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Resumo

A aromatase é codificada pelo gene Cyp-19 e catalisa a fase final da biossintese do
estradiol e estrona. Em peixes sdo dois os genes de aromatase existentes, o
Cypl9ala expresso em gbnadas, principalmente a feminina e, o Cypl9alb que tem
expressdo cérebro especifica. Algumas espécies de Parodontidae apresentam
sistemas de cromossomos sexuais ZZ/ZW. Apareiodon sp. (ZZ/ZW) teve,
recentemente, seu genoma sequenciado e montado. Com objetivo de caracterizar a
estrutura molecular do gene Cypl9 (aromatase) de Apareiodon sp., contigs
contendo este gene foram recuperados do genoma. Buscas pelas fases abertas de
leitura (ORFs) foram realizadas para obtencédo da sequéncia polipeptidica e, apos as
analises retornaram similaridade a aromatase-like cerebral presente em peixes. A
partir do alinhamento dessas sequéncias obtidas de macho e fémea foi possivel
observar divergéncias na composi¢cdo, que necessitam de confirmacdo quanto as
diferencas gendmicas relacionadas a determinacéo do sexo.

Introducéo

Peixes apresentam uma enorme variedade de sistemas de cromossomos sexuais e
especula-se sobre diferentes mecanismos de determinacdo do sexo
(SCHEMBERGER et al., 2019). Estudos de determinacdo sexual em vertebrados
mostraram marcadores ovarianos tipicos (FoxL2 — Forkhead Box L2; Rspol - R-
spondinl e; Aromatase - Cyp19a) e também marcadores testiculares tipicos (Sox-9 -
Sry-Related Hmg-Box Gene 9 e Dmrt-1 - Doublesex and Mab-3 Related
Transcription Factor 1), 0s quais Sdo expressos em vias mutuamente exclusivas nas
gbnadas (UHLENHAUT et al., 2009).

Aromatase é o produto do gene Cypl9, um membro do P450 superfamilia de
enzimas do citocromo (CALLARD et al., 2001). O gene Cypl9 humano é descrito
apresentar uma Unica copia no genoma e apresenta varios promotores e diferencas
nos primeiros éxons tecidos especificos (CALLARD et al.,, 2001). Em Teleostei
existem duas isoformas do gene da aromatase: Cypl9a, também denominado
Cypl9Ala e o Cypl9b, também denominado Cypl9A2 (LE PAGE et al., 2010).
Expresso principalmente nas gbnadas, o Cypl9Ala apresenta uma posicao crucial
para controlar ndo apenas a diferenciacdo ovariana, mas também a testicular em
espécies de peixes gonocoristicos e hermafroditas (LE PAGE et al., 2010). Esta
hipotese afirma que a regulacdo de Cypl9Ala é necessaria ndo apenas para
desencadear, mas também para manter a diferenciacdo ovariana, e que a
atenuacédo da expressao Cypl9Ala € o Unico passo necessario para induzir uma via
de diferenciacao testicular (LE PAGE et al., 2010). J4 o Cyp19b € expresso somente
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no cérebro (LE PAGE et al., 2010). O Cypl19b atua com os primeiros horménios
gonadais para o estabelecimento de diferencas sexuais irreversiveis na organizagéo
dos circuitos neurais durante um periodo critico de desenvolvimento (LE PAGE et
al., 2010). Depois, os hormdnios atuam sobre esses caminhos para modular a
fisiologia e comportamento durante a vida adulta para alcancar uma reprodugéo
bem-sucedida (LE PAGE et al., 2010).

Embora inUmeros sistemas de cromossomos sexuais tenham sido descritos, a
determinacdo genética do sexo € pouco compreendida em peixes. Dados de
sequenciamento de nova geragédo foram obtidos para Apareiodon sp. (ZZ/ZW) com
objetivo de montagem dos genomas macho e fémea e anotacdo da fracao repetitiva
gue compde a regido especifica do cromossomo W (SCHEMBERGER et al., 2019).
Neste estudo, a caracterizacédo da regidao codificadora do gene Cyp-19 foi realizada
de forma comparativa entre os dados genémicos de macho e fémea de Apareiodon
sp. para inicio da compreensdo da atuacdo deste gene nas etapas da determinacéo
do sexo em Parodontidae.

Material e Métodos

Gobnadas de fémeas de Apareiodon sp. foram submetidas a extracdo do RNA total e
sintese do DNA complementar (cDNA). Em paralelo, os dados gendomicos de
Apareiodon sp. foram utilizados para recuperar contigs que contém o gene Cyp-19.
A partir da montagem do gene Cyp-19 de Astyanax mexicanus e utilizando a regra
GU/AG para inicio e fim dos introns foram identificadas as regides exdnicas do gene
Cyp-19, para posterior alinhamento de sequéncias e desenho dos primers para a
ORF. Os conjuntos de primers foram utilizados em reacfes de PCR padréo.

A ORF Cyp-19 foi identificada com uso do programa FGENESH a partir do
alinhamento com o genoma de referéncia de A. mexicanus e submetidas a traducéo
em sequéncias de aminoacidos no software Geneious 4.8.5. As sequéncias de
aminoacidos foram entdo submetidas ao Blastx do NCBI e ao matching Pfam
families para a identificacdo dos dominios proteicos. As sequéncias a montante e a
jusante deste gene também foram alinhadas com as mesmas regides gendmicas de
outras espécies de peixes na plataforma online Genomicus, para a identificacdo dos
genes presentes no grupo de ligacéo.

