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Introducao estendida

A evolucao dos animais foi moldada pelos diferentes tipos de interagbes que
estabelecem com a grande diversidade e abundéancia de microrganismos existentes.
Historicamente, os primeiros estudos destas formas de vida estiveram diretamente
associados a patologias e prejuizos ao ser humano. A elucidacdo de mecanismos
imunes complexos que existem nos animais reforgcou a ideia da importancia de se
defender contra eles. No entanto, recentemente, a perspectiva de que a populacdo
de microrganismos que habitam as diferentes partes do corpo dos animais constitui
apenas uma ameaca ao hospedeiro, tem sido gradativamente mudada perante ao
corpo de evidéncias que demonstram a importancia destes em diversos processos
fisioldgicos (FADLALLAH et al., 2018; SOMMER; BACKHED, 2013).

A populacdo microbiana presente no trato digestério (TD) de mamiferos é
extremamente complexa, composta por trilhbes de microrganismos com milhares de
espécies (ECKBURG et al., 2005). Esta comunidade esta separada do interior do
hospedeiro por apenas uma camada de células, em decorréncia da funcéo absortiva
do intestino. Esta funcao fisioldgica torna-o uma regido com alta suscetibilidade a
invasdo de patégenos (MICHIELAN; D’INCA, 2015). Mas, ao mesmo tempo, o
intercambio metabdlico, associado a grande quantidade de nutrientes, possibilitou
gue relacbes mutualisticas se estabelecessem. Enquanto que 0s microrganismos se
beneficiam da grande quantidade de nutrientes, o hospedeiro tem o processamento
de digestdo otimizado, além de defesa contra patdégenos. Mais do que isso,
recentemente tém se demonstrado a importancia desta comunidade microbiana em
muitos outros processos fisiologicos do ser humano, como maturacdo e modulacao
do sistema imune e sintese de neurotransmissores, e a sua desregulacdo com
diversas patologias (SOMMER; BACKHED, 2013).

A estabilidade desse ecossistema depende de varios mecanismos
fisiologicos e imunes do hospedeiro. Apesar de ndo serem propriamente patégenos,
a passagem dos organismos que compdem a microbiota intestinal, denominados de
comensais, através da barreira intestinal, pode causar sérios problemas ao
hospedeiro. Além disso, se fazem necessarias respostas imunes que diferenciam
patdogenos de comensais, atacando os primeiros e tolerando os segundos. Dessa
forma, durante a evolugédo dos animais, mecanismos imunes especificos evoluiram

de forma a atuar no intestino, mantendo a homeostase intestinal e permitindo que



estas relacbes complexas se estabelecessem (HOOPER; LITTMAN;
MACPHERSON, 2012; LEY et al., 2008).

Os mecanismos de defesa mais antigos constituem-se dos mecanismos
inatos. A primeira barreira de defesa se da por uma dupla camada de muco e de
peptideos antimicrobianos que, em conjunto, impedem o0 contato dos
microrganismos com o epitélio intestinal. Caso essa barreira seja ultrapassada,
células imunes como neutrdfilos sdo recrutados, encapsulando 0s microrganismos e
impedindo o contato com o epitélio (PETERSON; ARTIS, 2014). Apesar destes
mecanismos serem eficientes na defesa, a resposta inflamatoria associada pode
comprometer a microbiota e as funcdes do intestino. Além disso, o reconhecimento
inato ndo permite respostas especificas com diversidade, principalmente perante ao
grande numero de espécies encontradas no TD (MOLLOY et al., 2013).

A evolucéao do sistema imune adaptativo (SIA), em contrapartida, ndo apenas
tornou possivel o reconhecimento especifico com diversidade, como também a
geracdo de memoria imunolégica. Através dos MHC de classe | e I, possibilitou-se
a apresentacdo de antigenos aos receptores de células T, que, com sua geracao
por rearranjo genémico, pode, virtualmente, reconhecer qualquer antigeno em
potencial. Mais do que isso, com a diferenciacdo em seus diferentes subtipos, pode
regular e direcionar respostas imunes de defesa e tolerancia. As células B possuem
o receptor BCR, também gerado por rearranjo genémico. Quando ativados,
diferenciam-se em plasmocitos, secretando anticorpos. Estas moléculas se ligam
especificamente a antigenos, possuindo diversas funcdes efetoras e sinalizadoras.
Assim, com a evolugéo do SIA, houve uma mudanca qualitativa na forma pela qual
0 hospedeiro pode lidar com patdégenos e comensais (FLAINIK; KASAHARA, 2010;
ZHAO; ELSON, 2018).

O SIA pode regular os mecanismos imunes inatos, no entanto, o
reconhecimento especifico com diversidade no limen do TD é feito por anticorpos.
A principal imunoglobulina secretada nas mucosas em mamiferos é a
imunoglobulina A (IgA). Calcula-se que 80% dos plasmécitos em mamiferos estejam
na lamina prépria do intestino e secretem IgA (FAGARASAN et al., 2010). Em seres
humanos, mesmo em estado de homeostase, sdo secretadas quatro gramas de IgA
diariamente (PABST, 2012). A IgA é extremamente importante na defesa contra
patdgenos. Além disso, mesmo em estados de homeostase, a IgA se liga a milhares

de microrganismos, principalmente no intestino delgado. Recentemente, estudos



gue associaram RNA-seq com citometria de fluxo demonstraram que a IgA se liga a
taxons especificos. Apesar das funcbes efetoras da IgA ainda estarem longe de
serem totalmente esclarecidas, diversas fungdes ja foram observadas, e elas podem
variar conforme o tdxon ao qual ela se liga, assim como pelo estado do intestino.
Assim, seus mecanismos envolvem a neutralizacdo de patdogenos e toxinas,
inativacdo de antigenos, ligacdo e transporte de antigenos para os tecidos linfoides
secundarios do intestino, formacéo de criptas que permitem a proliferacdo de taxons
especificos e até mesmo a modulacdo da expressao génica de bactérias (BUNKER;
BENDELAC, 2018).

