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RESUMO

Receptores Nucleares (NRs) pertencem a uma superfamilia de fatores de transcricao,
que sdo ativados por ligantes, atuam na regulacdo da expressdao de Varios genes, e estdo
envolvidos em importantes fungGes celulares, tais como: desenvolvimento, homeostase,
reproducéo, crescimento, apoptose e metabolismo. Os NRs possivelmente surgiram a partir
de uma recombinacdo quimérica de genes que estavam presentes ha 800 milhdes de anos
atrés. O objetivo deste trabalho é descrever a possivel origem e os padrbes evolutivos dos
NRs em cordados. A metodologia consiste em coletas em bancos de dados genémicos
disponiveis e no uso de um conjunto de software para analise das sequéncias de DNA e
proteinas. Para o alinhamento das sequéncias utilizamos o servidor Guidance 2, arvore dos
genes da familia foi construida no Mega 10, analise do padréo evolutivo dos genes foi aferida
por meio do Pacote PAML 4.9 e a conservacdo da sintenia foi recuperada utilizando o
browser Genémicus. Caracterizamos 0s NRs em 289 cordados, encontramos 22 NRs nos
cefalocordados, 17 NRs Urocordados, 39 NRs no agnatas, e de 46 NRs a 76 genes em
vertebrados, aves e peixes, respectivamente. Os dados revelaram que as sequéncias dos
DBDs se mantiveram conservadas ao longo do processo evolutivo, para 45 NRs é o melhor
modelo € o neutro (M1), e dois genes, NR4A1 e RORC, o melhor modelo que admite selecao
(M8), mais somente 10% dos sitios destes genes estdo sobre relaxamento da selecdo
negativa. A sintenia é conservada na maioria dos ortdlogos nos tetrapodes. As analises
filogenéticas, agrupam os genes de acordo com os grupos funcionais. Nossos dados de
sintenia e de analise filogenética apoiam a hipotese de que os primeiros NRs terem sido
sensores lipidicos, de baixa afinidade e através de duplicacdes, mutacdes e perdas de genes
linhagem ou espécie-especificos ocorreram eventos de neofuncionalizagdo nos NRs

emergentes.



ABSTRACT

Nuclear Receptors (NRs) belong to a superfamily of transcription factors, activated
by ligands, and act regulating the expression of several genes and involved on cellular
functions, such as: development, homeostasis, reproduction, growth, apoptosis and
metabolism. NRs possibly arose from a chimerical recombination of genes that were present
800 million years ago. The aim of this work is to describe the possible origin and
evolutionary patterns of NRs in chordates. We search the available genomic databases and
the use of a set of software for analysis of DNA and protein sequences. We use PAML 4.9
package for standard evolutionary analysis. We verified the synteny conservation using the
Genomicus browser (93V). We characterized the NRs in 289 chordates, found 22 NRs in
cephalochordates, 17 NRs in Urochordates, 39 NRs in agnates and 46 NRs to 76 genes in
vertebrates, birds and fish, respectively. The data revealed that the sequences of DBDs
remained conserved throughout the evolutionary process. For 45 NRs the best model is M1
(neutral), and for two genes, NR4A1 and RORC, the best model is M8 (selection), but only
10% of the sites of these genes are under relaxed constrain. We found a conserved synteny
in most tetrapod orthologs. Our phylogenetic analyzes cluster genes according to their
functional groups. Our analysis supports the hypothesis that the first NRs were lipid sensors
with low affinity, and through duplications, gene losses, and neofunctionalization events

originated new NRs.
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INTRODUCAO GERAL

O ndmero de espécies que habitam nosso planeta variou, consideravelmente, no
decorrer de 3,5 bilhdes de anos de evolucdo. Cada uma das espeécies, atuais e extintas, possui
um genoma particular, mas que compartilham inimeros genes. Existem genes  encontrados
em todos os vertebrados, e em invertebrados como a Drosophila (Drosophila melanogaster
- Meigen, 1830) e o verme (Caenorhabditis elegans - Maupas, 1900). Entre eles, estdo os
genes que participam do processo imunoldgico (como os codificadores de anticorpos e
receptores de células T para o antigeno), moléculas de sinalizacdo celular (como 0s genes
ARHGAPS), e ainda fatores de transcri¢cdo (como os receptores nucleares (NRs) os genes
HOX) que possuem um papel importante na morfogénese dos organismos multicelulares
(Brunet et al., 2016; Carroll, 2008).

A histdria evolutiva dos genomas dos eucariotos revela diversas duplicacfes nos
genomas de varias linhagens, essas cépias de material genético que servem como substratos
para a evolucdo molecular e representam um importante acontecimento do processo
evolutivo. A organizacdo do genoma dos cordados sofreu influéncia das sucessivas
duplicacdes do genoma inteiro (Whole Genome Duplication; WGD), chamadas de 1R e 2R
(Round, R; 2RWGD). Em seguida, houve um retorno para o estado dipl6ide, que ocorreu de
forma progressiva. Porém, alguns genes foram mantidos duplicados, formando e/ou
expandindo familias de genes. Posteriormente, ocorreram duplicacdes em pequena escala
(small-scale duplicates, SSD) e outros eventos de WGD, como o 3R que ocorreu na linhagem
dos peixes 6sseos (Teledsteos), modificando de uma forma especifica, 0 genoma da
linhagem dos vertebrados (Pasquier et al., 2017). Esses eventos por serem encontrados em
diversas familias génicas podem gerar duplicacdes, que dificultam a determinacdo de
homologia entre os genes (ortdlogos x paralogos). Os genes paralogos que surgiram da

retencdo de copias da duplicacdo gendémica também pode ser denominados ort6logos.

Nas andlises filogenéticas de familias génicas € comum o fendmeno da atracéo de
ramos longos, onde linhagens que evoluiram rapidamente agrupam conjuntamente,
independentemente da verdadeira relagcdo evolutiva (Markov & Laudet, 2011). Existem

métodos alternativos para determinar a origem de certos genes. Varios estudos de
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comparacdo de genomas tém demonstrado que existe uma conservacao na sintenia (ordem)
ou na vizinhanga de genes (proximidade) em um cromossomo, em diferentes espécies de
eucariotos e que organismos que se divergiram a milhdes de anos apresentam segmentos de
DNA homologos contendo genes em posicdes relativamente idénticas (Paixao-Cortes et al.,
2013). Essa vizinhanca compartilhada demonstra que esses genes podem ter importantes
relac6es funcionais ou mecanismos regulatérios compartilhados, que foram mantidos juntos
durante a evolugdo. A partir desse pressuposto, é possivel desvendar padrdes da evolucao de
familias de genes e como estes influenciaram a organizacdo do genoma dos cordados
(Paixao-Cortes et al., 2013)

Os Receptores Nucleares (NRs) sdo uma familia de proteinas que atuam como fatores
de transcricdo e receptores de pequenas moléculas lipofilicas. A familia dos NRs estdo
presentes em todos os metazoarios (1.2 a 0.9 bilhdes de anos atras, periodo pré-cambriano),
o primeiro ramo animal onde surgiram NRs funcionais foram as esponjas (Porifera). Os NRs
expandiram em numero e complexidade durante a diversificacdo dos metazoarios, durante o
Cambriano (0.5 bilhGes de anos atras). Os NRS estdo envolvidos com o controle de diversos
processos celulares, imprescindiveis ao funcionamento biolégico, como o desenvolvimento,
a homeostase, 0 metabolismo e a reproducdo (Novac & Heinzel, 2004) (Badofsky et al.,
2017).

A maioria dos NRs conhecidos, tem a sua funcdo de fator de transcrigéo, ativada por
ligantes (pequenas moléculas lipofilicas), embora alguns NRs funcionem de maneira
independente do ligante. Alguns exemplos de ligantes especificos da familia dos NRs
incluem uma gama de compostos enddgenos, como acidos biliares, retindicos, hormonios
esteroides, hormonio tiroidiano e vitamina D (Weikum et al., 2018). A ligacdo entre o ligante
e um receptor nuclear (NR) resulta em uma mudanca conformacional no receptor, que, por
sua vez, liga-se a sequéncias especificas de DNA em todo o genoma. Uma vez ligadas ao
DNA, proteinas co-reguladoras, remodeladores de cromatina e a maquinaria transcricional
geral sdo recrutados para as regides do DNA (cis regulatorias). Apés a ativacdo, 0s NRs
ativam ou inibem a transcricdo de genes através da ligacdo a cis- elementos de agédo
especificos nos promotores dos genes alvo. As a¢des dos NRs sdo influenciadas por diversos
fatores, como disponibilidade dos ligantes, a estrutura do sitio alvo, influéncias de outras
vias de sinalizagdo e interagdes com outros fatores celulares (Lonard & O’Malley, 2007).
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Além dos sitios de ligacdo ao DNA canonicos (motivos 5'-AGAACA-3'-like ou 5'-
AGGTCA-3"-like), alguns NRs podem se ligar a outros sitios genémicos, como observado
em grampos de RNA (hairpins), com afinidade semelhante & observada em eventos de
ligacdo can6nica ao DNA, esses achados sugerem novas rotas potenciais para a regulacao da
atividade dos NRs via RNA.

Esse papel duplo, receptor e fator de transcri¢do torna os NRs pegas-chaves para a
evolugdo. NRs conjuntamente com bHLH-PAS genes séo as unicas familias de fatores de
transcricdo que possuem a habilidade de ser uma ligacéo direta entre a regulacéo génica e o
ambiente metabolico, confirmando o papel central dos NRs na diversificacdo animal
(Markov & Laudet, 2011).

