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Resumo

O sistema imune evoluiu de modo a formar uma rede de células, tecidos e 6rgaos
gue protegem o organismo contra microrganismos patogénicos, células tumorais e de
outros antigenos. A defesa dos organismos contra microrganismos é basicamente
mediada pelas reacdes da imunidade natural (nativa ou inata) e pelas reacbes da
imunidade adquirida (especifica ou adaptativa). O presente trabalho ird mostrar um
estudo sobre a origem de genes componentes de importantes subsistemas do sistema
imune, sendo eles as vias de sinalizacdo de interferons, receptores de células T e B. O
mesmo foi feito para marcadores de células Natural Killer e para os receptores
semelhantes a Toll. Com o objetivo de delinear a construcdo deste sistema, buscaram-se,
a partir de curadoria manual, as sequéncias de aminodcidos dos representantes humanos
e estas foram usadas como Seed para procurar homdlogos, uma vez que grupos de
proteinas homodlogas sdo importantes fontes para propagacdo da informacdo bioldgica,
bem como para a inferéncia da origem dos genes que as codificam. Ao examinar a
distribuicdo taxondmica desses homadlogos, foi determinado o Lowest Common Ancestor
(LCA) desses genes, ou seja, foi possivel retratar os clados, na linhagem humana, onde
cada proteina ocorreu pela primeira vez.

O complexo receptor de células T (TCR) aparece tardiamente, em Eutheria, e todas as
cadeias de CD3 tém as suas subunidades que aparecem ainda mais recentemente, em
Euteleostomi (cadeia zeta) e Amniota (cadeias delta e epsilon). Este complexo liga-se a
antigenos virais e tumorais, que estdo associados com MCH classe |, enquanto agentes
patogénicos bacterianos e outros antigenos sao encontrados associados a MHC de classe
II; os componentes para ambos MHC surgiram em Euteleostomi. No receptor de células B
(BCR), o heterodimero Ig-alfa/lg-beta apareceu também em Euteleostomi. Muitos outros
receptores transmembrana sdo conhecidos por modular elementos especificos da
sinalizacdo de BCR e eles surgiram em diferentes clados: CD45 em Bilateria e FcGRIIB em
Eutheria; ha também um complexo de correceptores constituido por CD21 e CD19,
originados em Amniota e Eutheria, respectivamente. Em relagdo a resposta imune anti-
viral, os interferons (IFNs) e os seus receptores cognatos sao distribuidos entre os clados

Euteleostomi (IFNa, IFNy e IFNAR1), Tetrapoda (IFNAR2, IFNGR1, IFNGR2, IL10RB e
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IL28RA), Amniota (IFNB, IFNk, IFNe e INFs tipo Ill) e Eutheria (IFN®). Assim,
aparentemente a origem de ligantes e receptores cognatos é separada no tempo, embora
o intervalo seja pequeno. Para a imunidade natural, os principais componentes
apareceram entre os clados Bilateria e Euarchontoglires. Em linhas gerais, o LCA de 385
genes foi inferido, sendo 24 deles componentes extracelulares, 84 membros da
membrana plasmatica, 133 do citosol, 21 do nucleo e 63 genes que sdo ativados com a
ativacdo das vias de IFN. De um modo geral, observa-se que a sinalizacdo na membrana
aparece mais tardiamente, em momentos criticos do inicio do funcionamento do sistema.
Estes genes foram escolhidos devido a sua importancia central nas respostas
imunoldgicas. Em conclusdo, o agrupamento de homdlogos seguido da inferéncia de
ancestralidade retratou a evolucdo do sistema imunolégico, demonstrando que o
estabelecimento da resposta engloba, de um modo geral, o periodo que se inicia
juntamente com a origem dos ossos, em Euteleostomi, até o advento dos Eutheria, sendo
gue a fixacdo do sistema sempre se conclui com o aparecimento dos elementos de

membrana.
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Abstract

The immune system evolved to form a network of cells, tissues and organs that
protect the organism against pathogenic microorganisms, tumor cells and other antigens.
The organisms defense against microorganisms is basically mediated by the reactions of
natural immunity (native or innate) and by the reactions of acquired immunity (specific or
adaptive ). will display a study of the origin of genes of important components
subsystems of the immune system, namely interferons, T and B cell receptors signaling
pathways. The same was performed for Natural Killer cells markers and the Toll-like
receptors. Aiming to delineate the raising of this network, the amino acid sequences of
the human representatives were mined and used as Seed sequences to search for
homologues, since groups of homologous are important sources for the propagation of
biological information and for inferring the origin of the genes that encode them. By
examining the taxonomic distribution of the homologues, the Lowest Common Ancestor
(LCA) of these genes was determined and it was possible to depict the clades of the
human lineage where each protein has first occurred. The T-cell receptor complex (TCR)
appears very late, in Eutheria, and all the chains of CD3 have its subunits appearing more
recently, in Euteleostomi (zeta chain) and Amniota (delta and epsilon chains). This
complex binds to viral and tumor antigens, which are associated with class | MHC, while
bacterial and other pathogens antigens, are associated to class 1| MHC. The components
for both MHC emerged very early, in Euteleostomi. In B-cell receptor complex (BCR), the
Ig-Alpha/lg-Beta heterodimer also appeared in Euteleostomi. Many other transmembrane
receptors are known for modulating specific elements of BCR signaling and they arose in
different times: CD45 in Bilateria and FcGRIIB in Eutheria; there is also a co-receptor
complex composed of CD21 and CD19, originated in Amniota and Eutheria, respectively.
In respect to the immune response to virus, the interferons (IFNs) and its cognate
receptors are distributed between the clades Euteleostomi (IFNo, IFNy e IFNAR1),
Tetrapoda (IFNAR2, IFNGR1, IFNGR2, IL10RB e IL28RA), Amniota (IFNJ, IFN«, IFNe e type
[l INFs) and Eutheria (IFN®). Thereby, the origin of ligands and its cognate receptors are
separated in time, although it is a short interval. For natural immunity, the main

components appeared among clades Bilateria and Euarchontoglires. In general, the LCA of
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385 genes were inferred, wherein 24 of them extracellular components, 84 were
members of the plasma membrane, 133 of cytosol, 21 of nucleus and 63 genes that are
activated due to the activation of the IFN pathways. In general, it was observed that the
signal on the membrane appears later, in critical moments of the beginning of the system
operation. These genes had been chosen due to their central role in immune responses.
In conclusion, bioinformatics clustering of homologues followed by ancestry inference
depicted the evolution of immune response, demonstrating that the establishment of the
system mostly encompassed the period initiated with the origin of bones, in

Euteleostomi, up to the advent of Eutheria.
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V. INTRODUCAO

1. O sistema imune

Derivado da palavra latina que se refere aos processos sofridos pelos senadores
romanos durante seu mandato, /Immunitas, o termo imunidade hoje se refere ao
conjunto de células, tecidos e orgdos que defendem o organismo dos chamados
processos infecciosos numa resposta coletiva e altamente regulada. Acredita-se que o
termo foi utilizado primeiramente por Tucidides, na Grécia antiga, ao referir-se a uma
peste, mas as praticas relacionadas a imunologia sdo ainda mais antigas, como o habito
chinés de milénios atrds de estimulas a imunidade de criancas contra variola através da
inalacdo de um pd preparado com as secre¢cdes cutaneas de pessoas infectadas com a
doenca [1]. A principal funcdo fisiologica desse sistema é a defesa ndo sO contra
microorganismos patogénicos, mas contra todo tipo de macromolécula capaz de deflagrar
a resposta imunoldgica.

A seguir serdo discutidos os principais aspectos e componentes do sistema

imunolégico.

2. Tipos de resposta imunoldgica

A defesa dos organismos contra microrganismos é basicamente mediada pelas
reacdes da imunidade natural (nativa ou inata) e pelas rea¢des da imunidade adquirida
(especifica ou adaptativa). A imunidade natural é a chamada primeira linha de defesa do
organismo e consiste de mecanismos pré-existentes a infec¢do. Esse tipo de resposta é

rapida e pouco especifica, sendo especifica apenas para estruturas comuns a grupos de



microrganismos. Neste caso, a resposta acontece de maneira semelhante para diferentes
tipos de infeccdo e ndo ha distincdo entre moléculas que apresentam diferencas
discretas.

Os principais componentes da resposta imune natural sdo [2]:

e Barreiras fisicas e quimicas: epitélio e antibacterianos naturais presentes
na superficie do mesmo.

e Células Natural Killer (NK).

e (Células fagocitarias.

e Proteinas do soro.

e (Citocinas.

Outro tipo de resposta imune é a imunidade adquirida. Nesse contexto, hd maior
especificidade na distincdo das macromoléculas e ha formacdao de memdria imunoldgica,
ou seja, o sistema se torna mais especifico e com respostas ampliadas nas infec¢Ges
posteriores. Os principais componentes desse sistema sdo os linfécitos e o mesmo é
induzido a partir do contato com o antigeno (Ag), que consiste em todo corpo estranho
presente no organismo.

Esses dois sistemas atuam de forma integrada. A imunidade natural n3ao sé
funciona como primeira tentativa do organismo de combater um corpo estranho, mas
também funciona como estimulador da imunidade adquirida. Esse é um passo
fundamental, uma vez que inUmeros organismos desenvolveram resisténcia a esse
sistema, fazendo com que sua eliminagao precise de uma resposta mais especifica. Nesse
contexto, é possivel inferir que o sistema de defesa mais antigo filogeneticamente é o
natural, enquanto o adquirido evolui posteriormente [3] e se tornou cada vez mais

especializada com a evolugao das espécies.
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2.1 Resposta imunoldgica natural

Como mencionado anteriormente, a resposta natural é aquela que rapidamente
defende o organismo contra uma invasdo de forma pouco especifica. O objetivo desta
secdo é conhecer o sistema imunoldgico inato destacando seus componentes, fungdes e
interagoes.

A imunidade natural é formada por componentes mecanicos (epiderme e
mucosas), quimicos (citocinas e quimiocinas) e celulares. Esse conjunto de componentes
faz com que esse sistema seja responsavel pela construcdo da resposta inflamatéria [1],
onde hd aumento da permeabilidade vascular permitindo a defesa contra agentes
agressores.

Quando ha dano na superficie epitelial, uma cascata de sinais resulta na producdo
de substancias que indicam dano ao tecido e sdo estimuladoras do processo inflamatadrio.
Sdo elas as citocinas, quimiocinas, prostaglandinas e leucotrienos [4]. Tipos celulares,
como células dendriticas e macréfagos também interagem com o organismo invasor
através de receptores de reconhecimento de padrdes especializados, localizados em sua
superficie, reconhecendo padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPs), que sdo
compartilhados por microrganismos. Os receptores semelhantes a Toll (TLRs) sdo os mais
importantes reconhecedores de PAMPs [1, 5].

As PAMPs estdo frequentemente relacionadas a sobrevivéncia do microrganismo e
muitos deles desenvolveram resisténcia a esses mecanismos de defesa inata [6].
Entretanto, esse sistema ainda é fundamental quando se trata de controlar inicialmente
uma invasdo para que as respostas especificas do sistema adquirido possam atuar. A

resposta natural influencia a adquirida e pode tornd-la mais eficaz e especifica,
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ressaltando o que ja foi dito anteriormente: a resposta imune dtima acontece a partir da

resposta integrada desses dois sistemas.

2.1.1 Componentes do sistema imunolégico natural

e Barreiras epiteliais: representam a primeira linha de defesa do organismo contra
um patdégeno e funcionam como uma barreira fisica que separa o ambiente
externo e os tecidos do hospedeiro. Neste conjunto, encontram-se as superficies
mucosas do trato respiratério, gastrointestinal, genitdlia e a pele. Esses epitélios
também produzem antimicrobianos e abrigam LT e LB intra-epiteliais, além de
mastacitos [6].

e Células efetoras: sdo células circulantes capazes de migrar para os tecidos. Sdo
elas:

(i) Neutrodfilos: Se originam na medula éssea a partir de uma linhagem de células
comum aos fagdécitos mononucleares. S3do leucdcitos polimorfonucleares (nucleo
segmentado) abundantemente distribuidos nos vasos, sendo responsaveis por mediar as
fases iniciais da resposta inflamatéria. H4 presenca de granulos no citosol contendo
defensinas, fosfolipases, lisozimas, lactoreffinas, dentre outros [7].

(ii) Fagocitos mononucleares: Sdo células que também se original na medula

dssea, tendo como precursores os monoblastos e promondcitos. O primeiro tipo celular
gue entra no sangue é denominado mondcito e ainda ndo estd completamente
diferenciado. Ha diferenciagdao completa uma vez que essas células sdo recrutadas para os
tecidos, onde podem assumir diferentes morfologias (por exemplo, as células de Kipffer
no figado). Persistem por mais tempo na inflamacdo e ainda podem sofrer divisdo nos
tecidos [8]. Por esses motivos, os macréfagos sdo as principais células encontradas nos
estdgios tardios das inflamagdes e possuem papel centram na resposta imune natural.
Além disso, também s3ao fundamentais na resposta adquirida.

(iii) Células dendriticas: Também derivadas da medula dssea, as células dendriticas

expressam receptores de reconhecimento de padrdes e respondem aos microrganismos
com a secrecao de citocinas, existindo inclusive uma linhagem especializada para a
resposta contra virus. Além disso, apresentam projecdes em sua superficie e capacidade

fagocitaria. S3o amplamente distribuidas pelo organismo e sao fundamentais na conexao
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entre os sistemas natural e adquirido, sendo que no segundo funcionam como células
apresentadoras de antigenos aos linfocitos T [9].

(iv) Células NK: derivadas da medula éssea, sdo definidas como células citotéxicas
nao especificas e estdao relacionadas aos linfdcitos. S3o capazes de reconhecer células
infectadas e células estressadas e respondem a partir da secrecdo de citocinas e também
sdo ativadoras de macréfagos [1]. Apesar do mecanismo de acdo citotéxica semelhante,
ao contrdrio dos CTLs, as NK ndo sdo restritas ao MHC e n3do requerem sensibilizacdo
prévia, por isso ndo sdo capazes de formar memaria imunoldgica. A atividade das NKs é
regulada a partir da ativacdo e inibicdo dos receptores tipo imunoglobulinas e dos
receptores semelhantes a lectina em sua superficie e isso se da porque os ligantes desses
receptores sdo as moléculas alteradas durante um processo de infeccdo ou lesdo. Os
ligantes ativadores normalmente incluem proteinas virais e induzidas por lesdes e a
inibicdo envolve o MHC de classe |, uma vez que células infectadas tem uma baixa na

expressao dessas moléculas [10].

e Sistema complemento (SC) e proteinas circulantes: Formado por um conjunto de
proteinas plasmaticas e de superficie de membrana, o SC é ativado por
microrganismos e promove sua destruicdo, além do processo inflamatério. Sua
ativacdo pode acontecer de duas formas: as vias classica e alternativa e apesar de
cada uma delas ser desencadeada por fatores diferentes, ou seja, o inicio da
ativacao é diferente para cada uma, ambas convergem em uma via comum cuja
finalidade é a lise do microrganismo [11]. Nos mamiferos, o SC tem um papel
importante nos mecanismos de defesa inato e adquirido [1]. O sistema inato ainda
apresenta o seu equivalente de resposta humoral composto por outras moléculas
reconhecedoras de padrdao solUveis e moléculas efetoras. Aqui incluiem-se as
paraxantinas, ficolinas e colectinas [2].

e Citocinas: As citocinas sdao moléculas secretadas pelo sistema imunolégico e que
funcionam como mediadoras desse sistema. Sua producdo é rapida e sua agdo
pode ser local ou sistémica funcionando sempre a partir da ligagdo com
receptores especificos e resultando na expressdo de genes relacionados a
resposta de interesse [12]. Quando reguladoras da resposta inata, as citocinas

trabalham para recrutar leucécitos, aumentar a capacidade de sintese das células
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efetoras e estimular o aumento da sintese de proteinas relacionadas a resposta
antimicrobiana [4]. Tendo como principal fonte os macréfagos, neutréfilos e NK, no
sistema inato as células epiteliais também podem funcionar como fornecedoras de

citocinas [1] e dentre elas podem ser citadas as citocinas de acordo com a tabela

abaixo:
Tabela 1: Citocinas do sistema imunoldgico natural.
Citocina Fungdo
TNF, IL-1, quimiocinas Mediadores da inflamagao
IL-2, IL-15 Estimular proliferagdo e atividade de NK
Aumento da produgdo de neutrdfilos na medula dssea e
IL-6 aumento da sintese de proteinas envolvidas na defesa
do hospedeiro.
IL-10 Limitar a ativagao de macrdéfagos
IFNa, IFNB Controle de infecgdes virais
IFNy (derivado de NK) Ativacdo de macrofagos

Fontes: 13, 14

2.2 Resposta imunoldgica adquirida

Como ja foi visto, a resposta adquirida é o sistema composto por linfécitos que, a
partir do contato com um antigeno, deflagra respostas altamente especificas e que se
tornam mais amplas e eficazes com as sucessivas exposicées. Existem dois tipos de
resposta imune adquirida, cada qual com seus componentes.

¢ Imunidade humoral: é mediada pelos anticorpos, proteinas que estdo
presentes nas mucosas e no soro. Os anticorpos sdao produzidos pelas
células B e reconhecem e neutralizam antigenos, além de marca-los para
sejam reconhecidos e posteriormente eliminados. Esta é a principal linha
de defesa contra microorganismos e toxinas, uma vez que ha diferentes
tipos de anticorpos capazes de induzir diferentes tipos de respostas [4].

e Imunidade celular: mediada pelos linfécitos T, essa respostas esta
relacionada ao combate de microorganismos intracelulares através da
destruicao destes a partir da ativacdo dos macréfagos pelos linfocitos T

auxiliares estimulando a destruicdao daquilo que foi fagocitado ou através
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da destruicdo direta da célula do hospedeiro infectada a partir da atuacao

dos linfécitos T citotdxicos [1].

As respostas imunoldgicas adquiridas apresentam uma série de caracteristicas
fundamentais para o funcionamento do sistema imune, comuns tanto as respostas
humoral como celular. Estas propriedades refletem as caracteristicas dos linfécitos,
principais componentes desse sistema [1]. Essas respostas sao altamente especificas,
podendo distinguir até mesmo diferentes por¢cdes de uma mesma macromolécula - os
epitopos. Esse alto grau de especificidade acontece em funcdo dos receptores
membranares presentes na superficie dos linfécitos e mesmo individuos que ainda nao
tiveram contato com a antigenos apresentam uma grande variedade de receptores
capazes de responder a diferentes antigenos, evidenciando a diversidade desse sistema
[2].

Outra caracteristica essencial é a expansdo clonal que consiste no aumento do
numero de linfocitos antigeno-especificos quando ha infeccdo, porém, esse sistema
também é homeostatico, ou seja, quando a infecgdo é finalmente eliminada, ha uma
automatica reducdao no numero dessas células de defesa. Contudo, mesmo com a
contragdao no numero de células, ha forma¢dao de memdria imunoldgica, ou seja, quando
houver uma nova infec¢do pelo mesmo antigeno, a resposta sera mais rapida e
intensificada. Por fim, o sistema imune é capaz de evitar lesdes no hospedeiro durante as
respostas, isto é, ha tolerancia a antigenos prdéprios. quando hd falhas desse aspecto,
resulta-se em disfun¢des chamadas de doengas auto imunes [15]. O conjunto desses

fatores contribui para a formacdo de um sistema altamente especializado.
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2.2.1 Células e tecidos do sistema imunolégico adquirido

Células tronco pluripotentes presentes na medula éssea dao origem as células
progenitoras mieldides e linféides e esses progenitores linféides ddo origem aos linfécitos
T (LT), linfocitos B (LB) e células natural killer (NK) [1], principais componentes do sistema
adquirido. As células que vao se diferenciar em LT deixam a medula dssea e migram para
o timo, onde termina o processo de maturacdo. Apenas os LT maduros deixam o timo. Ja
as células que vao se diferenciar em LB passam por ciclos de proliferacdo ao mesmo
tempo em que as cadeias de seu principal receptor (BCR) sdo expressas e permanecem na
medula até o final de sua maturacdo [15], apds a qual migram para os érgaos linféides.
Quando ha falhas no processo, essas células sdo previamente eliminadas.

Os LT fazem o reconhecimento dos antigenos estruturalmente relacionados aos
seus receptores de superficie celular (este mecanismo serd descrito posteriormente). Eles
reconhecem por¢des dos antigenos que foram previamente processadas pelas células
apresentadoras de antigenos (APC) e estdo expostos para reconhecimento ligados ao
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) que se encontra na superficie de
outras células [12]. Ha dois conjuntos principais de LT [5]. Dentre elas, trés subconjuntos
principais que expressam um receptor de antigeno af3 [16]:

e Linfdcitos T auxiliares ou helper CD4+ (Th): secretores de citocinas, cujas
fungdes sdo variadas, dentre elas estimular a diferenciacdo e proliferagao
celular, assim como ativagao e proliferacdo de outras células, como os LB
na imunidade humoral e macréfagos na imunidade celular. O receptor CD4
(T-cell surface glycoprotein CD4) é uma molécula acessdria para o
reconhecimento de MHC classe Il e regula a ativagdo do LT.

e Linfocitos T citotdxicos CD8+ (CTL): destroem células infectadas e células

tumorais através da resposta citotéxica. O receptor CD8 (T-cell surface
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glycoprotein CD8) é composto por duas cadeias e, como um analogo de
CD4, participa no processo de reconhecimento do MHC classe I.
e Linfocitos T reguladores (TReg): inibicdo da resposta imune através da

supressao da funcdo das demais células.

Ainda hd o grupo de células que expressam o receptor yo e esses LT apresentam
funcdes auxiliares e citotdxicas na imunidade natural.

Os LB, por sua vez, sdo as Unicas células capazes de produzir anticorpos a partir do
reconhecimento de antigenos extracelulares. Sdo mediadores da resposta imunoldgica
humoral, como descrito no item 2.2. As principais classes de LB sdo os LB foliculares, os LB
da zona marginal e os LB B-1 e podem ser encontrados em diferentes distribuicdes e

tecidos [15].

3. Mecanismos associados aos linfocitos T

A ativacdo e proliferacdo dos linfécitos T sdo os eventos centrais das respostas
imunoldgicas. A seguir serdo tratadas a biologia e bioquimica envolvidas nesses

processos.

3.1 Reconhecimento de antigenos - MHC

Como ja mencionado, os LT sdo componentes imprescindiveis quando se trata do
reconhecimento do Ag e, portanto, tem papel central na imunidade adquirida. A
eliminacdo do Ag geralmente requer a participacdo de vdrias células efetoras, entretanto
para que haja reconhecimento, os mesmos devem ser apresentados por um grupo de
células especifico, as APCs e essa funcdao é desempenhada pelo grupo de proteinas do
MHC. Os receptores de Ag das LTs reconhecem tanto o peptideo antigénico quanto as

moléculas do MHC.
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Os mais de 200 genes extremamente polimérficos do MHC estdo localizados no

braco curto do cromossomo 6. Esse polimorfismo é importante na determinacdo da

especificidade de ligacdo e quando ndo envolvido na ligacdo direta com o Ag, formam um

determinante antigénico reconhecido pelos LT. Os genes do MHC estdo presentes em

todos os vertebrados, sendo que na espécie Homo sapiens eles recebem a designacao

HLA (Human Leukocyte Antigens). Ha quatro classes de HLA [17]:

e Genes da classe I: HLA-B, HLA-C e HLA-A, largamente mais expressos.

e Genes da Classe Il: HLA-DP, HLA-DQ eHLA-DR, de menor polimorfismo.

e Genes de proteinas heat-shock e citocinas

e Genes do complemento

Existem dois tipos de genes polimdrficos do MHC que codificam proteinas

estruturalmente distintas, porém homdlogas: as moléculas de classe | (MHCI e as

moléculas de classe Il (MHCII). As principais caracteristicas dessas duas classes estdo

listadas na tabela a seguir:

Tabela 2: Caracteristicas do MHC classes | e Il.