A sintese de IgA pode ocorrer tanto de forma dependente como
independente de células T. A via independe esta relacionada com a geracao de IgA
polirreativa, que se liga extensivamente & microbiota, e pode ocorrer mesmo sem a
necessidade de antigenos exégenos. Ja foi demonstrada que a diferenciacdo e a
troca de classe das células B em plasmocitos desta via pode ser estimulada por
moléculas produzidas por células epiteliais do intestino quando expostas a
antigenos da microbiota (BUNKER et al., 2017). A via dependente de células B
ocorre nos nédulos linfaticos isolados do intestino e nas placas de Peyer. A sua
sintese envolve alta hipermutacdo somatica e maturacdo de afinidade. Sua funcéao
esta diretamente associada com respostas a patdgenos, mas também com a
modulacdo da microbiota (FAGARASAN et al., 2010).

Apesar de, recentemente, diversos trabalhos terem sido realizados a fim de
elucidar os mecanismos gque regulam a sintese e as funcfes da IgA, poucos estudos
analisaram a evolucdo dos genes desta via. Atualmente, com o grande aumento de
organismos com o0 genoma totalmente sequenciado, disponibilizados em bases de
dados publicas, novas abordagens em estudos evolutivos tém se tornado possiveis.
As informagbes de quais genes estdo relacionadas nas vias, bem como as
interacdes entre proteinas, estdo sendo extensivamente disponibilizadas (VON
MERING et al., 2005). Frente a grande quantidade de informacédo presente, a
biologias de sistemas tém se demonstrado uma ferramenta importante na
elucidagcdo tanto de mecanismos fisiologicos, tratamento de doencas, como em
estudos evolutivos.

Dessa forma, a analise da origem evolutiva dos genes que compdem a via de
IgA, comparada com outros processos imunes, poderia esclarecer suas dindmicas

evolutivas. Além disso, a analise da essencialidade de seus genes, associados com



parametros topolégicos das redes, pode contribuir com a elucidacéo da via. Assim,
0 objetivo deste trabalho foi analisar, através de uma abordagem de biologia de
sistemas, como 0s genes da via imune intestinal de sintese de IgA se inter-
relacionam com outros processos do sistema imune adaptativo em termos de

surgimento, plasticidade e integracao.
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Resumo
O trato digestério humano abriga trilhdes de microrganismos em seu interior.

Esta comunidade microbiana, ao mesmo tempo que cumpre diversas funcdes ao
hospedeiro, também representa uma grande ameaca. A IgA é o principal anticorpo
secretado em mamiferos, e desempenha um grande papel na defesa contra
patdgenos e modulacédo da microbiota intestinal, contribuindo para a homeostase do
intestino. Neste trabalho, avaliamos a origem e a plasticidade evolutiva dos genes
gue compdem a via imune intestinal de sintese de IgA (via de IgA), comparando
com outras vias do sistema imune adaptativo (SIA), através de uma abordagem de
biologia de sistemas. Para isso, foram buscados os grupos ortélogos de cada gene,
bem como informacdes de abundancia e diversidade de seus componentes. Uma
rede de interacdo proteica da via de IgA foi construida. Nossos resultados
demonstram uma origem mais recente da via de IgA quando comparada com outros
processos do SIA. Os Hubs da via de IgA sédo constituidos majoritariamente por
HLAs, que apresentam uma alta plasticidade evolutiva. Os bottlenecks sé&o
principalmente genes envolvidos na co-estimulacdo de células B e T, e apresentam
uma plasticidade evolutiva menor. Em conjunto, nossos resultados sugerem que a
via de IgA foi uma adaptacéo secundaria do SIA, constituindo-se de uma evolugéo a

partir dos mecanismos imunes adaptativos centrais.



Introducéo

O trato digestorio humano (TDH) abriga uma comunidade extremamente
diversa em seu interior, contabilizando trilhdes de micro-organismos com mais de
mil espécies diferentes.! Em decorréncia de sua fungdo absortiva, apresenta uma
permeabilidade relativamente alta, tornando-se uma importante via de entrada para
patdgenos e/ou de suas toxinas.? Ao mesmo tempo, a comunidade de organismos
presentes possuem mais de nove milhdes de genes unicos, e estabelece diversas
relacbes com o hospedeiro.®> Nas Ultimas décadas, diversos estudos tém
demonstrado a importancia da microbiota intestinal em uma variedade de processos
fisiologicos, contribuindo para a homeostase do trato digestério e do organismo
como um todo. Dentre os principais papéis se destacam a digestdo de carboidratos
complexos, sintese de vitaminas, competicdo com patdégenos e maturacdo e
homeostase do sistema imune.*