Embora os NRs sejam bem estudados por apresentar alta relevancia para diversos
aspectos da fisiologia humana, e por serem alvos farmacoldgicos promissores para diversas
doencas, algumas questdes ainda permanecem em aberto, no qual, este trabalho busca
contribuir com a compreensdo do conjunto basico de NRs que contribuiram para a
diversificacdo deste grupo ap6s os varios eventos de duplicacdo genémica (WGD),
minimizando lacunas no conhecimento da dinamica de ganhos e perdas génicas dessa

superfamilia.

ORIGEM E EVOLUCAO DO GENOMA DOS CORDADOS

Os cordados sdo divididos em trés subfilos: cefalocordados (Leptocardii),
Urocordados (Ascidiacea; tunicados) e vertebrados. Os Cefalocordados, comumente
conhecidos como lancelet ou anfioxo, constituem o grupo irmdo de Vertebrata e Tunicata
(Fig.1) (Bertrand & Escriva, 2011; Carvalho et al., 2021).

Anfioxos (lancelet) sdo organismos pequenos, bentdnicos e filtradores marinhos
(Bertrand & Escriva, 2011). Possuem trés géneros: Branchiostoma, Epigonichthys e
Asymmetron (Figura.1l). Os anfioxos sdo organismos modelos no estudo da histéria
evolutiva dos cordados, em virtude do seu genoma, morfologia e localizacdo filogenética

(Bertrand & Escriva, 2011; Kon et al., 2007).
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Cordados: subfilos

Figura 1. (Adaptado: Bertrand & Escriva, 2011) Relagdes filogenéticas entre subfilos de cordados. (A)
O filo dos cordados pode ser dividido em trés subfilos: cefalocordados (anfioxo), que possuem posicao
basal; vertebrados; e urocordados. (B) O subfilo cefalocordado é dividido em trés géneros: Branchiostoma,
Epigonichthys e Asymmetron. (C) genomas de vertebrados confirmam que duas rodadas de duplicagdo do
genoma completo ocorreram especificamente na linhagem de vertebrados. As setas indicam os pontos
evolutivos em que ocorreram as duas duplica¢fes completas do genoma. Acredita-se que o primeiro evento
de duplicacdo (seta vermelha) tenha ocorrido na base da linhagem dos vertebrados, antes da divisdo
cicléstomo-gnatostomado, enquanto 0 momento exato da segunda duplicacdo do genoma (setas azuis)
ainda é motivo de debate (Kon et al., 2007).

Os urocordados(tunicados) € subfilo de organismos marinhos, dividido em trés
classes: Ascidiacea (classe mais abundante), Thaliacea e Larvacea. Esse grupo caracteriza-
se por serem organismos sésseis (fixos a substratos) e filtradores (Lecroisey et al., 2012),
além de possuir celulose em varias regides do corpo, geralmente largas e altamente
cristalinas (Kimura & Itoh, 2007).

Os tunicados tém sido utilizados intensamente em investigacfes bioldgicas. O que
favorece o estabelecimento de conceitos chaves para a determinacdo de hipoteses evolutivas,
0 que engloba, conceitos basicos sobre desenvolvimento e mecanismos transcricionais
(Lemaire, 2009).
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Os vertebrados sdo um grupo de animais que possuem caracteristicas exclusivas, tais
como, tecido dsseo, glébulos vermelhos, glandula tireoide e espinha dorsal feita de
NUMerosos 0Ss0s ou segmentos cartilaginosos (as vértebras). Fazem parte desse amplo
grupo, todos os mamiferos, aves, répteis, anfibios, peixes 0sseos, tubarbes e lampreias.
Anadlises de sequéncias moleculares confirmaram que todos os deuterostdmios
(equinodermos, hemicordados e cordados) estdo intimamente relacionados entre si (Figura
2). (Prothero & Tamura, 2022).
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Figura 2. Adaptado. Compreensdo atual das inter-relagcdes de deuterostdmios, incluindo cordados,
olfactores, vertebrados, cicléstomos e gnatostomados (P. Donoghue, 2017).
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Os vertebrados possuem notocorda, sistema circulatério com um coragdo de duas
camaras. Durante sua embriologia, eles ttm uma regido que se desenvolve ao longo da

coluna vertebral chamada crista neural (Prothero & Tamura, 2022.)

A origem dos vertebrados é caracterizada por mudancas genémicas, embrioldgicas e
fenotipicas. Dados de estudos anteriores sugerem que duplicacdes no genoma inteiro
impulsionaram eventos de macroevolucao dos organismos. Favorecendo, consecutivamente,
0 surgimento de possiveis novidades adaptativas (Donoghue & Purnell, 2009; P. C. J.
Donoghue & Keating, 2014).

As duplicacdes de genes e dos genomas tém sido muito debatidas, desde que o
geneticista e bidlogo evolutivo Susumu Ohno, propés que duas rodadas de duplicacdo do
genoma completo (2R) ocorreram na base da linhagem dos vertebrados (Ohno,1970). Essa
poliploidizacdo foi observada em analises de sequéncias completas do genoma de espécies
ao longo da linhagem de cordados (Dehal & Boore, 2005), corroborado quando a primeira

sequéncia do genoma do anfioxo publicado por Putnam et al. (2008).

Os genes duplicados surgem da duplicagdo do genoma inteiro ou da duplicacéo de
genes individuais. Apds um evento de duplicacdo do genoma as duplicatas geralmente sdo
perdidas (pseudogenizacdo), a menos que suas funcbes e as dos genes originais divirjam,
seja por subfuncionalizagdo dos dois genes, ou por ganho de funcdo da duplicata. Houve,
pelo menos, trés grandes eventos de duplicacdo do genoma inteiro (WGD) na evolugao
animal. Dois ocorreram perto da base dos vertebrados (aproximadamente a 500 e a 350
milhdes de anos atras) e o terceiro na base dos peixes teledsteos cerca de 230 milhGes de

anos atras (Pasquier et al., 2017).

O primeiro evento de duplicacdo provavelmente ocorreu antes da separacdo da
linhagem dos cefalocordados (anfioxos [Branchiostoma) dos demais cordados cerca de 580
a 500 milhdes de anos atras (Kumar et al., 2017). Os urocordados (tunicados ou ascidias),
parecem também ter, pelo menos, um Unico evento de duplicagdo, entretanto o genoma
destes animais parece estar evoluindo rapidamente, com uma reducdo de tamanho (70-173
Mb em comparacdo com 520 Mb dos anfioxos e 3 Gb dos humanos), com perda de alguns

genes-chave do desenvolvimento (por exemplo, varios genes Hox) e duplicacdo
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independente de outros (por exemplo, Pax2/5/8 no apendicular Oikopleura dioica) (Holland,
2013).

As analises dos genomas dos agnatos inicialmente ndo resolveram definitivamente
se 0 2RWGD aconteceu antes ou depois da separacao das linhagens de vertebrados sem e
com mandibula. Existem pelo menos duas hipoteses: uma analise propde apenas uma rodada
de WGD na base dos vertebrados, juntamente com duplicacGes em escala cromossémica em
lampreias; a segunda hipdtese propde que o segundo evento de duplicacdo (2RWGD)
precedeu a separacdo dos agnatos (lampreias [Petromyzontiformes] e peixes bruxas
[Myxiniformes]) dos demais vertebrados (Gnatostomados) (Holland, 2018). Recentemente
alguns estudos reforcam a hipdtese que o 2RWGD aconteceu antes da separacdo dos
vertebrados em duas linhagens (Cardoso et al., 2020; Ermakova et al., 2020).

Os agnatas, vertebrados basais, tém caracteres vertebrados chave que faltam nos
cordados invertebrados - cefalocordados (anfioxos) e urocordados (tunicados ou Ascidias).
Esses caracteres incluem a crista neural, telencéfalo, organizador istmico no limite
mesencéfalo/romencefalico e olhos pareados. A evolucdo de todas essas caracteristicas
subsequentes ao 2RWGD da suporte a hipotese de que duplicatas génicas deram aos
vertebrados as ferramentas para aperfeicoar estruturas antigas, além de criar novas
morfologias. Os vertebrados retiveram preferencialmente réplicas de genes de
desenvolvimento, incluindo aqueles que codificam fatores de transcri¢do e proteinas nas vias

de sinalizacdo (Holland, 2013), como o0s NRs.

ORIGEM E EVOLUCAO DOS RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares (NRs) sdo uma superfamilia de fatores de transcricéo,
filogeneticamente, relacionados, funcionalmente envolvidos em diversas funcdes
moleculares (homeostase, reproducédo, desenvolvimento, metabolismo). Esses podem atuar
como ativadores ou repressores da transcricdo génica quando associados a um ligante.
(Robinson-Rechavi, Garcia and Laudet, 2003; Miglioli et al., 2021). Ou ainda, diversos NRs,
conhecidos como receptores 0rfaos, que ndo possuem ligantes especificos, atuam formando
dimeros com outros NRs, formando complexos e se ligando a motivos de DNA, o0 nos leva

a hipotese de que NRs tinham inicialmente a funcdo de fator de transcricdo (DBD), e
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posteriormente, adquiriu a capacidade de receptor através do acoplamento do dominio LDB
(Badofsky et al., 2017; Markov & Laudet, 2011)

Os NRs, possivelmente, surgiram muito cedo na linhagem de metazoarios e se
diversificaram atraveés de inimeras duplicacdes e perdas génicas (Schubert et al., 2008), os
receptores adrenais e 0s receptores esteroides sexuais evoluiram muito mais tarde, em
linhagens especificas, precedendo e durante a evolugdo dos vertebrados, comeg¢ando com o
aparecimento dos primeiros receptores de esteroides nos cefalocordados (Baker, 2019).

