
Kuroiwa et al., 2014), ambos 0s sexos podem apresentar o cromossomo B. Recentemente,
foi identificado a presenca do cromossomo B somente em fémeas de sete espécies de
ciclideos do Lago Malawi, Leste da Africa (M. lombardoi, Metriaclima zebra “Boadzul,”
M. zebra “Nkhata Bay” Metriaclima greshakei, Metriaclima mbenji, Labeotropheus

trewavasaeeMelanochromis auratus) (Clark et al., 2017).

1.2 Origem do cromossomo B

Em relacdo a sua origem, 0 cromossomo B ndo possui uma histéria comum entre
espécies, apresentando variacdes em sua estrutura e propriedades da cromatina (Houben,
2017). Zhou e colaboradores (2012) sugerem que a origem do cromossomo B em
Drosophila albomicans ocorreu pela fusdo entre 0 cromossomo 3 e um cromossomo
sexual ancestral. Martins e colaboradores (2012) propuseram que a origem do
cromossomo B em Secale cereale advém da translocagdo e segregacdo desigual apés
segmentacdo ou duplicacdo génica da espécie. Ja no ciclideo A. latifasciata, a duplicacéo

de um segmento do cromossomo A (incluindo o centrébmero) deu origem a um proto-
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cromossomo (proto-B). Esse proto-B foi submetido a eventos de duplicagéo, formando
um isocromossomo, e, em seguida, houve um enriquecimento de sequéncias provenientes

do complemento A (Figura 1) (Valente et al., 2014).

autossomos

A chromosomes

[
organelle genome
(partial)duplication and
rearragements Y
of A chromosomes 2 ®
4

- «* ongoing o8 1 2
e S8 B B
accumulation and
amplification, gain of
chromosome drive

A chromosomes

1. 2. 3.

Figura 1. Hip6tese da origem do cromossomo B. Em (a) o surgimento de um proto-B apds a recombinagio
e um enriquecimento por sequéncias de DNA de organelas e DNAs repetitivos do genoma A (Houben et
al., 2013). Em (b) um resquicio de cromossomo (com centrémero) duplicado origina a um proto-B. Esse
proto-B foi submetido a eventos de duplicacdo formando um isocromossomo que sofreu enriquecimento
de sequéncias provenientes do complemento A, originando o cromossomo B (Valente et al., 2014).

1.3 Astatotilapia latifasciata (Perciformes, Cichlidae) como modelo

para analises de cromossomos B

A espécie Astatotilapia latifasciata (Figura 2) pertence a familia Cichlidae
(Perciformes), que, por sua vez, é uma das familias de peixes com maior nimero de
espécies (Nelson, 2006), com cerca de 3.000 representantes distribuidos pela América
Central e do Sul, Madagascar, Sudeste da india e Africa (Kocher, 2004), sendo a maior
diversidade ocorrente nos grandes lagos africanos (Trewavas, 1983). Este grupo de peixes
apresenta uma rapida radiacéo adaptativa nos grandes lagos do leste da Africa, onde quase
2.000 especies diversificaram-se nos ultimos 10 milhdes de anos (Kocher, 2004). Devido
a essas caracteristicas bioldgicas mencionadas, os ciclideos sdo considerados excelentes
modelos experimentais para estudos em diversas areas da genética (Chang et al., 2005;
ljiri et al., 2007; Wang et al., 2007; Cnaani et al., 2008; Ferreira e Martins, 2008; Valente
et al., 2009; Poletto et al., 2010a,b; Brawand et al., 2014;).
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Figura 2.Ciclideo africano Astatotilapia latifasciata. Nessa espécie é possivel observar o dimorfismo sexual, os

machos apresentam uma coloragdo amarelada e vermelha e as fémeas sdo acinzentadas. Parte inferior da foto um
exemplar macho e na porcéo superior uma fémea (foto: Adachi ).

Estudos estruturais e funcionais neste grupo de peixes tem se mostrado
promissores em analises de diversificacdo de espécies, diferenciacdo sexual, mecanismos
evolutivos relacionados diretamente aos seus genomas e cariotipos e analises de
processos metabolicos. O sequenciamento completo dos genomas e transcriptomas das
espécies de ciclideos (Brawand et al., 2014) estdo disponiveis no BouillaBase
(bouillabase.org) e SaciBase (sacibase.ibb.unesp.br), o que possibilitara abrir novas

fronteiras ao conhecimento estrutural, funcional e evolutivo neste grupo.