Esta comunidade microbiana representa um grande desafio para o0s
mecanismos classicos do sistema imune. No TDH ha uma grande quantidade de
antigenos da dieta e de comensais. A passagem dos microrganismos e/ou de seus
metabdlitos através da barreira intestinal pode comprometer o hospedeiro.®> Além
disso, existem espécies patogénicas. Para que as relacdes complexas observadas
hoje entre a microbiota e os vertebrados pudesse existir, mecanismos imunes
especificos evoluiram no intestino, de forma a permitir a separacdo dos
microrganismos das células epiteliais, tolerar organismos comensais e se defender
contra patégenos, bem como modular a composicdo dos diferentes taxons.®

Os mecanismos imunes inatos que atuam no TDH constituem-se
principalmente da barreira de muco, peptideos microbianos e células linfoides
inatas. Apesar de haver diferencas no intestino grosso e delgado, esses
mecanismos, em conjunto, atuam de forma a confinar os microrganismos no lumen
do TDH, impedindo a invasdo, danos ao tecido, e hiperestimulagdo imune. Além
disso, modulam a composicdo microbiana.” Com a evolucdo do sistema imune
adaptativo (SIA), novos mecanismos regulatorios e efetores se tornaram possiveis.
Gracgas aos mecanismos de geracao de receptores através de rearranjo genémico,
possibilitou-se o reconhecimento especifico com diversidade, além de memodria
imunolégica. Além disso, através dos linfocitos T, desenvolveram-se mecanismos

regulatérios capazes de inibir ou direcionar respostas imunes especificas.®



A imunoglobulina A (IgA) é o principal anticorpo secretado nas mucosas, e é
também o anticorpo secretado em maior quantidade pelo ser humano. Ela foi
encontrada em mamiferos, répteis e aves, e calcula-se que, em seres humanos,
pelo menos 80% dos plasmacitos estejam na lamina prépria do intestino e secretem
IgA.° A sua sintese é regulada de diferentes formas, e pode ocorrer tanto de forma
dependente como independente de células T. A via dependente envolve uma alta
hipermutacdo somética e maturacdo de afinidade. Foi demonstrada a importancia
dessa via ha manutencao da diversidade e estabilidade da microbiota, além da sua
importancia na defesa contra patégenos.1® A via independente esta relacionada com
a producdo de IgA polirreativa, com baixa ou nenhuma mutacdo somatica e
maturacéo de afinidade. A IgA da via independente se liga a uma grande variedade
de bactérias, principalmente no intestino delgado.!! As placas de Peyer séo
consideradas os principais locais de inducédo e troca de classe, no entanto ja foi
evidenciado nos foliculos linfaticos isolados, nédulos linfaticos mesentéricos e in situ
na lamina prépria.*?

A deficiéncia seletiva de IgA é a imunodeficiéncia primaria mais comum em
seres humanos.*® Nos individuos acometidos, ocorre a secrecdo de IgM de forma
compensatoéria. Apesar de muitas vezes ser descrita como assintomatica, ja se
evidenciou uma propensdo moderada a alergias, doencas autoimunes e infecgcbes
respiratérias.’* Além disso, apresentam uma microbiota intestinal alterada, com
reducdo da diversidade geral e modificacdo da proporcdo de taxons
microbianos.'>16 Os mecanismos efetores da IgA no intestino séo variaveis e ainda
precisam ser esclarecidos, no entanto, ja se demonstrou a sua participacdo na
neutralizacdo de patdgenos e toxinas, exclusdo de antigenos, transcitose de
antigenos do lumen do intestino através do epitélio, e até mesmo a modulacdo da
expressdo génica de microrganismos.’ Assim, em conjunto, esses estudos
sugerem que a via de IgA tem um grande papel na interacdo entre o hospedeiro e
comensais, contribuindo para homeostase intestinal.

Apesar de existirem estudos que discutem a evolucdo das vias de células T e
seus subtipos no intestino,® os trabalhos que analisam as origens evolutivas da via
de IgA sdo escassos e focam em poucos genes.!® Atualmente, com a
disponibilizacdo de genomas totalmente sequenciados, bem como interacdes entre
proteinas, em bases de dados publicas, novas abordagens tém sido possiveis em

estudos evolutivos. A comparacdo entre as origens evolutivas dos genes que



compdem a via de IgA com outros processos do SIA poderia esclarecer as
dindmicas evolutivas desta via. Além disso, informacfes de essencialidade de seus
genes, em uma analise filogenética profunda, poderia contribuir para a elucidacao
de seus mecanismos. Assim, o objetivo deste trabalho foi analisar, através de uma
abordagem de biologia de sistemas, como 0s genes da via imune intestinal de
sintese de IgA se caracterizam em termos de surgimento, plasticidade e integracéo

guando comparados com outros processos do SIA.

Métodos

Busca das vias e genes

Os genes correspondentes a cada processo foram coletados na base de
dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
(www.genome.jp/kegg/pathway) e Reactome Pathway Database
(https://reactome.org/PathwayBrowser/). Os processos analisados estdo descritos
na Tab.1.

Tab.1 Processos analisados das bases de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and
Genomes (KEGG) e Reactome.