Nos humanos sdo encontrados 49 NRs no genoma completo, sendo um pseudogene
(Robinson-Rechavi et al., 2001). Porém, estudos anteriores demonstram que em animais
invertebrados, como o anfioxo, possuem um numero reduzido de NRs, em contraste, peixes
teledsteos um complemento maior com cerca de 68 genes (Krasowski et al., 2011; J. Zhang
et al., 2004). De certo, o numero de NRs divergente entre as espécies, resultante das
duplicacdes de genes e/ou perdas de genes em linhagens especificas durante processo
evolutivo (Hwang et al., 2014; Schubert et al., 2008), indubitavelmente, contribuiu para
diversificar funcionalmente os NRs e inclui-los na caixa de ferramentas genética basica que

0s animais adaptaram e refinaram no curso da evolucgéo (Carroll, 2008; Fonseca et al., 2020).
ORGANIZACAO ESTRUTURAL DOS RECEPTORES NUCLEARES

Durante a evolucgdo, os genes da familia NRs foram bastante conservados nos animais
terrestres (E. Reschly & Krasowski, 2006). Os membros da superfamilia dos receptores
nucleares apresentam uma organizacao estrutural semelhante, caracterizada pela presenca de
cinco dominios funcionais. O dominio A/B ou regido N-terminal, dominio C ou de ligacdo
ao DNA (DBD/ ligand binding domain o que o torna um fator de transcri¢cdo), Dominio D
(regido dobradica), Dominio E ou de ligacédo ao ligante (LBD/ ligand binding domain, o que
0 torna um receptor) e o F terminal (regido C-terminal) (Fig.3).
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DOMINIO REGIAO porMiNio

N - TERMINAL DODRADICA C - TERMINAL
AF1 | AF2.
__________ DOMINIO DE DOMINIO DE LIGACAO AO
LchqEO LIGANTE (LBD)
AO DNA (DBD)

Figura.3 — Representacdo esquematica da organizacdo estrutural e funcional dos receptores

nucleares. Adaptado: https://pfam.xfam.org/family/PF00104

A regido N-terminal (dominio A/B) contém uma regido ativa (AF-1). A regido A/B
possui comprimento variavel entre 50-500 aminoacidos. A regido mais conservada é o
dominio de ligacéo ao (DBD, dominio C), caracterizada por possuir um motivo, que garante
a especificidade da ligacdo molecular ao DNA, favorecendo a dimerizacdo intermolecular
(Robinson-Rechavi et al., 2003). O dominio D atua como uma dobradica entre a regido C
(DBD) e a regido E, que corresponde ao dominio de ligacdo ao ligante (LBD) no qual
encontra-se o segundo dominio de ativacdo (AF-2), este, por sua vez, crucial para interacdes
de NRs com coativadores e correpressores. Por fim, a regido F, que ndo esta presente em
todas as NRs, ndo € muito bem caracterizada e ndo possui funcdo clara conhecida.
(Konigshofer et al., 2021).

Os NRS se ligam aos elementos de respostas ao DNA, que sdo sequéncias motivo
em regides regulatérias proximas as regiGes promotoras dos genes alvos (cis; repeticdes
diretas ou invertidas espacadas 5'-AGAACA-3' ou 5-AGGTCA-3'). Os NRs se ligam ao
DNA, como mondmeros ou dimeros (homodimeros ou heterodimeros) (Helsen and
Claessens, 2014).

O DBD € o dominio mais conservado entre os receptores nucleares. Consiste em dois
modulos de dedo de zinco que formam a estrutura central. A a-hélice no primeiro modulo
de dedo de zinco permite as interacOes especificas da sequéncia com o DNA. O segundo
maodulo de dedo de zinco permite que os DBDs-receptores hetero ou homodimero. O DBD
também contém uma extensdo C-terminal variavel que estabiliza a ligagdo ao DNA fazendo
contato no sulco menor do DNA ou participa dos contatos proteina-proteina do dimero DBD
(Helsen and Claessens, 2014).
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CLASSIFICACAO DOS RECEPTORES NUCLEARES

Os NRs caracterizam-se por ser 0 maior grupo de reguladores transcricionais com 49
RNs conhecidos, divididos em 19 grupos (Figura 4 - Tabela suplementar 1). A classificagdo
foi desenvolvida segundo um sistema unificado de nomenclatura (Committee, 1999). Os
NRs também podem ser classificados como trés subtipos de NR (Enddcrinos, Orfdos
adotados, e Orfdos) com base em seus ligantes fisioldgicos e funcdes potenciais. Além disso,
eles podem ser separados em cinco classes, de acordo com algumas especificidades
funcionais (Receptores Esteroides, Receptores Heterodimeros; Sensores Lipidicos, Orfios

enigmaticos e Receptores Orfios)(Sonoda, Pei and Evans, 2008).

Os receptores endocrinos que atuam todos como receptores de alta afinidade para
hormonios sexuais, lipossolliveis e vitaminas. Esta classe inclui receptores para 0s
hormonios esteroides (AR, ER, GR, PR e MR); Horménios que formam heterodimeros
(receptor do hormoénio tireoidiano; TR) e vitaminas A (receptores do &cido retindico; RAR)
e D (receptor da vitamina D; VDR). Os receptores de esteroides funcionam como
homodimeros e TR, VDR e RAR formam heterodimeros com o Receptor Retindide X (RXR)
(Sonoda, Pei and Evans, 2008).

Os receptores “desorfanizados”, inicialmente ndo possuiam ligantes conhecidos, e
aos poucos esses ligantes foram identificados, como receptores lipidicos, como o ligante
derivado da vitamina A, o acido 9-cis retindico, com alta afinidade para RXR, além dos
ligantes para PPARd, LXR, FXR e PXR. Incluidos entre os 6rfaos adotados estdo os
adotados ‘‘enigmaticos’’, para os quais um ligante foi identificado, pelo menos para um dos
subtipos, mas a natureza da regulacdo dependente de ligante na fisiologia nao foi
estabelecida. Este grupo inclui receptores cuja atividade e/ou interagdo com cofatores pode
ser modulado em condicGes ndo fisioldgicas por estrogénios (receptores relacionados ao
estrogénio; ERRD e c) e/ou por moléculas enddgenas como o colesterol (retindides receptor
orfao; RORa), retindides (RORb), androstano (receptor de androstano constitutivo; CAR)
ou fosfolipidios (fator esteroidogénico-1; SF-1 e homdlogo do receptor de figado humano-
1; LRH-1) através da ligacdo ao bolso de ligagdo do ligante. Também incluido nesta classe

estd um receptor que é ligado constitutivamente por uma molécula de &acido graxo
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provavelmente como um componente estrutural (fator nuclear hepatécito 4a; HNF4a)
(Sonoda, Pei and Evans, 2008).

A terceira classe € composta de verdadeiros oOrfaos cujos ligantes (natural ou
sintético) ndo foram identificados. Esta classe inclui receptores que provavelmente ndo sdo
regulados por ligantes baseados no tamanho do bolso de ligacéo do ligante e na posicéo da
alfa-hélice. Esses receptores sdo provavelmente regulados por disponibilidade do coativador,
expressdo do préprio receptor, covalente modificacdo ou uma combinacgdo (Sonoda, Pei and
Evans, 2008).
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RECEPTORES ORFAOQS

v

FIGURA. 4. REPRESENTACAC DE TODOS 0S RECEPTORES
NUCLEARES E SEUS RESPECTIVOS GRUPOS.

(COMMITTEE , 1999)



0B. Receptor Nuclear da subfamilia 0 grupo B (NROB)

A familia NROB, representada em humanos por NROB1 e NROB2, ndo possuem a
estrutura de dominio modular de ligagdo ao DNA (DBD), sendo denominados, “dominio
singletons”. (Krasowski et al., 2005; Z. Zhang et al., 2004). O NROBI1, também conhecido
como DAX-1, presente no cromossomo X, determina durante o processo de desenvolvimento
a formacéo dos testiculos e da glandula adrenal adulta (Fernandes-freitas et al., 2020). Some-
se a isto, a reversdo do sexo masculino para feminino, em caso, de possiveis duplicacdes, e
hipoplasia adrenal congénita se ocorrer mutacées e dele¢des (Ludbrook & Harley, 2004). Ja
0 NROB2 também denominado SHP, presente no cromossomo 1, parece estar envolvido em
uma diversidade fungdes associadas a regulacdo da homeostase metabodlica, regula a
transcricdo de uma variedade de genes alvo e de funcdes fisiologicas, em sintese, age

diretamente com os receptores nucleares e outros fatores de transcricdo. (Lee et al., 2007).
1A. Receptor do hormonio tireoide (THR)

A subfamilia THR é composta por THRA e THRB, caracteriza-se por serem ativados
por horménios tireoidianos, e funcionalmente, estarem envolvidos na homeostase e
desenvolvimento em vertebrados. (Miglioli et al., 2021). Estudos sugerem a presenca de
endostilo, 6rgdo faringeo considerado homologo ao foliculo da glandula tiredide em
Urocordados (Tunicata), Vertebrata (Lampreia) e Cefalocordados, em hip6tese, especula-se
que esse hormonio tireoidiano é uma caracteristica antiga nos cordados e, possivelmente,
eventos de duplicacdo influenciou a diversificacdo tecidual mais extensa e especializada
(Michio Ogasawara, 2000; Paris et al., 2008).