Caracteristica

MHC Classe |

MHC Classe Il

Tipos celulares

Interagao com LT

Estrutura

Nomeclatura em H.
sapiens
Citocinas estimuladoras

Tipos de Antigenos

Todas as células nucleadas.

CTLs CD8+

Residuos polimdrficos encontrados
nos dominios al e a2, ligagdo com
CD8 feita pela regido a3 e
acomodac¢do de 8-11 residuos de
aminoacidos pela fenda de ligacdo
de peptideo.

HLA-A, HLA-B, HLA-C

IFNo, IFNB, IFNy em infeccGes
virais e TNF, linfotoxina em
infeccGes microbianas

Citosdlicos, geralmente
sintetizados endogenamente.

LB, LT ativados, APCs e células
epiteliais durante processo
inflamatdrio.

Th CD4+

Residuos polimdrficos encontrados
nos dominios al e B1, ligagdo com
CD4 feita pela regido P2 e
acomodacdo de 10-30 residuos de
aminoacidos pela fenda de ligacdo
de peptideo, ou mais.

HLA-DR, HLA-DQ, HLA-DP

O IFNy é p principal estimulador.

Extracelulares que tenham sido
endocitados em vesiculas.

Fontes: 17-19
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A expressao das moléculas do MHC é determinante para o reconhecimento de Ags
estranhos pelas LTs e sua regulacdo se dd ndo somente em nivel transcricional, mas
também pela acdo de citocinas (Tabela 2). O MHCI é expresso em quase todo tipo celular
nucleado e isto estd relacionado a funcdo efetora das LT CD8+, restritas a essa classe.
Uma vez que o objetivo dessas células é eliminar principalmente células infectadas por
virus e dado que os virus podem infectar qualquer tipo celular, é importante que o
maximo de células nucleadas expresse MHCI. De outro modo, os LT CD4+
reconhecem Ags apresentados por um numero limitado de células. Como a funcdo
principal desses LT é ativar macréfagos e LB, o MHCII é principalmente expresso nesses
tipos celulares e fornecem um sistema relacionado a apresentacdo de peptideos

extracelulares e microbianos [19].

3.2 Processamento e apresentagdo de antigenos

Para que haja reconhecimento dos Ags pelos LT é necessario que essas moléculas
sejam convertidas em peptideos que se associam as moléculas de MHC, formando
complexo peptideo-MCH presente nas APCs. Os LT podem diferenciar pequenas
variagdes, como apenas um residuo de aminodacido de diferenca e esses peptideos devem
gue necessariamente estar ligados ao MHC - restricdo ao MHC préprio - sendo que os LTh
CD4+ reconhecem os peptideos ligados ao MHC de classe Il, enquanto os CTLs CD8+
reconhecem aqueles ligados ao MHC de classe I. A fungao do MHC nesse processo indica
gue os Ags compartilham certas propriedades que os diferenciam daqueles reconhecidos
pelos LB, que podem ser tanto peptidicos como polissacarideos, lipidicos e outras

constituidos por substancias [20].
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A participacdo das APCs é fundamental para que haja respostas dos LT. Elas
funcionam ndo sé como processadores dos antigenos em peptideos, como sdo co-
estimuladores celulares. As APCs podem ser de varios tipos, sendo principalmente células
dendriticas, macréfagos e LBs cujas fungdes principais sao iniciar a resposta das LT a Ags
protéicos, participar da fase efetora da resposta imune celular e efetuar a apresentacao
de Ags aos LTh CD4+ em respostas munes humorais, respectivamente [19].

O processamento dos Ags é feito por organelas e enzimas ndo exclusivas do
processo, ou seja, essas vias evoluiram como adaptacbes de funcdes celulares basicas,
como reciclagem e degradacao de peptideos, e a associacdo as moléculas do MHC ocorre
antes da exposicao na superficie celular. No MHC de classe |, as enzimas responsaveis
pela geracdo de peptideos sdo as proteases endossdmicas e lisossdbmicas e o
carregamento ao MHC ocorre em um compartimento vesicular no citosol. Em
contrapartida, para o MHC de classe Il, as enzimas sdo aquelas encontradas no
proteassoma citosodlico, e o carregamento do peptideo ao MHC se faz no reticulo
endoplasmatico [21].

Os dois tipos de MHC constantemente exibem proteinas préprias, além das
proteinas estranhas que sao relativamente raras. Cabe aos LT buscar por essas proteinas
estranhas e ndo reagir aos Ags préprios - os LT reativos a Ags proprios sdo eliminados
ainda na fase de maturagdo no timo. Essa especificidade de reconhecimento

caracteristico das LTs é essencial para a resposta imunoldégica.

3.3 Receptor TCR e co-receptores

As respostas dos LT sao iniciadas pelo reconhecimento do complexo peptideo-

MHC e para que essas respostas acontecam sdo necessarios aspectos determinantes,
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como especificidade no reconhecimento do Ag, estabilidade da adesao entre as células e
liberacdo de sinais que modulardo a resposta imunoldgica. O receptor que reconhece
esse complexo é chamado de receptor de células T (TCR) sendo eles distintos entre si para
gue haja especificidade de reconhecimento dos diversos peptideos antigénicos.
Juntamente do TCR, hd um grupo de receptores que efetuam a transducdo do
sinal a partir do reconhecimento do peptideo antigénico - CD3 e ( - formando o
Complexo TCR, como mostrado na Figura 1. Além disso, hd um conjunto de co-receptores
gue participam da resposta ao Ag como liberadores de sinais ou contribuem para a
estabilizacdo da ligacdo TCR-complexo peptideo-MHC. Os dominios do TCR especificos
para o complexo peptideo-MHC sdo regides variaveis localizadas na porcdo superior (o e
) semelhantes as cadeias varidveis das imunoglobulinas [22]. As proteinas CD3 e ( estdo
associadas de forma ndo covalente ao heterodimero a e B e elas efetuam a transdugdo
de sinal necessdria para a ativacdo do LT quando ha reconhecimento do antigeno [23].
Para que haja pleno funcionamento do receptor TCR é preciso que todos os seus
componentes sejam sintetizados. Nos LT maduros, o complexo é montado no reticulo

endoplasmatico e transportado para a membrana plasmatica.

21



TCR

Figura 1: Complexo TCR. O TCR consiste de um heterodimero contendo duas cadeias o e [
transmembrana ligadas por pontes dissulfeto e o CD3 é composto pelas proteinas v, d e € e sdo
homdlogas entre si. O homodimero £ esta covalentemente ligado por pontes dissulfeto.

Os LT também expressam receptores CD4 ou CD8 cuja funcdo principal é efetuar a
transducdo de sinal quando ha reconhecimento do Ag, além de interagirem com as
regides ndo polimdrficas do MHC de classes Il e |, respectivamente. Ambos sdo
glicoproteinas, porém o CD4 é um monO6mero e o CD8 consiste de duas subunidades
ligadas por pontes dissulfeto (CD8 como heterodimeros CD8a e CD83) [24].

Além com complexo TCR e dos co-receptores CD4 e CD8, ha outros co-receptores
e moléculas auxiliares na superficie dos LT que participam na estimulagdo, ativagao,

diferenciacao e proliferacdao dessas células.
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4. Mecanismos efetores da resposta imune

Uma vez que o processo de reconhecimento do complexo peptideo-MHC foi

finalizado e a célula efetora foi ativada, os chamados mecanismos efetores da resposta

imune sdo necessarios para finalizar a resposta imunoldgica.

4.1 Imunidade mediada por células

A imunidade mediada por células é um mecanismo do sistema imune adquirido

regulado pelos LT CD4+ e CD8+, sendo que cada qual, como ja descrito anteriormente,

tem fungdes especificas.

Os LT CD4+ efetores, ou Thil, sdo responsaveis pelo reconhecimento e eliminacao

dos Ags microbianos. Essas células ativam os fagdcitos, principais células de defesa da

imunidade inata, para digerir Ags previamente ingeridos. A cooperacado entre os sistemas

inato e adquirido faz-se necessaria, pois inUmeros microrganismos desenvolveram

mecanismos capazes de evadir a resposta natural e se multiplicam dentro dos fagdcitos

[25]. Entretanto, a verdadeira fungao efetora, isto é, a morte dos microrganismos, é

mediada pelos proprios fagdcitos. A sequéncia de eventos que descreve a resposta

imunolégica mediada por células estd descrita na Figura 2.

Desenvolvimento celular

\

Migracao celular

Ativacdo dos LT

Morte celular

Figura 2: Respostas imunoldgicas
mediadas por células. Inicialmente
ha o desenvolvimento dos LT nos
orgdos linféides periféricos. Entdo,
segue-se a migracao dessas células
para os locais de infeccdo onde os
LT podem ser ativados para a
eliminacdo do agente infeccioso, a
partir da mediagdo de citocinas, ou
podem atuar na mediacao da morte
da célula infetada [1].
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As Thl sdo secretoras de IFNy, citocina que favorece a fagocitose e efetua a
mediacdo da ativacdo dos macréfagos por essas células. Os macrofagos ativados
eliminam os microorganismos fagocitados e estimulam a inflamacdo. Ainda ha outro
subconjunto de LT CD4+, os Th2, responsaveis pela eliminacdo de parasitas helminticos.
Estas células sdo secretoras de IL-4 e IL-5, citocinas que estimulam a producao de IgE e as
respostas associadas aos mastocitos e eosindfilos, tipos celulares associados a alergias e
eliminacdo helmintos [26].

Os LT CD8+, ou CTLs, sdo responsaveis pela eliminacdo de células que expressam
peptideos de organismos intracelulares associados ao MHC de classe | (Item 3.1). O

desenvolvimento da resposta mediado por estas células esta descrito na Figura 3.

Estimulacdo das células

\

Expansdo clonal

\

Diferenciacdo

\

Migracdo

Figura 3: Desenvolvimento da resposta mediada por CTLs. As células sdo primariamente
estimuladas pelo reconhecimento do antigeno ligado ao MHC de classe | nos linfonodos. Entdo ha
proliferacdo dessas células que se diferenciam em células efetoras que migram, ja diferenciadas,
para os tecidos onde ha destruicdo das células infectadas e libera¢do dos CTLs [1].
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As respostas imunes mediadas por LTs resultam na formacdo de membdria
imunoldgica, a qual pode persistir durante muito tempo pela acdo de IL-7 e IL-15. Essas
células se instalam em mucosas e respondem aos antigenos [27] futuramente com a

secrecao de citocinas.

4.1.1 Aspectos da imunidade anti-viral

Com o objetivo de impedir a replicacdo, infeccdo e disseminacdo viral, as células
do sistema imune desenvolveram um sistema de defesa que envolve tanto o sistema
inato quanto o adaptativo. Uma vez que esses organismos invadem as células do
hospedeiro sdo desencadeados mecanismos que envolvem a inducdo de citocinas
denominadas interferons [28].

Como mencionado no item 2.2.1, os IFNs sdo um grupo de proteinas heterogéneas
gue capazes de induzir resisténcia celular mediante uma infeccdo viral. Além disso, os
IFNs estdo envolvidos em outros processos, como diferenciagao e crescimento celular.

Essas moléculas sdo classificadas em trés grupos [28]:

¢ Tipo I: esse grupo compreende os IFNa, IFNf, IFNg, IFNk e IFN®. Todos eles
apresentam homologias em suas estruturas e se ligam num receptor
comum chamado de receptor de interferons de tipo I. Este receptor é
composto pelas subunidades IFNAR1 e IFNAR2 [29].

¢ Tipo II: Ha apenas um tipo, o IFNY, e ele se liga a um receptor - Receptor de
interferon tipo Il - também formado por duas subunidades, IFNGR1 e
IFNGR2. Esse é um tipo diferenciado de IFN, mas foi originalmente
agrupado nesse grupo de citocinas devido a sua capacidade de interferir
nas infecgdes virais [29].

e Tipo lll: S3o trés tipos diferentes de IFN codificados por diferentes genes,
sendo eles IL-28A, IL-28B e IL-29.Possuem atividades antivirais, embora

distintas dos tipo | e Il. Essas moléculas se ligam em receptores
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heterodiméricos formados pelas cadeias, IL28RA e IL10RB, sendo a ultima
uma das subunidades do receptor da familia IL-10. Embora o tipo de
resposta desencadeada por esses IFNs seja semelhante aquela induzida

por INFal, a expressdao desses genes é restrita a tecidos de origem epitelial
[30].

A infeccdo viral induz a producdo de IFNs tipo | e apds sua interacdo com o
receptor acontece a inducdo de um conjunto de genes que inibem a replicacdo do virus e
aumentam o potencial de acdo das NK [29]. Os receptores desses IFNs estdo associados a
uma transdugdo de sinal do tipo JAK/STAT. Essa resposta chega ao nucleo onde é iniciada
a transcricdo a partir da ligacdo em sitios especificos nos promotores, os ISGs (IFN-
Stimulated Genes). Dentro desses promotores também esta presente a IFN-Gamma
Activated Site (GAS), sendo este complexo induzido por IFNy [31]. Além disso, acontece a
modulacdo da resposta adaptativa a partir do aumento da expressdo de MHC classe |,

aumento da sobrevivéncia dos LT e maturacdo das células dendriticas.

4.2 Imunidade humoral: ativa¢dao das células B e produgdo de anticorpos

Como mostrado no item 2.2, a imunidade humoral é mediada por anticorpos,
moléculas responsaveis pela defesa do organismo contra Ags solUveis extracelulares,
microrganismos extracelulares e toxinas. Essas moléculas se ligam aos Ags e agem
neutralizando e eliminando-os. Os tipos e quantidades de anticorpos podem variar de
acordo com inumeros fatores, como o tipo de Ag e se ja houve exposicao prévia.

A resposta humoral se inicia com o reconhecimento antigénico pelos LB
especificos, a partir de sua ligacdo com receptores de Ig na superficie de membrana. Essa
ativacdo pode resultar na expansao clonal desses LB ou sua diferenciagdo em plasmdcitos

secretores de anticorpos, também conhecidos como imunoglobulinas (Igs).
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A ativacdo dos LB se inicia com o agrupamento de IgM e IgD de membrana que
reconhecem os Ags em conjunto com as moléculas Iga e I1gB. Esse conjunto de moléculas,
conforme ilustrado na Figura 4, formam o complexo do receptor antigénico de linfocitos B
(BCR) [32]. Esse receptor atua na endocitose do Ag e na transducdo de sinal e os
primeiros eventos celulares induzidos pela ligacdo do Ag sdo a proliferacdo e

diferenciacdo dos LB [33].
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Figura 4: Complexo do receptor de linfécito B.

A ativagdo dos LB pode acontecer de forma dependente de LTs ou de forma
independente. No primeiro caso, as respostas de Igs a Ags protéicos estdo associadas aos
LT CD4+ que trabalham no reconhecimento do Ag e na ativagdo dos LBs. Os Ags sdo
reconhecidos nos 6rgdos linféides periféricos onde sao capturados por APCs, entdo sao
apresentados aos LTh e os LB sdo ativados a partir dessa interagao com os LT [34]. No
segundo caso, por sua vez, acontece na presenc¢a de Ags ndo protéicos e a ativagao do LB

se da pelo contato do Ag com Igs de membrana.
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As Igs compde um grupo de proteinas produzidas pelos LB que podem tanto estar
ligadas a membrana celular onde funcionam como receptores como podem também
estar livres no soro, sendo esta a forma que atua como mediadora da imunidade humoral
[12]. Essas moléculas sdo estruturalmente semelhantes, contendo duas cadeias pesadas e
duas cadeias leves ligadas covalentemente entre si, entretanto as regides de ligacdo de
Ag sdo altamente varidveis e como uma especificidade diferente.

As lgs sdo classificadas em diferentes subtipos, cada qual com propriedades
diferentes desencadeadas a partir da ligacdo com o Ag. As principais classes sdo: IgA, IgD,
IgE, IgG e IgM [35]. Além disso, as Igs podem se ligar em até dois Ags, com excecdo da IgM
gue pode se ligar em até 10. Essas ligacOes sdao altamente especificas e podem ocorrer
modificacdes na estrutura das Igs durante a resposta imune [36].

Uma vez produzidas na medula dssea e nos 6rgdos linfoides, as Igs sdo secretadas
e entram na circulagdo. Entdo, sdo transportados para o limen de drgdos onde exercem
suas inumeras funcbes, sendo a principal delas a neutralizacdo de microrganismos

patogénicos e toxinas.

5. Aspectos evolutivos do sistema imune

A histéria da vida é certamente moldada pelos crescentes riscos
imunolégicos associados a faunas parasitarias em seus ambientes e a competéncia
imunolégica pode ser determinante no sucesso reprodutivo e fitness de vdrias espécies
[37]. Determinar a importancia relativa dos elementos do sistema imune é fundamental
para estudos comparativos que podem apontar elementos chave e sua origem
filogenética. Contudo, essas analises comparativas se tornam complicadas devido aos

seguintes fatores: (i) coevolucdo do sistema imune com outros sistemas do organismo, ou
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seja, a evolucdo desse sistema ndo deve ser considerada em separado, (ii) visdo
incompleta da filogenia dos metazoarios, e (iii) a multiplicidade do sistema imune faz com
gue este seja uma unidade de evolucdo complexa e plastica, onde alguns elementos
podem evoluir em poucas geracdes [38].

Os metazodrios, possuem mecanismos de reconhecimento entre self e non-self e
sdo capazes de se proteger da invasdo de microrganismos, parasitas e células exégenas,
porém, os mecanismos utilizados ndo sdo necessariamente homdlogos dentre os filos
[39]. Em poriferos, por exemplo, had atividade fagocitaria exercida pelos arquedcitos,
como um mecanismo para eliminar as particulas non-self e, de forma mais complexa, ha
um mecanismo de encapsulamento do estranho dentro de um agregado celular para uma
posterior eliminacdo [40].

A resposta imune adaptativa surgiu com os ancestrais dos vertebrados
mandibulados (Gnathostomata) ha aproximadamente 500 milhdes de anos. Homdlogos
de Igs, TCR, MHC classes | e Il ja foram identificados em todos os mandibulados
existentes, entretanto, nenhum desses genes foi identificado em vertebrados nao-
mandibulados (agnatos) e invertebrados [41]. Os Gnathostomata geraram um repertdrio
diverso de receptores de antigeno tanto nos LT quanto nos LB através da recombinagao
génica (recombinacdo VDJ), enquanto peixes agnatos montaram seus receptores de
linfécitos varidveis através da recombinacao de regides ricas em leucinas, como acontece
com os TLRs. Ainda que plantas, deuterostomados e cordados invertebrados apresentem
grande variacdo desses receptores de reconhecimento, apenas alguns poucos sdo
necessarios para a sobrevivéncia de nematdides, insetos e vertebrados [42].

Muitas familias de diferentes genes de receptor com fung¢do predita foram

identificadas em grupos além dos Gnathostomata. Entretanto, a identidade do receptor
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"primordial" foi interrompida pelos diversos mecanismos de recombinac¢do sofridos por
esses genes nesse taxon [41]. O aparecimento desse sistema de recombinacdo dos
receptores de linfocitos em vertebrados pode ter sido impulsionado por uma necessidade
de facilitar a plasticidade morfoldgica juntamente com a possibilidade de reconhecimento
de uma gama maior de antigenos [42].

InUmeras abordagens, incluindo andlises de genoma e proteoma, estdo sendo
aplicadas a agnatos, protocordados e outros vertebrados deuterostomados. Esses
estudos podem produzir as provas definitivas quanto a presenca ou auséncia de
homoélogos da imunidade adaptativa em espécies onde ndo ha sistema imune adaptativo

[41].

6. Homologias e conceitos

O sequenciamento de genomas resulta numa representacdo linear a qual
sucintamente resume a estrutura da molécula sequenciada [43] e é fundamental na
tentativa de elucidar a cadeia de eventos continuos ocorridos durante o processo
evolutivo. Assim como elementos genOmicos estruturais e funcionais, os genes
apresentam similaridades em suas sequéncias e estas sdo comumente referidas como
homologias. Elas podem ocorrer em grau variado e decorrem de processos evolutivos os
guais deram origem as sequéncias envolvidas.

Ha varios eventos que determinam o surgimento de sequéncias homdlogas, como
especiacao, duplicacdo seguida de divergéncia, transferéncia horizontal e mutagdes. Além
disso, assume-se que sequéncias homoélogas tem uma origem evolutiva em comum e elas

podem ainda desempenhar a mesma funcdo bioldgica, por exemplo, quando a
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similaridade das cadeias de aminoacidos é alta ela é tida como forte indicativo da
manutencdo da funcgao.

Por esse motivo, técnicas de agrupamento que correlacionam proteinas de funcao
desconhecida a outras sdo valiosas e muito utilizadas para inferéncia e propagacdo da
informacdo bioldgica, bem como para estudos de evolugcdo génica e da gendmica
comparativa [12].

De acordo com Altenhoff e Dessimoz, a homologia é a relacdo entre um par de
genes que compartilham um ancestral comum e estes podem ser diferenciados em duas

classes [45]:

e Paralogos: sdo pares de genes que divergiram a partir da duplicacdo de um

gene ancestral e que ainda podem ser subdivididos em:

(i) In-Pardlogos: envolve um par de genes e um evento de especiagdo como
referéncia. Ocorrem quando ha duplicacdo apds a especiacdo, ou seja, a
duplicacdo esta restrita a uma linhagem.

(ii) Out-Paralogos: este caso se da a partir de um evento de duplicagdo que
antecede a especiacdo. A especiacdo aumenta a divergéncia entre essas

copias, que acabam por constituir familias génicas distintas.

e Ortdlogos: referidos como pares de genes que divergiram a partir de um
evento de especiacdo bioldgica e, uma vez que surgem por especia¢ao, qualquer
conjunto desses genes tem a mesma histdria evolutiva. A Figura 5 representa
esquematicamente a organizacdo espacial e temporal desses genes ao longo de
um cladograma. Cada espécie esta representada por uma caixa colorida e os genes
pelas letras dentro das caixas. O ultimo ancestral comum esta representado por
uma estrela e ele inicialmente passa por um processo de especiacdo (Espl)
estando presente na espécie azul e na laranja (nesta, em cépia Unica, o gene “E”).
Entdo, acontece um evento de duplicacdo (Dup) do gene (sdo as copias “A” e “C”).

Nesse contexto, assumindo-se que A e B ou A e E, por exemplo, mantiveram a
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mesma composicdo génica, eles sdo ditos ortélogos. J& os pares A e C sdo
exemplos de genes paralogos, originados por duplicacdo na espécie A. Nota-se
ainda que o par A e B sdo originados por duplicacdo apds Espl, entdo esse par é
um caso de in-paralogos. Um exemplo de out-pardlogos seria o par B e D que
sofreram duplicacdo antes da especiacdo Esp2. Diferentemente da linhagem A,
onde o gene C estd mantido por ter fixado sua nova funcdo na espécie azul, se
muitas especiacdes como Esp2 ocorrem, além da que gera a espécie amarela, a
tendéncia sera dos genes B e D divergirem a ponto de formarem genes distintos,
ainda que participantes de uma mesma familia génica. Essa maior divergéncia por
especiacdo de genes previamente duplicados os definiria como out-paralogos. Um
grande desafio para um software é agrupar como homologos os ortélogos e in-

paralogos, abrindo uma nova entrada para o grupo de out-patdlogos.

A A c D

*

Figura 5: Genes homologos e suas subdivisdes. O ancestral estd representado por uma estrela;
diferentes espécies estdo representadas por quadrados coloridos e genes por letras. Espl:
primeiro evento de especiacdo. Esp2: segundo evento de especia¢do. Dup: duplicagdo.