Base de dados Entry Nome da via
KEEG 04672 Via imune intestinal de sintese de IgA
KEEG 04662 Via de sinalizagéo de receptores de células B
KEEG 04659 Via de sinalizacao de receptores de células T
KEEG 04658 Diferenciagdo em Th17
KEEG 04660 Diferenciagdo em Thl e Th2
Reactome Sistema imune adaptativo

Para verificar como os diferentes processos se inter-relacionam em termos

de sobreposicédo e exclusividade de seus genes, foi construido um grafico do tipo



Upset. Este gréfico permite a visualizagdo do numero de elementos Unicos e

compartilhados entre diferentes conjuntos de dados.?°

Busca dos grupos ortélogos

Os grupos ortélogos (OG) de cada gene foram coletados a partir do String-
DB, através da busca das familias proteicas. Esta base de dados obtém dados de
homologia a partir da base de dados COG.?! O String-DB expandiu as informacdes
de ortologia para mais espécies e genes, criando os NOG (non supervised
orthologous groups). A metodologia de anotacdo de Clusters de Grupos Ortélogos
de Proteinas (COG) é bastante robusta e une genes de maneira confiavel com

funcdo equivalente.?? 2324

Andlise de raiz

Uma arvore de consenso de Eucariotos foi construida a partir das
informacdes do String-DB v.10.5. As analises foram realizadas com o pacote
geneplast no ambiente R, utilizando um método computacional para reconstruir o
cenario evolutivo de cada processo nos eucariotos. A raiz evolutiva dos genes foi
inferida a partir de suas informacdes de ortologia, nas quais foi definida a raiz dos
diferentes genes com base em sua distribuicédo de ortélogos, calculando a raiz mais
parcimoniosa. Essa metodologia é totalmente descrita aqui.?®

Os dados de raiz foram analisados através das curvas de Kolmogorov-
Smirnov para variaveis discretas. Esta analise considerou o aparecimento de genes
na funcdo da raiz (da mais antiga a mais recente). A andlise estatistica e o gréafico
da raiz foram feitos no aplicativo GraphPad Prism 7. Foram coletadas informacdes
do tempo de divergéncia estimado das espécies na base de dados publica
TimeTree (http://www.timetree.org/). Esta base compila estudos de tempos de

divergéncia disponiveis na literatura, bem como um tempo estimado.?6

Andlise de plasticidade

Também comparamos 0s genes de cada processo quanto a sua conservagao
através do calculo de um indice de plasticidade. A plasticidade evolutiva foi
estimada para cada OG associado as proteinas nas vias. Essa analise foi realizada
utilizando o pacote geneplast no ambiente R, levando em consideracdo a

diversidade e abundancia de cada OG. A medida de diversidade utiliza informacdes



acerca da presenca ou auséncia dos OG em diferentes espécies da arvore
filogenética, utilizando-se da teoria de informacdo de Shannon. Um OG com uma
diversidade méxima indica que ele surgiu cedo na evolugdo e apresenta uma
distribuicdo homogénea, ou seja, esta presente em todas as espécies. A medida de
abundancia contabiliza o nimero de duplicacées dos componentes de cada OG. O
método é totalmente descrito previamente.?’

Os dados referentes a inferéncia de plasticidade foram avaliados através do
teste de Kruskal-Wallis e post hoc de Dunn, usando o pacote R Dunn. Foram
calculados também os genes com baixa diversidade e abundancia, alta diversidade
e baixa abundancia, e genes com alta diversidade e abundancia da via de IgA. O

parametro utilizado foi a mediana, dado que os valores ndo sao parameétricos.

Analise de rede

As informacGes das interacOes proteina-proteina para a via IgA foram
acessadas na base de dados String-DB v.11. As fontes de interacdo ativas
utilizadas foram apenas banco de dados e experimentos, e a pontuacdo minima de
interacdo necessaria foi alta confianca (0,700). No Cytoscape, construimos a rede
de interacdo proteina-proteina (PPI) e a analisamos através do aplicativo Network
Analyzer.?8

Os parametros de rede utilizados foram degree e betweenness centrality.
Degree é definido como o nimero de conexdes que um né estabelece com outros, e
0s nos com alto grau de conexdo sdo denominados de Hubs. O parémetro
betweenness centrality conta a fracdo dos caminhos mais curtos que passam por
um determinado no, e reflete a quantidade de controle que esse né exerce sobre as
interacdes de outros nés na rede. Genes com alto valor de betweenness centrality
sdo denominados de Bottlenecks.2?® Nao ha critérios Unicos para definir Hubs e
Bottlenecks em uma rede sem escala. Neste trabalho, eles foram definidos como as
proteinas com valores de degree e betweenness centrality acima da média da

rede.30

Resultados
Andlise de raiz

O numero total de genes de cada processo, bem como o niumero de genes
analisados e sua respectiva porcentagem sao mostrados na tab.2. Isso decorre do



fato de nem todos os genes possuirem o OG identificado no String-DB. A via IgA
possui 49 genes e apenas cinco nao tiveram seus ortdlogos encontrados, e,
portanto, ndo foram analisados. Todos 0s processos, exceto O sistema imune

adaptativo total, tiveram mais de 80% de seus genes analisados.

Tabela.1 Numero de genes de cada processo nas bases de dados e o niUmero de genes com analise
de raiz e plasticidade. E demonstrado a também a porcentagem de genes analisados.