1B. Receptor de acido retindico (RAR)

Os receptores de acido retindico (RARs) sdo importantes mediadores da sinalizagédo
celular, envolvidos no processo de morfogénese, desenvolvimento e diferenciacdo (Cheng et
al., 2015). Existem trés isotipos de RARs (RARA. RARB, RARG), caracterizados por
compartilharem estruturas e funcdes semelhantes. As diversas propriedades transcricionais
contribuem para as func@es bioldgicas distintas, e a possivel conservagdo durante a radiacdo

evolutiva dos vertebrados (Hauksdéttir et al., 2003).
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1C. Receptor Alfa Ativado por Proliferador de Peroxissoma (PPAR)

Os receptores Alfa Ativado por Proliferador de Peroxissoma, podem ser encontrados
em trés subtipos (PPARA, PPPARD, PPARG). Acidos graxos e eicosanoides foram
identificados como ligantes naturais para os PPARs. Caracteriza-se por ser homologos, porém
localiza-se em tecidos divergentes e por distintos genes (Berger & Moller, 2001). Dentre seus
relevantes papeis bioldgicos, destacam-se, metabolismo, regulacdo da homeostase,
crescimento celular, desenvolvimento de cancer. Em consequéncia, os PPARs vem sendo
bastante estudados por sua capacidade de melhorar as sindromes metabolicas e nos
tratamentos de obesidade e aterosclerose (Hong et al., 2019).

1D. Receptor Nuclear da subfamilia 1 grupo D membro 1 (NR1D)

Essa subfamilia é representada por NR1D1 e NR1D2, pertencem ao grupo dos
receptores 6rfaos, NRs que ndo possuem ligantes especificos ou se ligam com baixa afinidade
a horménios. Esse grupo regula o metabolismo de carboidratos e lipidios, além de ritmos
circadianos que influenciam na determinacéo dos padrfes de sono e alimentacdo. O sistema
circadiano, como muitas outras familias multigénicas, sofreu influéncias de transformacées
génicas que acarretou a alteracdo no nimero de copias presentes nos animais. Nos insetos é
encontrada em uma Unica cdpia, enquanto, em vertebrados aparecem duplicados. A anélise
filogenética de trabalhos anteriores, indica que membros de cada grupo de genes circadianos
foram gerados por um evento de duplicacdo de genes nos estagios iniciais da evolucdo dos
vertebrados (Layeghifard et al., 2008).

1F. Receptor 6rféo alfa relacionado a RAR

Essa subfamilia possui, trés isoformas (RORA, RORB e RORC), codificada
por gene distintos, desempenha um papel regulador na manutencdo de uma variedade de
processos fisioldgicos e patoldgicos, atuando como um repressor osteogénico na regulagéo da
formacdo 0ssea e assim como os NR1D, atua na regulacdo do ritmo circadiano (Shujiong
Feng, 2015).

1H. Receptor Nuclear da subfamilia 1 grupo H (NR1H)

A subfamilia NR1H é formada por NR1H2 (LXRa), NR1H3(LXRb), NR1H4 E
NR1H5P. Sua funcionalidade esta associada a homeostase do colesterol, o qual regula a
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expressao de genes envolvidos no efluxo, transporte e excrecdo. No passado, esse grupo era
classificado como receptores 0rfaos, pois ndo se conhecia seus ligantes especificos(Zhang et
al., 2017). Mas atualmente, oxiesteris como 24(S)-hidroxicolesterol e 24(S),25-
epoxicolesterol, acidos biliares, foram identificados como seus ligantes especificos (Reschly
et al., 2008; Fonseca et al., 2017).

Estudos apontam que em cordados os LXRs em invertebrados, & exemplo Ciona
intestinalis tem ligantes especificos diferentes dos LXRs encontrados em vertebrados. Uma
hipo6tese associada para este dado é a possibilidade de um Unico gene ancestral LXR presente
em invertebrados ter divergido no inicio da evolugdo dos vertebrados em resposta a diferengas
no metabolismo lipidico entre invertebrados e vertebrados (Reschly et al., 2008).

Os NR1H4, também conhecido como FXR, possuem duas isoformas FXRa e FXRDb,
também denominado NR1H5P. Em humanos e primatas, FXRb é um pseudogene. No
entanto, em outros mamiferos (cdes, coelhos, roedores) codifica um receptor hormonal
nuclear funcional que parece estar envolvido na biossintese do colesterol, sendo relevantes

para o estudo de doencas hepatobiliares e gastrointestinais (Gadaleta et al., 2010)

Os pseudogenes sdo segmentos de DNA ndo génicos que exibem um alto grau de
similaridade de sequéncia com genes funcionais, porém contém defeitos disruptivos, tais
como codons de parada prematuros, mutacdes no sitio de splicing e mutacbes de
deslocamento de quadro, que o0s impedem, consequentemente, de serem expressos

adequadamente (Zhang, Nielsen and Yang, 2004).
11. Receptor Nuclear da subfamilia 1 grupo | (NR1I)

A subfamilia NR1I é composta por NR1I2, NR113 e VDR. Desempenham funces
associadas a regulacdo do metabolismo, transporte e excrecdo de compostos exdgenos,

horménios esteroides, vitaminas, sais biliares e xenobioticos (Ekins et al., 2008).

Logo, os membros dessa subfamilia possuem a capacidade de se ligar compostos
endogenos potencialmente toxicos com baixa afinidade e iniciar mudangas na expressao
génica induzindo o metabolismo a excrecdo de compostos, como por exemplo, a inducéo da
expressdo do citocromo P450 3A4 em humanos, funcionalmente importante em mamiferos,

por oxidar medicamentos, toxinas, alimentos, geralmente, inativando-as e tornando-as mais
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faceis de serem eliminadas. Estes também atuam na sintese de lipidios, como o colesterol (E.
Reschly & Krasowski, 2006).

O papel de desintoxicacdo do VDR parece limitado a detectar altas concentracfes de
certos sais biliares tdxicos, como o &cido litocdlico, enquanto o NR1I2 e NR1I3 tém a
capacidade de reconhecer compostos estruturalmente diversos (E. Reschly & Krasowski,
2006). Estudos cientificos sugerem que essa subfamilia surgiu da duplicacdo de um gene
ancestral, possivelmente, no invertebrado Ciona intestinalis (E. Reschly & Krasowski, 2006).
Imagina-se que a diversidade das agdes bioldgicas dessa subfamilia esta associada com a
capacidade dos organismos de adaptar-se as pressdes seletivas (Bikle, 2011).

2A. Hepatdcito Nuclear familia do fator 4 (HNF4)

A subfamilia HNF4 é formada por HNF4A e HNF4G, é um fator de transcricao
envolvido na expressdo especifica de genes no figado, rim e intestino (Chartier et al., 1994).
Em humanos, o HNF4 se liga a &cidos graxos enddgenos como ligantes e regula a
diferenciacdo de hepatdcitos, metabolismo energético, desintoxicagdo de xenobiéticos e
manutencdo de células-tronco na linhagem germinativa. Além disso, O HNF4 também
participa do desenvolvimento priméario do endoderma em sapos, regula a expressdo de fatores
de transcri¢do necessarios para a especificacdo do endoderma em camundongos, podendo ser
expressos em alguns estagios no desenvolvimento da Ciona intestinalis (Miglioli et al., 2021).
A presenca desses NRs em organismos basais, sugere que esses receptores estavam presentes

no inicio do processo evolutivo dos cordados.

2B. Receptor X Retindico (RXR)

Os receptores retindides X (RXRs) sdo membros altamente conservados da familia de
receptores de hormonios nucleares, envolvidos em varios processos do sistema enddcrino
(Fuchs et al., 2014). Influenciados pelos maltiplos eventos de duplicacdo, esse grupo de NRs
orfaos, possuem trés subtipos (RXRA, RXRB, RXRG) em vertebrados, codificados por genes
distintos, sendo encontrada vérias isoformas para cada RXR. Em peixes, devido a uma
duplicacdo especifica do genoma inteiro (3R), hd um gene RXRB adicional, mas apenas em
zebrafish (entre os genomas de teledsteos sequenciados), sdo encontradas copias adicionais
dos genes RXRA e RXRG . Em vertebrados, RXRB é o subtipo amplamente expresso, RXRA

é encontrado ,principalmente, no figado, rim, epiderme, intestino e domina a expressao de
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RXR na pele, enquanto RXRG mostra uma expressao restrita em mausculos, glandula

pituitaria e certas regides do o cérebro.(Philip et al., 2012).

Segundo os dados do trabalho de Evans & Mangelsdorf (2014), o primeiro ligante
endogeno (&cido 9- cis retindico, um metabdlito da vitamina A) para um receptor nuclear
orféo foi encontrado no RXR. Essa descoberta revelou a existéncia de uma via de sinalizagdo
anteriormente desconhecida, fornecendo caminhos para norteadores para compreender outros

receptores Orfaos e possiveis ligantes especificos.