Ainda é importante ressaltar que a transferéncia horizontal de genes funciona
como agente no processo evolutivo. Quando uma espécie adquire um gene de um outro
organismo de forma independente de descendéncia, através da transferéncia horizontal,

esses genes ortélogos, original e adquirido, sao ditos genes xendlogos [44].
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Nos dias de hoje, entretanto, a principal motivacdo para a distincdo entre
ortélogos e paralogos se faz para o estudo e predicdo da funcdo génica. E de comum
acordo que os ortélogos sdo susceptiveis a ter funcdo bioldgica similar. Por outro lado,
acredita-se que os paralogos diferem muitas vezes em funcdo, suavemente em caso de in-
pardlogos, pois sub-funcionalizacdo ou neo-funcionalizacdo sdo rapidamente fixadas, ou
fortemente no caso de out-pardlogos, pois especiacdes subsequentes os expdem a
mudancas funcionais grandes e estdo comumente associados ao aparecimento de novos
genes. Consequentemente, os ortdlogos sdo de interesse ndo sé para inferir (e propagar)
computacionalmente a funcdo génica, como para tracar a historia evolutiva dos mesmos
[45].

Os parametros usados para que duas sequéncias sejam consideradas homadlogas
sdo arbitrarios, mas geralmente, durante o agrupamento, visa-se a inclusdo de genes
ortélogos - aqueles que eram o mesmo gene no ultimo ancestral comum das espécies
envolvidas - e os in-paralogos. E desejada a exclusdo dos out-paralogos, uma vez que eles
provavelmente tiveram sua fungao alterada e podem pertencer a mesma familia génica,

mas sado ja genes distintos [46].

6.1 Métodos de agrupamento de sequéncias homdélogas

Dada a importancia dos estudos em gendémica comparativa e a utilidade de
anotagdes funcionais e estudos evolutivos, diferentes metodologias para o estudo e
agrupamento de sequéncias homdlogas foram desenvolvidas. De um modo geral, esses
métodos exigem a inclusao de apenas genomas completos.

A comparacao de diversos genomas, par a par, extraindo o melhor alinhamento

reciproco (Bidirectional Best Hit - BBH) comparando-se todas as proteinas utilizando o
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algoritmo BLAST [47] é uma forma simples e eficiente de inferir a homologia, quando um
numero pequeno de genomas é considerado, como no algoritmo InParanoid [48]. Ainda
gue se limite a pares de organismos, este é um algoritmo capaz de fazer a distin¢do entre
in-paralogos e out-paralogos, dados alguns parametros, como ndo agrupar genes de um
mesmo organismo se o score for inferior ao do alinhamento com um gene de outro
organismo.

A comparacdo par a par também pode ser feita de forma que envolva mais de dois
organismos. Isso é possivel quando ha formacdo de melhores cruzamentos triangulares
[49], mas esses métodos sdo mais sensiveis a erro em caso de dele¢Ges génicas e a
proteinas com multiplos dominios. H4 também técnicas como as aplicadas na base de
dados do OrthoMCL [50] que fazem uso de modelos de Markov para refinar o
agrupamento final.

Outros métodos constroem arvores filogenéticas para distribuicdo de ortdlogos e
paralogos a partir de homdlogos pré-computados. Entretanto, para que haja melhor
deteccdo de especiagbes e duplicagdes génicas, métodos que envolvem similaridade de
sequéncias e arvores filogenéticas foram desenvolvidos. O Ensembl Compara [51], mesmo
contendo poucos genomas eucariotos, € uma fonte de grupos de homdlogos pouco
influenciaveis por dele¢Ges, enquanto os grupos PHOGs [52] lidam bem com proteinas
multi-dominios. No entanto, quando comparados entre si, métodos baseados em
filogenia mostram-se menos eficientes do que os algoritmos de similaridade de sequéncia
[53].

Com a crescente disponibilidade de sequenciamento de genomas, manter
atualizagdes dos grandes bancos de dados de grupos de homdlogos deve se tornar

superior. Nesse sentido, o Laboratério de Biodados (UFMG) desenvolveu uma ferramenta
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capaz de criar grupos de homdlogos sob demanda a partir de sequéncias proteicas de
interesse, com a grande vantagem de incluir informacdes provenientes de genomas

incompletos [54].

7. Bancos de dados bioldgicos

Devido ao grande volume de informagdes fornecidas atualmente, os bancos de
dados biolégicos sdao fundamentais para disponibilizar e facilitar o acesso a informacao.
Eles representam uma das principais ferramentas de suporte para os estudiosos,
principalmente aqueles relacionados a dados de sequenciamento de genes e proteinas.
Para sua utilizacdo, é importante que eles respeitem determinados critérios como
frequéncia de atualizac¢Oes, facilidade do acesso, qualidade e quantidade de informacao
disponivel e confiabilidade dos dados.

Nos tdpicos dessa secdo serdo abordados os bancos de dados utilizados como

referéncia no presente trabalho.

7.1 Universal protein resource (UniProt)

O Uniprot é um repositério central de sequéncias de proteinas formado a partir da
combinag¢do dos bancos Swiss-Prot, TrEMBL e PIR-PSD. Ele apresenta uma interface
simples que permite facil acesso a informagdes funcionais e estruturais de proteinas..
Nele sdao encontradas informagdes de todos os organismos envolvidos em projetos de
sequenciamento. Os dados podem ser encontrados nos formatos FASTA, GFF, RDF, XML.

UniProt é composto por diferentes componentes, sendo que cada um deles cabe a

diferentes usos [55]:
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® Protein Knowledgebase (UniProtKB): é o ponto de acesso central para o
enorme volume de informacgBes derivadas da anotacdo de proteinas (e
suas referéncias), como func¢do e classificagdo. Ele é composto pelo (i)
UniProtkKB/Swiss-Prot onde se encontram as proteinas anotadas
manualmente e pelo (i) UniProtKB/TrEMBL, constituido de proteinas
anotadas automaticamente.

e UniProt Archive (UniParc): é um repositério abrangente ndo redundante
qgue engloba dados de diversos bancos como o UniProtKB e o GenBank
[56].

e UniProt Reference Clusters (UniRef): gerado com base nos dados dos dois
bancos citados anteriormente, utiliza o algoritmo CD-HIT (Ref) para criar
agrupamentos (clusters) de sequencias de acordo com a porcentagem de
identidade e de sobreposicdo das sequencias. Esta distribuido em trés
bancos: UniRef100, UniRef90 e UniRef50. O UniRef ainda permite que as
colecbes de sequéncias estejam sempre atualizadas e as redundancias
sejam escondidas.

e UniProt Metagenomic and Environmental Sequences (UniMES): exclusivo
para dados de metagendmica, fornece também versGes com agrupamento

(UniMES cluster) [57].

7.2 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)

Desenvolvido pelo DNA Data Bank of Japan [58], o KEGG vem sendo diariamente
atualizado utilizando-se analises computacionais associadas a curadoria manual desde
sua criacdo, em 1995 [59]. E um completo recurso que integra informacdes gendmicas,
guimicas e sistémicas, e consiste num conjunto de bancos de dados. Dentre eles é

importante ressaltar:

e KEGG PATHWAYS: ¢é uma colecdo de diagramas que esquematizam vias de

sinalizacdo que incluem genes, proteinas, RNAs e demais compostos quimicos,
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bem como as relacdes desses componentes entre si dentro da via. Os grupos de
vias sdo classificados em diferentes secbes e por este banco ser limitado a
interacGes moleculares, ele é incrementado pelo KEGG BRITE, um bando de dados
de ontologia, onde ha informacdes sobre classificacdes hierdrquicas de genes,
proteinas, organismos, etc [60].

KEGG GENES: é uma colecdo de catdlogos de genes para os genomas
completamente sequenciados. Para cada um desses genes é dada uma anotacdo
onde se torna possivel estabelecer correspondéncias para a construcao de vias no
KEGG PATHWAYS e hierarquias no KEGG BRITE, além de permitir conexdes com os
demais bancos de dados presentes no KEGG (Figura 6). Para a construcdo de tais
correspondéncias é usado o conceito de genes ortdlogos (secdo x - genes

homologos e conceitos).

KEGG
annotators

GenBank
complete Original

genomes Web based database
annotation tool
gbkparse
v /
GENES

gbkrefine
in Sybase ——F——

Genome maps Y / \ Y

GENES Gene catalogs

for DBGET
PATHWAY Pathway construction
database Ortholog identification

SwissProt

GENES
for FASTA

Figura 6: Processos usados para organizar e anotar o banco de dados KEGG Genes [59].

KEGG Orthology System (KO): O KO é uma colecdo de grupos de ortélogos
definidos manualmente relacionados as vias do KEGG PATHWAYS e as ontologias
do BRITE. Formado por milhares de grupos de homdlogos construidos manual e
automaticamente e provenientes dos genomas completos de archaeas,

procariotos e eucariotos, cada um desses grupos representa as variantes de um

37



mesmo gene e sao identificados por um conjunto de nimeros precedido da letra
K, por exemplo K04687 (Interferon Gama). Quando é uma enzima de fungdo
conhecida, hd também a associagdo a um numero - EC (Enzyme commission) [46].
Uma vez associados a genes, os grupos KO sdo utilizados como nds na construcdo

de vias metabdlicas PATHWAY.

7.3 NCBI Taxonomy

O banco de dados Taxonomy do NCBI existe para fornecer informacdes sobre
nomenclatura e classificacdo bioldgica dos diversos organismos cujos genomas estdo
depositados em diferentes bancos de dados bioldgicos, assim como dados da literatura
(atualizagGes sdao automaticamente incorporadas no banco) [61].

Quanto a classificacdo filogenética, hd um esforco em manter apenas 0s grupos
monofiléticos - aquele que inclui todas as espécies ancestrais de um ancestral [62] - de
acordo com o consenso atual da sistematica biolégica. Também é importante lembrar
gue os dados de classificacdo e nomenclatura utilizados sdo aqueles encontrados na
primeira literatura publicada, como de praxe.

Os dados sao organizados como uma darvore, sendo que cada nd representa um
taxon e cada um desses taxons é identificado por um nimero identificador: o “taxonomy
id” [63]. Associado a esse numero segue-se uma série de outras informa¢des como o

"rank", onde é mostrada a classificacdo completa daquele organismo (Figura 7).
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http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bget?ko:K04687

Taxonomy
Browser

Nuclectide

Search for

as complete name v | ¥ lock Go | | Clear
Display | |3 levels using filter: | none v

Homo sapiens

Taconomy ID: 9606
r common name: human
wherited blast name: primates
Rank: species
Genetic code: Translation table 1 (Standard)

Mitochondrial genetic code: Translation table 2 (Vertebrate Mitochondrial)
Other names:

CONMUNON Name: man

authority: Homo sapiens Linnaeus, 1758
Lineagef full )

Teleostomi: Euteleostomi: Sarcopteryeii: Dipnotetrapodomorpha; Tetrapoda; Amniota: Mammalia: Theria: Eutheria: Boreoeutheria: Euarchontoglires:
Primates: Haplorrhini: Simiiformes; Catarrhini: Hominoidea: Hominidae: Homininae; Homo

Figura 7: Resultado da busca por Homo sapiens no website NCBI Taxonomy.

O Taxonomy contém dados de um numero crescente de espécies disponibilizados
em um servidor constantemente atualizado. Uma vez que essa informacdo é carregada
em bancos locais, é possivel realizar consultas para descobrir, por exemplo, os ancestrais
diretos de um determinado taxon, como realizado no presente trabalho. Além disso,
ainda hd a funcdo “Common tree” que permite a adicdo de diferentes organismos, a

partir de seus “taxonomy IDs”, e estes sdo agrupados em uma arvore filogenética e a

visualizagdo grafica é permitida.

7.4 Wikipathways

E um recurso aberto que contribui para a manutencio e atualiza¢do de contetido
dedicado a vias biolégicas. Uma vez registrado, o usudrio pode contribuir sob
monitoramento de um grupo de administradores [64]. Entretanto, a curadoria das vias e
sua manutenc¢ado sao de responsabilidade da comunidade de usuarios.

O WikiPathways é formado por trés componentes principais:

e MediaWiki: Desenvolvido pela Fundagdao WikiMedia, estd escrito em PHP e usa um

banco de dados back-end. Este € um componente usado em diversas wiki e esta

disponivel desde 2002 [65].
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e PathVisio: E um programa para andlise, edi¢do e construc3o de vias bioldgicas.
e BridgeDb: uma plataforma que abrange dados de genes, proteinas e metabdlitos
[66].
O WikiPathways inclui muitos tipos de vias, sendo elas de metabolismo, regulacado
ou sinalizacdo. Estdo incluidas vias de animais, bactérias e plantas e com o uso de um
recurso de busca, essas vias podem ser encontradas pelo nome, por seus componentes

e/ou com base em categorias de ontologia. Cada via vem acompanhada de um texto de

descricdo, referéncias, dados da versdo e uma lista dos componentes.

8. Ferramentas e servigos

Neste item serdo listadas e detalhadas as ferramentas e servicos utilizados

durante o desenvolvimento do presente trabalho.

8.1 SeedServer

Desenvolvido ao longo do doutorado de Rafael Guedes (Laboratério de
Biodados/UFMG), o SeedServer é um programa de livre acesso construido em linguagem
PERL que, em linhas gerais, consiste numa ferramenta de busca por homdlogos a partir
do carregamento de identificadores UniProt (Seeds) de interesse. Em seguida, carrega-se
a taxonomia (reino ou filo) onde devera ocorrer a busca e também s3do ajustados os
parametros do Seed Linkage (SL), programa que executa as buscas por homologos, e caso
a proteina de interesse participe de um grupo KO enriquecido no laboratério (UEKO) é
consultando este banco de dados e os demais membros do grupo sao recrutados.

As sequéncias recrutadas sdao armazenadas numa tabela MySQL. Na coluna
referente ao SL sdo mostrados os nimeros 2 para a Seed, 1 para sequéncias recrutadas

pelo SL e 0 para ndo recrutadas por este programa. Na coluna referente ao UEKO, o
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numero 1 se refere as sequéncias presentes no KO, 2 para aquelas que estdo presentes na
porcdo enriquecida do UEKO e 0 para ausentes. Quando a Seed ndo pertence a KO ou
UEKO (numero 0), seu UniRef50 é consultado e é exigido um alinhamento BLAST superior
a 50% em relacdo ao tamanho da Seed para que haja recrutamento, metodologia
denominada UE-Seed, jd que é a mesma utilizada para enriquecer os grupos KO. Neste
caso, a coluna relativa ao UEKO mostra o nimero 3 [46]. Nas demais colunas sdo
encontradas informacdes sobre numero de residuos de aminoacidos, identificador
taxondmico do organismo, se ha curadoria manual SwissProt, o filo e a descri¢cdo proteica
(Tabela 3).

O proximo passo consiste na validacdo das proteinas recrutadas pelo SL e UEKO
feito através de buscas PSI-BLAST. Este procedimento foi desenvolvido ao longo da tese
de Henrique Assis e, em linhas gerais, consiste num método onde é evitada a
deterioracdo da matriz com um simples procedimento, evitar que o auto-score da propria
sequencia Seed, ao longo das iteracoes, cai abaixo de um determinado percentual, que foi

calibrado para 70% como default.

Tabela 3: Tabela final com os resultados do SeedServer para Interferon gama humano.

UniProtID | Cluster | SL | KO | Tamanho | TaxID | Clado | Validagdo | PSI Descri¢ao
P01579 1 2 1 166 9606 1 1 1 IFNG_HUMAN Interferon gamma
G3QT96 1 1 0 166 9696 1 1 1 G3QT96_GORGO Interferon gamma
G1QTG5 1 1 2 166 61853 1 1 1 G1QTG5_NOMLE Interferon gamma
P63311 1 1 2 165 9545 1 1 1 IFNG_MACNE Interferon gamma
P63310 1 1 1 165 9544 1 1 1 IFNG_MACMU Interferon gamma

8.1.1 Seed Likage

Desenvolvido por Barbosa-Silva e colaboradores, o Seed Linkage é um programa

de livre acesso capaz de criar grupos de proteinas homdlogas a partir de uma unica
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proteina (query). O programa faz buscas exaustivas de similaridade de sequéncia com uso
de BBH e é também capaz de usar genomas incompletos em suas buscas.

O algoritmo inicia alinhando a sequéncia proteica de um organismo de interesse
com outras sequéncias de diversos genomas presentes no banco de dados. As relacdes de
BBH estabelecidas com outros genomas servem de parametro para as respectivas buscas
de in-pardlogos enquanto a melhor relacdo BBH obtida é utilizada para busca de in-

pardlogos no organismo de interesse [54].

8.1.2 UniRef50 Enriched KEGG Orthology (UEKO)

Desenvolvido por Gabriel Fernandes no Laboratdrio de Biodados (UFMG), o banco
de dados UEKO é uma tabela local no MySQL que consiste no enriquecimento dos grupos
de genes ortélogos KO a partir das sequéncias presentes no banco de dados UniRef50.
Grupos UniRef50 ao qual cada proteina em um determinado KO pertence sdo consultados
e o enriguecimento realizado seguindo filtros de qualidade descritos por Fernandes et al.
[67], uma metodologia inicialmente utilizada para enriquecimento de agrupamentos
proteicos do Clusters of Orthologous Groups (COG) [68].

O algoritmo que compde o UEKO faz o recrutamento de sequéncias para um dado
grupo KO a partir de alinhamentos BLAST entre as sequéncias originais do KO e
sequéncias presentes no UniRef50 de cada uma das originais. Em seguida, hd uma
verificacdo do tamanho do alinhamento dividido pelo tamanho da sequéncia original
(coverage) onde se exige um minimo de 0.5. Note-se que o UEKO agrega todos os genes
do grupo KO mais os genes de agrupamentos UniRef50 que satisfacam o limiar de

recrutamento das entradas do UniProt.
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Esse enriqguecimento agrega sequéncias derivadas de genomas incompletos aos
grupos KO e aumenta o numero de proteinas em aproximadamente 300%, aumentando

assim a precisdo na identificacdo da origem dos genes (Figura 8).

I:' 2,610,766 - Entries originally from KEGG Orthology
*

. 11,428,362 - Entries recruited based on 50% alignment
coverage on Recruiter and Recruited entries *%

. 78,288 - Entries recruited based on 50% alignment
converage on Recruiter protein only *k%

Figura 8: Enriquecimento do KO. Em amarelo, o nimero de sequéncias no bando de dados
original e em verde, a contribuicdo do enriquecimento na construgdo do UEKO. [69]

8.2 Algoritmo de LCA

Desenvolvido ao longo do projeto de doutorado de Henrique Velloso no
Laboratério de Biodados (UFMG), o algoritmo LCA mostra, em uma darvore filogenética, o
ancestral comum mais recente de dois ou mais clados (Figura 9). Esse algoritmo funciona
como um modulo que opera sobre arvores taxondmicas e retorna o taxon ancestral
comum a uma lista de TaxIDs de interesse, usados como input, logo, esse conceito
somente pode ser aplicado em arvores que apresentam raiz [63]. Os TaxIDs podem ser

encontrados como descrito no item 7.3.
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LCA (4,5) = 2
LCA (6,7) =3
OSNRONEE-: -
LCA (56) =1
LCA (7,3) =3
LCA (456) =1

Figura 9: Exemplos de calculo de LCA

A utilizacdo do LCA esta disponivel via linha de comando e por meio de Web
Service. Para acesso via linha de comando, existe o script LCARunner, que |é um arquivo
contendo uma lista de TaxIDs e escreve na saida padrdo o tax_id e nome cientifico do LCA
calculado [63]. J& o uso do LCA via Web Service pode ser encontrado em

biodados.ich.ufmg.br/services/ .
8.3 Genesis

O website Genesis possui trés ferramentas para inferéncia da multipla origem
cladistica de genes. A primeira, denominada KO origin, permite que o pesquisador explore
as multiplas origens de um gene especifico. A segunda, chamada de Species origin, realiza
a andlise de ancestralidade génica em um ambito de espécies. A ultima ferramenta
permite que o pesquisador realize a analise de origem multipla de genes em um conjunto
personalizado de organismos de entrada.

Este website foi construido com o framework Grails versdo 2.3.2. Esse framework
propicia grande aumento na produtividade por meio de varios recursos que evitam
tarefas repetitivas de codificacdo. A linguagem de programacao utilizada em Grails é

Groovy [63].
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8.4 Male-PSI-BLAST

Desenvolvido durante o doutorado de Henrique de Assis Lopes Ribeiro, no
Laboratério de Biodados (UFMG), o Male-PSI-BLAST sugere anotacdo de proteinas
hipotéticas. Para o presente trabalho, ele foi utilizado no sentido de encontrar grupos de
proteinas relacionadas a uma gquery de interesse cuja funcdo é similar.

Disponivel em www.bows.com.br, o programa é simples e de facil utilizacdo. O
mesmo deve ser preenchido com a sequéncia FASTA de interesse antes de iniciar um
processo que pode ser recuperado em qualquer outro momento a partir do nimero
"process ID" (PID) gerado uma vez que o processo € iniciado.

E importante notar que no cabecalho da sequéncia FASTA (primeira linha) esta
adicionado taxonomy ID ou taxid do organismo de interesse. E importante adicionar essa
informacdo para que o cdlculo do LCA ndo seja comprometido. Para os demais dados, ndo
€ necessario este adicional.

Uma vez submetida a sequéncia FASTA de interesse, o programa executa as

seguintes funcionalidades:

e BLASTp: O BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) é um algoritmo que
trabalha o alinhamento local de sequéncias biolégicas primdrias, tais como
aminodcidos ou nucleotideos, e matrizes de pontuagdo. Pontuam-se os
matchs e mismatchs conforme o valor atribuido para a substituicdo dos
aminodcidos. Aqui, comumente sdo usadas as matrizes BLOSUM e PAM.
Também ha pontuacdo de abertura de gaps.

e PSI-BLAST (Position-Specific Iterative BLAST): Algoritmo indicado para a
busca de rela¢gdes distantes de uma proteina. Inicialmente é criada uma
lista com as proteinas proximamente relacionadas para que elas possam
ser combinadas e seja gerado um perfil resumindo as principais

caracteristicas presentes nessas sequéncias. Este perfil é entdo utilizado
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para consulta em banco de dados, onde um grupo maior de proteinas é
encontrado. Com este novo grupo formado é construido um novo perfil e
assim sucessivamente [70]. No Male-PSI-Blast, os PSI-BLASTs sdo
realizados com cinco iteragdes.

Calculo do indice de confianga: tanto para os dados de BLASTp quanto PSI-
BLAST, um ensemble de modelos de redes neurais e random-forest calcula
a confianca de que cada subject de BLASTp/PSI-BLAST seja realmente
relacionado a query. Para tal, estes algoritmos de aprendizado de maquina
foram treinados em grupos PANTHER e utilizam as pontuacdes atribuidas
aos subjects em cada iteracdo do PSI-BLAST bem como o tamanho da
query. O BLASTp pode ser considerado um caso especial de PSI-BLAST onde
o numero de iteragOes é igual a 1 [71].

Célculo do LCA: Para se calcular o LCA, os taxonomy IDs de todas as
proteinas presentes na tabela de resultados sdo obtidos a partir da tabela
de Idmapping (consulta em SQL). A consulta retorna uma lista com 18
valores em que cada valor representa um taxon e as listas sdo percorridas
até que se encontre o primeiro valor em comum. Este valor sera o LCA.
Construcdo da arvore filogenética e calculo das distancias: Para calcular as
distancias filogenéticas é utilizado o MUSCLE (alinhamento multiplo) e o
resultado é submetido no programa FastTree v.2.1.7 que utiliza métodos
heuristicos para gerar uma d4rvore que atenda a maxima da
verossimilhanga. A arvore gerada é entdo processada por um parser em
PERL que calcula o comprimento dos ramos entre a query e as demais
sequéncias amostradas [70].