Nome da via* Genes totais Genes Porcentagem
analisados

Via de IgA 49 44 89,79
Células B 71 66 92,95
Células T 101 95 94,05
Th1 e Th2 92 88 95,65
Th17 107 102 95,32
Sistema imune adaptativo 851 642 75,44
total

*Via de IgA: Via imune intestinal de sintese de IgA. Células B: via de sinalizacéo de células
B. Células T: via de sinalizac@o de células T. Thl e Th2: diferenciagdo celular em Thl e Th2. Th7:

diferenciacéo celular em Th17.

O grafico UpSet é mostrado na fig.1. A via IgA possui 24 genes exclusivos e
compartilha 14 com Th17 e Thl e Th2. A intersecdo considerando apenas 0s genes
analisados também foi feita e esta disponivel na FigS1. A via de IgA perde um gene
exclusivo e quatro das interse¢cdes. Os genes cujo OG néao foi encontrado sao: HLA-
DRB3, ICOSL, HLA-DRB4, IGH e MAP3K14.
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Fig.1 Grafico UpSet demonstrado as intersec¢8es das vias. As colunas representam o numero de
genes exclusivos de cada processo e as intersec¢des quando conectados pelas linhas. A via de IgA
tem 24 genes exclusivos, e compartilha 14 com a via Th17 e a via Thl e Th2. Via de IgA: Via imune
intestinal de sintese de IgA. Células B: via de sinalizagéo de células B. Células T: via de sinalizagéo
de células T. Thl e Th2: diferenciagdo celular em Thl e Th2. Th7: diferenciagao celular em Th17.

Na curva de surgimento de genes, a via de IgA apresentou diferencas
significativas entre todos os processos analisados: célula B (p-valor = 0,0002),
célula T (p-valor=0,0002), Thl e Th2 (p-valor = 0,0012), Th17 (p-valor = 0,0005) e
sistema imune adaptativo total (p-valor = 0,0005). Esses resultados séao
demonstrados na Fig.2. Nenhuma das outras vias apresentaram diferencas entre si
(Tab.S.1)
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Fig.2 Aparecimento dos grupos ortélogos em porcentagem por via durante a evolu¢do, em milhdes
de anos. O gréfico foi dividido em dois segmentos para uma melhor visualizacdo. Houve diferencas
entre a via de IgA com todos os processos analisados: Sistema imune adaptativo total (p = 0.0005),
Células B (p = 0.0002), Células T (p = 0.0002), Thl e Th2 (p = 0.0012), e Th17 (p = 0.0005). Nenhum
dos outros processos apresentaram diferengas entre si. A andlise estatistica consistiu de um teste
Kolmogorov-Smirnov. Via de IgA: Via imune intestinal de sintese de IgA. Células B: via de sinalizacao
de células B. Células T: via de sinaliza¢do de células T. Thl e Th2: diferencia¢é@o celular em Thl e
Th2. Th7: diferenciacdo celular em Th17.

Andlise de plasticidade

A via de sinalizacdo do receptor de células B apresentou valores de
plasticidade significativamente menores quando comparada a rede imune intestinal
para producao de IgA (p = 0,036) e o sistema imune adaptativo total (p = 0,009). A
via de diferenciagdo em Th17 também diferiu do sistema imune adaptativo total (p =
0,035). Esses resultados sdo demonstrados em diagrama de caixas na Fig.3. Todos
0s p-valores sdo os que se seguem ao post hoc de Dunn. Os dados completos da

analise de plasticidade com todas as comparacgdes sao fornecidos no Tab.S.2.
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Fig. 3 Andlise de plasticidade para cada processo individual representado em diagrama de caixa.
Houve diferengas entre a as vias de Células B e Sistema imune adaptativo total (p-valor=0.009), e
entre as células B e a Via de IgA (p-valor= 0,036). A via Th1l7 também diferiu do Sistema imune
adaptativo total (p-valor=0,035). A andlise estatistica consistiu de um teste Kruskal-Wallis e Dunn’s
post hoc. Via de IgA: Via imune intestinal de sintese de IgA. Células B: via de sinalizagdo de células
B. Células T: via de sinalizac@o de células T. Thl e Th2: diferenciagdo celular em Thl e Th2. Th7:
diferenciacéo celular em Th17.

Andlise da rede

As proteinas Hubs e bottlenecks com seus valores respectivos de degree e
betweenness centrality, bem como informacbes de raiz e plasticidade, estéo
demonstradas na tab.3. Na fig.4 € demonstrada a rede de interacdo da via de IgA,
em que as informacdes de raiz foram imputadas. Os genes HLA-DRB4 e HLA-DRB3
nado foram encontrados no String-DB, e os genes AICDA e TGFB1 nédo se
conectaram a nenhuma das outras proteinas selecionadas, nao aparecendo,
portanto, na rede.

As informagdes de plasticidade evolutiva também foram imputadas na rede,

demonstradas na fig.5. As proteinas dos OGs com baixa diversidade e abundéancia



estdo em branco, as com alta diversidade e baixa abundancia em preto, e genes

com alta diversidade e abundancia em vermelho.

Tab. 3 Hubs e bottlenecks da via de IgA, com seus respectivos valores de raiz e degree ou
betweenness centrality. O parametro utilizado foi valores de degree e betweenness centrality acima
da média.