Estudos demonstram que o0 RXR esta presente nos genomas da maioria das espéecies
de metazoarios (Fonseca et al., 2020.), e que possivelmente, surgiu apos a divergéncia de
linhagens de cordados vertebrados e ndo vertebrados(urocordados) (Maeng et al., 2012).
Nesse sentido, indica-se que duplicacdo do genoma inteiro de vertebrados favoreceu selecéo
positiva nos paralogos, além de divergéncia funcional entre todos os pares de RXRs de
vertebrados (Philip et al., 2012).

2C. Receptor Nuclear da subfamilia 2 grupo C (NR2C)

Essa subfamilia composta por trés membros em mamiferos, NR2C1 e NR2C2,
participam de processos bioldgicos, como desenvolvimento, diferenciacdo celular e
homeostase. Caracteriza-se por um grupo de receptor nuclear 6rfdo que pode atuar como
repressor ou ativador da transcricdo. Estes parece desempenhar uma funcdo fundamental na
repressdo da y-globina durante a eritropoiese (Cui et al., 2011), enquanto o NRC1 atua na
proliferacdo e diferenciacdo de células-tronco. O pardlogo NR2C2 atua na fertilidade
masculina por meio do controle da espermatogénese e também no envelhecimento precoce
(O’Geen et al., 2010).

Segundo dados J. L. Baker et al., (2016), o NR2C1, possivelmente, em nivel
populacional, possui diferencas especificas nas células tronco relacionadas ao
desenvolvimento da pluripotencialidade, o que hipoteticamente sugere, aparecimento de

novidades adaptativas ao longo do processo evolutivo.

2E. Receptor Nuclear da subfamilia 2 grupo E(NR2E)

A subfamilia NR2E em mamiferos é subdividida em NR2E1 E NR2E3. Sao

considerados receptores nucleares orfdos, por ndo apresentarem ligantes especificos,
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expressos em estruturas derivadas do olho e do prosencéfalo. Dados de trabalho do Kitambi
& Hauptmann, (2007), mostraram que esses NRs sdo expressos durante o desenvolvimento

embrionario e pos-embrionario.

Para compreender o desenvolvimento e diferenciacdo dos fotorreceptores, muitos
estudos foram realizados, utilizando o peixe-zebra como organismo modelo. A escolha
experimental deve-se a conservacdo da arquitetura das células da retina, ao formato da retina,
aos habitos diurnos, além da estrutura gendmica e a sequéncia de aminoacidos serem
semelhantes aos dos humanos. Resultados mostram que o perfil de expressdo de
desenvolvimento do peixe-zebra é consistente com as fungdes anatdmicas conservadas
evolutivamente nas estruturas do olho e do cérebro dos ortdlogos humanos (Kitambi and
Hauptmann, 2007; Connor et al., 2022).

2F. Receptor Nuclear da subfamilia 2 grupo F (NR2F)

Essa subfamilia composta por trés membros em mamiferos, NR2F1 e NR2F2, NR2F6,
sdo altamente expressos no sistema nervoso central. Em geral, sdo ativados por ligantes
(esteroides, hormonios tireoidianos e retindides), mas podem ndo possuir nenhum ligante

identificado, que se denomina receptores orfdos (Philip et al., 2012).

Dados sugerem que NR2F formam grupos paralogos que surgiram da série
estabelecida de duplicagdo do genoma completo (WGDs). Os NR2F6 sdo mais divergentes
em gnatostomados, em contraste com os outros NR2F que foram perdidos independentemente

em varias linhagens de vertebrados (Coppola and Waxman, 2021).

3A. Receptor Nuclear da subfamilia 3 grupo A (NR3A)
A subfamilia NR3A ¢€ classificada em ESR1 e ESR2. Esses NRs parecem mediar

a acdo do estrogénio no desenvolvimento reprodutivo, cancer de mama, 0ssos. Ainda segundo
dados, o Polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) nos genes ESR1/ ESR2 tem acéo direta
na perda progressiva de massa 0ssea, tornando os 0ssos enfraquecidos e predispostos a
fraturas, doenga denominada osteoporose (Hongyue Ren,2022; Hu et al., 2020; de Mattos et
al., 2014; Zhou et al., 2021).
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3B. Receptor Nuclear da subfamilia 3 grupo B (NR3B)

A subfamilia NR3B, possui trés subtipos: ESRRA, ESRRB e ESRRG. Embora 0s
NR3B compartilhem semelhancas de sequéncia com os receptores de estrogénio, eles néo
possuem ligantes especificos. Os NR3B parecem estar envolvidos na regulacdo da
homeostase hepatica. No entanto, a expressdo do ESRRA é ampla, mais abundante do que os
outros dois membros do grupo, encontrada em tecidos metabolicamente ativos, como coragéo,

rins, intestino, masculo esquelético e figado. Geralmente (Xia, Dufour and Gigueére, 2019).

3C. Receptor Nuclear da subfamilia 3 grupo C (NR3C)
A subfamilia é composta por 4 membros: NR3C1, NR3C2, PGR(NR3C3) e AR

(NR3C4). Caracteriza-se por serem agonistas endégenos (molécula que pode se ligar e ativar
um receptor para induzir uma reacdo bioldgica), divididos em 3-hidroxiesterdides (estrona e
17B- estradiol) e 3-cetosterdides (diidrotestosterona, aldosterona, cortisol, corticosterona,
progesterona e testosterona) (Cain, et al., 2019). Evolutivamente, esses receptores
possivelmente surgiram de um ancestral de lampreia e hagfish, o que sugere que esses
receptores estavam presentes no taxon que evoluiu na base da linhagem dos vertebrados
(Baker and Katsu, 2017; Katsu, Oka and Baker, 2017).

O gene NR3CL1 codifica o receptor de glucocorticoide humano fator de transcricao
dependente do ligante e ativa a transcri¢do de genes responsivos a glicocorticdides. Esse NR
esta relacionado com a homeostase basal e o estresse (Palma-Gudiel et al., 2015). O NR3C2
é o receptor de mineralocorticides, estd associado ao estresse, sintomas depressivos
elevados, e reducdo da inducdo de cortisol (Cui, Xu and Jiang, 2019). O receptor de
progesterona (PGR) esta envolvido com ovulacdo, desenvolvimento da mama,
estabelecimento da gravidez em mamiferos (Zhu et al., 2015). O receptor de andrégeno
(testosterona e diidrotestosterona (DHT). é membro da familia de receptores nucleares do
hormonio esteroide e um fator de transcri¢do nuclear dependente de ligante. Dada a sua ampla
expressdo em muitas células e tecidos, esta relacionada com as a¢fes bioldgicas, o que inclui,
desenvolvimento, manutencdo dos sistemas reprodutivos, musculoesqueléticos,

cardiovasculares, imunologicos, neurais e hematopoiéticos (Davey and Grossmann, 2016).
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4A. Receptor Nuclear da subfamilia 4 grupo A (NR4A)

A familia do receptor nuclear NR4A possui trés membros: NR4AL, NR4A2 e NR4AS.
Estdo envolvidos inimeros processos bioldgicos, tais como: apoptose e metabolismo,

diferenciacdo neuronal e com doencas neurodegenerativas (Kon et al., 2007).

Esses NRs orfaos constituem um grupo evolucionario antigo e altamente conservado
de fatores de transcricdo. Em contraste com outros NRs dessa superfamilia, os receptores
NR4A funcionam como fatores de transcri¢cdo independentes de ligantes e genes de resposta
imediata ou precoce, que sdo rapidamente induzidos por uma pleiotropia de estimulos

ambientais (Zhao and Bruemmer, 2010).

A. Receptor Nuclear da subfamilia 5 grupo A (NR5A)

A subfamilia NR5A, em mamiferos, contém dois membros (NR5A1 E NR5A2), estes
estdo envolvidos em diversas funcdes de desenvolvimento cartilagem e digestdrio). Estudos
sugerem, ainda, que 0 NR5A2 esta associado a canceres de mama, célon, ovario e pancreas
(Yang et al., 2020; Hale et al., 2014). O ligante especifico desse grupo € desconhecido,
comumente conhecido como receptor 6rfdo. Ademais, os paralogos, possivelmente, surgiram
durante eventos de duplicagdo do genoma inteiro, durante o desenvolvimento dos vertebrados
(Kuo et al., 2005).

6A. Receptor Nuclear da subfamilia 6 grupo A (NR6A)

O gene NR6AL nucleares inclui um grupo de fatores de transcricdo dependentes de
ligantes que se ligam a esteroides e outras moléculas lipofilicas. varios membros desta
superfamilia sdo receptores 6rfaos para os quais ainda nao foram identificados ligantes. Seu
padrdo de expressao pode estar envolvido na neurogénese e no desenvolvimento de células
germinativas. O splicing alternativo resulta em varias variantes de transcri¢do. Doencas
associadas ao NR6AL incluem Carcinoma Embrionario e Teratocarcinoma (Zechel, 2005;
Lan et al., 2003).

