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RESUMO

A familia RhoGAP, presente em todos 0s eucariotos, estd envolvida na regulacdo de
diversos processos bioldgicos, incluindo a organizacdo citoesquelética e
desenvolvimento neuronal; envolvido na migracao neuronal, na formacéo dos axonios
e das sinapses. Duplicacbes em RHOGAPs que sdo expressos no cérebro em
desenvolvimento (SRGAP2 e ARHGAP11l) sdo associadas a emergéncia de
novidades adaptativas na funcdo cerebral da linhagem humana. Este trabalho tem
como objetivo entender a relacdo entre a perda/ganho dos RHOGAPs e o
neurodesenvolvimento em primatas. Utilizamos o Ensembl em busca de todos os
genes em primatas que possuiam o dominio proteico RhoGAP. A confirmacédo da
presenca/auséncia dos genes foi feita a partir da busca em outros trés bancos de
dados, o UniProt (proteinas), o Genomicus e o GenBank/NCBI. Verificamos a
expressao de todos os genes encontrados, utilizando o banco de dados GenBank,
escolhendo os genes onde o tecido cerebral fosse pelo menos o terceiro tecido onde
ocorre a maior expressdao do gene. Recuperamos as sequéncias nucleotidicas de
todos os genes, utilizando o programa MEGA X alinhamos estas pelo algoritmo
Muscle, determinamos o melhor modelo evolutivo, o qual o programa indicou 0 modelo
Kimura-2 + G e construimos a filogenia por maxima verossimilhanca de todos os
dominios RHOGAPs com bootstrap=1000. Encontramos 23 genes expressos
significativamente no cérebro em 24 primatas. Vinte e trés primatas possuem todos
0S genes, o Tarsier, € 0 Unico primata em que faltam 4 genes (ARHGAP23,
ARHGAP35, SRGAP3 e PIK3R2), devido a cobertura e o estadio de anotagéo que se
encontra esse primata. Recuperamos multiplas copias de 3 genes em alguns dos
primatas. Dentre eles 0 ARHGAP5S que apresenta uma duplicacdo em 14 dos 16 os
primatas do velho mundo estudados (Catarrhini). E 0 ARHGAP21 que aparece nos
Homininae. Estudando a arvore gerada pelo alinhamento de aproximadamente 529
dominios RHOGAP, observou-se que as regides que codificam os dominios formavam
grupos, em sua maioria, de paralogos da mesma espécie; inicialmente suspeitamos
que seria resultado da alta conservacdo do dominio e em alguns casos eventos de
conversao génica, pois obtivemos alguns ramos sem suporte e outros com altos
valores de bootstrap, entretanto existem muitas regides especificas de cada gene que
foram retiradas da andlise e isto deve ter sido o motivo do agrupamento dos paralogos
de uma mesma espécie.

Palavras-chave: ARHGAP5, ARHGAP21, duplicagbes génicas, pseudogenizagao



ABSTRACT
The RhoGAP family, present in all eukaryotes, is involved in the regulation of various
biological processes, including cytoskeletal organization and neuronal development;
participating in neuronal migration, in the formation of axons and synapses.
Duplications in RHOGAPSs that are expressed in the developing brain (SRGAP2 and
ARHGAP11) are associated with emergencies of adaptive novelties in brain function
of the human lineage. This paper aims to understand the relationship between
loss/gain of RhoGapS and neurodevelopment in primates. We used Ensembl to search
for all genes in primates that had the RhoGAP protein domain. Confirmation of the
presence/absence of genes was made by searching three other databases, UniProt
(proteins), Genomicus and GenBank / NCBI. We checks the expression of all genes
found using the GenBank database by selecting only genes in that brain tissue was at
least third tissue of highest expression of gene. We retrieve the nucleotide sequences
of all genes, we alignments, and we determine the best evolutionary model and build
maximum likelihood phylogeny of all RHOGAPs domains using the Muscle algorithm
and the tools available in the MEGA X program, Kamura-2 + G model, with bootstrap
=1000. We found 23 genes expressed significantly in the brain in 24 primates. Twenty-
three primates have all genes, the only one exception is the Tarsier, which is missing
four genes (ARHGAP23, ARHGAP35, SRGAP3, and PIK3R2), and due to the
coverage and annotation study being this primate. We recovered duplicates in three
genes in some of the primates. ARHGAPS5, which has a duplication in several old world
primates (Catarrhini), we identified that there has been a pseudogenization throughout
the group. In addition, the ARHGAP21 that appears in Homininae. Studying a tree
generated by the alignment of approximately 529 RhoGap domainswe observed that
domains are grouped, most of the time, of paralogs of the same species; initially we
suspect it would be a result of high domain conservation and possibly in some cases
gene conversion events. There was some unsupported branches and others with high
bootstrap values, but there was many specific regions of each gene that are removed
from the analysis, this artifact should be the reason for grouping the paralogous of the

same species.

Keywords: ARHGAP5, ARHGAP21, gene duplications, pseudogenization
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1. INTRODUCAO
1.1. FAMILIA RHOGAP
A superfamilia Ras corresponde a um grande grupo de proteinas que
estdo envolvidas na organizacao e sinalizacao celular, mudancas na estrutura e
regulacdo dessas proteinas podem modificar como esta sinalizacdo é realizada.
A superfamilia Ras € composta pelas familias Ran, Ras, Rab, Rho e Arf (ROJAS
et al., 2012).