Bottlenecks Hubs
Gene Raiz Betweenness Gene Raiz Degree
centrality

CD28 19 0,51505376 HLA-DRA 20 14
ICOSL 0,4516129 HLA-DRB1 20 14
ICOS 17 0,42580645 HLA-DQB1 20 11
CD40LG 19 0,41075269 HLA-DQA1 20 11
HLA-DRA 20 0,21505376 HLA-DRB5 20 11
HLA-DRB1 20 0,21505376 HLA-DPB1 20 11
TNFSF13B 20 0,18172043 HLA-DPA1 20 11
CD80 17 0,13870968 HLA-DMA 18 11
IL10 20 0,12473118 HLA-DOA 14 11
CD86 18 0,07741935 HLA-DOB 20 11
HLA-DMB 18 11

HLA-DQAZ 20 11

CD80 17 7

CD28 19 7

TNFSF13B 20 6

CD40LG 19 6
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Fig. 4 Rede de interagéo proteina-proteina da via de IgA. As informag6es de raiz foram imputadas
na rede: quanto mais escura a coloracdo do nd, mais antiga é a proteina. NOs cinzas sdo aqueles
cuja raiz ndo foi encontrada. As grossuras das arestas representam o grau do score combinado do
String (String-DB).
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Fig. 4 Rede de interacdo proteina-proteina da via de IgA. As informacfes de abundancia e
diversidade foram imputadas na rede. Em branco (a) genes com baixa abundancia e baixa

plasticidade, em preto (b) genes com alta diversidade e baixa abundéncia, e vermelho (c) genes com



alta diversidade e baixa abundancia. As grossuras das arestas representam o grau do score

combinado do String (String-DB).

Discusséao
A via de IgA é a via mais recente

Neste trabalho, avaliamos as raizes evolutivas e parametros de plasticidade
da via intestinal de sintese de IgA, comparando com outros processos do SIA. Os
processos escolhidos foram as vias do SIA presentes na base de dados Kegg. A fim
de comparar com o SIA como um todo, foram coletados os genes da base de dados
Reactome. Esta comparacdo permitiu analisar a via de IgA em termos de
surgimento e plasticidade de seus genes.

Na Fig. 2 pode-se observar que os ortdlogos dos genes que compdem a via
de IgA como um todo apresentam uma raiz mais recente que todos 0Ss processos
analisados. Na base de Eukaryota, onde nossa andlise se inicia, a via de IgA nao
possuia nenhum ortélogo presente, ao passO que 0S o0utroS processos
apresentavam em torno de 20%. No clado dos Euteleostomi, onde o SIA ja estava
presente, a via de IgA possuia um pouco mais de 40% dos ortélogos, enquanto a
via de células B possuia mais de 90%, e as via de células T mais de 80%. Com a
diversificacdo de Vertebrata, a via de IgA tem novos genes surgindo
gradativamente, atingindo sua totalidade dentro de Mammalia.

Estima-se que a evolugdo do SIA acontece no clado dos Gnathostomata.
Como ndo ha nenhum Chondrichthyes na arvore utilizada, todos os genes com raiz
neste clado se agrupam no clado seguinte, Euteleostomi. Os Agnatha também
possuem um SIA, no entanto, trata-se de uma evolugédo convergente. A evolucao
dos mecanismos centrais do SIA ocorre de forma subita e € denominada de
hipotese big bang.3! Neste ponto, nossos resultados demonstram que, tanto o
sistema imune total, como 0s outros processos, apresenta mais de 78% dos
ortdlogos presentes. Na via de IgA, no entanto, a maior parte de seus ortélogos tém
sua raiz apos este evento. Estes resultados sugerem que, com o estabelecimento
dos mecanismos centrais do SIA, ou seja, o sistema TCR-BCR-MHC, a via de IgA
pode surgir e se incrementar.

Uma complexificacdo recente da via de IgA é suportada também por estudos
comparativos da evolucdo de tecidos linfaticos secundérios. A ativagdo das células

B em plasmacitos IgA* pode ocorrer em nodulos linfaticos isolados, nas placas de



Peyer e na lamina prépria do intestino. Apesar de tecidos linfoides secundarios
associados ao intestino serem conservados em Vertebrata, os nodulos linfaticos e
as placas de Peyer parecem ser uma inovacao evolutiva de Amniota.3? Estes 6rgdos
sdo cruciais na coordenacdo da diferenciacdo e proliferacdo de células T em
plasmacitos IgA*.

O ancestral comum dos mamiferos é tido como carnivoro, se alimentando de
insetos. Com a extincdo dos dinossauros herbivoros, houve uma grande
diversificacdo alimentar, devido & evolucdo de dietas onivoras e herbivoras em
diferentes linhagens de forma independente.®® Atualmente, cerca de 80% das
espécies sdo herbivoras. A evolucdo da herbivoria envolveu diversas adaptacoes
morfolégicas do TD e na denticdo, bem como da composicdo microbiana, sendo
esta crucial para tamanha diversificacdo. A microbiota intestinal de mamiferos
herbivoros néo so6 é diferente como também muito mais diversa que a de onivoros e
carnivoros.®*3> Esse processo de diversificagdo alimentar dos mamiferos foi
acompanhado de uma grande diversificacdo filogenética do grupo.® Além disso, os
mamiferos, ao amamentarem os filhotes, liberam uma grande quantidade de IgA,
gue é essencial para a modulacdo da microbiota intestinal enquanto ela esta se
estabelecendo, além da manutencdo da diversidade microbiana. Dado que, dos
anticorpos secretados em mamiferos, 80% s&o da classe IgA, e os genes da via
humana atingem a totalidade de seus ortélogos em Mammalia, talvez a evolucao
desta via tenha desempenhado um papel importante na modulacdo da microbiota e
defesa intestinal, contribuindo para diversificacdo alimentar e filogenética dos
mamiferos.