O NR6AL é importante para a sobrevivéncia embrionaria de anfibios e mamiferos.
Em Xenopus a expressdo de uma forma dominante-negativa desse NR, resulta em
malformacdes da cabeca, olhos, orelhas, glandula de cimento e somitos, resultando em

letalidade embrionéria (Chung et al., 2001).
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OBJETIVO GERAL

Descrever o cenério evolutivo da familia génica dos Receptores Nucleares (NRs),
analisando o padrdo de perdas e ganhos de membros dessa familia nos genomas de 289

cordados, alem do padrdo de evolucdo molecular.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Quantificar a dinamica de ganhos e perdas genéticas da Familia NRs nos 289 cordados;
que possuem 0s genomas completos;

e Determinar se 0s NRs dos cordados compartilham genes das mesmas familias como
vizinhos (sintenia), para auxiliar o estabelecimento das origens dos NRs;

e Comparar as taxas evolutivas do dominio DBD dos genes NRs;

e Construir arvores génicas dos DBD dos NRs, para contribuir com a determinacgéo quais

genes seriam mais antigos e 0s que surgiram mais recentemente por duplicacdo

METODOLOGIA

COLETA DE DADOS

As sequéncias dos genes da familia NRs em Cordados, foram consultadas nos bancos

de dados publicos disponiveis: (http://www.ensembl.org/); UCSC (http://genome.ucsc.edu) e

NCBI Genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), Uniprot

(https://www.uniprot.org/). Adicionamos a ferramenta Blast/Blat para recuperar as

sequéncias adicionais que ndo estdo anotadas e nem foram recuperadas pelo servico de busca
de dados BioMart, utilizando a sequéncia humana como referéncia.
Para verificar presenca e auséncia dos genes da NRs em cordados, utilizamos a

ferramenta de mineragdo de dados BioMart (http://www.ensembl.org/biomart/martview/),

com parametros restritos a 05(cinco) dominios proteicos (IPR0O35500/NHR-like_dom_sf,
IPR0O00536/Nucl_hrmn_rcpt_lig-bd, IPR001723/Nuclear_hrmn_rcpt,
IPR001628/Znf_hrmn_rcpt, IPR013088/Znf NHR/GATA), estas sdo sequéncias proteicas
conservadas sdo essenciais no estudo de uma investigacdo evolutiva. Complementar a essa
atividade, adicionamos a busca por servico da web de modelos ocultos de Markov, o HMMER

(http://hmmer.org/), recurso que detecta homdlogos e auxilia nas analises das estruturas

proteinas.
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Buscamos a sintenia e vizinhanga compartilnada dos genes da familia NRs nos
cromossomos dos cordados (inicialmente os 49 humanos, mas genes de linhagens especificas
podem ser comparados), com uma distancia de 15 genes franqueadores dos dois lados,
utilizando o browser Genomicus (93V.). Este browser, além de mostrar visualmente a ordem
e a presenca de genes compartilhados entre espécies distintas (ortélogos), também pode ser
utilizado para comparar a sintenia dentro de uma mesma espécie (paralogos). Adicionalmente,
pesquisas manuais nos navegadores do genoma Ensembl e UCSC com o mesmo proposito.
Resgatamos dados quanto a arquitetura das proteinas, quanto a presenca dos dominios de
interacdo, regides desordenadas e de baixa complexidade nos browsers UniProt

(http://www.uniprot.org/) e Pfam 30 (http://pfam.xfam.org/).

ANALISE DE DADOS

Avaliamos a presenca em comum dos genes NRs, em cada uma das espécies dos
cordados, nos grandes clados dos cordados, para estabelecer um padrédo de perdas e ganhos

(e.g. quais aparecem somente em mamiferos).

A conservacdo da sintenia nos ortélogos e entre os paralogos de uma espécie foram
analisadas de forma descritiva (presenca/auséncia) salientando familias génicas que sao
encontradas conjuntamente com os NRs para auxiliar a construcdo do cenério evolutivo (a
conservacao da sintenia/vizinhanca é uma evidéncia de homologia, mesmo quando as

sequéncias ndo sao conservadas)

As sequéncias nucleotidicas e protéicas para as espécies de vertebrados obtidas através
dos bancos de dados para os genes NRs serdo alinhadas no server GUIDANCE2

(http://guidance.tau.ac.il/ver2/), utilizando o algoritmo MAFFT.

O Pacote PAML 4.9a sera utilizado para verificar o padrdo evolutivo dos genes da
familia NRs (somente serdo analisadas sequéncias completas, no caso de Varios transcritos
para 0 mesmo gene sera escolhido o mais longo). Assim, para testar um conjunto de espécies
sera utilizado a variavel NsSites, que permite a variagdo da taxa o entre os sitios (entre os
cddons e aminoacidos da proteina) a fim de verificar quais codons possuem evidéncias de

selecdo positiva.

Serd estimado a taxa de substituicdes sindbnimas e ndo-sindbnimas (dN/dS), também

conhecida como , através dos métodos de Nei e Gojobori (1986), e de Yang e Nielsen
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(2000). Valores das taxas de substitui¢do @ < 1 e ® > 1 indicam respectivamente selecdo
purificadora (ou negativa), ou positiva (Darwiniana). Ja valores de @ = 1 estariam indicariam

evolucdo neutra.

Os modelos de substituicdo de codons a serem testados serdo os seguintes s: MO (one
ratio), onde um unico valor de ® ¢ assumido em todos os cddons, ja os modelos M1a (neutral)
admite diferentes valores de ®, mas nunca maiores do que um, e M2a (selection) admite
valores de ® > 1; M8a (betat®w = 1) também admite diferentes valores de ®, mas nunca
maiores do que um, mas diferentemente de M1a, considera 11 parametros; e finalmente M8
(beta & ®) que permite valores de @ > 1. Serao feitas comparacGes por anélises de Maxima
Verossimilhanca, entre os modelos Mla e M2a, e M8a e M8 para determinar qual melhor
modelo de substituicdo de cddons adequa-se aos dados. Uma abordagem bayesiana (BEB)
sera aplicada para estimar a significancia entre as diferencas de dN/dS (Anisimova e cols,
2007; Stern e cols, 2007; Yang, 2006).

A éarvore génica por Méxima Verossimilhanca, com 1000 Bootstraps, somente do
dominio de ligacdo ao DNA (DBD) para os paralogos, foi construida no programa MEGA

10, o modelo evolutivo de acordo com os dados foi determinado pela fun¢do Model-test.
RESULTADOS E DISCUSSAO

ORGANIZACAO ESTRUTURAL DOS RECEPTORES NUCLEARES

A superfamilia dos NRs possui 37 dominios proteicos identificados, destes, cinco sdo
encontrados na maioria dos receptores, sendo parametro orientador na busca dos genes no
BIOMART (Figura 06). Ndo foram encontrados dominio DBD dos paralogos génicos
(NROB1 e NROB2), resultado corroborado pelos estudos de (Zhao et al., 2015).
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QUANTIDADE DE DOMINIOS PRESENTES NOS RECEPTORES NUCLEARES
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Figura 5. Quantidade de dominios presentes em cada receptor nuclear. Os primeiros receptores estdo presentes na maioria dos RNs.
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DINAMICA DE GANHOS E PERDAS

Caracterizamos a familia dos genes dos Receptores Nucleares procurando
pelas sequéncias disponiveis nos bancos de dados de genoma animal e nos banco de dados
proteicos, incluindo 289 cordados, sendo compostos por: 3 cefalocordados (Branchiostoma
Belcheri, Branchiostoma Floridae e Branchiostoma lanceolatum); 2 Urocordados (Ciona
intestinalis e Phallusia mammillata); 4 vertebrados sem mandibula (Agnatha - Eptatretus
burgeri, Lethenteron camtschaticum, Myxine glutinosa e Petromyzon marinus); e sendo 280

vertebrados com mandibulas (Gnathostomata) Veja mais detalhes na figura 05.
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CORDADOS BASAIS

Recuperamos nas buscas nos bancos gendomicos, tanto por identificacdo de
dominios quanto pelas sequéncias, para os trés cefalocordados o nimero maximo de 22 NRs,
Lecroisey et al., (2012), em sua revisdo descreveu que o genoma dos anfioxos codificava 33
NRs, com pelo menos um representante de todos os principais grupos NRs, exceto NR1E e
NR11/J. Os autores sugeriram que o nimero elevado de NRs, esses animais ndo passaram pelo
2RWGD, significava que os anfioxos sofreram algumas modificacdes secundarias,
evidenciadas no grupo NR1H, visto que os anfioxos teriam 11 NR1H, enquanto humanos
possuem 4 genes NR1H funcionais e um pseudogene (ver abaixo), ou autores sugerem que
esse fato o pode um ser indicio de uma possivel diversidade funcional (Lecroisey, Laudet and
Schubert, 2012).

Os genes do grupo NR1H, tem como ligantes oxiesterdis (derivados de
colesterol) e metabolitos do farnesol, horménio juvenil 111, farnesal, acetato de farnesila, acido
farnesdico ou geranilgeraniol. Os NR1Hs precisam formar heterodimeros com o RXRs e 0s
ligantes para exercerem suas fungdes de fatores de transcri¢do, encontramos pelo menos 3
tipos de NR1Hs e um RXR nos cefalocordados. Em nossa busca encontramos um nimero
reduzido de receptores nucleares esteroides (ESR1 e ESR2; GR (NR3C1) e MCR (NR3C2)).
Lecroisey et al., (2012) discute que embora os cefalocordados possuam o0s receptores
esteroides, os ensaios moleculares revelaram que os receptores ERs sdo incapazes de se
ligarem a qualquer um dos horménios (e.g. ER, AR e PGR) dos vertebrados. Esses dados
sugerem que os receptores esteroides dos cefalocordados se comportam como receptores
orfaos, sem um ligante especifico. O que reforcaria a hipdtese do surgimento desses receptores
antes dos seus ligantes especificos que apareceriam somente na linhagem dos
vertebrados(Baker, 2019).