As proteinas Rho Gtpases atuam em diversas atividades celulares
englobando a polimerizagédo da actina, a adeséao celular, o ciclo celular, a
polaridade da membrana entre outras coisas. As proteinas Rho Gtpases sao
reguladas pelos grupos de proteinas efetoras GEFs, GDIs e GAPs. As GEFs que
promovem a liberagdo do GDP permitindo a ligagdo do GTP, as GDIs que se
ligam ao GDP ligado impedindo que ele se desligue da Rho Gtpease, e as
proteinas de nosso interesse sdo as efetoras GAPs, conhecidas como
RhoGAPs. Elas inativam as proteinas Rho Gtpases aumentando a taxa
intrinseca de hidrolise do GTP (LAMACHE e HALL,1994; PECK et al.,2002).

Plasma membranes
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Figura 1 - Mecanismos de regulacdo das Rho Gtpeases - Retirado de Moon e Zheng, (2003)



RhoGAPs presentes em todos o0s eucariotos, estdo envolvidas na
regulacdo de diversos processos biolégicos, incluindo a organizacao
citoesquelética e desenvolvimento neuronal, participando na migragédo neuronal,
na formacéo dos axénios e das sinapses. Devido a estas funcdes as RhoGAPs
sdo boas candidatas para se compreender o neurodesenvolvimento (MOON e
ZHENG, 2003). A familia dos genes RHOGAPS possui pelo menos 51 membros
paralogos em humanos, com algumas duplicacdes especificas na linhagem. Os
RHOGAPS possuem suas sequéncias conservadas ao longo da evolucdo em

primatas ndo humanos e humanos.

1.2.RHOGAPS E O NEURODESENVOLVIMENTO

Varios genes da familia estdo envolvidos com mudancas no citoesqueleto,
na migragdo dos neurdnios, durante o desenvolvimento do cérebro; e muitos
genes da familia RHOGAP sdo expressos no cérebro durante a vida, nesse
estudo focamos nos genes que possuem uma expressao significativa no tecido

cerebral.

Exemplificando, um dos genes ativos durante o desenvolvimento o
SRGAP1 (SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 1) regula a atividade das
proteinas RAC em neurbnios, consequentemente, a migracdo dos neurdnios
(YAMAZAKI, et al, 2013). O ARHGAPS5 (Rho GTPase activating protein 5) regula
negativamente a Rho GTPases e assim conduz a mudancas no citoesqueleto de
células neurais (DEMALI et al, 2003). Outro que pode ser citado ¢ 0 SRGAP3
(SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 3), que influencia o crescimento das
espinhas dendriticas(filopodes) dos neurdnios. Ja foi hipotetizado que SRGAP3
pode estar envolvido no processo que tornou os humanos diferenciados dos
outros primatas, como a capacidade cognitiva e o aprendizado cumulativo, que
podem ser uma consequéncia de uma maior quantidade de conexdes entre 0s
neurénios (BACON, 2013).

Outros genes importantes para a maior complexidade das estruturas
cerebrais sao as copias do SRGAP2 (SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein
2), que interagem com RAC1, que ligam-se aos neurbnios e deforma as
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membranas, controlando a dinamica das fibras de actina para regular a migracao
e a diferenciacdo dos neurdnios. Esses genes duplicados desempenham um
papel importante em diferentes aspectos neurais, entre eles a morfogénese e,
principalmente, a migracdo durante o desenvolvimento do cortex cerebral
(crescimento de axonios e dendritos e maturacdo de espinhas dendritica)
(DENNIS et al, 2012). Uma das copias, 0 SRGAP2C, esta presente apenas em
humanos modernos e arcaicos, agindo de forma antagonista ao gene original no
desenvolvimento neuronal cortical. Ele esta envolvido na maturacdo das
espinhas dendriticas (alterando a morfologia e densidade), o que resulta em
implicagBes para a cognicao, aprendizagem e memoéria (DENNIS et al, 2012).
Outro exemplo de gene duplicado exclusivo da linhagem humana implicado ao
neurodesenvolvimento € 0 ARHGAP11B, este expressa uma proteina especifica
de Hominideos que promove o desenvolvimento e expansdo evolutiva do
neocortex cerebral (FLORIO, et al 2015).

1.3.EVOLUCAO GENICA

Eventos de duplicacbes no genoma ou do genoma completo geram
material genético que servem como substratos para a evolucdo molecular e
impactam o processo evolutivo. A organizacdo do genoma dos vertebrados
sofreu influéncia das sucessivas duplicagbes do genoma inteiro, embora
sejamos diploides, alguns genes foram perdidos, outros foram mantidos
duplicados, formando e/ou expandindo familias de genes (PAIXAO-CORTES,
2015).