Em conjunto, nossos resultados da raiz dos genes que compdem a via de IgA
sugerem uma evolucdo mais recente quando comparado com o SIA. Com o
estabelecimento dos mecanismos centrais do SIA, novos genes surgiram e parecem
ter sido cooptados para esta via durante a diversificagdo de Tetrapoda. Dada a
importancia da via de IgA na defesa, modulacdo e manutencéo da diversidade da
microbiota, sua evolugdo pode ter contribuido enormemente para a aquisicdo de

novas dietas e diversificacdo de mamiferos.

Os Hubs séo constituidos principalmente por HLAs e os Bottlenecks por moléculas

co-estimulatorias



A abordagem de biologia de sistemas permite encontrar genes mais
importantes de processos biologicos utilizando-se das conexdes que estes
estabelecem. Os hubs e bottlenecks da via de IgA foram calculados. A fim de
compreender a histdria evolutiva desses genes, foram imputadas informacdes de
raiz (Fig.4), de abundancia e diversidade (Fig.5). As informacfes de abundancia e
diversidade foram divididas em trés grupos: (a) em branco, genes com baixos
valores de diversidade e abundancia, indicando que seu ortélogo esta presente em
poucos organismos e seus componentes tiveram poucos eventos de duplicacao,
sugerindo também uma origem mais recente; (b) genes com alta diversidade e baixa
abundancia, ou seja presente em varias espécies (mais antigos) e poucos
componentes, representados em preto, 0 que indica baixa plasticidade evolutiva; e
genes marcados em cinza (c), que possuem alta diversidade e abundancia,
sugerindo genes antigos, presentes em varias espécies, mas com maior
plasticidade, dado que eventos de duplicacéo foram tolerados.

Os hubs e bottlenecks constituem-se, majoritariamente, de genes
relacionados com a ativacdo (diferenciacdo e proliferacdo) das células B e T. A
ativacdo das células T envolve a ligacdo de seu receptor TCR aos MHC
(denominados de HLA no ser humano) das células apresentadoras de antigenos,
como também diversas moléculas co-estimulatérias. J& a ativacdo das células B
dependentes de células T envolve a ligacdo de seus MHC de classe Il ao TCR, e
também outras moléculas co-estimulatérias. Estes mecanismos S80 processos
centrais do SIA e essenciais para a sua funcédo.?’

Os HLAs se apresentaram como as proteinas com maiores valores de
degree. A via de IgA possui quatorze HLA, todos de classe Il, e doze foram
analisados. Destes, nove apresentam sua raiz no clado Euteleostomi, coincidindo
com a evolugao do SIA, enquanto os outros trés (HLA-DOA, HLA-DMB e HLA-DMA)
sdo mais recentes (Fig.4). Apesar da origem mais antiga, a maioria destes genes
apresentam alta plasticidade evolutiva. A plasticidade destes genes ja foi
demonstrada de diversas formas. Os MHC sé&o considerados os loci mais
polimoérficos no genoma nuclear de vertebrados, sendo que, em seres humanos, ja
foram identificados mais de 3000 alelos do MHC de classe 1.3 Além disso, a
existéncia de selecdo positiva ja foi evidenciada em estudos que avaliaram as
proporcdes de mutagdes sindnimas e ndo sinénimas.3 As variantes dos MHC estéo

associadas com diferentes respostas a infecges.**2 Assim, esta alta diversidade



de variantes pode ser mantida por uma pressao balanceada dirigida por patégenos
em que ha favorecimento de heterozigotos, selecdo dependente de frequéncia
negativa e pressdo impostas por patdgenos que variam no tempo e no
espaco.4143.44

Os bottlenecks sé@o constituidos, em sua maior parte, por genes que
codificam proteinas envolvidas na co-estimulacdo das células T e B. O gene CD28
apresentou o maior valor de betweenness centrality. Este gene € expresso em
células T e € um dos principais co-estimuladores da diferenciagéo e proliferacdo das
células T, sendo essencial para a sobrevivéncia e regulacdo destas células.*® Ele se
liga as proteinas CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), expressos em células dendriticas, que
também foram identificados como bottlenecks. Ratos deficientes para o CD28
apresentam uma série de defeitos imunes, incluindo uma ativacdo de células T
prejudicada, problemas na ajuda de células T a células B, bem como uma memoaria
de células T defeituosa.*® Este gene apresenta sua raiz no clado Sarcopterygii. Os
genes CD28 e CD86 sado genes mais antigos e com menor plasticidade, ao passo
gue o CD80 é um gene mais recente. De fato, o CD86 parece ser mais importante
para a iniciacéo de respostas imunes do que o CD80.4547

O gene ICOS, expresso em células T, e seu ligante, o ICOS-L, fazem parte
da familia CD28 e estdo relacionados com a diferenciagcdo em Th2, formacdo dos
centros germinativos e troca de classe para IgA.*85! Trata-se de um gene mais
recente, tendo sua origem em Amniota. O CD40LG também é um gene envolvido na
interacdo entre células T e B, promovendo ativacdo, diferenciacdo e proliferacao.
Através do CD40L, e interleucinas (IL) 4, IL10 e TGFB, células T CD4* induzem a
troca de classe para IgA nos centros germinativos das placas de Peyer.5253 Trata-se
de um gene antigo dentro de IgA e com pouca plasticidade.