Os dados analisados mostram que os urocordados (Ciona intestinalis) possuem
17 NRs, sendo que esses genes representavam quase todos 0s grupos, estando ausente apenas
0 grupo NR2E, de uma subfamilia de receptores nucleares orfaos, expressos em estruturas
derivadas do olho e do prosencéfalo. Miglioli et al., (2021) e Lecroisey et al., (2012) referem-
se o0 trabalho de Dehal et al., (2002) que identificou 17 NRs nos Urocordados, e que estes

animais teriam um numero reduzido de NRs pois ndo passaram pelo evento de duplicacéo
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2RWGD. Entretanto, isso levanta uma questdo, os Urocordados passaram pelo evento
2RWGD? Se levarmos em conta somente 0os NRs a resposta seria ndo, e outras familias de
fatores de transcricdo (PAX e HOX) sugerem que esses animais divergiram dos demais
cordados antes do 2RWGD. Todavia, como ja mencionado 0 genoma desses animais parecem
estar evoluindo rapidamente, com duplicagdo independente de varios fatores de transcri¢éo
(por exemplo, Pax2/5/8 no apendicular Oikopleura dioica) (Holland, 2013).

AGNATOS/VERTEBRADOS SEM MANDIBULA

Os vertebrados sem mandibula foram representados em nosso estudo por 2 espécie de

peixe-bruxa (Eptatretus burger e Myxine glutinosa) e 2 espécies de lampreias

(Lethenteron camtschaticum e Petromyzon marinus). Juntos, eles formam um grupo
irmao dos vertebrados gnatostomados, sendo considerados em muitos estudos bons modelos
para investigar as caracteristicas ancestrais dos vertebrados. Encontramos, ao todo, 39 genes
NRs nos agnatas, todos os grupos estdo representados com pelo menos uma copia. Vale
destacar, que encontramos 2 ohnologos do grupo NR3C (NR3C1 e NR3C2, os receptores
glicocorticdides e mineralocorticoide, respectivamente), enquanto a 3 copia o receptor do
androgeno (AR/ NR3C4) nao foi encontrado em nenhum dos Agnatas. Baker (2019) afirma
que o surgimento do receptor do androgeno (AR/ NR3C4) acontece ja nas linhagens dos
gnatostomados, mais precisamente nos condrictes (peixes cartilaginosos). A evolugéo do dos
NR3C1 e NR3C2 em um vertebrado sem mandibula através da duplicacdo de um receptor
esteroide ancestral adicionou aumentou o repertério de ligantes fisioldgicos nestes animais,

proporcionando regulacdo de vias fisioldgicas complexas, incluindo reproducao,

respostas imunes, homeostase eletrolitica e resposta ao estresse respostas, em
vertebrados sem mandibula e posteriormente em toda a linhagem dos vertebrados ((Donoghue
and Purnell, 2009; Donoghue and Keating, 2014).

No Petromyzon marinus foram encontrados 32 NRs, enquanto nos Hagfish
encontramos 26 NRs. Essa diferenca pode ser em consequéncia da cobertura e do estagio de
dos genomas destes organismos. Estudos recentes (Cardoso, Bergqgvist and Larhammar, 2020;
Ermakova et al., 2020) reforcam a hipotese que 0 2RWGD ocorreu antes do split entre agnatos
e gnatostomados, as diferencas entre 0 nimero de genes entre esses dois grupos devem ser

consequéncia de perdas e expansdes génicas especifica de cada linhagem.
39



GNATOSTOMADOS/ VERTEBRADOS COM MANDIBULAS

Nessa superclasse foram estudadas 289 espécies (tabela suplementar 1). Alguns
estudos prévios indicavam que a composi¢do da superfamilia génica era variavel entre os
cordados, mas nenhum estudo analisou um numero tdo grande de vertebrados (Lecroisey,
Laudet and Schubert, 2012).

Nos Chondrichthyes, taxon mais basal deste grupo, recuperamos sequencias de 3
espécies (Amblyraja radiata, Callorhinchus milii e Scyliorhinus canicula), encontramos no
total 44 NRs. Nao recuperamos em nenhuma das espécies os genes ESRRa, ESRRb, Nrli3 e
RORc. Fonseca et al., (2020) estudou 0s genomas e transcriptomas disponiveis de cinco
espécies de (Chiloscyllium punctatum, Scyliorhinus canicula, S. torazame, Leucoraja
erinacea e Callorhinchus milii); e sequenciou 0 genoma de um pequeno tubardo (Hydrolagus
affinis), neste estudo eles recuperaram um total de 52 NRs, inclusive trés genes néo
recuperados na nossa busca, possuindo mais uma cépia nos grupos NR1H (LXR/FXR),
NR5A (SF-1) e duas copias a mais dos NROB (DAX1/SHP). Entretanto, tanto a nossa busca
quanto a de Fonseca et al (2020) n&o recuperou o gene NR113 (CAR). Os Chondrichthyes sdo
um grupo que oferecem uma oportunidade excepcional para abordar a diversificacdo precoce
das familias de genes NR (Fonseca et al., 2020).

Os 86 peixes 6sseos (Actinopterygii) estudados por nds, apresentam um ndmero
varidvel de ohnologos, como esperado, pois, parte desta linhagem (teledsteos) passou por
mais um evento de duplicacdo genémica (3RWGD). Fonseca (2020) relata um ndmero
méaximo de 76 NRs no peixe paulistinha (Danio rerio) outros estudos encontraram 73 NRs
(Zhao et al., 2015). Enquanto na linhagem dos Lepisosteiformes (peixes lagarto /spotted gar),
que nédo passou pelo 3BRWGD (Pasquier et al., 2017) foram encontrados 52 NRs (Fonseca,
2020). Interessantemente o gene NR1H2 (Oxysterols Receptor LXR-Beta) estd ausente na
maioria dos peixes, é encontrado somente em duas espécies, especificamente, nas espécies
Amphilophus citrinellus e Erpetoichthys calabaricus, nas familias Polypteridae e Cichlidae,
respectivamente.

O Latimeria chalumnae (celacanto), integrante do grupo Sarcopterygii, peixe com
nadadeira lobada, que apresenta todos os 49 NRs, bem como 7 NRs adicionais, possuindo
mais uma copia nos grupos NR5A (SF-1), NROB (DAX1/SHP) semelhantes aos condrictes,
também copias dos grupos NR1D, NR2F e NR1F (ROR), alem de mais duas duplicatas dos
NR2A (HNF4) (Tabela suplementar 2 - Mart-export Celacanto 2).
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Nas 13 espécies de anfibios estudadas (tabela suplementar 1) recuperamos, no
conjunto, todos os 49 NRs, Fonseca et al., (2020) sugere que estes animais teriam 52 NRs,
possuindo mais uma cépia nos grupos NR3B (ERR), e NR1F(ROR), NR2F e NR2A (HNF4),
similares ao Celacanto. Em contraponto aos resultados de estudos anteriores, nossos dados
ainda demonstram a presenca de NR1H2 neste grupo, gene ausente no resultado de Zhao et
al., (2015), ainda (Fonseca et al., 2020). encontrou trés ohnologos para o grupo NR1H,
enquanto nosso trabalho recuperou 4 (Nrlh2, Nrlh3, Nrlh4 e Nrlh5 para X. tropicalis
(NM_001090085.2)).

Analisamos 39 espécies de répteis (tabela suplementar 1), recuperamos, no conjunto,
todos os 49 NRs, Fonseca (2020) sugere que estes animais teriam 50 NRs, com uma copia a
mais nos grupos NR1F(ROR) e NR2B (HNF4) e que no grupo NR2B (RXR) teriam duas
duplicatas, enquanto encontramos trés ohnologos para este grupo (RXRA, RXRB e RXRG).
N&o recuperamos, em nenhum dos 39 répteis estudados, o receptor NR1I2 (PXR). Zhao et al.,
(2015), que indicou a auséncia de NR112 (PXR) e NR1H2 (LXR), nos testudines, e Fonseca
et al., (2020) recuperou somente dois dos genes do grupo NRL1I, no lagarto verde (Anolis
carolinensis).

Estudamos 30 espécies de aves, e recuperamos 46 NRs, no conjunto de espécies da
busca pelos 49 NRs. As aves ndo possuem os receptores ESRRA (NR3B1) e o NR1H2 (LXR)
e 0 NR1I2 (PXR), mesmo grupo de receptores que estdo listados como faltantes em Fonseca
et al., (2020) e 0 NR1H2 em Zhao et al., (2015). Este autor descreve que as aves teriam 48
NRs, com uma cépia a mais nos grupos NR1F(ROR), NR2B (HNF4) e NR2F. Além disso, 0
autor identifica que no grupo NR2B (RXR) teriam duas duplicatas, enquanto encontramos
trés ohnologos para este grupo, na maioria das aves, e ainda uma possivel quarta duplicata,
na galinha (ENSGALG00000003759(RORA); ENSGALG00000015150 (RORB);
ENSGALG00000033941(RORC); ENSGALG00000001035).