A duplicacdo de genes oferece novas oportunidades evolutivas,
fornecendo uma regido nova onde ha um relaxamento da pressao evolutiva.
Depois da duplicagcdo podem ocorrer trés processos: a neofuncionalizacao, a
subfuncionalizagéo e a degradacgéo do gene duplicado (HURLES, 2004; LEVINE
e TIJAN, 2003). A posterior fixagdo do gene duplicado leva a formacao de
familias genicas, possibilitando que surjam diferentes genes produzindo
proteinas diversas que exercem atividades distintas (HURLES, 2004). Uma

duplicacdo do gene RAC ancestral deu origem: ao CDC42 (controla a polaridade



das células) e a familia RHO (envolvida na citocinese), sendo um bom exemplo
de como a duplicacdo favorece o surgimento de genes com novas fungdes.
(JAFFE e HALL, 2005). Dada a importancia das duplicagcbes para a evolucao de
novas funcoes, fica o questionamento se € possivel relacionar as duplicacdes ao
surgimento de novidades adaptativas documentando a trajetéria destas

duplicacdes.

‘ Duplication eliminated
’Fixation

Figura 2 - Processos pelo qual passa um gene duplicado - Retirado de Hurles (2004)

1.4. GENES DO NEURODESENVOLVIMENTO EM PRIMATAS

Fortna (2004) encontrou especificamente 134 genes que possuem mais
de uma cépia em humanos (Homo sapiens) e ndo estao presentes nos outros
membros da familia Hominidae a qual pertence o Bonobo (Pan paniscus),
Chimpanzés (Pan troglodytes), Gorila (Gorilla gorilla) e o Orangotango (Pongo

pygmaeus abelii). Essas duplica¢cdes foram associadas a diferenciacdo da



linhagem humana e associadas a evolucdo de novas fungbes adaptativas.
(DENNIS, 2016; DOUGHERTY, 2018).

Um desses genes duplicados € SRGAP2 (Slit-Robo Rho GTPase
activating protein), citado acima, expresso no ceérebro sua funcdo esta
relacionada ao desenvolvimento do neocortex, possui multiplas cépias em
humanos (SRGAP2A, SRGAP2B, SRGAP2C, SRGAP2D), foi associado a maior
capacidade do cérebro humano de gerar mais conexdes neurais e,
consequentemente, ter uma maior complexidade anatémica e fisiolégica, tendo
assim maior capacidade cognitiva (TYLER-SMITH e XUE, 2012). Recentemente
foi descoberto que o ARHGAP11 também sofreu duplicacédo e deu origem a uma
proteina especifica de hominideos que promove o desenvolvimento e expansao

evolutiva do neocortex cerebral (FLORIO, et al 2015).

O SRGAP2 e 0 ARHGAP11 sdo apontados como uma importante fonte
de mudanca fenotipica e evolucdo adaptativa (CHARRIER et al, 2012). Dennis
et al, (2012), mostram que 0s seres humanos possuem quatro copias nao-
idénticas (nomeadas A-D) do SRGAP2 em diferentes loci no cromossomo 1. As
copias SRGAP2B e SRGAP2D possuem expressividade baixa e sao mais
propensas a variacdes na sequéncia entre os seres humanos, do que as copias
A e C (TYLER-SMITH e XUE, 2012), sugerindo assim que o SRGAP2C pode ter
desempenhado um papel importante no surgimento da linhagem Homo de 2 a 3
milhdes de anos atras, quando especializacdes cerebrais humanas, entre elas,
as que conduzem ao desenvolvimento da linguagem, cogni¢cdo social e
resolucdo de problemas, provavelmente, evoluiram (GUERRIER et al, 2009).
Florio, et al (2015), identificaram 56 genes expressos preferencialmente em
células da glia apical e basal em humanos e que nao possuem ortologos (genes
com um ancestral comum, compartilhados por duas ou mais espécies,
basicamente o0 mesmo gene em diferentes espécies) em camundongo. Entre
eles esth 0o ARHGAP11B. Esse gene é expresso durante o desenvolvimento do
neocortex humano. Promove o aumento da ampliacéo de progenitores basais na
zona subventricular, e assim, produz mais neurdnios durante a corticogénese
fetal. O ARHGAP11B surgiu da duplicacdo parcial do ARHGAP11A, ndo possui

todos os dominios proteicos, apds a separacao da linhagem de chimpanzé.



Uma das questdes mais interessantes do ponto de vista evolutivo € como
a linhagem humana desenvolveu sua capacidade cognitiva. Um dos maiores
desafios da biologia na atualidade, € poder relacionar altera¢cdes nos genes a
mudancas fenotipicas em organismos complexos. Os genes da familia
RHOGAP, seriam bons candidatos para o estudo do surgimento de novidades
adaptativas nas linhagens dos primatas.



2. OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL

Associar eventos de perdas e ganhos dos genes da familia RHOGAP e o
surgimento de novidades adaptativas relacionadas ao neurodesenvolvimento em

primatas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Quantificar o nimero de genes contendo o dominio RHOGAP em
primatas;

2. Determinar quais genes da familia RHOGAP estdo associados ao
neurodesenvolvimento e/ou sao expressos significativamente no cérebro;

3. Estabelecer as perdas e duplicacdes dos genes expressos no cérebro
dos primatas;

4. Associar perdas/duplicacdes a possiveis tracos especificos em uma
linhagem;

5. Construir uma filogenia dos dominios RHOGAP para tentar elucidar

padrdes evolutivos da familia.