Mineracdo de Anotacdo: Esta técnica as anotacdes das proteinas
encontradas pelo Male-PSI-Blast sdo tratadas como um grupo (cluster) e
entdao ordenadas pela sua proximidade com o centro deste grupo. No
entanto para o calculo deste centroide as anota¢des foram ponderadas
conforme o indice de confianca da proteina (subject). Dessa forma,
proteinas com maior indice de confianca tem maior peso e contribuem
mais para a posicao do centroide e proteinas com menor confianca

(possivelmente falsos positivos) contribuem menos [71].
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8.5 PathVisio

O PathVisio é um programa de livre acesso para andlise e construcdo de vias

bioldgicas. O programa apresenta uma interface simples, como mostrado na Figura 10, e

é de facil utilizacdo, além de permitir visualizacdo pratica e fluida de vias no formato

gmpl. O download do programa pode ser feito acessando www.pathvisio.org/, assim

como recursos adicionais ao programa disponiveis em plug-in e tutoriais de uso.

'Q;Hs_MAPK_Cas:ade_WP422_72129.gpm\-PaM’MsioS.lS w — “ iy “ R - S=fof X7
File Edit Data View Plugins Help
FeEH b6 ¢ Poms% ey N - b e B & k
T
S  |] Objects | properties | Backpage | Data | Search | Legend|
Data Nodes
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Gi Gq
Gh and Gg Basic interactions
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Figura 10: Interface grafica do programa PathVisio.
8.6 MEGA

O programa MEGA é uma ferramenta integrada que realiza alinhamento de

sequéncias, inferéncia de arvores filogenéticas, estimativa dos tempos de divergéncia,

busca nas bases de dados online, estimativa das taxas de evolu¢ao molecular, inferéncia

de sequencia ancestral e realiza testes de hipdteses nos estudos evolutivos. O MEGA é

usado por um grande numero de pesquisadores no sentido de reconstruir as histdrias
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evolutivas das espécies e inferir a extensdo e natureza das forcas seletivas que moldam a

evolucdo dos genes e espécies de interesse [72].

O presente trabalho ird mostrar um estudo sobre a origem dos genes
componentes de importantes subsistemas do sistema imune, sendo eles as vias de
sinalizagdo de IFNs, TCR e BCR. O mesmo foi foi feito para marcadores de NK e todos os

receptores semelhantes a Toll.
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VI. JUSTIFICATIVA

Grupos de proteinas homdlogas sdo importantes fontes para propagacdo da
informagao bioldgica, bem como inferéncia da origem de genes. Hd um interesse
crescente no estudo de mecanismos de origem génica e na origem de conjuntos génicos
associados a vias bioldgicas. O sistema imunoldgico se mostra um sistema adequado para
esse tipo de estudo, uma vez que é provavel a existéncia de genes de origem recente
envolvidos nas sinalizagbes. Além disso, essa abordagem permitiria visualizar, pela
primeira vez, como um sistema bem descrito e constantemente presente na literatura se
formou ao longo da evolugdo. Quem seriam os primeiros interferons? Como foi sendo
elaborado o mecanismo de sinalizacdo para receptores das principais células do sistema
imune? Os componentes da resposta inata aparecem antes ou depois da resposta
adaptativa? Enfim, o presente trabalho se propde a reproduzir o retrato da origem do

sistema imune.
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VII. OBJETIVOS

1. Objetivo geral

Ao longo da evolucdo dos sistemas, novos genes surgiram na natureza e para
demonstrar a origem dos genes, as vias de sinalizacdo do sistema imune revelam-se um
modelo adequado. Assim, o presente trabalho visa delinear a construcdo do sistema
imunoldgico ao longo da evolucdo, a partir das sequéncias de aminoacidos dos

representantes humanos que serdo usadas como Seeds para procurar homologos.

2. Objetivos especificos

= Mostrar a construcdo da via de sinalizacdo associada ao TCR.

= Mostrar a construgdo da via de sinalizacdo associada ao BCR.

= Mostrar a construcdo da via de sinalizacdo associada aos trés tipos de IFN e
respectivos produtos da ativacao dessas vias.

= Estudar a distribuicdo filogenética dos TLRs humanos.

= Mostrar a evolugdo dos principais marcadores de superficie de NK.

= Retratar aspectos da origem do sistema imune.
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VIII. METODOLOGIA

1. Obtencdo de sequéncias e informagoes

Esta sessdao descreve como foram buscadas e construidas as vias utilizadas nesse
trabalho e, também, como foram buscados e verificados os identificadores UniProt

referentes a cada membro componente destas vias.

1.1 Selegdo das vias de sinalizagao

Para sistemas em que as vias de sinalizacdo estdo bem descritas, como aquelas
utilizadas no presente trabalho, os dados podem ser encontrados em bancos de dados
como Kegg Pathways (disponivel em: http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) e
Wikipathways (disponivel em: http://www.wikipathways.org/index.php/ WikiPathways).
As buscas devem ser feitas a partir das palavras-chave e do organismo de interesse, se
houver.

Em muitos casos, o conteudo das vias foi manipulado para a adi¢ao de informacgao.
No presente trabalho, isso foi feito a partir da sobreposicao da informagao presente nas
mesmas vias dos diferentes bancos e dados da literatura e esse processo foi realizado
com a utilizacdo do programa PathVisio versdo 3.1.3, disponivel para download em
http://www.pathvisio.org/downloads/. O programa |é arquivos na extensdo GPML e
exporta o conteudo em TXT, PWF, GPML, XML, MAPP, PDF, PNG, SVG e TIFF. Além disso,

seu funcionamento requer Java 1.6 ou 1.7 e ndo é compativel com Java 8.
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1.2 Selegdo dos identificadores UniProt

Os genes e proteinas utilizados ao longo deste trabalho foram obtidos por busca
manual através da consulta de diversas fontes. Foram retirados dados da literatura (livro
texto, artigos e revisGes) e de bancos de dados de imagens (KEGG Pathways e
Wikipathways).

Uma vez encontrado o gene ou proteina de interesse é feita manualmente a busca
pelo referente identificador UniProt. Em alguns casos, a molécula esta associada a alguns
dados, sendo eles:

= Gene symbol. correspondente a abreviacdo do nome de um gene, este
dado serd o unico disponivel em grande parte dos casos. Para tal, a busca
pelo identificador UniProt deve ser feita diretamente na pagina desse
banco de dados (http://www.uniprot.org/) e alguns cuidados devem ser
tomados. A Figura 1 descreve os detalhes que devem ser consultado na
busca pela proteina correta. Na barra superior faz-se a busca pelo Gene
symbol ou nome do complexo, em alguns casos. Se ha um organismo de
interesse, este também pode ser adicionado a busca. Em seguida, o
UniProt retorna uma lista com ndo s6 com a proteina de interesse, mas
com aquelas relacionadas e de fung¢do similar, como mostrado pela caixa
vermelha na figura. No caso de complexos, ele retorna os membros do
mesmo e cabe ao usuario filtrar manualmente as proteinas de interesse.
Para tanto, alguns itens disponiveis no perfil de cada gene/proteina devem
ser cuidadosamente verificados, sendo eles: Names & Taxonomy, Function
e Sequence status. Como nos passos seguintes serdao feitas buscas por
ortélogos. Somente entradas com status Complete (e ndo Fragment) foram
utilizadas. Outras inUmeras informacgdes relevantes estao disponiveis para
o gene/proteina corretos sejam selecionados. Para o presente trabalho
foram utilizadas apenas as sequéncias SwissProt. Estas sequéncias estao

indicadas na figura pela seta amarela.
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Figura 1: Busca dos UniProt ID de p38. Por ser um complexo, a busca por p33, indicada na caixa
verde, retorna ndo s as proteinas componentes do complexo, mas também aquelas relacionadas ao

mesmo, como indicado pela caixa vermelho. Verificando-se caracteristicas de cada uma dessas

proteinas, como itens indicados nas caixas azul, verde claro e rosa, é possivel encontrar os membros

de p38, indicados pelos circulos.

Gene ID: sequéncia numérica que identifica um gene cujos dados podem
ser acessados em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene. Nessa pagina, o
UniProt referente ao gene da busca se encontra no final da pdgina, na
sessao Related sequences, item Protein Accession.

KO: conjunto de numeros precedido da letra K. A consulta deve ser feita a
partir do endereco http://www.genome.jp/kegg/kegg3.html e na tabela
contendo as informacgbes do gene, na sessdo Genes estdao disponiveis os
Gene ID por espécie e um link para os identificadores UniProt. Acessando a
primeira opc¢do, o Uniprot serd encontrado como descrito acima e o acesso
a segunda opgao permite que os UniProt sejam inspecionados

diretamente. Em alguns casos, um gene estard associado a mais de um KO.
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Nesse caso, todos devem ser checados até que o UniProt adequado seja

encontrado.

2. Recursos computacionais e programas utilizados

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados recursos computacionais do
Laboratdrio Biodados localizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFMG. Estes recursos
incluem computadores quad-core com 4-8 GB de memadria RAM e conexdao com internet
de 100MB/s. Também foi utilizada a maquina Pinguim da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (USP) que contem 24 cores e 64 GB de memdria RAM e 1 TB de HD. Todos

estes computadores tinham sistema operacional Linux distribuicao CentOS.

2.1 Seedserver

O agrupamento de gene homdlogos foi feito utilizando a ferramenta SeedServer,
cujo download pode ser feito através do link Submit Job disponivel no servidor
http://maxixe.icb.ufmg.br:8080/BOWSWeb/appDetails.jsp?app=SeedServer (cliente). As
Seeds a serem usadas como input nesse programa devem ser sempre identificadores

UniProt e a submissdo dessas Seeds é feita a partir da seguinte linha de comando:

java -jar SeedServerSubmitJob.jar -UniprotID identificador UniProt

Uma vez submetido o processo, o programa retorna um nuimero de controle (PID)

para posterior recuperacao do resultado que pode ser feita através da linha de comando

java -jar getresults.jar -pid PID

ou a partir do download de um programa Java (Get Results GUI) cuja interface gréfica
permite a recuperag¢ao dos resultados através do PID e visualizagdo facilitada fora do

terminal. Para o funcionamento deste, é necessario que o Java esteja atualizado.
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Na realizacdo deste trabalho foram usado os parametros default do programa,

como descrito por [73] e [74].

2.2 Analise do ultimo ancestral comum (LCA)

A busca pelo LCA de dois ou mais organismos pode ser feito através do algoritmo
disponivel no REST webservice LCAWS que pode ser acessado pelo endereco
http://merengue.icb.ufmg.br:8080/BioToolsService/lca/9606+10096. O input requer um
conjunto de taxIDs e o output contém a informacdo taxondmica relacionada ao LCA
referente aos taxIDs usados como input. A primeira resposta pode retornar um clado "no
rank", mas também adiciona o proximo clado classificado na linhagem de acordo com a

classificacdo de Lineu. Para o presente trabalho, foram usados os clados "no rank".

2.3 Genesis

O algoritmo de LCA aplicado a grupos de ortdlogos é bastante preciso na
inferéncia da origem da maioria dos genes. No entanto, esse algoritmo é ineficaz para
casos em que genes foram transferidos para organismos em outros ramos da darvore da
vida pelo fenémeno conhecido como transferéncia horizontal (ou lateral). Espera-se que
esse evento seja muito mais frequente em genes originados em clados mais recentes de
procariotos (como restritos a familias e transferidos para géneros distantes). Porém,
andlises manuais detectaram alguns casos em eucariotos. O algoritmo denominado LCA
Multiplo, além de aumentar a precisao do algoritmo de LCA original, é também capaz de
detectar transferéncias horizontais e dele¢des génicas.

Com objetivo de desmembrar a sub-arvore originada no nodo resultante do LCA

simples em sub-arvores menores e indicar os clados onde um gene aparece pela primeira
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vez em um ramo da darvore (Figura 2), seja pelo surgimento de novo, seja por
transferéncias horizontais, o LCA multiplo foi utilizado. Esta ferramenta, denominada
MULTILCA TREE esta disponivel no website http://biodados.icb.ufmg.br:8080/Genesis/
multiLCATree/index. O programa exige duas listas como entrada: a lista de espécies que
possui o gene (positiva) e a lista de espécies que comprovadamente ndo possui o gene
(negativa). No presente trabalho as listas positivas compreendem os taxIDs obtidos do
output do Seedserver e a negativa, uma lista de genomas completos presente no prdprio

Genesis.

O Eukaryota
O Arabidopsis thaliana
0 Opisthokenta
0 Schizosaccharomyces pombe 972h-
@ [LCA] Eumetazoa
@ Caenorhabditis elegans
@ Nematostella vectensis
@ [LCA] Amoebozoa
® Dictyostelium purpureum
@ Entamoeba histolytica

Figura 2: Arvore construida pela ferramenta MULTILCA TREE. Para este exemplo foi utilizado o
KO K00923 (Phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase).

3. MalLe-PSI-BLAST

Este é outro recurso que foi utilizado para inspecionar possiveis ancestrais de
proteinas em casos especiais. O PSI-BLAST é uma poderosa ferramenta para a captura de
homdlogos remotos. No entanto depois de varias itera¢des a Position Specific Substitution

Matrix (PSSM) construida pelo programa pode deteriorar, sendo que a prépria query
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pode nao constar da lista de hits. O Male-PSI-BLAST usa ferramentas de aprendizado de
maquina para evitar esse fator, melhorando a busca por homaélogos remotos. O download
deste servico pode ser feito através do link Submit Job disponivel em
http://maxixe.icb.ufmg.br:8080/BOWSWeb/appDetails.jsp?app=malepsiblast.

Sequéncias FASTA devem ser usadas como input nesse programa e a submissdo de

um processo é feita a partir da seguinte linha de comando:

java -jar malepsiblastSubmitlob.jar -fasta nome do arquivo

Assim como no SeedServer, o programa retorna um numero de processo (PID)

para posterior recuperacdo do resultado que pode ser feita através da linha de comando

java -jar getresults.jar -pid PID

ou através da janela Get Results GUI.
Na realizacdo deste trabalho foram usado os parametros default do programa,

conforme descrito na tese do Dr. Henrique de Assis Lopes Ribeiro.

4. MEGA

As sequéncias completas de TLRs humanas foram analisadas em separado
utilizando o programa MEGA 6 [75], disponivel para download em
http://www.megasoftware.net/. O alinhamento das sequéncias foi realizado utilizando o
programa MUSCLE [76] implementado no MEGA, utilizando parametros padrao do
programa (gap opening = -2,9; gap extend = 0; hydrophobicity multiplier = 1,2). Arvores
filogenéticas foram construidas com os métodos Neighbor Joining (bootstrap: 10000) e

Maximum Likelihood (bootstrap: 100) também implementados no MEGA.
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[X. RESULTADOS

Examinando a distribuicdo taxondmica dos genes homologos, foi possivel delinear
os clados da linhagem humana onde cada proteina componente das vias escolhidas para
serem caracterizadas neste trabalho ocorreu pela primeira vez. Para tanto, como descrito
no item “Material e Métodos”, as vias foram inicialmente estruturadas e a partir do nome
oficial do Gene (simbolo génico), foi feita a busca pelo identificador UniProt da proteina e
com ele o sistema denominado SeedServer, produzido no Laboratdrio de Biodados, foi
executado para encontrar os homadlogos e consequentemente listar os organismos que os
contém.

A seguir serdo descritas as vias analisadas para retratar a evolucdo da resposta
imune: as sinalizacbes associadas ao complexo do receptor de linfocito T, ao complexo
receptor linfocito B e aos trés tipos de interferons. E ainda serdo analisados os receptores

semelhantes a Toll e os marcadores de células Natural killer.

1. Construgao da sinalizagdo associada aos Interferons tipo |

Para combater as infecgbes virais, as células do sistema imunoldgico
desenvolveram um eficiente sistema integrado de defesa que associa a imunidade inata a
adaptativa. Uma vez que o virus invade a célula, esse sistema é ativado a partir da
inducdo de citocinas chamadas interferons [77]. Como descrito no item 4.1.1 (em
Introducdo), os IFNs constituem um grupo heterogéneo de proteinas e sdo conhecidos
pela sua habilidade de induzir resisténcia celular a invasdes virais. Entretanto, os IFNs
ainda sdo capazes de interferir em outras fung¢des, como o crescimento celular. Utilizando

a abordagem preclara, mapeamos a origem dos diversos IFNs.
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A Figura 1 mostra a distribuicdo dessas citocinas, de acordo com seu suposto clado
de origem. Esse grupo de moléculas é dividido em trés grupos, IFNs do tipo I, Il e lll.
Dentre os IFNs do tipo |, verificamos que o mais ancestral é o IFNa, originado em
Euteleostomi. Isso significa que genes homdlogos ao humano foram encontrados em
vertebrados incluindo os peixes, pois o clado Euteleostomi é o ultimo (mais recente) que
é comum entre as linhagens evolutivas do homem e do peixe-zebra, por exemplo. Na
mesma época, Euteleostomi, também encontramos evidéncia sugerindo a origem do
unico IFN do tipo II, o IFNy. Os demais IFNs do tipo | tém origem mais recente, IFNf3, IFNg
em IFNk Aminiota e IFN® Eutheria. Isso significa que os primeiros podem ser
encontrados também em aves, que compartilham a linhagem evolutiva com o homem até

o clado Aminiota, enquanto o IFN® por sua vez é restrito a organismos placentarios

(Eutheria).
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Figura 1: Distribuicdo dos tipos de interferon de acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem

evolutiva de Homo sapiens.
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O quadro fica mais completo quando abordamos toda a sinalizacdo efetuada pelos
IFNs. A Figura 2 mostra a via de sinalizagdo dos IFNs tipo I: a familia IFNa, IFNB, IFNg,
IFNk e IFN® foram representados por hexdgonos, com suas ancestralidades sinalizadas
por circulos preenchidos e assinalados. A infec¢do viral induz a producdo de IFNs tipo | e,
a partir da interacdo com o receptor, induz a estimulacdo de uma série de genes que
inibem a replicagao viral e aumentam o potencial litico das células NK. Além disso, os IFNs

tipo | modulam a resposta adaptativa através do aumento da expressdao de MHCI [77].
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Figura 2: Via de sinalizagdao dos
interferons tipo I. O LCA dos genes
utilizados na construcdo dessa via
estdo distribuidos e identificados
pelos clados Cellular organisms,
clado 1; Eukaryota, clado 2;
, clado 3; Metazoa,
clado 4; FEumetazoa, clado 5;
, clado 6; Deuterostomia,
clado 7; , clado §;
Gnathostomata (em branco), clado
11; Euteleostomi, clado 13;
, clado 16; Amniota,
clado 17; Mammalia, clado 18;
Theria, clado 19; , clado 20;
Euarchontoglires, clado 22. Nota:
alguns clados intermediarios nao
tiveram ocorréncia (ex:
Sarcopterygii, clado 12).
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Como representado na Figura 2, os diversos IFNs do tipo | se ligam a um Unico
receptor heterodimérico [78] e cada uma de suas subunidades interage com um membro
da familia JAK. O receptor dos IFN tipo | tem sua subunidade IFNAR1 associada a TYK2 e
sua subunidade principal IFNAR2 associada a JAK1 [79]. Um marco importante na
evolucdo dessa via é a origem dos Euteleostomi e Tetrapoda, visto que estes sdo os clados
onde é observada a origem das duas subunidades dos receptores (na figura estdo
representados por laranja, clado 13 e amarelo, clado 16, respectivamente). O fato de que
a subunidade principal IFNAR2 tem sua origem alguns passos evolutivos mais tarde, em
Tetrapoda, indica um possivel aperfeicoamento do sistema nesta época. Nos organismos
Euteleostomi que ndo evoluem para Tetrapoda, como o peixe-zebra, e que ndo possuem
essa cadeia, ou a ligacdo ocorre em um receptor homodimérico ou uma outra cadeia
diferente forma o receptor heterodimérico.

A etapa inicial da sinalizacdo dessas duas vias consiste na ativacdo do receptor
associado as JAKs que ocorre em funcdo do estimulo pelos IFNs. Em seguida, essas JAKs
sofrem auto-fosforilacao e sdo ativadas [79]. A ligacdo dos IFNs tipo | ao receptor resulta
na rapida ativagao do receptor associado a JAK e TYK2, entdao JAK1 regula a fosforilagdo
das STATs STAT1, STAT2, STAT3 e STATS5 [80]. As STATs 4 e 6 também podem ser ativadas,
mas esses tipos estdo restritos a apenas alguns tipos celulares, como células endoteliais
[81]. Sendo os componentes centrais da transducdo de sinal, é importante ressaltar a
ancestralidade dessas proteinas. Em sua maioria sdo originadas conjuntamente com a
origem dos ossos, em Euteleostimi (em laranja, clado 13), como mostra a Figura 2. Em
contraste, JAK1 e STAT5 mostram-se como componentes mais ancestrais, ao ter como

LCA o clado Opisthokonta (em azul claro, clado 3). Este clado reine o homem e fungos.
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Apds a fosforilagcdo e ativacdo das STATs por JAK, essas proteinas se translocam
para o nucleo onde se ligam a sitios especificos nos promotores de “genes estimulados
por IFNs” (ISGs) [82]. Um dos principais complexos transcricionais é o ISGF3, composto
pelas formas ativas de STAT1, STAT2 e IRF9 [80]. Esse complexo é o Unico que se liga a
elementos especificos chamados Interferon sensitive response elements - ISREs (na Figura
2, assinalado pelo tridngulo rosa) - que estdo presentes nos promotores de alguns ISGs,
assim iniciando a sua transcri¢cdo. Outros complexos de STATs sdo induzidos por IFNs tipo
I, sendo alguns deles os homodimeros de STATs 1, 3, 4 e 5 e dimeros como STAT1-STAT1
(complexo GAF) e STAT1-STAT2 [83]. Os complexos induzidos por IFNs também ativam
elementos do tipo GAS (IFN-Activated site), também presentes em ISGs [80] e na figura
representados pelo tridngulo roxo. Assim, a transducdo de sinal principal é originada a
época dos primeiros IFNs, com a origem de TYK2, STAT1, STAT3, STAT4 e IRF9 em
Euteleostomi (em laranja, clado 13), sendo JAK1 mais antiga e STAT2 aparecendo (ou
atingindo a composicdo similar a atual humana) posteriormente, em Tetrapoda.

Outro membro da via regulado pelos IFNs é a via das MAPKs [84]. JAK regula a
fosforilacao de VAV, resultando na ativagdo de Racl que, por sua vez, regula a sinalizagao
via p38. Uma cadeia de MAPK kinase kinase (MAPKKK) também ¢é ativada: MAPKKK é
ativada e regula MAPKK3 e MAPKK®6, que fosforilam p38, resultando em sua ativagao. A
p38 ativada regula a atividade de MSK1 e MSK2 [80, 84]. As proteinas transcri¢ao
reguladas por p38 incluem CREB e Histona H3 ativada (na figura, estdo localizados no
nucleo que estad representado pela elipse em linha dupla). Em geral, esta parte da
sinalizacdo é antiga, provavelmente tendo sido recrutada na origem da sinalizacdo mais

especifica.
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TYK2 e JAK1 regulam a fosforilagcdo de IRS1 e IRS2, o que promove sitios de ligacao
para a subunidade p85 de PI3K. Uma vez ativadas, esse conjunto de moléculas regulam a
ativacdo de mTOR, sendo este ultimo responsdavel pela iniciacdo da traducdo de mRNAs e
pela fosforilagao de p70S6K. Entdo, RPS6 é fosforilada resultando também na iniciagdo da
traducdo. mTOR também regula a fosforilacdo do repressor da traducdao 4EBP1 [85], que
gera a desativacdo e consequente dissociacdo de elF4E, permitindo a iniciacdo da
traducdo dependente de CAP. Como observado a esquerda figura, esse grupo de
proteinas tem origem ancestral, sendo, em sua maioria, originadas em Eukaryota (em azul
escuro, clado 2).