Além disso, A. latifasciata apresenta de 0 a 2 cromossomos B heterocromaticos,
com tamanho relativamente grande, similar ao primeiro par cromossémico do
complemento A (Figura 3). Estes cromossomos extras ndo seguem a segregacao
mendeliana e apresentam sequéncias de DNAs repetitivos, DNASs ribossomais e genes de
cépia Unica (Poletto et al.,, 2010b; Fantinatti et al., 2011; Valente et al., 2014).
Recentemente, Carmello e colaboradores (2017) demonstraram a expressao diferencial
de uma variante do gene hnRNP Q-like em fémeas portadoras do cromossomo extra nesta

espécie, evidenciando a relagdo entre cromossomo B e determinacdo sexual nos ciclideos,
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0 que pode estar associado ao drive meidtico em fémeas (Ramos et al., 2016; Clark et al.,
2017). Adicionalmente, Venturelli e colaboradores (em preparacdo) analisaram
cruzamentos direcionados de individuos com Bs (B+) e sem Bs (B-) de A. latifasciata e
observaram uma frequéncia de aproximadamente 75% de proles B+ do cruzamento entre
fémeas B+ e machos B- e B+, evidenciando uma possivel influéncia desse cromossomo
em fémeas (Yoshida et al., 2011; Clark et al., 2017).
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Figura 3. Cari6tipo do ciclideo Astatotilapia latifasciata. Caridtipo de individuos sem cromossomo B (a),
com um (b) e dois (c) cromossomos supranumerarios. Colora¢do em giemsa. (Poletto et al., 2010).

1.4 Anélises gendmicas em larga escala de cromossomos B em
Astatotilapia latifasciata

Junto a estudos citogenéticos, abordagens baseadas em analises gendmicas em

larga escala estdo sendo utilizadas para elucidar questdes acerca dos cromossomos
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supranumerarios. Valente e colaboradores (2014) analisaram 0s genomas de A.
latifasciata com a presenca e auséncia do cromossomo B (B+ e B-), utilizando
sequenciamento em larga escala. Neste estudo foram realizados procedimentos para
identificacdo de regides diferencialmente cobertas entre os dois genomas, permitindo a
identificacdo de regides “enriquecidas” nos genomas B+ e, possivelmente, presentes no

cromossomo B.

Embora a maioria dos genes/sequéncias presentes no B sejam fragmentados, um
pequeno numero deles apresenta alta integridade. Entre os genes com alta integridade
detectados, destaca-se um conjunto de genes envolvidos com controle da divisdo celular.
Assim, acredita-se que a presenca de genes envolvidos com ciclo celular (Tabela 1) venha
desempenhando papel importante na transmissdo e manutencdo do cromossomo B em A.
latifasciata (Valente et al., 2014).

Da mesma forma, o transcriptoma de A. latifasciata mostrou a presenca de genes
envolvidos com controle da divisdo celular sendo transcritos pelo cromossomo B, o que
também foi encontrado para o ciclideo Pundamilia nyererei (Valente et al. 2014). As
analises sugerem um possivel papel funcional destes genes na manutencdo dos
cromossomos B nas células. Dessa forma, buscas realizadas em transcriptomas de P.
nyererei (disponiveis em Bouillabase.org) revelaram que esta espécie contém transcritos
B-especificos para os genes Separina, TUBB1 e KIF11 em diversos tecidos (Tabela 1)
(Valente et al., 2014). A partir destas informac@es, torna-se evidente que a presenca de
cromossomos B deve contribuir com novos transcritos ou mesmo alterar os padrdes de

expressdo geral da célula.

Tabela 1. Genes envolvidos com ciclo celular e presentes no cromossomo B, de acordo com Valente et al.
(2014). Os genes destacados em negrito apresentam evidéncias de atividade transcricional.