3. METODOLOGIA
3.10BTENCAO DAS SEQUENCIAS

Para encontrar todos os genes alocados na plataforma que tivesse o
dominio de interesse, realizou-se uma busca por IPR000198 em todas as
espécies disponiveis no Ensembl Release 98'. O cddigo IPR000198 refere-se
ao InterPro? do dominio, uma plataforma que faz andlise funcional das proteinas
e a classifica em dominios. Obtidos todos os animais e seus respectivos genes
com o dominio utilizamos a ferramenta BIOMART do Ensembl para verificar a
presenca/auséncia e a recuperacdo das sequéncias de todos os genes que
continham em sua estrutura o dominio de interesse, o RhoGap. Optamos
trabalhar com o Ensembl, por ser uma plataforma onde se encontra o genoma
dos animais, ndo apenas informacdes isoladas de regifes especificas do DNA.
Depois de obtidos todos os genes que continham o dominio RhoGap, as
sequéncias que estavam sem notacdo foram identificadas por homologia e
receberam notacdo manual, animais que continham genes néo identificados
foram descartados. Além disso escolheu-se um grupo focal para o trabalho, os

primatas.

3.2ESCOLHA DOS GENES

Incluimos no estudo genes que continham o dominio RhoGap e que
preenchiam o critério estabelecido: genes onde o tecido cerebral era pelo menos
o terceiro tecido de maior expressédo deste gene baseadas em informacoes de

expressao obtidos pelo GenBank.

3.3CONFIRMACAO DE AUSENCIA/PRESENCA E DUPLICACAO DOS
GENES

Para confirmar se determinado gene estava ausente no genoma do

animal procurou-se a sequéncia em outros trés bancos de dados o UniProt3



(proteinas), o Genomicus* e 0 GenBank/NCBI®. Dessa forma a chance de a
auséncia ser por inexisténcia tem maior probabilidade de ser condizente com a

realidade do que por auséncia de dados.

Para a confirmacéo das duplicacdes se analisou em outros bancos como

Genome Browser UCSC® (BLAT) e o Genomicus.

3.4ALINHAMENTO E ANALISE EVOLUTIVA

Para entender a dindmica de ganhos e perdas de genes e dominios
proteicos, determinamos os dominios presentes em cada proteina utilizando o
banco UniProt. Alinhamos as sequéncias do dominio RhoGap, Unico dominio
presente em todos os genes da familia estudados, pelo algoritmo Muscle e
destacamos a regido do dominio para construir a filogenia a partir delas.
Determinamos o melhor modelo evolutivo e construimos o qual o progrma
indicou o modelo Kimura-2 + G. Construimos a filogenia por maxima
verossimilhanca de todos os dominios com bootstrap=1000. Todos esses passos

foram utilizados a partir de ferramentas no programa Mega X.



4. RESULTADOS

4.1 AMOSTRAS

Das 113 espécies de vertebrados disponiveis no Ensembl databank que
possuem genes com dominio RhoGAP. Para a realizacdo do trabalho foi
determinado como grupo focal os primatas, os quais foram selecionados 24,
estes 24 foram aqueles que estavam no Ensembl e tiveram todas as sequéncias
identificadas (Tabela 1).

4.2 O0BTENCAO DAS SEQUENCIAS

Recuperamos® a partir da busca no Ensembl em 113 animais 6.660
sequéncias que possuem o dominio RhoGap (que serdo utilizadas no projeto da

orientadora). Retiramos 0s animais sem anotacéo e escolhemos apenas os 24

primatas para esse trabalho, com 1.600 sequéncias. Os animais e a quantidade

de genes/sequéncias podem ser conferidos na tabela abaixo:

Nome Comum Espécie N2 de genes com dominio
RhoGap
Bushbaby Otolemur garnettii 63
Mouse Lemur Microcebus murinus 64
Coquerel's sifaka Propithecus coquereli 64
Marmoset Callithrix jacchus 65
Bolivian squirrel monkey Saimiri boliviensis boliviensis 63
Capuchin Cebus capucinus imitator 66
Ma's night monkey Aotus nancymaae 66
Sooty mangabey Cercocebus atys 66
Drill Mandrillus leucophaeus 68
Olive baboon Papio anubis 68
Crab-eating macaque Macaca fascicularis 68

! Embora esse trabalho de conclus3o siga as regras ABNT como exigido pelo colegiado, ele esta escrito na
voz ativa da terceira pessoa, pois hd um movimento da comunidade cientifica para que alunos e
pesquisadores assumam os seus trabalhos e descobertas.
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Macaque
Pig-tailed macaque
Vervet-AGM

Angola colobus
Black snub-nosed monkey

Golden snub-nosed monkey

Orangutan
Gorilla

Bonobo
Chimpanzee
Human
Gibbon
Tarsier

Macaca mulatta
Macaca nemestrina

Chlorocebus sabaeus
Colobus angolensis palliatus
Rhinopithecus bieti
Rhinopithecus roxellana
Pongo abelii