Observando a distribuicdo de cores na figura, se nota que a transducdo de sinal
esta dividida em dois componentes: a sinalizacdo JAK-STAT formada em grande parte por
componentes cuja origem se deu em Euteleostomi (em laranja, clado 13) e as sinalizagdes
adjacentes compostas majoritariamente por membros de origem ancestral, se
destacando Eukaryota e Opisthokonta (em azul escuro, clado 2 e em azul claro, clado 3,
respectivamente). A Figura 3 representa a distribuicdo dos componentes que podem ser
considerados citoplasmaticos por clado, sendo estes compostos por um total de 70
proteinas distribuidas em 10 diferentes clados e tendo 80% deles se distribuido entre
Cellular organisms e Bilateria. Considerando-se que em Euteleostomi é originada a
sinalizacdo mais especifica, verifica-se que grande parte dos componentes se origina

contrariamente em clados bem ancestrais como Eukaryota e Opisthokonta.
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Figura 3: Proteinas do citosol na sinalizagdo IFN tipo I. Distribuicdo de componentes
citoplasmaticos da transdugdo de sinal de acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem

evolutiva de Homo sapiens. A ordem evolutiva segue em sentido horario a partir de Cellular

organisms. Nota: as cores na area do grafico foram escolhidas de forma arbitraria.

No nucleo, a distribuicdo da origem das 11 proteinas acontece entre os clados

Eukaryota e Bilateria. Sendo assim, esse compartimento celular mostra-se o mais

ancestral quando comparado aos demais compartimentos. A Figura 4 representa

graficamente a distribuicdo dessas proteinas.

Eumetazoa-5
18%

Figura 4: Proteinas do nicleo
E“ka{;‘;a‘z na sinalizagio IFN tipo |.
Distribuicdo de componentes
nucleares de acordo com seu
clado de origem ao longo da
linhagem evolutiva de Homo
sapiens. Foram contabilizados

apenas componentes

Metazoa-4
36%

exclusivamente nucleares. A
ordem evolutiva segue em
sentido horario a partir de
Eukaryota. Nota: as cores na
area do gréfico foram escolhidas
de forma arbitraria.
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De um modo geral, os componentes dos compartimentos celulares citosol e
nucleo sdao mais ancestrais em relacdo aqueles presentes na membrana. Entretanto, a
principal sinalizacdo, JAK-STAT, s6 estda completa nos moldes como se conhece
atualmente em Tetrapoda. Isso acontece devido a STAT2 ter sua origem nesse clado e
essa proteina é imprescindivel para a formacdo do complexo ISGF3, sendo este, por sua
vez, necessdario para a ativagdo da transcri¢ao. Sugere-se, entdo, que aos componentes
ancestrais da transducdo de sinal, foi associada a resposta JAK-STAT, sendo esta a
principal e mais adequada sinalizadora entre o estimulo dado pela citocina e a expressao
génica. O mesmo é valido para os componentes nucleares.

A via induzida por IFNs tipo | ativa a sintese de genes associados a resposta imune.
Os principais produtos da ativagao por essa citocina estdao organizados por uma chave na
parte inferior da Figura 2 e estdo indicados quantitativamente na Figura 5. Neste caso,

nota-se uma contribui¢gdo importante de clados recentes.

Eutheria- 20 Euarchontoglires -22
4%

4/:
Cellular organisms - 1
4%
Eukaryota - 2
22%

Bilateria- 6
4%

Theria - 19
4%

Mammalia - 18
9%

Amniota-17___
4%

Gnathostomata 11
4%

Figura 5: Genes transcritos com a ativacdo da via IFN tipo I. Distribuicdo dosprincipais produtos
da ativagdo por IFNa e IFNf3 de acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem evolutiva
de Homo sapiens. A ordem evolutiva segue em sentido horario a partir de Cellular organisms.
Nota: as cores na area do grafico foram escolhidas de forma arbitraria.
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A ativagdo dessa via ainda leva a ativagao de MHC classe I. Todas as moléculas
componentes de MHC classe | apresentam seu LCA em Euteleostomi. Observa-se que 54%
dos genes ativados por esses IFNs tem sua origem mais ancestral que a origem do IFNa e
essa porcentagem sobe para 80% considerando-se o IFNf. Isso sugere que os promotores
desses genes se tornaram responsivos ao estimulo por essas citocinas posteriormente a

sua origem, em Euteleostomi e Amniota, respectivamente.

1.1 Necessidade de inspe¢ao manual e o caso de JAK1

Para fins de refinar as buscas pelos LCAs, os resultados no relatério taxonomy
report de todas proteinas componentes das vias foram verificados com cuidado manual.
Nesse contexto, um caso especial foi observado, sendo ele a proteina Janus kinase 1

(JAK1). Neste, a presenca de uma proteina do coanoflagelado Monisiga ovata no cluster

de genes homadlogos atrai o LCA da mesma para um clado bem ancestral: Opisthokonta.
Entdo, foi feita uma analise de LCA multiplo no sentido de refinar a busca pelo LCA de
JAK1. Esta ferramenta foi desenvolvida recentemente e com ela a determinagdao do LCA
nao é afetada por possiveis transferéncias laterais, ja que em caso de transferéncias sao
reportados o LCA que envolve as transferéncias verticais associadas ao homem e, em
separado, um segundo LCA para o nd onde ocorre a possivel transferéncia, ou
convergéncia, ou o agrupamento por artefato de uma proteina sem relacdo de
homologia. O algoritmo do LCA multiplo considera organismos com genoma completo
gue ndo possuem o gene para interromper a busca e propor multiplos LCAs. Isso pode ser
observado na arvore mostrada na Figura 6, resultante do uso da ferramenta Multiple LCA

tree do Genesis, descrito no item 2.3, em Metodologia.
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Num contexto onde a sinalizacdo JAK-STAT se constrdi entre os clados Euteleostomi
e Tetrapoda, como observado na Figura 2 e na Figura 8 (adiante), pode-se sugerir que a
presenca de M. ovata da-se a partir da transferéncia lateral do gene JAK1. Como uma
tentativa de buscar o LCA real dessa proteina, M. ovata foi excluido do cluster. O novo

resultado pode ser observado na Figura 6B.

B
@ [LCA] Opisthokonta @ [LCA] Euteleostomi
@ Monosiga ovata @ Danio rerio
@ Xenopus laevis @ Xenopus laevis

Figura 6: Tranferéncia lateral do gene JAK1. 6A: arvore de LCA multiplo construida com todos os
organismos do cluster de homdlogos indicando LCA em Opisthokonta. 6B: arvore de LCA multiplo
construida com todos os organismos do clustes de homdlogos, exceto M. ovata, indicando LCA em
Euteleostomi.

2. Construcdo da sinalizagdo associada aos Interferons Tipo Il e Tipo Il

O IFN tipo Il é formado apenas pelo IFNy. Essa citocina apresenta inumeras
atividades imuno-regulatdrias e em humanos se liga a um receptor préprio formado por
duas subunidades homodiméricas: a subunidade IFNGR1 que associa-se a JAK1 e IFNGR2
a JAK2 [82]. A Figura 7 mostra o LCA de IFNy em Euteleostomi (hexdgono, em laranja,
clado 13), em contrapartida, as duas subunidades do receptor tem sua origem em
Tetrapoda (em amarelo, clado 16). Nota-se que a citocina é um pouco mais ancestral que
seu receptor. Esse evento sera discutido posteriormente no item 4.2, onde buscamos
possiveis genes ancestrais das cadeias do receptor utilizando uma metodologia

apropriada para encontrar homdlogos distantes.
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Figura 7: Via de sinalizagdo dos interferons tipo Il e lll. O LCA dos genes utilizados na
construcdo dessa via estdo distribuidos e identificados pelos clados: Eukaryota, clado 2;

, clado 3; Metazoa, clado 4; Eumetazoa, clado 5; , clado 6;
Euteleostomi, clado 13; , clado 16; Amniota, clado 17; Theria, clado 19; ,
clado 20; Simiiformes, clado 25. Nota: alguns clados intermediarios ndo tiveram ocorréncia
(ex: Sarcopterygii, clado 12).
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O estimulo de IFNy ao seu receptor gera a ativagao de JAK1 e JAK2 e estas regulam
a fosforilacdo de STAT1 no residuo de tirosina na posicdo Tyr701 [80]. Essa forma
fosforilada de STAT1 forma homodimeros e transloca-se para o nucleo, onde se liga em
elementos GAS (na figura, assinalado pelo tridngulo roxo), presentes nos promotores dos
genes regulados por IFNy. Uma vez ativadas, as JAKs também regulam a ativagdo da
subunidade p110 de PI3K. Esse evento resulta na ativacdo de PKCO, que entdo regula a
fosforilacdo de STAT1 em Ser727 [86]. Apesar da fosforilacdo do residuo de serina ndo ser
essencial para a translocacdo ao nucleo ou ligacdo as regides promotoras, ela é necessaria
para a ativacdo completa da transcrigdo.

Quando fosforilada, STAT1 forma um homodimero que se transloca para o nucleo,
onde se liga ao elemento GAS [87]. Diferente de como acontece a sinalizacdo dos IFNs
tipo I, o IFNy ndo inclui a formagdo de ISGF3 e por isso ndo é capaz de induzir os genes
gue tem apenas ISREs (na figura, assinalado pelo tridangulo roxo) em seus promotores. A
origem das STATs em periodos aproximados a do IFNy e seu receptor refor¢a o que foi
observado para a sinalizagao pelos interferons IFNa.

A ativagdao por IFNyinduz a transcricdo de proteinas envolvidas nas reagdes
imunolégicas e participantes de outros processos celulares, como diferenciacdo e
proliferagao. Os principais produtos da ativagdo por essa citocina estao organizados por

uma chave na parte inferior da Figura 7 e estao indicados quantitativamente na Figura 8.
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Figura 8: Genes transcritos com a ativacao da via IFN tipo Il. Distribuicdo dos principais produtos
da ativagdo por IFNy de acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem evolutiva de Homo
sapiens. A ordem evolutiva segue em sentido hordrio a partir de Eukaryota. Nota: as cores na drea
do grafico foram escolhidas de forma arbitraria.

Ainda, a partir da ativacdo dessa via, hd a inducdo da sintese de MHC classe Il (ndo
contabilizado na Figura 8). Todas as moléculas componentes de MHC de classe Il, sendo
um total de 28 membros, apresentam seu LCA em Euteleostomi. Em concordancia com o
que ocorre com a sinalizagdo a IFNa, reforga-se o conceito de que um passo evolutivo
importante na construcdao de ambas as respostas é a evolugao dos Tetrapoda. Nesse
passo evolutivo, toda a sinalizacdao especifica ja esta formada (JAK-STAT) e o fato de
alguns genes induzidos terem sua origem anterior, nos clados Eukaryota e Eumetazoa,
sugere que os promotores desses genes passaram a ser responsivos a atividade do INFy.

Ha ainda uma terceira classe de IFNs, os interferons do tipo Ill. Também
conhecidos como IFNA (IL28A, IL28B e [L29) [88], essas moléculas também possuem
atividade antiviral e se ligam ha um tipo diferente de receptor. A sinalizagcdo gerada pelo
estimulo dessas citocinas também esta descrita na Figura 7. Esses IFNs tem sua origem
em Amniota (hexagono, em vermelho, clado 17) se ligam a um receptor heterodimérico,

formado por IL28RA e IL10RB. As duas subunidades do receptor tem sua origem anterior,
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em Tetrapoda (em amarelo, clado 16). ILIORB também funciona como uma das
subunidades do receptor de IL10 [89]. A ativacdo desse receptor leva a ativacdo de STAT1
e STAT2 e consequentemente a formacdo de complexos ISGF3 e GAF. Por esse motivo sdo
capazes de ativar genes que apresentam ISRE e GAS, indicados pelos triangulos rosa e
roxo, respectivamente, em seus promotores.

Esses IFNs sao similares aos IFNs tipo |, uma vez que sua ativagao € iniciada pela
infecgdao viral ou presenga de RNA dupla fita. Eles aumentam a resisténcia da célula a
infeccdo e ativam uma via de transducdo de sinal similar aos IFNs tipo | [90]. Essa citocina
representa uma conexao evolutiva entre IL10 e IFNs tipo |, contudo sdo estruturalmente
mais similares aos IFNs. Essa molécula também ativa STAT3 e STAT5 em outras
sinalizacbes, que estdo caracteristicamente mais associadas a sinalizacdo de IL10 [91]. A
origem das moléculas que sdo reunidas sobre a denominac¢do de INFA em Amniota indica
que trata-se de uma adaptagao evolutiva bem mais recente, contemporanea da origem

do INF.

2.1 Origem dos Fatores Reguladores de Interferon

Ainda foram analisados todos os fatores reguladores de interferon (IRFs), mesmo
aqueles que ndao compdem as vias acima estudadas. A distribuicdo desses IRFs pode ser
observada na Figura 9. Notavelmente, o sistema regulatério tem uma evolugdo mais
ancestral, sendo apenas IRF5 mais recente que a maioria das proteinas chave na resposta

como os préprios IFNs, os receptores e as STATSs.
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Figura 9: Distribuicdo dos fatores de regulagao de interferon de acordo com seu clado de origem ao longo da

linhagem evolutiva de Homo sapiens.

2.2 Busca de um ancestral remoto para receptor de IFNy

A partir da Figura 7 observa-se que as duas subunidades do receptor de IFNy tém
sua origem em Tetrapoda enquanto o proprio IFNy origina-se em Euteleostomi. Sabendo-
se que este é um clado ancestral em relacdo a Tetrapoda e que, de acordo com a
literatura, IFNy é capaz de interagir exclusivamente com seu receptor, ficam as perguntas:
(i) estaria IFNy funcionando como molécula secundaria antes do advento de seu
receptor? (ii) seria IFNy produto da modificagdo de outras citocinas mais ancestrais?

Em uma tentativa de buscar possiveis ancestrais para as cadeias do receptor,
foram feitas andlises com PSI-BLAST. Utilizando matrizes de substituicao construidas com
os resultados da primeira busca, o PSI-BLAST consegue detectar familias génicas
préximas. Foi utilizada uma ferramenta construida no Laboratério de Biodados (UFMG)

onde inteligéncia artificial classifica os candidatos da busca e atribui um valor de
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confianca a saida (além dos parametros de identidade, vindo do proprio BLAST, e
SelfScore, que é o score da prépria query na iteracdo de PSI-BLAST utilizada para a
classificacdo). Surpreendentemente, tanto para IFNGR1 quanto para IFNGR2, os mesmos
candidatos a ancestral foram encontrados. Estes resultados estdo descritos na Tabela 1.

Foi possivel identificar similaridade com receptores de IL10 de peixes, sugerindo,
assim, que o receptor de IL10 possa fazer o papel de receptor do homodlogo de IFNy
encontrado em peixes. Nesses Euteleostomi que ndo evoluiram para Tetrapoda, é
plausivel que IFNy atue similarmente a IL10, enquanto que em Tetrapoda a via tornou-se

muito especifica para IFNy.

Tabela 1: Resultado de PSI-BLAST para IFNGR1 e IFNGR2 humano.

Descricéao Identidade SelfScore  Confianga Organismo
B5X9M6_SALSA Interleukin- Salmo salar
10 receptor beta chain 18.27 0.8068 0.5304
Q800G2_TETNG Helical > IENGRL
cytokine receptor CRFB4 20.83 0.8068 0.5496 Tetraodon nigroviridis
COHOL6_SALSA Interleukin-10
receptor beta chain 17.56 0.6362 0.4513 Salmo salar y
COHO9L6_SALSA Interleukin-10
receptor beta chain 22.04 0.7244 0.7991 Salmo salar
Q800E8_TETNG Cytokine \ |ENGR2
receptor CRFB4 21.7 0.7244 0.7957 Tetraodon nigroviridis
Q800G2_TETNG Helical
cytokine receptor CRFB4 21.88 0.7244 0.7972 Tetraodon nigroviridis

O mesmo teste foi realizado para IFNy, entretanto, a molécula mais ancestral

encontrada como resultado é o préprio IFNy de Salmo salar.

3. Construcdo da sinalizagao associada ao Complexo TCR

Como mencionado no item 2.2.1 (em Introduc¢do), os LT desempenham varias

func¢des ao longo da resposta imunoldgica. O TCR é um complexo com proteinas integrais
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de membrana e ele participa na ativacdo dessas células a partir do reconhecimento de
um Ag a ele apresentado.

A resposta se inicia com a estimulacdo do TCR pelas moléculas do MHC presentes
na membrana das APCs. Essas moléculas estdo associadas ao Ag e funcionam como um
adaptador para o reconhecimento dos mesmos. Os genes do MHC se encontram
agrupados numa grande familia génica [92] e todas as proteinas que o compde, tanto
MHCI quanto MHCII, tiveram sua origem junto aos Euteleostomi. O reconhecimento
antigénico induz uma série de sinais intracelulares, descritos na Figura 10, que vao
resultar em proliferacdo e diferenciacdo celular, producdo de citocinas, apoptose, dentre

outros.
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Figura 10: Via de
sinalizagdo  associada
ao TCR. O LCA dos
genes utilizados na
construgdo dessa via
estdo distribuidos e
identificados pelos
clados Eukaryota, clado
2; , clado
3; Metazoa, clado 4;
Eumetazoa, clado 5;

, clado 6;
Deuterostomia, clado 7;

, clado §;
Gnathostomata (em
branco), clado 11,
Euteleostomi, clado 13;
Amniota, clado 17;
Mammalia, clado 18;
Theria, clado 19;

, clado 20.
Nota: alguns clados
intermediarios nao
tiveram ocorréncia (ex:
Sarcopterygii, clado 12).
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O TCR é composto por seis diferentes cadeias de proteinas. As moléculas CD3
(CD3y, CD30, CD3e e CD247), estdo localizadas lateralmente ao receptor principal e
possuem um caracteristico motivo de fosforilacdo de tirosina chamado Immunoreceptor
Tyrosine-based Activation Motifs (ITAMs) [92]. O componente CD247 tem, assim como as
moléculas do MHC, sua origem em Euteleostomi (em laranja, clado 13), entretanto os
componentes CD3y, CD306, CD3¢ se originaram em Amniota (em vermelho, clado 17),
sugerindo um aperfeicoamento do sistema na época do advento desses organismos. As
cadeias TCR tem caudas curtas que atravessam a membrana sendo elas compostas por
dois dominios Ig. Um deles é altamente varidvel e se conecta com o Ag. Durante o
desenvolvimento do LT, ha expressao do Pre T-cell antigen receptor [93], com origem em
Eutheria (ndo mostrado na figura), entretanto essa molécula ndo estd presente nos LT
maduros. Isso sugere que a resposta associada ao estimulo desse complexo sé se tornou
efetiva, nos modos como se conhece atualmente, nesse clado, uma vez que é necessaria
a constituicdo completa do complexo para que haja estimulo e consequente resposta
intracelular. A especificidade da ligacdao é adicionada alguns passos evolutivos depois, em
Amniota, com a adi¢ao de CD4 e CD8 ao sistema.

A ativacdo do TCR acontece simultaneamente com a participacdao de uma série de
receptores co-estimulatérios. A Figura 11 mostra quantitativamente o conteudo integral

de membrana em relagdao aos clados taxon6micos de Homo sapiens.
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Figura 11: Receptores co-estimulatdrios da sinalizagdo TCR. Distribuicdo dos receptores co-

estimulatdrios de acordo com seu clado de
sapiens. A ordem evolutiva segue em sentido
do grafico foram escolhidas de forma arbitrari

origem ao longo da linhagem evolutiva de Homo
horario a partir de Bilateria. Nota: As cores na darea
a.

Separadamente foram analisados componentes de canais de calcio devido as suas

inimeras subunidades (Figura 12, onde

verifica-se intenso aparecimento de genes em

Euteleostomi) e das proteinas ndo integrais de membrana. Esse ultimo caso trata-se das

proteinas Ras, conjunto de 6 proteinas qu

e se encontram localizadas na superficie interna

da membrana [94]. Cinco delas (HRAS, KRAS, NRAS, MRAS e RRAS2) tiveram sua origem

juntamente com os organismos eucariotos e uma delas (RRAS) originou-se em Bilateria.
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de
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A ativacdo do complexo TCR desencadeia a fosforilacgdo das ITAMs.

Sequencialmente sdo fosforiladas e assim ativadas Lck (ativada pela interacdo com o
MHC, CD4 ou CD8 e CD28) e Fyn, proteinas responsaveis por dar inicio a sinalizacdo [95].
Em seguida, ZAP70 funciona amplificando o sinal e esse conjunto de proteinas induzem a
fosforilacdo de tirosinas em varios sitios das proteinas LAT e TRIM, levando a ativacdo da
via ERK, JNK, NF-kB e NFAT que terminam pro induzir fun¢Ges efetoras dos LT [96].
O receptor CD28 é um co-estimulador da ativacdo dos LT com origem em Tetrapoda (em
amarelo, clado 16) e sua acdo acarreta o aumento da producdo de citocinas, proliferacdo
e previne a morte celular. Ele pode se ligar a B7-1 ou B7-2 [97, 98], ambos presentes na
membrana da APC e com origem em Amniota (em vermelho, clado 17), possibilitando a
adesdo inicial entre LT e APC. Por outro lado, o receptor CD45, o mais ancestral deles
como sera mostrado na Figura 10, modula a fosforilagdo das tirosina kinases Lck e Fyn.

Uma vez ativada, Lck ativa a fosforilacdo do complexo TCR e, consequentemente,
Fyn e ZAP70 [96. Esta ultima permanece ligada ao CD247 no complexo e induz a ativacado
de LAT, um adaptador integral de membrana que se liga a GADS, SLP76, ITK e Fyb
estimulando PLCyl que é responsavel pela produgdo dos segundos mensageiros DAG e
IP3 (representados como circulos identificados em vermelho) a partir da clivagem de PIP2
na membrana plasmatica, e TRIM que contribui para a sinalizacdo PI3K-Akt [99]. Os

segundos mensageiros atuam das seguintes maneiras:

e DAG: ativa proteinas como PCKJ e as proteinas Ras [94].

e |P3: se liga no receptor IP3R presente na superficie do reticulo endoplasmatico e
libera cdlcio. Esse evento leva a ativacao dos canais de calcio que permite o influxo
de desse ion para dentro da célula. O aumento nos niveis de calcio intracelular
ativam a Calcineurina (em azul escuro, clado 2), uma fosfatase que interrompe os

efeitos inibitérios da Calmodulina (em azul escuro, clado 2) e cuja ativacdo leva a
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desfosforilacdo de NFAT, permitindo assim a entrada da sinalizagdo no nucleo

[100].

Além disso, LAT, com LCA em Eutheria (em rosa, clado 19) também se liga a GRB2
e GADS para para facilitar a montagem de complexos de sinalizacdo macromoleculares
gue sdo necessarios para a ativacdo do LT. A interacdo de LAT fosforilada com GBR2
promove um mecanismo onde esta proteina recruta SOS para a membrana e ativa Ras.
Em consequéncia disso, uma série de serina/treonina kinases sdo ativadas [101], sendo
elas: Rafl, MEK, ERK1 e ERK2 (sendo as duas ultimas enzimas originadas em Eukaryota e
responsdveis pela ativacdo das MAPKs). A ativacdo das ERKs, entretanto, podem ser
inibidas por VHR em sua forma fosforilada por ZAP70 [102], que também ativa p38
(Eukaryota, em azul escuro, clado 2) e JNK (Metazoa, em verde escuro, clado 4).