Nivel de No. de Acesso Descricao génica
integridade (%) GenBank
70.93 XM_004570740.1 DNA repair protein XRCC2-like, mMRNA
70.97 XM_004570733.1 Synaptonemal complex protein (SYCP) 2-like, mRNA
73.92 XM_004575607.1 Centromere-associated protein (CENP) E-like, MRNA
75.71 XM_004545355.1 Separin-like, mMRNA
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77.16 XM_004547754.1 Aurora kinase (AURK) A-B-like, mMRNA

96.14 XM_004570623.1 Kinesin-like protein KIF11-like , mMRNA

97.50 XM_004572890.1 Tubulin beta-5 (TUBBS5) chain-like, MRNA
100 XM_004547671.1 Tubulin beta-1 (TUBB1) chain-like, mMRNA
100 XM_004556260.1 Spindle and kinetochore-associated (SKA) protein 1-like, mMRNA
100 XM_004576295.1 Regulator of telomere elongation helicase (RTEL) 1-like, mMRNA

Legenda: Primeira coluna apresenta o nivel de integridade dos genes encontrados. Segunda coluna, os
nimeros de acessos dos genes encontrados de acordo com o GenBank. Terceira coluna, a descricdo dos

respectivos genes. Os genes destacados em negrito apresentam evidéncias de atividade transcricional.

Para os miRNAs, com base nas mesmas amostras processadas para transcriptomas
de A. latifasciata, foram construidas bibliotecas de microRNAs a fim de avaliar o perfil
de expressdo dos mesmos (Fantinatti, 2015). Em uma visao geral dos perfis de expressao
de microRNAs, com base no banco de dados mirbase (http://www.mirbase.org), foi
constatado que um total de 162 microRNAs apresentaram um padrédo diferenciado entre

as varias amostras considerando 0 sexo e a presenca e auséncia do cromossomo B.

1.5 Analises funcionais: Protedmica

Como mencionado acima, 0 avango nas tecnologias de analise de DNA e RNA
propiciou um melhor entendimento da composicdo gendmica e expressdo génica nos
organismos. Entretanto, estas informacgdes ainda ndo sdo suficientes para elucidar
precisamente os niveis de abundancia proteica nas diferentes condicées celulares, como
observado por Vogel e Marcotte (2012), que demonstraram uma baixa correlacdo entre
abundancia de RNAm e proteinas em ratos (R2=0,4). Além disso, nem sempre 0s bancos
de dados fornecem informacGes quantitativas e qualitativas que possam ser relacionadas
as proteinas. Tais questdes podem ser mais bem estudadas utilizando-se a protedmica
como abordagem. Sua proposta ¢é a de analisar de forma global o conjunto de proteinas
expressas em uma célula, tecido ou organismo (Wasinger et al., 1995), permitindo avaliar
quantitativa e qualitativamente as proteinas que atuam no metabolismo celular (Park,
2004; Chen e Harmon, 2006). Proteinas sdo determinantes na funcdo celular e sua
dinamica de intera¢fes pode revelar muito mais sobre eventos célula/tecido especifico

gue uma sequéncia gendmica estatica (Blakeley et al., 2010).

Estudos protedbmicos frequentemente utilizam técnicas de eletroforese

bidimensional e de cromatografia liquida acopladas a espectrometria de massas,
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permitindo a geracdo de dados em larga escala, como observado na comparacgao entre
plasma seminal e sanguineo de carpa (Dietrich et al., 2014) ou no estudo do plasma
humano (Jiang et al., 2013). A protedGmica permite estudar a estrutura, fungdo e o controle
dos sistemas biologicos pelas propriedades das proteinas, incluindo a sequéncia
(identidade), abundancia, atividade e estrutura das proteinas expressas por uma célula,
assim como asmodificaces, interacdes e translocagdes sofridas por elas (Wilkins et al.,
1997). Logo o proteoma pode se modificar em resposta as condicGes e estimulos a que o
organismo est4 exposto, além de caracteristicas intrinsecas como presenca ou auséncia de

componentes celulares.

Nesse projeto foi analisado pela primeira vez o perfil de abundancia das proteinas
dos individuos com presenca e auséncia do cromossomo B, visando identificar possiveis
proteinas relacionadas ao cromossomo B em tecidos especificos de machos e fémeas do
ciclideo Astatotilapia latifasciata. Em seguida, os dados foram integrados com os estudos

de transcriptoma.

1.6 Integracdo de dados

O estudo genémico funcional se concentra nos aspectos dinamicos, desde a
transcricdo de um gene, traducdo e interagdes entre proteinas. Portanto, com dados de
RNA-Seq (sequénciamento) e proteoma é possivel integrar redes biologicas de interacéo
entre proteinas, perfil de expressdo de RNAs (incluindo miRNAS) e vias metabdlicas em
um contexto de biologia sistémica (Rhodes et al., 2005; Junker, 2008). Estas andlises
integrativas, a partir da construcdo de grafos de co-expressdo dos dados do transcriptoma
(dados brutos, Marques, 2016) e dos dados gerados desse trabalho, permitirdo avangos na

elucidacdo do papel bioldgico dos cromossomos B.