Gorilla gorilla gorilla
Pan paniscus

Pan troglodytes

Homo sapiens
Nomascus leucogenys
Carlito syrichta

66
70

64
67
63
66
66
71
68
73
79
69
57

Tabela 1- Primatas utilizados no trabalho

*Somente foram curados para verificar se eram realmente genes e ndo transcritos alternativos os genes que preenchiam o critério

de inclusdo no trabalho

4.3GENES ESCOLHIDOS

Considerando que o trabalho procura relacionar o neurodensenvolvimento

em primatas com o dominio RhoGap, escolheu-se aqueles genes onde havia

expressao significativa e que pudesse direcionar fortemente a evolucéo do gene,

por esse motivo escolheu-se aqueles genes onde o tecido nervoso/cerebral era

até o terceiro tecido onde ocorria a maior expressao. Estabelecido esse critério,

de todos 0s genes em primatas que continha o gene RhoGap que ao todo eram

66 genes, apenas 23 respeitava o critério estabelecido e portanto estes foram

escolhidos, resultando em um total de 529 sequéncias. Os genes escolhidos

podem ser conferidos na tabela seguinte (tabela 2).

GENE DESCRICAO DAS PROTEINAS
ABR Ativadora da RhoGEF e GTPase
ARHGAP5 Ativadora da RhoGTPase 5
ARHGAP12 Ativadora da RhoGTPase 12
ARHGAP20 Ativadora da RhoGTPase 20
ARHGAP21 Ativadora da RhoGTPase 21
ARHGAP22 Ativadora da RhoGTPase 22
ARHGAP23 Ativadora da RhoGTPase 23
ARHGAP26 Ativadora da RhoGTPase 26
ARHGAP33 Ativadora da RhoGTPase 33

DOMINIOS PRESENTES

ALEM DO RHOGAP

DH, PH, C2

FF1, FF2, FF3, FF4, pG1, pG2
SH3, WW1, WwW2, PH

PH, Ras-associating

PDZ, PH

PDZ, PH

PH, SH3
PX, SH3
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file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Pig-tailed%20macaque'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Vervet-AGM'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Angola%20colobus%20'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Black%20snub-nosed%20monkey%20'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Golden%20snub-nosed%20monkey%20'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Orangutan%20'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23Gorilla!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Bonobo%20'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Chimpanzee%20'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Homo%20sapiens'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23'Gibbon%20'!A1
file:///C:/Users/LUANA/Dropbox/ic/RhoGap.final.xlsx%23Tarsier!A1

ARHGAP35 Ativadora da RhoGTPase 35 FF1, FF2, FF3, FF4, pG1, pG2
ARHGAP36 Ativadora da RhoGTPase 36 -

ARHGAP39 Ativadora da RhoGTPase 39 WW1, WW2, MyTH4
ARHGAP44 Ativadora da RhoGTPase 44 BAR

BCR Ativadora da RhoGEF e GTPase DH, PH, C2

CHN1 Ativadora da GTPase para p21-rac SH2

CHN2 Ativadora de GTPase para rac SH2

FAM13B Familia com similaridade de sequéncia 13 membro B -

OPHN1 Ativadora da RhoGTPase PH

PIK3R1 Subunidade reguladora 1 da fosfoinositideo-3-cinase SH3, 2 COPIAS DE SH2
PIK3R2 Subunidade reguladora 2 da fosfoinositideo-3-cinase SH3, 2 COPIAS DE SH2
SRGAP1 Ativadora 1 da SLIT-ROBO Rho GTPase F-BAR, SH3

SRGAP2 Ativadora 2 da SLIT-ROBO Rho GTPase F-BAR, SH3

SRGAP3 Ativadora 3 da SLIT-ROBO Rho GTPase F-BAR, SH3

Tabela 2 - Genes de trabalho e suas respectivas descrigées das proteinas baseadas em informagées do NCBI.
Informagdes sobre os dominios retiradas do UniProt.

4.4 AUSENCIA E PRESENCA DOS GENES

Para garantir que o gene realmente estava ausente foi feita a busca em
outros trés bancos de dados procurando por sequéncias homologas aos
supostos genes ausentes. Com excec¢ao do Tarsier todos os outros primatas
possuem os 23 genes. Abaixo, na tabela 3, segue a lista de supostas duplicacdes

e auséncia do gene.

4.5 ANALISE EVOLUTIVA

Analisamos a arvore gerada pelo alinhamento de 529 dominios e
observamos que os dominios formaram grupos, na sua maioria, da mesma
espécie (Figura 1), a arvore possui alguns ramos sem suporte nenhum e outros

com altos valores de bootstrap.
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ESPECIE

Mandrillus leucophaeus

Macaca fascicularis

Macaca nemestrina

Colobus angolensis palliatus

Rhinopithecus roxellana

Gorilla gorilla gorilla

Pan troglodytes

Nomascus leucogenys

ABR ARHGAP5 ARHGAP12 ARHGAP20 ARHGAP21 ARHGAP23 ARHGAP35 BCR PIK3R2 SRGAP1 SRGAP3

-/ /| | | |

Tabela 3- Presenc¢a e auséncia de genes. Os asteriscos indicam os genes com supostas duplicagées. Trago indica auséncia. Células sem nenhuma indicagdo possui apenas uma cépia do gene.
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52
56
9E
78
L

33

e

BD|:

HUMAN|ARHGAP20|ENSGO0000137727
HUMAN|ARHGAF21|ENSGO0000107863
HUMAN|ARHGAF22|ENSG00000128805
LEMUR|ARHGAP21|ENSMICG00000002125
HUMAN|ARHGAP26|ENSG00000145819
HUMAN|ARHGAF33|ENSGO0000004777
HUMAN|ARHGAF 35[ENSG00000160007
HUMAN|ARHGAF36|ENSG00000147256
HUMAN|ARHGAP39|ENSGO0000147799
HUMAN|ARHGAF44|ENSG00000006740
HUMAN|ARHGAPS[ENSG00000100852
HUMAN[BCR|ENSGO00000186716
HUMAN|CHN1/ENSG00000128656
HUMAN|CHNZ|ENSG00000106069
HUMAN|FAM13BIENSG00000031003
HUMAN|OPHN1|ENSG00000079482
HUMAN|PIK3R1|ENSG00000145675
HUMAN|PIK3R2|ENSG00000105647
HUMAN|SRGAP1|ENSG00000196935
HUMAN|SRGAP2|ENSG00000266028
HUMAN|SRGAP3|ENSG00000196220
LEMUR|ABRIENSMICG00000009381
LEMUR|ARHGAF12|[ENSMICG00000006800
LEMUR|ARHGAP20|ENSMICG00000029239

0 CAPUCHIN|PIK3R1|[ENSCCAG00000021100

99

\_|: CAPUCHIN|PIK3R2|ENSCCAGD0000036359
78 CAPUCHIN|SRGAP1|[ENSCCAG00000024481

52 CAPUCHIN|SRGAPZ|ENSCCAGO0000037496
%'E CHIMPAZEEJARHGAP20[ENSPTRGO0000004261
CAPUCHIN|SRGAP3|ENSCCAGO000001 3766

EE

\— CHIMPAZEE|JARHGAP12|ENSPTRG00000002406
CHIMPAZEE|JARHGAP21|ENSPTRG00000002385
CHIMPAZEE|ARHGAP22|ENSPTRG00000002479
CHIMPAZEE|JARHGAP44|ENSPTRG00000008787
CHIMPAZEE|ARHGAPZ6|[ENSPTRG00000017362
CHIMPAZEE|ARHGAP33|[ENSPTRG00000010866
CHIMPAZEE|JARHGAP38|[ENSPTRG00000022271
CHIMPAZEE|ARHGAP39|[ENSPTRG00000020714

CHIMPAZEE|JARHGAP35|[ENSPTRG00000011198
CHIMPAZEE|JARHGAPS|ENSPTRGO0000006246

a7

CHIMPAZEE|ARHGAPS|ENSPTRG00000052582
CHIMPAZEE|BCRIENSPTRGO0000014138

23 CHIMPAZEE|CHN2|ENSPTRG00000019030
CHIMPAZEE|PIK3RZ2|ENSPTRG00000010694
% CHIMPAZEE|OPHN1|ENSPTRG00000021979
24 CHIMPAZEE|PIK3R1|ENSPTRG00000016940

CHIMPAZEE|SRGAP1|[ENSPTRG00000005170

I: CHIMPAZEE|CHN1|ENSPTRG00000012659
i) CHIMPAZEE|FAM13BIENSPTRG00000017277

CHIMPAZEE|SRGAP2|ENSPTRG00000001909

Figura 3 - Evolutionary analysis by Maximum Likelihood method. - TRECHOS DA ARVORE GERADA
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5. DISCUSSAO

Encontramos em vinte e trés primatas todos 0s genes, 0 Unico que Nao possui
0s 23 genes é o Tarsier, em que faltam 4 genes (ARHGAP23, ARHGAP35, SRGAP3
E PIK3R2), supomos que essa auséncia seja devido a cobertura e o estadio de
anotacdo que se encontra o genoma desse primata. Em algumas espécies, eventos
adicionais de duplicacdo de genes produziu um acumulo de sequéncias paralégas
(duplicacéo de gene ancestral produz dois paralogos, sao as copias dentro da mesma
espécie), que resulta em variacdo entre espécies em termos do numero de coépias do

gene.

Encontramos supostas cépias em 8 genes em 15 primatas. Verificamos que as
supostas duplicacdes nos genes ARHGAP12 no Rhesus, ABR e ARHGAP23 nos
seres humanos e 0 ARHGAP20 no Bonobo encontradas no Ensembl se mostraram
como artificio de anotacdo dos genes, isso ocorre quando 0 mesmo gene com
notacdes distintas estdo presentes em um mesmo banco de dado, podendo ser um
transcrito alternativo ou mesmo sequéncias parciais dos genes anotadas
independentemente pelos sistemas automatizados. Verificamos que isso ocorre nos
conjuntos de genomas mais recentes, como 0 hg38 em humanos, onde existe uma

sequéncia "alternativa” ou de "corregéo".

Encontramos também uma suposta duplicacdo no Macaca nemestrina no
SRGAP1 aparecendo tanto Ensembl quanto no Genomicus, no entanto o0 genoma da
M. nemestrina foi sequenciado pelo método shotgun que quebra todo o genoma em
pedacos, depois une eles em sequéncias conhecidas como shotfall. Shotfall em
alguns casos podem se sobrepor, aparecendo entédo dois shotfalls que representa na
verdade apenas uma regido do genoma. Por tanto, acreditamos que ndo ha uma

duplicacao e sim um erro de anotacao.