Em outro ponto central da via, Vav, de origem em Opisthokonta (em azul claro,
clado 3), atua fosforilando e ativando Rac, uma proteina que se liga a GTP e efetua a
mediacdo da ativacdo de MEKK1, e também participa como ativadora de p38 através da
ativacdao de MKK3 e MKK6. JNK, por sua vez, é ativada através da ativacao de MKK4 e
MKK7. De um modo geral, esses sao membros ancestrais da via, com LCAs que variam de
Eukaryota a Chordata. Essas MAPKs fosforilam os fatores de transcricao envolvidos na
formacgdao do complexo Jun-Fos, assim como NFAT, localizados no nucleo (representado
pelo circulo cinza de linha dupla). As ERKs, JNK e p38 fosforilam os fatores de transcricdo
Elk1, c-Jun e ATF2, também localizados no ntcleo.

Outro fator de transcricdo importante é o NF-kB, juntamente com IL-2. Os
membros de NF-kB controlam a expressdao de vdarios genes envolvidos na reacao
inflamatdria, apoptose a resposta imunoldgica e sua ativacao depende da estimula¢do do

TCR e CD28 [103]. NF-kB tem seus componentes com LCAs em Metazoa, Eumetazoa e
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Bilateria (em diferentes tons de verde, clados 4, 5, e 6, respectivamente) e um conjunto
de proteinas regula a sua acdo: CARD11, MALT1 e BCL10. Essas proteinas agem
conjuntamente na regulacdo da atividade de NF-kB através da ativacdo das IKKs,
complexo que regula a atividade do mesmo a partir da fosforilacdo de IkB [104], o que
leva a sua ubiquitinacdo. Livre da associacdo com |kB NF-kB pode se mover para o nucleo
e ativar a transcricdo. Ainda é importante ressaltar que a ativacdo do complexo TCR
também leva ao rearranjo do citoesqueleto, como indicado a esquerda na figura, através
da ativacdo de proteinas que se ligam a GTP: Rac, PAK e CDC42.

A regulacdo negativa da sinalizacdo é necessaria para que a hiperativacdo do
sistema imune n3do ocorra e para que o sistema retorne a um estado 6timo pds ativacao.
Quando SIT interage com SHP2 funciona como regulador negativo da sinalizacdo [104].
Em LT em repouso, PAG, um adaptador transmembrana é fosforilado e em associa¢do
com CSK resultando também na inibicdo de TCR. Esse tipo de inibicdo é rapidamente
suprimido assim que ha estimulo do receptor pelo complexo antigeno-MHC [105]. Ainda
ha a agdo inibitdria promovida por CTCL4 (em vermelho, clado 17). Essa molécula tem
grande afinidade por B7-1 e B7-2, tendo inclusive o mesmo LCA Amniota, comparando-se
com o receptor Tetrapoda CD28 e fica na superficie da membrana onde interage com
SHP2 impedindo a fosforilacdo de TCR, mas quando ha necessidade de rapida ativacdo do
LT, CTCL4 é rapidamente endocitada [106]. Na Figura 10, o endossomo esta representado
por um circulo cinza de linha tracejada.

A Figura 10 mostra que os componentes dos compartimentos celulares citosol e
nucleo sdao mais ancestrais em relagdo aqueles presentes na membrana. No citosol, ainda
ha algumas adigbes recentes em Euteleostomi e Amniota, ainda assim 89% dessas

proteinas tiveram sua origem entre Eukaryota e Bilateria (Figura 13). Isso pode ser

81



justificado quando nota-se que parte dessas proteinas participam de outros processos

celulares. Sugere-se, entdo, que a transducdo de sinal foi adequada e associada a

resposta gerada pela ativacdo do complexo TCR durante sua construcdo ao longo do

processo evolutivo.
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3%

Deuterostomia- 7

1%
Bilateria - 6_/

15%

Eumetazoa-5
8%

Metazoa-4
10%

Eukaryota - 2

40%
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16%

Figura 13: Proteinas do citosol na sinalizagao TCR. Distribuicdo componentes citoplasmaticos da

transducdo de sinal de acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem evolutiva de Homo

sapiens. A ordem evolutiva segue em sentido horario a partir de Eukaryota. Nota: As cores na

area do grafico foram escolhidas de forma arbitraria.

Os componentes nucleares se distribuem em trés clados, sendo eles Metazoa,

Eumetazoa e Bilateria, como indicado na Figura 14.

Bilateria- 6
21%

Metazoa- 4
36%

Eumetazoa-5
43%

Figura 14: Proteinas do ntcleo
na sinalizagao TCR.
Distribuicdo componentes
nucleares de acordo com seu
clado de origem ao longo da
linhagem evolutiva de Homo
sapiens. A ordem evolutiva
segue em sentido hordrio a
partir de Metazoa. Nota: As
cores na area do grafico foram
escolhidas de forma arbitraria.
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Por fim, analisando-se simultaneamente a composicdo proteica por
compartimento celular, é possivel notar um pico de genes em Amniota para membrana,
uma explosdo de genes entre os clados Eukaryota e Bilateria para citosol, com poucas
adog¢des em Eutelostomi e, por fim, todas as adicGes nucleares acontecendo nos clados
Metazoa, Eumetazoa e Bilateria. Isso sugere que a transducdo de sinal de associou a
estimulacdo do complexo TCR que foi construido tardiamente ao longo do processo
evolutivo e os promotores de genes ancestrais relativos a esse tipo de resposta se

tornaram responsivos a esse estimulo.

4. Construgao da sinalizagdo associada ao Complexo BCR

Outro importante cendrio que buscou-se retratar, ao lado da ativacdo do LT, é
aquele que produz a sinalizacdo associada ao complexo do receptor da célula B (BCR). O
BCR é fundamental para o funcionamento dos LB, tanto para seu desenvolvimento como
para sua atividade. Esse receptor é composto por imunoglobulinas de membrana, como
mencionado no item 4.2 (em Introdugao), e pelas moléculas associadas CD79A e CD79B
(Figura 15), que efetuam a transdugdo do sinal e tém seu LCA em Euteleostomi (em
laranja, clado 13).

Assim como o TCR, este receptor precisa de receptores auxiliares que modulam a
resposta. CD45 regula a transdugdo de sinal através da fosforilagdo e PCLy2 é responsdvel
pelo aumento da atividade do receptor [107]. Esses receptores tem sua origem em
Bilateria e Eutheria, respectivamente, portanto aparentemente sdo recrutados a
participar de um mecanismo mais recente. Ainda ha o complexo de co-receptores CD19,
envolvido na transdug¢do do sinal, CD21, ligante de particulas antigénicas opsonizadas

(ambos posteriores a época dos Euteleostomi) e CD81 (este mais ancestral), de funcdo
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pouco clara [108]. A Tabela 2 representa a distribuicdo desses receptores por clado
taxonOGmico. Esta parte deste sistema concentra as proteinas mais recentes (mostradas

em tabela para melhor clareza).

Tabela 2: Distribuicdo de componentes integrais de membrana de acordo com seu clado de origem
em relagdo a linhagem evolutiva de Homo sapiens.

Receptor Abreviagao LCA Level
B-cell antigen receptor complex-associated protein CD79a Euteleostomi 13
alpha chain
B-cell antigen receptor complex-associated protein CD79b Euteleostomi 13
beta chain
B-lymphocyte antigen CD19 CD19 Eutheria 20
Complement receptor type 2 CD21 Amniota 17
B-cell receptor CD22 CD22 Euteleostomi 13
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C CD45 Bilateria 6
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region rec FcyRIIB Eutheria 20
eptor lI-b

A Figura 15 representa por sua vez os componentes ndo integrais de membrana

por clado taxon6mico. Nesse caso, proteinas mais ancestrais predominam.

Euteleostomi- 13

8% \

Bilateria-6 _——

8%

Figura 15: Componentes ndo-integrais de membrana da sinalizagdo BCR. Distribuicio de
componentes ndo-integrais de membrana de acordo com seu clado de origem ao longo da
linhagem evolutiva de Homo sapiens. A ordem evolutiva segue em sentido horario a partir de
Eukaryota. Nota: as cores na drea do grafico foram escolhidas de forma arbitraria.
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Uma vez que BCR é estimulado, como mostrado na Figura 16, trés tipos de tirosina
cinase sdo ativadas: SYK, BLK e Fyn. Uma vez ativada, SYK fosforila GAB e Bap31 e ambas
vao atuar na ativacdo de PI3K. BLK e Fyn atuam indiretamente na ativacdo de Ras, Vav e
MAPks [109]. A transducdo de sinal é iniciada com a ativacdo de Fyn, resultando na
fosforilacdo de CD79a e CD79b (ambos mais recentes, LCA em Euteleostomi), PI3K, Vav, e
PCLy2. PCLy2 é importante na produgao de IP3 [110] e na regulagao do calcio intracelular.
Sendo responsavel pelo aumento da atividade celular, essa molécula permite a conversao
de PIP2 em IP3 e DAG (circulos assinalados em vermelho) através do adaptador hDAPP1.
Assim, PKC ¢é ativada e fosforila INK via CARD10, MALT1 e BCL10, resultando na
fosforilacdo de 1kB e translocacdo de NF-kB para o nucleo. IP3 se liga ao IP3R, localizado
na membrana do reticulo endoplasmatico (na figura representado pela forma em linha
cinza tracejada) e estimula a liberacdo de célcio intracelular [111]. SLP65 esta envolvida
na regulagao do estado fosforilado de PCLy2 e sua localizagdo celular. Uma vez que BCR é
estimulado, essa molécula é fosforilada por Syk. Entdo, BTK é recrutada e ativa PCLy2,
levando a produgdo de IP3 e a mobilizacdao de cdlcio. A elevagdo do calcio intracelular
resulta no aumento de NFAT e facilita sua transloca¢dao para o nucleo através de sua

desfosforilagao pela Calcineurina [112].
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Figura 16: Via de
sinalizagdo associada ao
BCR. O LCA dos genes
utilizados na construgao

dessa via estdo
distribuidos e
identificados pelos

clados Eukaryota, clado

2; , clado 3;

Metazoa, clado 4;

, clado 5;

, clado 6;

, clado 8;

Gnathostomata (em

branco), clado 11;

, clado 13;

Amniota, clado 17;

, clado 20. Nota:

alguns clados

intermediarios nao

tiveram ocorréncia (ex:
Sarcopterygii, clado 12).
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A ligacdo de PI3K a CD19 ainda ativa PIP3, e Vav ativa Rac, que em seguida ativa
CDC42 (proteina de origem recente, a esquerda, em vermelho, clado 17) que é ativadora
de MEKK e que fosforila e ativa JNK. Entdo, essa molécula entra no nucleo e ativa o fator
de transcricdo c-Jun. Além disso, quando ativada, PI3K ainda leva a ativacdo de PDK e
consequentemente Akt. Esta Ultima, por sua vez, fosforila caspases e transportadores de
glicose, além de mTOR, IKK, NF-kB e GSK3 [113] promovendo um efeito anti-apoptodtico.

A ativacdo de BCR também resulta na inducdo da sinalizacdo do complexo Ras (via
SHC, GRB2 e SOS) e Rap1, GTPases que levam a ativacdo das MAPK cinases, incluindo ERK,
JNK e p38 [114]. O efeito da producdo de segundos mensageiros e ativacao de proteinas
sinalizadoras combinam a regulacdo de varios fatores de transcricdo, que vdo mediar a
transcricao no LB.

A sinalizacdo derivada da ativacdo do BRC conduz a proliferacao, diferenciacdo e
apoptose. O tipo de resposta sera determinado pelo estado do LB, natureza do Ag,
afinidade da interagdo com o Ag e as condi¢Ges do ambiente celular.

Com respeito a ancestralidade dessa resposta, um total de 92 componentes da
transdugdo de sinal no citosol (77%) se origina entre os clados Eukaryota e Metazoa, e
esse valor aumenta para 89% adicionando o clado Bilateria (Figura 17). Enquanto isso, no
nucleo, a totalidade dos componentes evoluiu entre os clados Metazoa e Bilareria (Figura

18).
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Euteleostomi- 13
5%\

Gnathostomata- 11
1%

Chordata - 8

1%

Bilateria- 6
8%
Eukaryota - 2

41%
Eumetazoa-5 °

4%

Metazoa- 4
12%

Amniota- 17

Figura 17: Proteinas do citosol na sinalizagao BCR. Distribuicdo dos componentes citoplasmaticos
da transduc¢do de sinal de acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem evolutiva de
Homo sapiens. A ordem evolutiva segue em sentido hordrio a partir de Eukaryota. Nota: as cores

na area do grafico foram escolhidas de forma arbitraria.

Bilateria- 6
18%

N

Figura 18: Proteinas do nucleo na sinalizagdo BCR. Distribuicdo dos componentes nucleares de
acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem evolutiva de Homo sapiens. Foram
contabilizados apenas componentes exclusivamente nucleares. A ordem evolutiva segue em
sentido horario a partir de Eukaryota. Nota: as cores na area do grafico foram escolhidas de forma

arbitraria.
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A partir disso, torna-se possivel sugerir que a construcdo da transducdo de sinal
associada ao BCR incorporou muitos elementos pré-existentes ao construir-se a resposta
a ativacdo do BCR, ao longo do processo evolutivo.

Em resumo, é possivel notar na membrana uma grande adicdo de genes em
Amniota, além das adicdes de CD79A e CD79B em Euteleostomi, uma explosao de genes
entre os clados Eukaryota e Bilateria para citosol, com poucas ado¢bes em Eutelostomi,
indicando um aperfeicoamento do sistema e, por fim, todas as adi¢des nucleares

acontecendo entre os clados Metazoa e Bilateria.

5. Células Natural Killer e receptores semelhantes a Tol/

Dois outros aspectos relevantes para retratar o cendrio da evolucdo do sistema
imune sdo a origem dos principais marcadores de células NK e dos receptores
semelhantes a Toll. Os marcadores de NK sdo uma fonte de informacdo para revelar a
origem mais especifica da célula e mesmo por inferéncia deveria compreender proteinas
mais recentes, pois ndo focamos em uma rede de sinalizagdo como nos casos ja expostos.
Por outro lado, como receptores semelhantes a Toll sao encontrados em muitos
organismos, o estudo de época de origem da forma similar a humana pode nos dar uma
ideia de quando os mecanismos dos quais participam vao se estabelecendo. Ambos sdo

aspectos do sistema imune inato.

5.1 Células Natural Killer

As células Natural Killer (NK) sdo um tipo de linfécito componente
majoritariamente do sistema imune inato. Essas células desempenham uma importante

funcdo no combate a infec¢des virais e destruicao de células tumorais e sdao ativadas por
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IFN tipo | e outras citocinas produzidas por macréfagos. Além disso, as NK funcionam
como uma ponte entre as imunidades inata e adaptativa quando secretam citocinas que
estimulam e guiam a resposta de outros agentes do sistema imune e dos linfdcitos da
resposta imune adaptativa.

Intencionando inferir o momento na evolucdo onde a resposta efetiva, nos moldes
como conhecemos atualmente, foi formada, foi feita a busca pelos identificadores
UniProt dos marcadores de NK para o agrupamento de seus genes homaélogos através da
ferramenta SeedServer. Com a distribuicdo taxonOmica dos genes homdlogos foi
encontrado o LCA dessas proteinas e o resultado para os 22 marcadores escolhidos de

acordo com a literatura estd representado na figura abaixo:

Metazoa - 4 Gnathostomata- 11
0,
Euarchontoglires - 22 4% 4%
9%
____Euteleostomi- 13
Boreoeutheria- 21 23%

9%

Eutheria- 20

32%
Tetrapoda- 16
5%

Figura 19: Marcadores de superficie de NK. Distribuicdo dos marcadores de célula NK de acordo
com seu clado de origem ao longo da linhagem evolutiva de Homo sapiens. A ordem evolutiva
segue em sentido horario a partir de Metazoa. Nota: as cores na drea do grafico foram escolhidas
de forma arbitraria.

A distribuicdao da origem dos marcadores de NK ao longo dos clados taxondmicos

humanos mostra um total de 92% dos mesmos se originando a partir da origem dos

0ssos, em Euteleostomi. Isso sugere que esse tipo de resposta mediada pelas NK sdo uma
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adicdo recente ao sistema imune e funcionam como um aperfeicoamento ndo sé do

sistema imune inato, mas como da integracdo entre este com a imunidade adaptativa.

5.2 Receptores semelhantes a Toll

Os receptores semelhantes a Toll (TLR - Toll-like receptor) sdo um grupo de
proteinas transmembrana expressas pelas células do sistema imune inato. S3o capazes de
reconhecer padrdes que detectam os padroes PAMPs [116] e ativam vias de sinalizacdo
gue levam as respostas imunes e inflamatdrias.

Em humanos, essa familia é formada por 10 diferentes receptores formados por:
uma cauda citoplasmatica homdloga a IL1R, o dominio TIR, uma regido transmembrana e
um dominio extracelular rico em leucinas [117]. A distribuicdo dos TLRs humanos de

acordo com sua origem ao longo da linhagem esta representada na Figura 20.
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Figura 20: Distribuicdo dos TLRs de acordo com seu clado de origem ao longo da linhagem evolutiva de

Homo sapiens.
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De um modo geral, a distribuicdo principal desses TLRs ocorre em clados recentes
da evolucdo de H. sapiens. Contudo, o LCA ancestral de TLR3 se destaca como o mais
ancestral e, no sentido de refinar a reconstrucdo da historia evolutiva dessas moléculas,
estimando as taxas de evolucdo molecular, uma arvore filogenética foi construida com
Neighbor-Joining (bootstrap: 10000), representada na Figura 21A, e uma com Maximum
Likelihood (bootstrap: 100), mostrada na Figura 21B. Para a construcao de ambas foram
utilizadas as sequéncias completas dos 10 receptores e IL1R foi utilizado como grupo

externo. Ambas concordam na distribuicdo aproximada dos ramos.

A _100|T5—5¥'IQ15399|TLR1 HUMAN Toll-like receptor 1 05 Homo sapiens GM TLR1 PE
100 0.13 sp|QYY2CI[TLRE HUMAN Toll-like recaptor 6 OS5 Homo sapiens GN TLI

87 0.2 - splQ9BXRS|TLR10 HUMAN Toll-like receptor 10 OS Homo sapiens GN TL

s 011 - sp|OG0603|TLR2 HUMAN Tollike receptor 2 OS5 Homo sapiens GN TLR2 PE

.12| % “_6:.54 sp|O00206|TLR4 HUMAN Toll-ike receptor 4 OS Homo sapiens GN TLR4 P

0 100 0 sp|QYNRIE| TLRY HUMAN Toll-like receptor 9 OS Homo sapiens GN TLI

56 0.20 % SPIQONRITITLRS HUMAN Toll-like receptor & OS Homo sapiens GN TLR8 PE

Lo u—m| [:;3:; spIQINYK1[TLRT HUMAN Toll-like receptor 7 OS Homo sapiens GN TLRT P
’T e g 5p|060G02|TLRS HUMAN Toll-like receptor 5 OS5 Homo sapiens GN TLRS PE

splO15455|TLR3 HUMAN Toll-hke receptor 3 OS5 Homo sapiens GN TLR3 PE 1 5V 1
sp|P147TE|ILTR1 HUMAN Interleukin-1 receptor type 1 05 Homo sapier

.64

0.96

sp|@15399|TLR1 HUMAN Toll-like receptor 1 OS Homo sapiens GN TLR1 PE1 S

sp|Q9Y2CI| TLRE HUMAN Toll-like receptor 6 OS Homo sapiens GN TLRE PE 1
sp|Q9BXRE|TLR10 HUMAN Toll-like receptor 10 OS Homo sapiens GN TLR10
sp|O60603|TLR2 HUMAN Toll-like receptor 2 OS Homo sapiens GN TLR2 PE 1 5
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25| 0.32

.51

sp|QINRIG|TLRS HUMAMN Toll-like receptor 9 ©OS Homo sapiens GN TLRS2
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Figura 21: Arvores filogenéticas para os TLR humanos. O nimero sobre cada ramo representa o bootstrap
e 0 nimero sob cada ramo representa o comprimento desse ramo. A: Arvore construida com Neighbor-
Joining. B: Arvore construida com Maximum Likelihood.
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As darvores mostram um agrupamento de TLR7, TLR8 e TLR9 que pode ser
justificado pelo falo de todas essas serem proteinas endossomais e ainda com o mesmo
LCA, em Euteleostomi. Ainda, hd um bom agrupamento de TLR1, TLR6, TLR10 e TLR2. Os
LCAs estdo distribuidos entre os clados Vertebrata, Euteleostomi e Tetrapoda, sugerindo
gue a primeira expansdo teria originado TRL1 e TRL2 que deram origem a esse grupo
(TRL6 e TRL10 aparecem mais préximos de TRL1). Essas quatro moléculas apresentam
caracteristicas em comum relacionadas as vias de transducdo de sinal e os genes ativados
pelas mesmas.

Os demais receptores estdo relativamente isolados e TLR3 aparece, como
esperado, na base da arvore. Entretanto, o mesmo acontece com TLR 5. Sabendo-se que o
LCA de TLR5 ocorre em Euteleostomi, foi feita uma analise de PSI-BLAST no sentido de

buscar por possiveis ancestrais TLR3. O resultado para esta busca esta descrito na tabela

abaixo:
Tabela 3: Resultado de PSI-Blast para TLR5 humano.
Descricao Identidade SelfScore Confianga Organismo
E6ZJE2_DICLA Toll-
like receptor 3 24.51 0.9564 0.8113 Dicentrarchus labrax
B6ZNC8_ROULE Toll-
like receptor 3 26.29 0.9564 0.8093 Rousettus leschenaultii
Q7TNI8_RAT Toll-like
receptor 3 25.14 0.9564 0.8060 Rattus norvegicus
F1CKK3_BUBBU Toll-
like receptor 3 26.8 0.9564 0.7991 Bubalus bubalis
A2SWM4_LOXAF Toll-
like receptor 3 26.58 0.9564 0.7955 Loxodonta africana
Q76CT9_PAROL Toll-
like receptor 3 25.08 0.9564 0.7952 Paralichthys olivaceus

O resultado do PSI-BLAST sugere fortemente que TLR5 pode ter se originado a
partir de TLR3 nos Euteleostomi, ja que os homélogos distantes mais préximos sao de

peixes, como o D. labrax. Essa ideia ainda é refor¢cada devido a presenca de outros
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mamiferos na tabela, como R. leschenaultii e R. norvegicus. A hipdtese alternativa é que o

TLR5 teria se perdido em organismos Bilateria que ndo evoluiram até Vertebrata, embora
menos provavel. Nesse caso, e observando-se que o ramo que leva a TRL5 é longo, é
notavel que genes possivelmente originados em clados mais recentes parecam mais
ancestrais, talvez pela menor quantidade de divergéncias que ocorreram até que
obtivesse a funcdo fixada.

A ativacdo dos TLRs ocorre ap6s a ligacdo de seu ligante cognato e duas vias
principais sdo ativadas: (i) a via principal que leva a ativacdo do fator de transcricdo NF-kB
e (ii) a via MAPKs-p38-JNK [117]. Estas vias estdo associadas as sinalizagGes discutidas
anteriormente, entdo se sabe que a transducdo de sinal, também para os diferentes TLRs,

é bastante ancestral em termos gerais.
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X. DISCUSSAO

Ao longo da evolucdo dos sistemas, novos genes surgiram na natureza e para
demonstrar a origem dos genes, as vias de sinalizacdo do sistema imune revelam-se um
modelo adequado. O sistema imune evoluiu de modo a formar uma rede de células,
tecidos e 6rgaos que protegem o organismo contra microrganismos patogénicos, células
tumorais e de outros antigenos. A origem evolutiva dos subsistemas que compde a
imunidade envolve o advento de receptores, elementos de transducdo de sinal e também
efetores nucleares.