Resultados e Discusséao

Foram identificados contigs contendo Cyp-19 nos genomas fémea e macho de
Apareiodon sp. Os contigs recuperados retornaram 94% de similaridade com o gene
brain aromatase-like de A. mexicanus e P. nattereri. Na analise do grupo de ligacao,
na regido upstream foi possivel identificar o gene cadherin-related e, o0 gene adaptor
related protein complex 4 epsilon 1 subunit (ap4el) foi localizado downstream ao
gene aromatase. Este mesmo grupo de ligacdo é observado nos genomas de A.
mexicanus e P. nattereri. PCRs utilizando cDNA de gbnadas femininas néao
retornaram os tamanhos de fragmentos esperados para o produto de amplificacdo
da ORF do Cyp-19 de Apareiodon sp. (dados ndo mostrados).

A predicdo da ORF mostrou que a aromatase em fémea € constituida de 9 éxons e
um total de 1476 nucleotideos (Figura 1). Em macho a ORF possui 10 éxons e 1653
bases (Figura 2). Estas sequéncias apresentaram similaridade a aromatase-like de
P. nattereri sendo, 90% em fémea e, 88% em macho. O dominio proteico aromatase
de fémea foi visualizado para o segmento nucleotidico 130-1404 (Figura 1) e, em
macho, corresponde ao segmento nucleotidico 130-1581 (Figura 2). A sequéncia
predita da aromatase de Apareiodon sp. apresentou similaridade a aromatase-like
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de P. nattereri, sendo 86% para fémea e 91% para macho.

Figura 1. Sequéncia representativa do gene da aromatase obtida a partir dos dados
genbmicos de Apareiodon sp. (fémea). A imagem demonstra a sequéncia
nucleotidica, a sequéncia de aminoacidos, a delimitacdo do dominio proteico
(vermelho), a divisdo dos éxons (cinza) e a ORF completa (verde).
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Downstream na cascata génica de diferenciacdo do sexo feminino o gene Cypl9
sintetiza a enzima aromatase, a qual medeia a conversdo do androgénio para
estrogénio em gonadas femininas (SANDRA; NORMA, 2010). A proporcao destes
dois horménios € essencial para a diferenciacdo do ovario, sendo que suas
guantidades sao limitadas pela disponibilidade da aromatase (SANDRA; NORMA,
2010).

Figura 2. Sequéncia representativa do gene da aromatase obtida a partir dos dados
genbmicos de Apareiodon sp. (macho). A imagem demonstra a sequéncia
nucleotidica, a sequéncia de aminoacidos, a delimitacdo do dominio proteico
(vermelho), a divisdo dos éxons (cinza) e a ORF completa (verde).
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A partir do alinhamento das regides gendmicas foi possivel observar uma diferenca
significativa na constituicdo das ORFs quando comparadas as sequéncias de macho
e fémea. A diferenca consiste em uma dele¢do que resulta em um éxon a menos na
ORF fémea quando comparada a sequéncia de macho e de A. mexicanus. A
presenca do éxon a mais na sequéncia do macho gera dois dominios proteicos para
aromatase. Ja a ORF fémea gera um unico dominio aromatase. Embora prematuro
para avaliar, as diferencas observadas para as sequéncias aromatase de macho e
fémea de Apareiodon sp. podem ser devidas as diferencas genémicas relacionadas
a funcdo desta enzima e determinacédo do sexo. Em outra via, este resultado pode
ser decorrente de erros da montagem genémica devido a presenca de dois genes
muito similares (Cyp-19ala e Cyp-19alb) com funcdo aromatase em peixes
(SAWYER et al., 2006).
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Os produtos de PCR com tamanho esperado ndo foram identificados com a
amplificacdo utilizando cDNA gonadal. Este fato pode ser explicado devido a
aromatase obtida de Apareiodon corresponder para a de funcdo cerebral. Assim,
nossa analise foi capaz de recuperar apenas uma provavel copia Cyp19 similar ao
gene de funcdo cerebral, denominado de Cypl9A1 em A. mexicanus. Essa
confirmacdo se da pela determinacdo do mesmo grupo de ligacdo entre A.
mexicanus e Apareiodon sp., formado pela sequéncia cdhrSb, Cyp19A1 e ap4el.
Por outro lado, em mamiferos o gene Cypl9 nado esta duplicado e trabalha com
inumeros promotores e splicing alternativo para gerar isoformas proteicas
(CALLARD et al., 2001). Nesse sentido, a analise da regido promotora/reguladora do
gene Cypl9 presente no genoma de Apareiodon foi programada, bem como uma
analise da ocorréncia de splicing alternativo com a montagem dos transcriptomas.

Concluséo

Esse trabalho buscou determinar a estrutura do gene Cypl9 em Apareiodon sp. A
predicdo do gene Cypl9 em Apareiodon, até o presente momento, ndo indica a
ocorréncia de duas copias, uma com funcédo gonadal e outra cerebral, como ocorre
em outros peixes. A caracterizagdo completa com sequenciamento sanger e a
deteccéo de expressao génica tecido especifica podem auxiliar na compreenséao da
estrutura e funcao deste gene em Parodontidae.
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