Identificamos que a duplicacdo do BCR do Vervet Monkey esta no mesmo
cromossomo 19 em outro segmento do cromossomo (Chro19: 5,324,117-5,327,478),
a copia de referéncia se encontra na regiao Chro19: 2,566,190-2,702,920. Sugerimos
que a duplicacdo possivelmente ocorreu num evento de recombinacéo, ja que as
cOpias estdo presentes no mesmo cromossomo. Descobrimos que a duplicacéo desse
gene no Vervet sO6 possui 0 dominio RhoGAP e apresenta um ORF. A proteina
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codificada pela duplicacdo € bem menor possuindo 271 amino acidos (aa), enquanto
que a proteina produzida pela cépia original possui 1064 aa.

O ARHGAP21 esta envolvido nas atividades que envolvem o citoesqueleto de
actina, incluindo migragao, adesao, transporte intracelular e secrecdo de insulina
(ROSA et al., 2018). Conferimos que as copias do ARHGAP21 do gorila e do bonobo
estdo no cromossomo 10 e no cromossomo 6. Nao recuperamos copias nos outros
Homininae, inicialmente, na busca realizada pelo UniProtKB. Entretanto quando
utilizamos o algoritmo BLAT do browser UCSC encontramos coOpias em outros
primatas da subfamilia. Foram encontrados o ARHGAP21 no chimpanzé e em
humanos nos mesmos cromossomos do bonobo e do gorila indicando uma duplicacao
que ocorreu em um ramo ancestral desta linhagem. O ARHGAP21 é fortemente
expresso no cérebro sendo o tecido onde ocorre a maior expressao do gene segundo
os dados no NCBI e do Protein Atlas’.

Salientamos, que embora encontramos a sequéncia correspondente em
humanos (chr6:80064288-80070202) com o0 mesmo tamanho da sequéncia funcional
(1958 aa) esta possui 3 cdédons de parada, o primeiro uma troca de uma serina na
posicdo 23 por um cédon de terminacdo. Na duplicacdo do chimpazé e do bonobo o
ARHGAP21 h& 3 codons de parada nas mesmas posi¢cdes, e um especifico em cada
uma das espécies. Ndo encontramos codons de parada na duplicagdo do gorila.
Poderiamos estar observando um evento do surgimento de pseudogenes na
subfamilia Homininae (Pan e Homo). O gorila apresenta quatro ORFs, e chimpazé
possui um, o bonobo possui quatro. E muito provavel que o ser humano também
apresente transcritos. Ressaltamos que mesmo copias “defeituosas” tém a
possibilidade de serem funcionais, citamos como exemplo os SRGAP2s onde as
copias interferem na funcionalidade da proteina original e essa interacdo parece estar
envolvida com o surgimento de novidades adaptativas em humanos (DENNIS et al.,
2012).

Enfatizamos a duplicacdo que ocorre com o ARHGAP5 que apresenta
duplicacdo nos seguintes primatas: Macaca nemestrina, Rhinopithecus Dbieti,
Rhinopithecus roxellana, Pongo abelii, Pan troglodytes, Nomascus leucogenys (6
primatas). Duplicagdes essas encontradas na busca realizada no Ensembl. Todos

estes primatas sdo do velho mundo (Catarrhini) analisados. Apds uma busca por
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BLAT da UCSC observou-se que a duplicacdo esta presente nos 14 primatas do velho
mundo dos 16 analisados, estando ausentes apenas nos Chlorocebus sabaeus e
Colobus angolensis palliatus. Por estar amplamente difundido nos Catarrhini a
duplicacdo deve ter ocorrido anterior a divergéncia das espécies aqui presentes,
sendo posteriormente perdida nas linhagens das Chlorocebus sabaeus e Colobus
angolensis palliatus. As mdultiplas copias encontradas no ARHGAPS5S pode ter ocorrido
por duplicacéo insercional ou translocacao, essas possibilidades também séo validas
para o ARHGAP21.

Dois scaffolds contendo o ARHGAPS aparece no R. roxellana e R.bieti, no
Cercocebus atys, e no Mandrillus leucophaeus. O Nomascus leucogenys apresenta
trés copias do gene, estando situados nos cromossomos 1, 17 e 25 da espécie. No
Papio anubis, e nas 3 espécies de Macaca analisadas as cOpias aparecem nos
cromossomo 7 e 3. Nos 5 grandes primatas (Hominidae; Apes) as cOpias aparecem

no cromossomo 14 e no cromossomo 7, sendo este Ultimo o gene duplicado.