Além disso, ha importantes aspectos na evolucdo que tangem o sistema imune,
como os recentes desenvolvimentos de mecanismos de resisténcia a infecgdes virais.
Assim, com o objetivo de delinear a construcdo deste sistema, o presente trabalho
buscou a partir de curadoria manual as sequéncias de aminoacidos dos representantes
humanos e estas foram usadas como Seeds para procurar homélogos. Ao examinar a
distribuicdo taxon6mica desses homologos, através do algoritmo LCA, foi possivel retratar
os clados, na linhagem humana, onde cada proteina ocorreu pela primeira vez.

O ultimo ancestral comum de 385 genes envolvidos em diversos subsistemas do
sistema imune foi inferido. Estes genes foram escolhidos devido a sua importancia central
nas respostas imunoldgicas. Um detalhe importante mostra que a distribuicdo total dos
genes do sistema imune de acordo com seu LCA concorda com a mesma distribuicao dos

genes totais de H. sapiens, como mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Padrdo de surgimento total de genes. Distribuicdo total dos genes humanos (curva em
azul) e dos genes do sistema imune estudados (curva em laranja) de acordo com seu clado de
origem ao longo da linhagem evolutiva de Homo sapiens.

Sendo assim, o presente trabalho permitiu a visualizacdo da formacao de alguns
sistemas centrais nas respostas imunes. Os IFNs estdo distribuidos entre os clados
Euteleostomi e Eutheria, sendo que todos os membros da familia do IFNa. (paralogos) se
originam em Euteleostomi e todos os membros componentes do grupo de IFNs tipo Il em
Amniota. O IFN® tem a origem mais tardia, em Eutheria, sugerindo que mesmo
estabelecido, o sistema continuou sendo aperfeicoado. Os receptores cognatos dessas
citocinas sao distribuidos entre os clados Euteleostomi e Tetrapoda. As cadeias de IFNs
tipo | tem ancestralidade diferente, sendo IFNAR1 em Euteleostomi e IFNAR2 em
Tetrapoda. Vale lembrar que o LCA de IFNRA2 pode ser mais ancestral, devido ao numero
defasado de genomas completos disponiveis, como, por exemplo, Sarcopterygii ter
apenas um representante e mal anotado (celacanto). Assim, esta subunidade foi
mostrada como tendo sua origem em Tetrapoda, mas é possivel que seja encontrada em

Sarcopterygii. Nao obstante, essa cadeia ndo foi detectada nos varios genomas de peixe

96




disponiveis e o clado Tetrapoda estd apenas a dois passos evolutivos de Euteleostomi.
Considerando que os dois clados que se interpde sdo Sarcopterygii e
Dipnotetrapodomorpha, vale reforcar a defasagem de genomas completos disponiveis
para espécies taxonomicamente agrupadas nesses clados. Nossos dados sugerem que as
cadeias realmente se originam em épocas distintas, todavia podendo ser mais préximas
do que ja indicado.

As cadeias do receptor estdo diretamente relacionadas com uma sinalizagao JAK-
STAT. Essas proteinas trabalham ligadas ao receptor e levam o sinal ao nucleo. Mostrou-
se que a maior parte dessas proteinas tem sua origem em congruéncia com a origem do
sinal na membrana, diferentemente dos demais tipos de sinalizacdo que ndo tem essa
caracteristica de conectar diretamente a membrana ao nucleo, como é feito pelas STATSs.
E notdvel como a transducdo de sinal em células B n3o apresenta muitas proteinas da
época da origem dos principais elementos da membrana.

Assim, como esperado, a origem de ligantes de receptores cognatos é separada no
tempo. Todavia, contrariando o esperado, a origem de IFNy antecede a origem de seu
receptor. A partir de dados da literatura, sabe-se que essa citocina se liga exclusivamente
ao seu receptor. E plausivel que genes, de um modo geral, tenham origem em outros pré-
existentes, embora atualmente se saiba que também é possivel a origem génica a partir
de regides ndo-codificadoras [118, 119].

Entdo, foi feito um estudo com buscas com PSI-BLAST com o intuito de encontrar
possiveis ancestrais mais remotos para as cadeias IFNGR1 e IFNGR2. O fato de ambas as
cadeias do receptor de IFNy apontarem para duas cadeias de receptor de IL-10 reforga

gue teria havido esta origem e sugere estudos em peixes para verificar se nesses
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organismos ha ligagao de um homdlogo de IFNy a receptores de IL-10 dessas espécies, ja
gue ndo encontramos homaélogos para as cadeias do receptor cognato.

A evolucdo dos IFNs e seus receptores é precedida pela existéncia de uma gama
de IRFs. Em outras palavras, os IFNs supostamente evoluiram ja com os reguladores do
regulon presentes. Contudo, uma vez que o regulon antecede os efetuadores da resposta,
trabalhos futuros serdo necessarios para inferir possiveis funcdes dessas moléculas
anteriormente a evoluc¢do do sistema.

E importante notar que os filtros utilizados sempre propagam a anotacdo a partir
da Seed humana e, portanto, somente vao considerar a origem a partir do ponto onde a
similaridade com a proteina atual é significativa. Portanto, é possivel que proteinas sob
uma intensa plasticidade facam parte do sistema mais antigo e sejam fixadas no
momento em que sua funcdo atual é obtida.

O complexo receptor de células T (TCR) aparece tardiamente em Eutheria, uma

vez que este é o LCA encontrado para o precursor desse receptor em LT imaturos. O co-
receptor CD3 tem as suas subunidades que aparecem em Euteleostomi e Amniota.
Os receptores CD4 e CD8 tém ambos seu LCA em Amniota e sao imprescindiveis para que
a resposta seja efetuada, mesmo nao sendo componentes do TCR. O complexo liga-se a
Ags virais e tumorais, que estdo associados com MCH classe |, enquanto agentes
patogénicos bacterianos e outros Ags estdo associados a MHC de classe Il.

Os componentes para ambos MHC surgiram em Euteleostomi, entretanto dados
da literatura mostram a presenca de MHC classe | em invertebrados [paper miguel 2],
contudo é interessante notar que o estabelecimento e estabilidade da resposta, como
observada em humanos, se faz em Euteleostomi. Além disso, notou-se que o alinhamento

de MCH classe | da espécie D. rerio (peixe-zebra) mostra similaridade com MHC de
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tubardo. Isso sugere que o estabelecimento do MHC classe |, como é observado em
humanos, possa ter surgido em EUteleostomi, todavia a primeira origem teria sido
anterior, em Gnathostomata, mas com uma sequencia ndo suficientemente similar a
humana para ser agrupado com ela. Com o constante aumento do nimero de organismos
sequenciados, estudos futuros serdo capazes de elucidar essa questdo. Por fim, é
interessante notar o possivel surgimento do MHC classe | em congruéncia com o principal
efetor da resposta imune anti-viral, IFNo, tendo ambos sua origem em Euteleostomi.

Quanto ao BCR, o heterodimero Ig-alfa/lg-beta apareceu juntamente com a
origem dos ossos, em Euteleostomi. Muitos outros receptores transmembrana que sao
conhecidos por modular elementos especificos da sinalizacdo BCR surgiram em diferentes
clados: CD45 em Bilateria e FcGRIIB em Eutheria; hd também um complexo de
correceptores constituido por CD21, CD19 originados em Amniota e Eutheria,
respectivamente. Esse quadro mostra aquilo que foi observado nos demais sistemas
estudados: a constituicdo da sinalizagdo na membrana é sempre a ultima a se
estabelecer.

Tratando-se dos marcadores de superficie de NK, notou-se contribuicao bastante
recente, em Boreoeutheria e Euarchontoglires. Esse quadro mostra aquilo que foi
observado nos demais sistemas estudados: a constituicdo da sinalizagdo na membrana é
sempre a ultima a se estabelecer. E, ainda, na resposta imune inata, foi observada a
ampla distribuicdo dos TLRs ao longo dos clados Bilateria e Euarchontoglires (Figura 20,
em Resultados). E importante notar que a origem do TLR5 diverge de sua posi¢do na
filogenia. Isso sugere que, se uma cépia de expansao é mais recente mas leva poucos
passos para subfuncionalizar, ela pode aparecer na filogenia como uma proteina mais

ancestral. Uma possibilidade alternativa para justificar esse quadro seria organismos
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Bilateria que ndo evoluiram até Euteleostomi terem perdido a expansdo (TLR5) de TLR3,
gue so6 se fixou em algumas espécies descendentes de Bilateria. Entretanto, essa seria
uma alternativa menos favoravel.

A abordagem utilizada para o agrupamento dos homélogos usa ferramentas de
propagacdo a partir de uma sequéncia bem conhecida, a Seed. Em vista disso, o presente
trabalho ndo se resume apenas na busca pelo ultimo ancestral comum a uma proteina,
mas desde qual momento na evolucdo essa proteina se torna suficientemente similar a
Seed para que seja agrupada como homaéloga. Portanto, faz-se necessdrio entender que
proteinas precursoras podem ter existido, uma vez que um possivel mecanismo de
origem de um gene é que o mesmo deriva de outros pré-existentes. Contudo, o presente
trabalho sustenta a idéia de que no momento em que uma proteina guarda similaridade
alta com a Seed, ela participa de forma mais estavel no sistema.

Anteriormente, a mesma abordagem foi utilizada num trabalho preliminar para
mostrar que a regulacdao do desenvolvimento embrionario tem a participacdo de genes
mais ancestrais, como NANOG, que possui homdlogos em Drosdfila, e outros mais
recentes como Oct4, que ocorre s6 em Euteleostomi [74]. Além disso, embora
fragmentos de composicdo de um cenario evolutivo sejam encontrados em diversos
trabalhos na literatura, essa é a primeira vez que um sistema é escolhido, o sistema
imune, e uma andlise ampla é dedicada a inferéncia de sua formacao, contribuindo para a
pesquisa sobre o origem de genes a partir do fornecimento de um cenario completo, um

campo de prova para trabalhos futuros.
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XI. CONCLUSOES

A clusterizacdo de homdlogos mostrou a evolugdo do sistema imunoldgico,
demonstrando que o estabelecimento da resposta engloba, de um modo geral, o periodo
gue se inicia juntamente com a origem dos ossos, em Euteleostomi até o advento dos
Eutheria, sendo que a fixacdo do sistema sempre se conclui com os elementos de

membrana. Essa distribuicdo concorda com a origem total dos genes de H. sapiens.

= A resposta imune anti-viral € uma nova adi¢cdo na evolugdo. As principais adi¢coes
foram obtidas em Euteleostomi e Tetrapoda. A principal transducdo de sinal teve
origem concomitante ao primeiro interferon e seu receptor cognato, em
Euteleostomi. Ficou claro que esse sistema continuou a ser aperfeicoado com as
adicOes de outras moléculas importantes, como os IFNs tipo lll.

= Ainteracdo celular na apresentacdo de antigenos é uma adicdo nova na evolucao.
As adicBes principais foram obtidas com o aparecimento dos amniota, mas a
origem do precursor de TCR em Eutheria sugere que esse resposta so6 foi possivel,
nos moldes como conhecemos, nesse clado.

= O estabelecimento da resposta associada ao BCR comeg¢ou em Euteleostomi, mas
se tornou completa e efetiva, nos moldes como se conhece hoje em H. sapiens,
apenas com o advento dos Eutheria.

= Em relagdo aos seus marcadores de superficie, as NK sdo uma aficdo recente no
cenario evolutivo, com receptores cuja ancestraludade varia de Euteleostomi a

Euarchontoglires.
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= (Os TLRs tem uma ampla distribuicdo ao lingo dos clados, sendo que o mais
ancestral deles, TLR3, tem origem em Bilateria, sugerindo que a resposta imune

natural precede a celular evolutivamente.
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XII. PERSPECTIVAS

Algumas perguntas ainda puderam ser levantadas ao final das analises
apresentadas neste trabalho, por exemplo, qual a origem das proteinas do sistema
complemento? Qual o padrdo de surgimento das interleucinas? Seria a origem dos
marcadores de células epiteliais e células dendriticas mais ancestral que as demais células
apresentadas neste trabalho? A mesma abordagem sera aplicada para que essas
perguntas sejam respondidas em trabalhos futuros. Este estudo, fornecendo um cendrio
de aparecimento de proteinas mais recentes na evolucdo, permite que estudos sejam
focados sobre mecanismos de origem de genes especificos. Alguns podem ser associados
com genes mais ancestrais, mas é possivel que outros tenham tido origem a partir de
outros possiveis mecanismos. E, por fim, o estudo abre perspectiva para que sejam
analisados os elementos regulatérios dos genes recentes, e se levante a questdo: genes
que surgem sao regulados essencialmente por fatores de transcricdo mais novos, ou
usam combinagdes de fatores de transcricdo bem remotos? Nosso estudo sugere que
proteinas ancestrais passam a ser reguladas por elementos responsivos a interferon. Em
conclusdo, abrimos perspectivas de retratar mais sub-sistemas da resposta imune, um
sistema suficientemente recente na evolugdo para que tenha sido revelada uma certa

ordem de aparecimento que pode subsidiar estudos posteriores.
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XV. ANEXOS

Anexo 1: Via de sinalizacdo TCR

Extra celular

Intercellular adhesion molecule 1

T-lymphocyte activation antigen CD80

T-lymphocyte activation antigen CD86

Membrana

Integrin alpha-L

Cytotoxic T-lymphocyte protein 4

Signaling threshold-regulating transmembrane adapter 1
T-cell-specific surface glycoprotein CD28

T-cell surface glycoprotein CD4

T-cell surface glycoprotein CD8 alpha chain

T-cell surface glycoprotein CD8 beta chain

T-cell surface glycoprotein CD3 delta chain

T-cell surface glycoprotein CD3 epsilon chain

T-cell surface glycoprotein CD3 zeta chain

Phosphoprotein associated with glycosphingolipid-enriched microdomains 1
T-cell receptor-associated transmembrane adapter 1

Linker for activation of T-cells family member 1
Voltage-dependent P/Q-type calcium channel subunit alpha-1A
Voltage-dependent N-type calcium channel subunit alpha-1B

Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1C

ICAM-1
B7-1
B7-2

LFA-1
CTLA4
SIT
CD28
CD4
CD8A
CD8B
CD3D
CD3E
CD247
PAG
TRIM
LAT
CACNA1A
CACNA1B
CACNA1C

P05362
P33681
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P01732
P10966
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Q6PI1Z9
043561
000555
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Amniota
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Tetrapoda
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Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1D
Voltage-dependent R-type calcium channel subunit alpha-1E
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1F
Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1G
Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1H
Voltage-dependent T-type calcium channel subunit alpha-1I
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit alpha-1S
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-1
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-2
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-3
Voltage-dependent calcium channel subunit alpha-2/delta-4
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-1
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-2
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-3
Voltage-dependent L-type calcium channel subunit beta-4
Voltage-dependent calcium channel gamma-1 subunit
Voltage-dependent calcium channel gamma-2 subunit
Voltage-dependent calcium channel gamma-3 subunit
Voltage-dependent calcium channel gamma-4 subunit
Voltage-dependent calcium channel gamma-5 subunit
Voltage-dependent calcium channel gamma-6 subunit
Voltage-dependent calcium channel gamma-7 subunit
Citosol

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
Tyrosine-protein kinase Lck

Tyrosine-protein kinase Fyn

Tyrosine-protein kinase CSK

Tyrosine-protein kinase ZAP-70

CACNA1D
CACNALE
CACNALF
CACNA1G
CACNA1H
CACNAL1I
CACNA1S
CACNA2D1
CACNA2D2
CACNA2D3
CACNA2D4
CACNB1
CACNB2
CACNB3
CACNB4
CACNG1
CACNG2
CACNG3
CACNG4
CACNG5
CACNG6
CACNG7

SHP2
Lck
Fyn
CSK
ZAP70

Q01668
Q15878
060840
043497
095180
Q9P0OX4
Q13698
P54289
QSNY47
Q8I1ZS8
Q77357
Q02641
Q08289
P54284
000305
Q06432
Q9Y698
060359
Q9UBN1
Q9UF02
Q9BXT2
P62955

Q06124
P06239
P06241
P41240
P43403

Euteleostomi
Amniota
Mammalia
Theria
Bilateria
Euteleostomi
Eukaryota
Bilateria
Euteleostomi
Eumetazoa
Metazoa
Chordata
Eumetazoa
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Bilateria
Euteleostomi
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Opisthokonta
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Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha

Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta

Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit gamma

Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4

Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 5

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit
gamma

Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform
Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit alpha
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit beta
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit delta isoform
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform
Calmodulin

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit beta isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit gamma isoform
Calcineurin subunit B type 1

Calcineurin subunit B type 2

Growth factor receptor-bound protein 2

Son of sevenless homolog 1

Son of sevenless homolog 2

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-1
GRB2-related adapter protein 2
Tyrosine-protein kinase ITK/TSK

FYN-binding protein

Lymphocyte cytosolic protein 2

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase

PIK3R1
PIK3R2
PIK3R3
PIK3R4
PIK3R5

PIK3C2G

PIK3CA
PIK3C2A
PIK3C3
PIK3C2B
PIK3CD
PIK3CB
Calm

Calcineirin

GRB2
SOS1
SOS2
PCLG1
GADS
ITK
Fyb
SLP76
Aktl

P27986

000459
Q92569

Q99570
Q8WYR1

075747

P42336
000443
Q8NEB9
000750
000329
P42338
P62158
Q08209
P16298
P48454
P63098
Q96173
P62993
Q07889
Q07890
P19174
075791
Q08881
015117
Q13094
P31749

Bilateria
Opisthokonta
Bilateria
Eukayota
Bilateria

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Metazoa
Euteleostomi
Metazoa
Euteleostomi
Euteleostomi
Eukaryota
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RAC-beta serine/threonine-protein kinase Akt2 P31751 Eukaryota 2
RAC-gamma serine/threonine-protein kinase Akt3 Q9Y243 Eukaryota 2
RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase Rafl P04049 Euteleostomi 13
GTPase HRas HRAS PO1112 Eukaryota 2 Ras
GTPase KRas KRAS P01116 Eukaryota 2
GTPase NRas NRAS PO1111 Eukaryota 2
Ras-related protein R-Ras RRAS P10301 Bilateria 6
Ras-related protein M-Ras MRAS 014807 Eukaryota 2
Ras-related protein R-Ras2 RRAS2 P62070 Eukaryota 2
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1 MEK1 Q02750 Eukaryota 2
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2 MEK?2 P36507 Eukaryota 2
Mitogen-activated protein kinase 3 ERK1 P27361 Eukaryota 2
Mitogen-activated protein kinase 1 ERK2 P28482 Eukaryota 2
Protein kinase C theta type PCKO Q04759 Opisthokonta 3
Dual specificity protein phosphatase 3 VHR P51452 Eukaryota 2
Caspase recruitment domain-containing protein 11 CARD11 Q9BXL7 Euteleostomi 13
B-cell ymphoma/leukemia 10 BCL10 095999 Eumetazoa 5
Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1 MALT1 QouDY8 Metazoa 4
Serine/threonine-protein kinase PAK 1 PAK1 Q13153 Eukaryota 2 PAK
Serine/threonine-protein kinase PAK 2 PAK2 Q13177 Opisthokonta 3
Serine/threonine-protein kinase PAK 3 PAK3 075914 Eukaryota 2
Serine/threonine-protein kinase PAK 4 PAK4 096013 Bilateria 6
Serine/threonine-protein kinase PAK 7 PAKS Q9P286 Euteleostomi 13
Serine/threonine-protein kinase PAK 6 PAK6 QI9NQU5 Euteleostomi 13
Cell division control protein 42 homolog CDC42 P60953 Eukaryota 2
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1 MAP3K1 Q13233 Chordata 8 MAP3Ks
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 2 MAP3K2 Q9Y2U5 Bilateria 6
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3 MAP3K3 Q99759 Eukaryota 2

118



Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 4
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 6
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 3
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 4
Nuclear factor of activated T-cells 5

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 2

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta
Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon
NF-kappa-B essential modulator

NF-kappa-B inhibitor alpha

NF-kappa-B inhibitor beta

NF-kappa-B inhibitor epsilon

Transcription factor p65

Transcription factor RelB

Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit

Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit
Proto-oncogene c-Rel

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4

MAP3K4
MAP3K5
MAP3K6
NFATC1
NFATC2
NFATC3
NFATCA
NFAT5
ITPR1
ITPR2
ITPR3
CHUK
IKBKB
IKBKE
IKBKG
NFKBIA
NFKBIB
NFKBIE
RELA
RELB
NFKB1
NFKB2
REL
RAC1
RAC2
RAC3
MEKK1
MK4

Q9Y6R4
Q99683
095382
095644
Q13469
Q12968
Q14934
094916
Q14643
Q14571
Q14573
015111
014920
Q14164
Q9Y6K9
P25963
Q15653
000221
Q04206
Q01201
P19838
Q00653
Q04864
P63000
P15153
P60763
Q13233
P45985

Bilateria
Opisthokonta
Eutheria
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eukaryota
Metazoa
Eukaryota
Metazoa
Bilateria
Bilateria
Chordata
Bilateria
Bilateria
Chordata
Bilateria
Bilateria
Eumetazoa
Metazoa
Bilateria
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Chordata
Opisthokonta
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Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6

Mitogen-activated protein kinase 14
Mitogen-activated protein kinase 11
Mitogen-activated protein kinase 12
Mitogen-activated protein kinase 13
Mitogen-activated protein kinase 8
Mitogen-activated protein kinase 9
Mitogen-activated protein kinase 10

Nucleo

Transcription factor AP-1

Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-2
Transcription factor p65

Transcription factor RelB

Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit
Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit
Proto-oncogene c-Rel

Serum response factor

ETS domain-containing protein Elk-1

Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 4
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 3

Nuclear factor of activated T-cells 5

MEKK3
MEKK6
MAPK14
MAPK11
MAPK12
MAPK13
MAPKS8
MAPK9
MAPK10

JUN
ATF2
RELA
RELB
NFKB1
NFKB2
REL
SRF
Elk1
NFATC2
NFATC1
NFATCA
NFATC3
NFATS

P46734
P52564
Q16539
Q15759
P53778
015264
P45983
P45984
P53779

P05412
P15336
Q04206
Q01201
P19838
Q00653
Q04864
P11831
P19419
Q13469
095644
Q14934
Q12968
094916

Opisthokonta
Opisthokonta
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Metazoa
Metazoa
Metazoa

Metazoa
Metazoa
Bilateria
Bilateria
Eumetazoa
Metazoa
Bilateria
Metazoa
Metazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
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Anexo 2: Via de sinalizacdo BCR

Membrana
Complement receptor type 2
B-lymphocyte antigen CD19

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor II-b
B-cell antigen receptor complex-associated protein alpha chain
B-cell antigen receptor complex-associated protein beta chain
Receptor-type tyrosine-protein phosphatase C

B-cell receptor CD22

Citosol

CD81 antigen

GTPase HRas Ras

GTPase KRas

GTPase NRas

Ras-related protein R-Ras

Ras-related protein M-Ras

Ras-related protein R-Ras2

Growth factor receptor-bound protein 2
Son of sevenless homolog 1

Son of sevenless homolog 2

B-cell receptor-associated protein 31
CD81 antigen

B-cell linker protein

Tyrosine-protein kinase Lyn
T-lymphocyte activation antigen CD80
T-lymphocyte activation antigen CD86

B-cell linker protein

RAF proto-oncogene serine/threonine-protein kinase
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1