1.6.1 Redes biologicas

Conceitualmente, qualquer sistema complexo € constituido por um grande nimero
de entidades (particulas ativas ou agentes) que podem interagir mutuamente e com o
ambiente exterior (Bellomo e Carbonaro, 2011). Essa maquinaria complexa é realizada
pelas interacBes entre as varias unidades que compdem o sistema vivo, tais como DNA,
RNA, proteinas e pequenas moléculas, em conjugacdo com as informagGes vindas do

meio externo. Essas interagcOes podem ser representadas pela teoria de grafos (“redes").
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S&o essas redes, portanto, que representam a maquinaria complexa que executa as
instrucGes contidas nos genomas transformando-as em atividades biolégicas pelas quais
a vida se expressa. As redes sdo representadas por dois conjuntos: G = {V, A}, onde V ¢
um conjunto de vértices e A um conjunto de pares formados por arestas que conectam
cada dois Vvértices. Se os pares forem ordenados, a rede é classificada como direcionada,
caso contrério é denominado de ndo-direcionada (Figura 4). As interacGes entre proteinas,
por exemplo, por ndo importar a direcdo da interacdo entre elas s&o geralmente reportadas
como grafos ndo-direcionados (Junker, 2008). As redes de regulagdo como o controle da
expressao génica, depende dos fatores que modulam a expressao do gene de interesse, no
qual a ordem das interacdes é relevante para o resultado final. Nesses modelos, a rede é
demonstrada por um grafo direcionado. As redes de transducdo de sinais sao
representadas por grafos direcionados multi-arestas que representam as interacfes uni ou
bi-direcionais entre proteinas, outras moléculas organicas ou inorganicas (Junker, 2008;

Pavlopoulos et al., 2011).

Para obtermos respostas dessas redes complexas, como por exemplo, quais séo 0s
genes mais “importantes”, determinamos medidas que nos permitem caracterizar os
vertices dessas redes, que sao as topologias das redes complexas. As principais topologias
de uma rede sdo: i) Grau (“Degree”) (0 nUmero de vizinhos do vertice v no caso de grafos
direcionados, medindo o numero de ligagdes que chegam e saem do Vértice
respectivamente), ii) Comprimento médio do caminho (“Average path length”)(nimero
médio de conjuntos de nodos capazes de interligar dois nodos distintos vi e vj utilizando
0 menor namero de nodos possivel), iii) Coeficiente de agrupamento (“Clustering
coefficient”) (mede o grau de conexdes proxima a um determinado Vértice), iv)
Assortatividade (“Assortativity”) (representa a extensdo dos nds de uma rede e como se
associam a outros nds na rede, redes bioldgicas tendem a ser disassortativas, valores
negativos para assortividade), v) Grau de intermediacdo (“Betweenness centrality”)
(mede quanto um vértice estad nos menores caminhos entre outros vértices na rede) (Albert
e Barabasi, 2002; Foster et al., 2010).
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Grafo nao direcionado

Grafo direcionado

Grafo com peso

Figura 4. Exemplo de grafos direcionados, ndo direcionadoe com peso. Figura baseada no trabalho de
Pavlopoulos et al., (2011).

1.7 Ciclo celular

O ciclo celular ¢ um processo fundamental dos seres vivos multicelulares.
Apresenta grande importancia desde o desenvolvimento até a vida adulta, contribuem
para a geracdo de células especializadas, que sdo necessarias para formar tecidos e
desempenhar func@es especificas. O controle do ciclo celular precisa ser intimamente
preciso para ndo acarretar erros no desenvolvimento e surgimento de tumores. Nos
eucariotos, esse processo esta basicamente dividido em duas fases: Interfase e Mitose,
com a presenca de dois processos, entre elas G1 e G2. Nessas duas sub fases as células
obtém massa, integram sinais de crescimento, organizam a replicacdo génica e preparam

a segregacao dos cromossomos (Barnun e O’Connell, 2014).