Rastreamos as coOpias do ARHGAP5, observamos que vem ocorrendo a
degradacdo das mesmas. Macaca mulata (Rhesus) apresenta 12 cédons de paradas,
Papio anubis (Baboon) a duplicacédo possui 16 cédons de parada. A duplicacdo da R.
roxellana possui 10 codons de parada. Nos gorilas ha 3 cdédons. Nos chimpanzés ha
6 cédons. Nos Bonobos h& 3. Supreendentemente nos H. sapiens ha apenas 2 cédons
de paradas, mas elas se encontram adjacentes. Esse padréo indica que a
degeneracdo aconteceu rapidamente na maior parte dos grupos dentro dos Catarrhini
com excecao dos Hominoidea onde a degeneragéo se deve a eventos mais recentes.
O chimpanzé e o gorila possuem um transcrito, € muito provavel que ocorram

transcritos também nos bonobos e humanos.

O ARHGAPS5 decodifica uma fosfoproteina, na por¢cdo N-terminal ela possui
varios motivos GTPase e na porcdo C-terminal se encontra o dominio RhoGap, o
RhoGap possui atividade GAP para as proteinas Racl, Cdc42 e RhoA. O ARHGAPS
€ um regulador de Rho que medeia a sinalizacdo de adeséo dependente de integrina
em células cultivadas (BURBELO et al.,1995). E apresenta papel importante na
morfogénese neuronal dependentes da actina em camundongos. Os camundongos

sem o ARHGAPS funcional apresentaaram problemas no fechamento do tubo neural
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craniano, na fusdo de hemisférios na linha média do prosencéfalo e no fechamento
da fissura 6ptica (BROUNS et al., 2000).

A maioria dos estudos sobre esse gene é focado no seu papel no cancer. Foi
observado que o microRNA miR-494 esta envolvido na desregulacdo do ARHGAPS5,
diminuindo a sua expresséo, e subsequentemente o aumento de invasao de gliomas,
A expressao reduzida aumentava a expresséo do EGFR. Esse estudo aponta o quao
critico € o ARHGAP5 na regulacao de tumores (KWAK et al, 2014). J& em canceres
pulmonares € observado o contrario, a expressao aumentada do ARHGAPS induz a
invasdo do cancer (WANG, et al.,2014). J4 a superexpressdo do gene pode levar a
tumorigénese e a haplossuficiéncia inibe o tumor MMTV-Neu (HECKMAN-
STODDARD, et al.,2009).

O crescimento dos ductos mamarios sao influenciados pelo ARHGAPS5,
camundongos heterozigotos para o alelo apresentaram formacdo menos acentuada
de ductos mamarios e aqueles sem o alelo ndo apresentaram a formacéao dos ductos,
mas o fendtipo dos heterozigotos poderia ser recuperado quando atingida a
maturidade sexual (CHAKRAVARTY, et al., 2003). A proteina ARHGAP5 também é
fortemente expressa nos testiculos e o RNA na tireoide segundo o The human protein
atlas.

Analisamos a arvore gerada pelo alinhamento de aproximadamente 529
dominios RhoGap, observamos que os dominios formaram grupos, na sua maioria,
de paralogos da mesma espécie. Pensamos inicialmente que seria resultado da alta
conservacao do dominio e possivelmente em alguns casos eventos de conversao
génica, pois temos alguns ramos sem suporte nenhum e outros com altos valores de
bootstrap. Mas existem muitas regiées especificas de cada gene que foram retiradas
da analise, pois no alinhamento sé foram utilizadas as sequéncias contendo somente
a regiao do dominio de interesse, este artefato deve ser o motivo do agrupamento dos
paralogos de uma mesma espécie. Estamos procurando uma metodologia alternativa

para solucionar o problema.

Mudancas nos genes que ocorreram nos 15 milhdes de anos na evolugao dos
grandes primatas devem ser responsaveis por algumas das caracteristicas marcantes
gue distinguem as espécies. Nesse trabalho se destaca 0 ARHGAPS5 e 0 ARGGAP21.
DuplicagBes de genoma deveriam ser facilmente identificadas através do surgimento
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de seguimentos coincidentes dentro de uma filogenia de muitas familias de genes.
Infelizmente, esse sinal é complicado pela subsequente perda gradual e ganho de
membros da familia de genes (HURLES, 2004).
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6. CONCLUSAO

Quantificamos o numero de genes contendo o dominio RhoGap em primatas,
0S quais possuem poucas diferencas. Vinte e trés genes da familia RHOGAP sao
expressos significativamente no cérebro, muitos deles ativos durante o
neurodesenvolvimento, recuperamos todos esses genes na maioria dos primatas,
verificamos duplicacbes e perdas especificas nos grandes primatas dos genes
ARHGAPS5 e ARHGAP21, nao foi possivel associar perdas/duplicacbes a possiveis
tracos especificos nessa linhagem. A filogenia dos dominios RhoGap nao foi

informativa para determinar os padrdes evolutivos da familia.

Nosso trabalho fica limitado a espécies que possuiam o genoma completo e
depende completamente do estadio de anotacdo do genoma. Uma anotacdo mais
atualizada e homogénea facilitaria identificar melhor as sequéncias e as suas
eventuais cépias. Nossas buscas preliminares encontraram duplicagBes por puro
artificio da anotacdo dos genes e, também foram negligenciados alguns genes
pardlogos. Embora diversas alternativas foram utilizadas para refinar as buscas. Um
estudo mais abrangente, ou seja, utilizando mais espécies poderia ajudar elucidar
melhor a trajetdria da evolucdo desses genes nos primatas.
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