A interleucina 10 (IL-10) e o TNFSF13B foram as Unicas citocinas tidas como
bottlenecks. A IL-10 é extremamente importante na comunicagao entre a microbiota
intestinal e o sistema imune do hospedeiro.>* Estudos com ratos deficientes para a
IL-10 apresentaram enterocolite que progressivamente se espalhava por todo o
intestino.%® Sua raiz esta no clado 20, coincidindo com a evolucéo do SIA, e trata-se
de um gene com baixa plasticidade evolutiva. O gene TNFSF13B (BAFF) é
expresso por diferentes células, e € essencial para a sobrevivéncia de linfécitos B,
bem como para a secrecdo de anticorpos.®® No intestino, jA& se demonstrou a

inducdo da expressdo deste gene por células epiteliais estimuladas por antigenos



de bactérias comensais, sendo uma via importante na diferenciacdo de células B e
na troca de classe para IgA.%’

Em suma, os genes com menor plasticidade s&o genes relacionados com a
co-estimulacdo necessérios para a ativacao, diferenciacéo e proliferacdo de células
B e T, identificados como bottlenecks. Os MHCs, em contrapartida, apesar de
essenciais na ativacdo de células T e B, apresentam uma maior plasticidade,
provavelmente em decorréncia de sua funcdo de apresentacdo de antigenos e
multiplicidade de respostas possiveis na defesa contra infecgdes.

Quando se analisa a plasticidade das vias como um todo, a via de células B e
Th1l7 se demonstraram 0s processos com maior plasticidade, quando comparado
com o sistema imune total (Fig.3). Dado que estes processos nao diferem em
termos de surgimento com o total, os OGs aos quais estes genes pertencem
provavelmente passaram por maiores ou mais numerosos eventos de duplicacao,
bem como de perda em algumas linhagens. Isso indica menor nimero de genes
essenciais e maior plasticidade da rede dessas vias. Mais estudos sdo necessarios
para compreender as dinamicas evolutivas dessas vias.

Nossos resultados demonstram que a via de IgA apresentou uma evolucéo
mais recente quando comparada com outros processos do sistema imune
adaptativo. Os Hubs da via de IgA se constituiram majoritariamente por HLA,
apresentando alta plasticidade evolutiva. Os Bottlenecks séo, principalmente, genes
co-estimulatorios da ativacdo de células B e T, mas também algumas citocinas,
constituindo-se principalmente por moléculas com baixa plasticidade.

Este trabalho apresenta algumas Ilimitacbes a serem levadas em
consideracao. Primeiramente, os genes descritos em cada via nas bases de dados
Kegg e Reactome, bem como as interagdes entre as proteinas da base String, sdo o
reflexo do conhecimento atual. Assim, as vias escolhidas podem, em termos de
genes, nao ser totalmente representativas. Uma maior elucidacdo da via de IgA e
das interacbes entre seus componentes permitird maior acuidade em estudos
evolutivos como este. Além disso, apesar dos OGs identificarem homologias em
uma grande quantidade de organismos, nem sempre ha uma distingcéo eficiente de
ortologos e paralogos. Isso faz com que a inferéncia funcional através dos clados se
torne menos confiavel, ainda que seja uma boa ferramenta atual para comparacao
de grandes grupos de genes pertencentes a vias e processos com moderado a

baixo custo computacional. Nao obstante, mais estudos se fazem necessarios para
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compreender as dinamicas evolutivas desta via e a sua relacdo com a microbiota e

defesa contra patdgenos.
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Material Suplementar

As tabelas dos genes presentes em cada via com seus respectivos valores
de raiz, abundancia, diversidade e plasticidade ¢é disponibilizada aqui
https://drive.google.com/drive/folders/106VNginCnZYOSrEALbVEWG6S7KNSEGKNQ
?usp=sharing. Sdo disponibilizadas também as arvores de todos os ortélogos

analisados por via.
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FigS.1 Gréafico UpSet demonstrando as intersecgdes das vias somente com 0s genes cujas analises
de raiz e plasticidade foram feitas. Comparando com o total, a Via de IgA perdeu um gene exclusivo

e 4 das intersecc¢des.

TabS.1 P-valores da andlise de raiz.

29

24 23 28

Sistema imune Th1 e Th2 Th17 Células B | Células T
adaptativo total
IgA 0,0005* 0,0012* 0,0005* 0,0002* 0,0002*
Células T 0,2501 0,2501 0,2564 0,2308
Células B 0,0899 0,2501 0,1539
Th17 0,2501 0,5562
Th1 e Th2 0,2501




Tab$S.2 P-valores da andlise de plasticidade.

Sistema imune Th1l e Th2 Th17 Células B Células
adaptativo total T
Via de IgA 0,4640 0,1684 0,1133 0,0362* 0,1650
Células T 0,0897 0,4752 0,4235 0,1640
Células B 0,0089* 0,1689 0,2273
Th17 0,0349%* 0,3943
Th1l e Th2 0,1043
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