Durante o ciclo celular ocorrem varios processos regulatérios e de checkpointpara
garantir o sucesso da divisdo celular. Existem varios mecanismos de checkpoint ja
descritos como o crescimento celular adequado, resposta ao dano no DNA,
monitoramento da replicacdo do DNA, dependéncia da fase S-M, e ocheckpoint do fuso
mitotico (SAC). Além disso, o ciclo celular é intimamente regulado, principalmente, por
ciclinas dependentes de quinase (CDKSs) e outras proteinas com grande importancia como
por exemplo: as proteinas MPS, a qual € uma das principais quinases envolvidas na

localizagéo do cinetocoro e no ponto de verificagdo do conjunto do fuso (SAC), que inibe
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a transicdo da metafase para anafase até que as fibras do fuso estejam corretamente
ligadas a todos os cromossomos, aaurora quinase A,a qual regula a ligagdo dos fusos
mitdticos, mantendo a bipolaridade e também esta relacionada com a maturacdo do
centrémero; a proteina APC/C atua no checkpoint mitético realizando a ubiquitinacdo da
Securina liberando a Separase para separacao das cromatides irmas;o complexo NDC80
formados por um conjunto de quatro proteinas (Ndc80, Nuf2, Spc25 e Spc24), as quais
sdo responsaveis pela ligacdo do cinetécoro ao microtubulos durante a divisao celular; e
as proteinas da familia 2.4.1.1, que atuam como estacionadores, ou seja, param o ciclo
em diversos pontos da interfase e metéafase (Kaistha et al., 2014; Ducat e Zheng, 2004;
Hermeking e Benzinger, 2006; Ciferri et al., 2007; Bolanos-Garcia e Blundell, 2011;
Ruijtenberg e Heuvel, 2016).

Vaérios estudos referentes ao cromossomo B vem demonstrando a presenca de
genes envolvidos no ciclo celular (Valente et al. 2014; Helleu et al., 2016; Clarck et al.,
2017; Navarro-Dominguez et al. 2017a,b; Kichigin et al. 2019; Makunin et al. 2018;
Jones, 2018). Makunin e colaboradores (2018) identificaram o gene centromere protein
N na raposa Vulpes vulpes L., Navarro-Domingues e colaboradores (2017b) encontraram
genes  ativos relacionados a divisdo celular para 0s  genesCIP2A
protein(cip2a), cytoskeleton-associated protein 2(ckap2), condensin | complex subunit
G(cap-g),kinesin-like protein kif20a (kif20a) e E3 ubiquitin-protein ligase mycbp?2
(mycb2) no gafanhoto Eyprepocnemis plorans, Kichigin e colaboradores (2019)
encontraram genes relacionados a segregacdo cromossdmica e divisdo celular (inner
centromere protein (incep) e protein spire homolog 2 (spire2), respectivamente) no
lagarto Anolis carolinensis. Portanto, ha indicios que a manutencdo do cromossomo B,
em diferentes espécies, pode estar relacionadas com a presenca de genes reguladores do

ciclo celular.

2 HIPOTESE

A presenca do cromossomo B influencia a regulacdo génica e interfere no perfil

proteico no ciclideo africano Astatotilapia latifasciata.
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Em relacdo as redes bioldgicas, as sub redes representaramser redes biologicas
reais de acordo com as topologias de distribuicdo de degree, disassortividade, e alta
conectividade.As redes demonstraram novamente a importancia de genes relacionados ao
ciclo celular, evidenciando ainda mais a relagdo entre o controle do ciclo celular e a

presenca do cromossomo B.

De modo geral, os resultados obtidos a partir das analises de bioinformética
mostraram que o cromossomo B além de apresentar elementos repetitivos, pseudogenes
e genes em sua composicdo, podem ainda alterar a expressdo génica e abundancia
proteica, apresentando evidéncias funcionais relacionadas ao cromossomo B na espécie

de ciclideo A. latifasciata.

Analises futuras relacionadas aos genes encontrados nesse estudo como 0s genes
daaurora Kkinase, kinetochoro nuf2 protein, G2/mitotic-specific cyclin-B1, dual-
specificity protein kinase ttk e anaphase-promoting complex subunit 1 que participam do
processo de formacéo do spindle assembly e spindle assembly checkpoint (SAC) durante
a segregacdo cromossdmica, a enzima 14-3-3 que se ligam a proteinas reguladoras e
modulam sua funcdo na transicao das fases G1/S e G2/M e a tubulin beta 1 que € um dos
maiores constituintes dos microtubulos que atuam na segregacdo cromossdmica,abrem

novos caminhos a serem estudadas sobre a funcionalidadedo cromossomo B.

9 MATERIAIS SUPLEMENTARES

Para acessar 0s materiais suplementares segue o linkMateriais Suplementares.
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