CD21
CcD19

FCGR2B/CD32
Ig-alpha/CD79a
Ig-beta/CD79b

CD45
CD22

CD81
HRas
KRas
NRas
RRas
MRas
RRas2
GRB2
SOS1
S0S2
Bap31
CD81
SLP-65
Lyn
B7-1
B7-2
SLP-65
Rafl
MEK1

P20023
P15391
P31994
P11912
P40259
P0O8575
P20273

P60033
P01112
P01116
PO1111
P10301
014807
P62070
P62993
Q07889
Q07890
P51572
P60033
Q8WV28
P07948
P33681
P42081
Q8WV28
P04049
Q02750

Amniota
Eutheria
Eutheria
Euteleostomi
Euteleostomi
Bilateria
Euteleostomi

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Bilateria
Eukaryota
Eukaryota
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Euteleostomi
Eukaryota
Bilateria
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Amniota
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Eukaryota
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Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2
Mitogen-activated protein kinase 3

Mitogen-activated protein kinase 1

Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6
Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1
Tyrosine-protein kinase Lyn

Tyrosine-protein kinase SYK

Tyrosine-protein kinase Fyn

Tyrosine-protein kinase Blk

GRB2-associated-binding protein 1
GRB2-associated-binding protein 2
GRB2-associated-binding protein 3

Tyrosine-protein kinase BTK

Proto-oncogene vav

Guanine nucleotide exchange factor

Guanine nucleotide exchange factor

Cytoplasmic protein NCK2

Cytoplasmic protein NCK1

Dual adapter for phosphotyrosine and 3-phosphotyrosine and 3-phosphoinositide

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase and dual-specificity protein phosphatase PTEN
1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-1

1-phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate phosphodiesterase gamma-2

3-phosphoinositide-dependent protein kinase 1
Serine/threonine-protein kinase

Ribosomal protein S6 kinase beta-1

RAC-alpha serine/threonine-protein kinase
RAC-beta serine/threonine-protein kinase

RAC-gamma serine/threonine-protein kinase

MEK2
ERK1
ERK2
PTPN6
SHIP-1
Lyn
SYK
Fyn
BLK
GAB1
GAB2
GAB3
BTK
VAV 1
VAV2
VAV3
NCK2
NCK1

hDAPP1

PTEN
PCLG1
PCLG2
hPDK1
mTOR

p70S6K

Aktl
Akt2
Akt3

P36507
P27361
P28482
P29350
Q92835
P07948
P43405
P06241
P51451
Q13480
QouaQc2
Q8WWW8
Q06187
P15498
P52735
Q9UKW4
043639
P16333
Q9UN19
P60484
P19174
P16885
015530
P42345
P23443
P31749
P31751
Q9y243

Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Metazoa
Opisthokonta
Opisthokonta
Eumetazoa
Euteleostomi
Euteleostomi
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Eumetazoa
Opisthokonta
Metazoa
Eukaryota
Metazoa

Gnathostomata

Eukaryota
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Eukaryota

A N A WU W W W W

[y
[EEY

N N N N NN

GRB2

Vav

NCK

PCLg

Akt

122


http://www.uniprot.org/entry/Q92835
http://www.uniprot.org/entry/P51451
http://www.uniprot.org/entry/Q06187
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PKC

Protein kinase C gamma type

Protein kinase C iota type

Serine/threonine-protein kinase D1

Protein kinase C zeta type

Protein kinase C epsilon type

Serine/threonine-protein kinase D3

Protein kinase C delta type

Protein kinase C eta type

Protein kinase C theta type

Protein kinase C beta type

Calmodulin

Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit alpha isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit beta isoform
Serine/threonine-protein phosphatase 2B catalytic subunit gamma isoform
Calcineurin subunit B type 1

Calcineurin subunit B type 2

Caspase recruitment domain-containing protein 10

B-cell ymphoma/leukemia 10

Mucosa-associated lymphoid tissue lymphoma translocation protein 1
Glycogen synthase kinase-3 beta

Glycogen synthase kinase-3 alpha

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit alpha

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta

Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit epsilon

NF-kappa-B essential modulator

Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit alpha
Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit beta

PKC-A
PKC-gamma

PRKC-lambda/iota

PRKD1
PRKCZ
PRKCE
PRKD3
PRKCD
PRKCH
PRKCQ
PRKCB
CaM
PPP3CA
PPP3CB
PPP3CC
PPP3R1
PPP3R2
CARD10
BCL10
MALT1
GSK-3 beta
GSK-3 alpha
CHUK
IKBKB
IKBKE
IKBKG
PIK3R1
PIK3R2

P17252
P05129
P41743
Q15139
Q05513
Q02156
094806
Q05655
P24723
Q04759
P05771
P62158
Q08209
P16298
P48454
P63098
Q96LZ3
Q9BWT7
095999
Q9uUDY8
P49841
P49840
015111
014920
Q14164
Q9Y6K9
P27986
000459

Opisthokonta
Opisthokonta
Metazoa
Metazoa
Metazoa
Opisthokonta
Metazoa
Opisthokonta
Bilateria
Opisthokonta
Opisthokonta
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Amniota
Eumetazoa
Metazoa
Eukaryota
Eukaryota
Metazoa
Bilateria
Bilateria
Chordata
Bilateria
Opisthokonta
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Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit gamma

Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 4

Phosphoinositide 3-kinase regulatory subunit 5

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit gamma
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform
Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit alpha
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit beta
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit delta isoform
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform
Tyrosine-protein kinase ABL1

Abelson tyrosine-protein kinase 2

Cell division control protein 42 homolog

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 2

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 3

Serine/threonine-protein kinase PAK 1

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 1

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 4

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 2

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 5

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 7

Mitogen-activated protein kinase 8

Mitogen-activated protein kinase 9

Mitogen-activated protein kinase 14

Mitogen-activated protein kinase 11

PIK3R3
PIK3R4
PIK3R5
PIK3C2G
PIK3CA
PIK3C2A
PIK3C3
PIK3C2B
PIK3CD
PIK3CB
ABL1
ABL2
CDC42
Racl
Rac2
Rac3
PAK
MEK1
MAPKK3
MEKK6
MK4
MEK2
MAPKK5
MKK7
MAPKS8
MAPK9
MAPK14
MAPK11

Q92569
Q99570
Q8WYR1
075747
P42336
000443
Q8NEB9
000750
000329

P42338
P0O0519

P42684
P60953

P63000
P15153

P60763

Q13153
Q02750
P46734
P52564
P45985
P36507
Q13163
014733
P45983
P45984
Q16539
Q15759

Bilateria
Eukayota
Bilateria
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Euteleostomi
Euteleostomi
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Eukaryota
Opisthokonta
Eumetazoa
Metazoa
Metazoa
Eukaryota
Eukaryota
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Abl

Rac

MKKs

p38
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Mitogen-activated protein kinase 12
Mitogen-activated protein kinase 13

Nucleo

Transcription factor p65

Transcription factor RelB

Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit

Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit
Proto-oncogene c-Rel

ETS domain-containing protein Elk-1

Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 2
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 1
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 4
Nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic 3
Nuclear factor of activated T-cells 5

Transcription factor AP-1

Cyclic AMP-dependent transcription factor ATF-2
Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1
Cyclic AMP-dependent transcription factor

Cyclic AMP-responsive element-binding protein 3

yclic AMP-responsive element-binding protein 3-like protein 4

MAPK12
MAPK13

RELA
RELB
NFKB1
NFKB2
REL
Elk1
NFATC2
NFATC1
NFATC4
NFATC3
NFAT5
JUN
ATF2
CREB1
ATF4
CREB3
CREB3L4

P53778
015264

Q04206
Q01201
P19838
Q00653
Q04864
P19419
Q13469
095644
Q14934
Q12968
094916
P05412
P15336
P16220
P18848
043889
Q8TEY5

Eukaryota
Eukaryota

Bilateria
Bilateria
Eumetazoa
Metazoa
Bilateria
Metazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Metazoa
Metazoa
Eumetazoa
Metazoa
Metazoa

Metazoa
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NF-KB

NFAT

c-Jun

CREB
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Anexo 3: Via de sinalizagdo IFNs

Extra celular
Proteina

Interferon alpha-1/13
Interferon alpha-2
Interferon alpha-4
Interferon alpha-5
Interferon alpha-6
Interferon alpha-7
Interferon alpha-8
Interferon alpha-10
Interferon alpha-14
Interferon alpha-16
Interferon alpha-17
Interferon alpha-21
Interferon beta
Interferon omega 1
Interferon kappa
Interferon epsilon
Interferon gamma
Interferon lambda-1
Interferon lambda-2
Interferon lambda-3

Tyrosine-protein kinase Lck
Membrana

Interferon receptor 1

Short name
IFNA1\IFNA13
IFNA2
IFNA4
IFNAS
IFNAG6
IFNA7
IFNA8
IFNA10
IFNA14
IFNA16
IFNA17
IFNA21
IFNB
IFNW1
IFNK
IFNE
IFNG
IL29
IL28A
IL28B
Lck

IFNAR1

Uniprot_ID

P01562
P01563
P05014
P01569
P05013
P01567
P32881
P01566
P01570
P05015
P01571
P01568
P01574
P0O5000
Q9POWO
Q86WN2
P01579
Qs8l1u54
Q8l1Z2J0
Qs8l1zI9
P06239

P17181

LCA
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi

Amniota
Eutheria
Amniota
Amniota
Euteleostomi
Amniota
Amniota

Amniota

Deuterostomia

Euteleostomi

Level
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Interferon receptor 2

Interferon gamma receptor 1

Interferon gamma receptor 2

interleukin 10 receptor beta

interleukin 28 receptor alpha 2

Tyrosine-protein kinase ZAP-70

Citosol

Janus kinase 1

Janus kinase 2

Signal transducer and activator of transcription 1
Signal transducer and activator of transcription 2
Signal transducer and activator of transcription 3
Signal transducer and activator of transcription 4
Signal transducer and activator of transcription 5B
Non-receptor tyrosine-protein kinase

Interferon regulatory factor 9
Suppressor of cytokine signaling 1

Suppressor of cytokine signaling 3

PIK3R1

PIK3R2

PIK3R3

PIK3R4

PIK3R5

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit gamma
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha isoform
Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit alpha
Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3

Phosphatidylinositol 4-phosphate 3-kinase C2 domain-containing subunit beta

IFNAR2
IFNGR1
IFNGR2
IL10RB
IL28RA
ZAP70

JAK1
JAK2
STAT1
STAT2
STAT3
STATA
STATSB
TYK2
IRF9
SOCs1
SOCS3
Subunidade 1
Subunidade 2
Subunidade 3
Subunidade 4
Subunidade 5
PIK3C2G
PIK3CA
PIK3C2A
PIK3C3
PIK3C2B

P48551
P15260
P38484
Q08334
Qs8Iu57
P43403

P23458
060674
P42224
P52630
P40763
Q14765
P51692
P29597

Q00978
015524

014543

P27986

000459

Q92569

Q99570
Q8WYR1
075747

P42336

000443

Q8NEB9
000750

Tetrapoda
Tetrapoda
Tetrapoda
Tetrapoda
Tetrapoda
Opisthokonta

Opisthokonta
Metazoa
Euteleostomi
Tetrapoda

Euteleostomi
Euteleostomi

Opisthokonta
Euteleostomi

Euteleostomi
Euteleostomi

Euteleostomi
Bilateria
Opisthokonta
Bilateria
Eukayota
Bilateria
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota

16
16
16
16
16
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Complexo PI3K
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Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit delta isoform
Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform

Protein kinase C delta type
Proto-oncogene vav

Guanine nucleotide exchange factor
Guanine nucleotide exchange factor
Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Rho guanine nucleotide exchange factor 1
Rho guanine nucleotide exchange factor 2
Rho guanine nucleotide exchange factor 3
Rho guanine nucleotide exchange factor 4
Rho guanine nucleotide exchange factor 5
Rho guanine nucleotide exchange factor 6
Rho guanine nucleotide exchange factor 7
Neuroepithelial cell-transforming gene 1 protein
Rho guanine nucleotide exchange factor 9
Rho guanine nucleotide exchange factor 10
Rho guanine nucleotide exchange factor 11
Rho guanine nucleotide exchange factor 12
Guanine nucleotide exchange factor DBS
Rho guanine nucleotide exchange factor 15
Rho guanine nucleotide exchange factor 16
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1

Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 3
Dual specificity mitogen-activated protein kinase kinase 6

Ribosomal protein S6 kinase alpha-5
Ribosomal protein S6 kinase alpha-4

Insulin receptor substrate 1

PIK3CD
PIK3CB
PKC6
VAV 1
VAV2
VAV3
Racl
ARHGEF1
ARHGEF2
ARHGEF3
ARHGEF4
ARHGEF5
ARHGEF6
ARHGEF7
NET1
ARHGEF9
ARHGEF10
ARHGEF11
ARHGEF12
MCF2L
ARHGEF15
ARHGEF16
MAP3K1
MAPKK3
MAPKK6
MSK1
MSK2
IRS 1

000329
P42338
Q05655
P15498
P52735
Q9UKW4
P63000
Q92888
Q92974
Q9NR81
Q9NR80
Q12774
Q15052
Q14155
Q77628
043307
015013
015085
Q9NZN5
015068
094989
Q5Vvv4al
Q13233
P46734
P52564
075582
075676
P35568

Eukaryota
Eukaryota
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Eukaryota
Euteleostomi
Euteleostomi
Opisthokonta
Eukaryota
Theria
Bilateia
Bilateria
Opisthokonta
Eumetazoa
Bilateria
Metazoa
Euteleostomi
Metazoa
Euteleostomi
Opisthokonta
Chordata
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Metazoa
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Complexo VAV

Complexo GEFs

Complexo IRS

128


https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17869
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=15445
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107
https://www.qiagen.com/geneglobe/GeneView.aspx?GeneID=17107

Insulin receptor substrate 2

Eukaryotic translation initiation factor 4E-binding protein 1
Eukaryotic initiation factor 4A-|

Eukaryotic translation initiation factor 4E

Eukaryotic translation initiation factor 4B

Ribosomal protein S6 kinase beta-1

40S ribosomal protein S6

Serine/threonine-protein kinase

Target of rapamycin complex subunit LST8

Regulatory-associated protein of mTOR
Programmed cell death protein 4

Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-2-like 1
GRB2-associated-binding protein 2

Protein arginine N-methyltransferase 1
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 6
Tyrosine-protein phosphatase non-receptor type 11
E3 ubiquitin-protein ligase CBL

Tyrosine-protein kinase Fyn

Adapter molecule crk

Crk-like protein

Rap guanine nucleotide exchange factor 1
Ras-related protein Rap-1A

Nucleo

Cyclic AMP-responsive element-binding protein 1
Cyclic AMP-dependent transcription factor

Cyclic AMP-responsive element-binding protein 3

yclic AMP-responsive element-binding protein 3-like protein 4

E3 SUMO-protein ligase PIAS1

IRS2
4EBP1
elF4A1
elFAE
elF4B
p70S6K
RPS6
mTOR
LST8
rpTOR
PDCD4
GNB2L1
GAB2
PRMT1
PTPN6
SHP2
CBL
Fyn
CRK
CrkL
C3G
RAP1A

CREB1
ATF4
CREB3
CREB3L4
PIAS1

Q9Y4H2
Q13541
P60842

P06730
P23588
P23443
P62753
P42345
Q9oBVC4
Q8N122
Q53EL6
P63244
QauaQc2
Q99873
P29350
Q06124
P22681
P06241
P46108
P46109
Q13905
P62834

P16220
P18848
043889

Q8TEY5
075925

Metazoa
Eumetazoa
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Eukaryota
Cellular organisms
Eukaryota
Eukaryota

Eukaryota
Eukaryota

Eukaryota
Euteleostomi
Cellular organisms
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Opisthokonta
Eukaryota
Eukaryota

Eumetazoa
Metazoa
Metazoa
Metazoa

Eukaryota
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Complexo mTORc1

Complexo CREB
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E3 SUMO-protein ligase PIAS3

Transcription factor p65

Transcription factor RelB

Nuclear factor NF-kappa-B p105 subunit

Nuclear factor NF-kappa-B p100 subunit
Proto-oncogene c-Rel

Produtos ab

Proteasome subunit beta type-8

Inositol hexakisphosphate kinase 2
Interferon-stimulated gene 20 kDa protein
Double-stranded RNA-specific adenosine deaminase
Ubiquitin-like protein ISG15

2'-5'-oligoadenylate synthase 1

2'-5'-oligoadenylate synthase 2

Interferon-induced 35 kDa protein
Interferon-induced GTP-binding protein Mx1
Interferon-induced GTP-binding protein Mx2
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2
Interferon-induced transmembrane protein 1
Interferon-induced transmembrane protein 2
Interferon-induced transmembrane protein 3
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3
Interferon-induced guanylate-binding protein 2
XIAP-associated factor 1

2-5A-dependent ribonuclease

Early growth response protein 1

Interferon alpha-inducible protein 6

Interferon regulatory factor 1

PIAS3
RELA
RELB
NFKB1
NFKB2
REL

PSB8
IP6K2
ISG20
ADAR
ISG15
OAS1
OAS2
IFI35
MX1
MX2
IFIT2
IFITM1
IFITM2
IFITM3
IFIT3
GBP2
XAF1
RNASEL
EGR1
IFI6
IRF1

Q9Y6X2
Q04206
Q01201
P19838
Q00653
Q04864

P28062
Q9UHH9
Q96AZ6
P55265
PO5161
P0O0973
P29728
P80217
P20591
P20592
P09913
P13164
Q01629
Q01628
014879
P32456
Q6GPH4
Q05823
P18146
P09912
P10914

Eukaryota
Bilateria
Bilateria

Eumetazoa
Metazoa
Bilateria

Cellular Organisms
Eukaryota
Mammalia
Eumetazoa

Theria
Eumetazoa
Eumetazoa

Euteleostomi
Eukaryota
Eukaryota
Euarchontoglires
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Eutheria
Eukaryota
Eukaryota
Amniota
Bilateria
Mammalia

Gnathostomata
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18

19

13

22
13
13
13
20

17

18
11

Complexo NF-KB
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Tree&id=7776&session=1-9mSH7EDIIEFY3Bt722GbeJnzbIpqS5PBc5vTCoqkzV99gQ8g5ql5fystg5pdpd3vs3LEaNgK49B5Diu2x2zK8FZYN9bXJ5W&opsess=1fEzV-00ZQ8yheeJut_8f3cuzGZ8d6KEDeFPRqA9P0_yMWQTFFDX0EKLHFXUNAnz2KVu6mosxowBibZ9jAvt74N9gNyGWUSMn6

Interferon regulatory factor 2

Interferon regulatory factor 3

Produtos g

MHC class Il transactivator

Protein PML

Nuclear autoantigen Sp-100

Metallothionein-2

Interferon-induced guanylate-binding protein 1
Interferon-induced guanylate-binding protein 2

HLA class Il histocompatibility antigen, DM alpha chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DM beta chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DO alpha chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DO beta chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DP alpha 1 chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DQ alpha 1 chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DQ alpha 2 chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DQ beta 1 chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DR alpha chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-15 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-3 chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-1 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-8 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-16 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-11 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-10 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-13 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-12 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-14 beta chain

IRF2
IRF3

C2TA
PML
SP100
MT-2
GBP1
GBP2
HLA-DMA
HLA-DMB
HLA-DOA
HLA-DOB
HLA-DPA1
HLA-DQA1
HLA-DQA2
HLA-DQB1
HLA-DRA
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1
HLA-DRB1

P14316
Q14653

P33076
P29590
P23497
P02795
P32455
P32456
P28067
P28068
P06340
P13765
P20036
P01909
P01906
P01920
P01903
P01911
P01912
P04229
Q30134
Q29974
P20039
Q30167
Q5Y7A7
Q95IE3
Q9GlY3

Euteleostomi
Euteleostomi

Euteleostomi
Eutheria
Simiiformes
Euteleostomi
Euteleostomi

Eukaryota
Euteleostomi

Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi

Euteleostomi

13
13

13
20
25
13
13

13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13
13

MHC Classe Il
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HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-7 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DR beta 3 chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-4 beta chain
HLA class Il histocompatibility antigen, DR beta 4 chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DR beta 5 chain

HLA class Il histocompatibility antigen, DRB1-9 beta chain
2'-5'-oligoadenylate synthase 1

2'-5'-oligoadenylate synthase 2

2'-5'-oligoadenylate synthase 3

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor IlI-A
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor IlI-B
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor Il-a
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor ll-c
High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor |

Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor II-b

HLA-DRB3
HLA-DRB3
HLA-DRB4
HLA-DRB4
HLA-DRB5
HLA-DRB5
OAS1
OAS2
OAS3
FCGR3A
FCGR3B
FCGR2A
FCGR2C
FCGR1A
FCGR2B

P13761
P79483
P13760
P13762
Q30154
Q9TQEO
P0O0973
P29728
Q9Y6K5
P08637
075015
P12318
P31995
P12314
P31994

Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi
Eumetazoa
Eumetazoa
Eumetazoa
Theria
Theria
Eutheria
Theria
Eutheria
Eutheria

13
13
13
13
13
13

19
19
20
19
20
20

Complexo FCGR
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http://www.uniprot.org/uniprot/P29728
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9Y6K5

Anexo 4: Marcadores de NK e TLRs

Marcadores NK cell

Proteina Short Level
name Uniprot LCA
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor IlI-A CD16a P08637 Theria 19
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor I11-B CD16b 075015 Theria 19
Neural cell adhesion molecule 1 CD56 P13591 Metazoa 4
Killer cell immunoglobulin-like receptor 2DL1 CD158a P43626 Eutheria 20
Killer cell immunoglobulin-like receptor 2DL5A CD158f Q8N109 Eutheria 20
Natural cytotoxicity triggering receptor 1 NCR1 076036 Eutheria 20
Natural cytotoxicity triggering receptor 2 NCR2 095944 Eutheria 20
Natural cytotoxicity triggering receptor 3 NCR3 014931 Tetrapoda 16
Natural cytotoxicity triggering receptor 3 ligand 1 NCR3LG1 (Q68D85 Gnathostomata 11
Natural killer cells antigen CD94 KLRD1 Q13241  Boreoeutheria 21
NKG2-A/NKG2-B type Il integral membrane protein CD159a P26715 Boreoeutheria 21
CD160 antigen CD160 095971  Euarchontoglires 22
Natural killer cell receptor 2B4 CD244 Q9BzW8 Eutheria 20
C-X-C chemokine receptor type 1 CXCR1 P25024 Euteleostomi 13
Granulysin GNLY P22749 Eutheria 20
Sialic acid-binding Ig-like lectin 7 p75 Q9Y286 Euarchontoglires 22
Interleukin-15 receptor subunit alpha ILI5RA Q13261 Euteleostomi 13
Interleukin-21 IL21 Q9HBE4 Euteleostomi 13
Interleukin-27 subunit alpha IL27A Q8NEV9 Eutheria 20
Interleukin-27 subunit beta IL27B Q14213 Euteleostomi 13
Interleukin-27 receptor subunit alpha IL27RA Q6UWB1 Theria 19
Interleukin-27 receptor subunit beta IL27RB Q14213 Euteleostomi 13
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Toll-like receptor 1
Toll-like receptor 2
Toll-like receptor 3
Toll-like receptor 4
Toll-like receptor 5
Toll-like receptor 6
Toll-like receptor 8
Toll-like receptor 9
Toll-like receptor 10

TLR1
TLR2
TLR3
TLR4
TLR5
TLR6
TLR8
TLR9

TLR10

Q15399
060603
015455
000206
060602
Q9y2co
Q9NR97
QSNR96
Q9BXR5

Vertebrata
Vertebrata
Bilateria
Euteleostomi
Euteleostomi
Tetrapoda
Euteleostomi
Euteleostomi
Euteleostomi

10
10

13
13
16
13
13
13
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