Interessantemente, aves mesmo com a perda de alguns NRs, também parece ter
duplicacdes especificas em sua linhagem. Alguns estudos que comparam o tamanho do
genoma de familias de genes entre as aves e mamiferos, encontraram um ndmero menor de
genes nas aves. Um exemplo classico € que as aves perderam varios genes MHC e
imunoglobulinas em contraste com a maioria dos outros vertebrados. Rodrigues Paix&o-
Cortes et al., (2013) descreve a perda de dois genes da familia PAX (PAX4 e PAX8), alguns
autores sugerem gue essa reducao no numero de copia de genes estaria correlacionada com a
evolucdo do voo (Hughes & Friedman, 2008; Hughes, et al., 2008), mas ndo encontramos

41



esse padrdo de reducdo nos NRs, existem perdas de duplicadas, mas também existem retencao
de cdpias e possivelmente uma duplicacao especifica.

Analisamos 106 espécies de mamiferos (tabela suplementar 1), recuperamos todos 0s
49 NRs neste grupo. Entretanto, podemos observar a pseudogenizagdo de um dos NRs em
uma linhagem especifica. O genoma humano possui 49 NRs, 48 funcionais, e um pseudogene
0 NR1H5P (Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member 5, Pseudogene), também
conhecido como FXRB. Essa pseudogenizacdo parece estar acontecendo na linhagem dos
primatas. Recuperamos a sequéncia identificada como pseudogene na maioria dos outros
primatas estudados, com excecdo do bushbaby prossimio (Otolemur garnettii;
ENSOGAG00000030317). Entretanto a sua funcionalidade ainda precisa ser determinada.

NR1H5 é um gene codificador em outros genomas de vertebrados. Especificamente
na linhagem dos mamiferos, recuperamos receptores NR1H5 previstos como funcionais: para
19 roedores, 11 carnivoros e 12 em outros mamiferos placentarios. Observamos a presenca
de Nr1h5 em Lampreia (Petromyzontida) e no Lancelet (Cefalocordada), o que confirma a
presenca e a possivel funcionalidade deste receptor na evolugéo dos cordados.

Fonseca et al., (2020) sugere que o ancestral dos vertebrados com mandibula possuia
ao menos 58 NRs, encontramos nos gnatostomados em torno de 52 - 54 genes, nos condrictes
(tubardes e arrais) e nos peixes da classe holostei (peixe-lagarto), e as demais linhagens de
vertebrados passaram por duplicacdes e perdas nas linhagens especificas.

E importante ressaltar que os genomas dos peixes cartilaginosos e dos holostei, ndo
passaram pelo 3BRWGD e evoluiram a uma taxa mais lenta em comparagdo com 0s peixes
teledsteos, compartilhando muitas semelhangas com os genomas dos mamiferos. Assim, 0s
condrictes e os holostei sdo fundamentais para entender a evolucdo das caracteristicas e
inovacOes dos vertebrados (Fonseca, 2020; Braasch, 2026). O trabalho de Zhao et al., (2015),
sugere que o aparecimento de NRs, tais como NR1I2/NR1I3 (PXR/CAR), devido aos eventos
de duplicacdo, colaboraram para a estabelecer a diversidades de fungdes dos NRs.

SINTENIA CONSERVADA E RECEPTORES NUCLEARES EM TANDEM

Fizemos uma analise de sintenia compartilhada (genes no mesmo cromossomo) e/ou
vizinhanga conservada (genes lado a lado na mesma ordem) para toda superfamilia dos NRs.

A sintenia é conservada entre os ort6logos, principalmente em mamiferos, mas de um modo
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geral os tetrapodes tém as suas vizinhancas conservadas. E dificil recuperar as sintenias em

genomas com cromossomos ou contigs pequenos. Como € o caso do Celacanto e da Lampreia.

A sintenia entre tetrdpodes e teledsteos em muitos casos € perdida em consequéncia
do 3BRWGD, que leva a uma perda assimétrica de genes e elementos regulatorios. O gene
NR1H5 (que é um pseudogene na linhagem dos primatas), possui uma sintenia relativamente
conservada, o Celacanto tem um contig com 21 genes, destes recuperamos na mesma sintenia
em média 12-13 genes nos tetrdpodes, 11 no peixe-lagarto (Holostei) e cerca de seis nos

teledsteos (peixe-paulistinha).

A conservacdo sintenia entre os paralogos (ohnologos) é um evento mais raro no
genoma dos vertebrados, podemos observar nos blocos dos genes HOX, onde houve
primeiramente uma duplicacdo em tandem, com compartilhamento de elementos regulatorios
pelas duplicatas, e posteriormente copias desse cromossomo foram geradas por duplicacbes
do genoma completo. Outro exemplo, de sintenia notavel e/ou vizinhanga conservada foram
identificados entre os parélogos dos vertebrados da familia PAX, especificamente PAX1 e
PAX9 compartilham uma vizinhanca génica de 590 - 896 MYA, inicialmente encontrados
PAX1/9-SLC25A, no ourigo-do-mar (Strongylocentrotus purpuratus), no anfioxo
(cefalocordado) encontramos PAX1/9-SLC25A-FOX-MIPOL e nos vertebrados NKX2.1-
NKX2.8-PAX9-SLC25A21-FOXAL-MIPOL e NKX2-4- NKX2-2 -PAX1-FOXA2
(Santagati, 2003; Paixdo-Cortes, 2013; Paixdo-Cortes, 2015).

Os NRs tiveram seus nimeros ampliados no genoma pelas sucessivas duplicacdes no
genoma, ocorreram interessantes eventos de duplicagdo em tandem, com o evento de
duplicagdo dos THR-RAR-NR1D, todos fazem parte do grupo NR1, mas andlises
filogenéticas agrupam THRs-RARs em um ramo, enquanto os NR1Ds sdo colocados em um
ramo com 0s PPARs. Na nossa analise sinténica (Figura 7) verificamos que essa duplicacao
deve ter ocorrido antes da separacdo dos cefalocordados dos demais cordados (588 MYA),
pois o anfioxo possui em um cromossomo THRA-NRD1 e em outro THRB-RARB, nos
agnatos onde encontramos contigs pequenos e conseguimos recuperar em sintenia THRB-
RARB (peixe-bruxa). Enquanto nos vertebrados com mandibula recuperamos THRA-
NR1D1-RARA e NRD2-THRB-RARB. Outro achado interessante € que entre esses dois
cromossomos duplicados também encontramos em sintenia conservada mais dois genes:
TOP2A e B (DNA topoisomerase I1) e LRRC3C e B (leucine rich repeat containing 3). N&o
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encontramos a sintenia dos genes em tandem nos Urocordados, Holland (2013) afirma que
existe pouca ou nenhuma sintenia entre genomas de tunicados e vertebrados. Esse dado que
confirma uma duplicacdo ancestral em tandem se contrapde as filogenias dos NRs, onde o
foco é as alteragcOes nas sequéncias, que estdo sujeitas as pressoes seletivas, principalmente a
afinidade com os ligantes alvo.

RARG e VDR (ambos do grupo NR1), também se localizam proximos um do outro
no cromossomo nos vertebrados, mas ndo conseguimos recuperar essa conservacao entre

outros organismos.

NR5AL (SF-1) e NR6A1 (GCNF) também parecem ser copias em tandem, visto que
aparecem lado a lado NR5A1-NR6A2, na maioria dos tetrdpodes, inclusive no celacanto, e
dos teledsteos, mas nao conseguimos recuperar nos condrictes, pois o0 gene NR6AL estava na
extremidade do cromossomo. Entretanto, recuperamos duas copias em tandem no anfioxo
(cefalocordado), nao anotadas, bem como também duas cdpias no ourigo-do-mar
(Strongylocentrotus purpuratus) o pode significar que essa duplicacdo em tandem é anterior
a separacdo dos equinodermos dos cordados. Se confirmarmos essa duplicacdo ancestral este

dado, também se contrapde as filogenias dos NRs complicando muito o cenério evolutivo.

A analise de sintenia também foi usada como evidéncia adicional para a auséncia de
genes ou duplicagdo em alguns taxons, conforme descrito na se¢do anterior. Paixdo-Cortes et
al., (2013) usaram os dados de sintenia para sustentar a hipétese da perda dos genes PAX,

ocorreu varias vezes em linhagens de vertebrados terrestres
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Figura. 7 : Analise de sintenia de RNs em tandem.
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ANALISE DAS TAXAS EVOLUTIVAS

A anélise superfamilia dos NRs, foi realizada utilizando-se 60 espécies de cordados,
nos 47 NRS que possuiam o dominio DBD (lista de espécies na tabela suplementar 3), para
determinarmos o padrdo evolutivo, da regido que é compartilhada por todos os NRs, com
excecdo dos dois genes do grupo NROB, aplicamos um teste de maxima verossimilhanca,
para identificar que o melhor modelo de substituigdo de codons, procurando detectar sinais
selecdo positiva na sequencias dos diferentes grupos de cordados. A fim de estabelecermos o
panorama evolutivo dos NRs, calculamos a taxa de substituicdes sindbnimas e nao-sinébnimas
(dN/DS ou Omega (w)). A arvore utilizada nos testes foi construida baseada nas relagdes
filogenéticas estabelecidas em diversos artigos e concatenada pelo servidor Timetree

(http://www.timetree.org/).

Quando os modelos (Mla/neutro — M2a/selecdo e M8a/neutro -M8/selecdo) sdo
comparados por maxima verossimilhanca (LRT), na maioria dos NRs o modelo mais
adequado foi 0 M1a, que ndo admite selecéo, e os valores de ®, ndo ultrapassam 1 (Figura 7
e tabela suplementar 4. Somente em dois NRs, NR4A1 (GFRP1; p=0.04967) e o RORC
(NR1F3; p=0,00036) o melhor modelo foi 0 M8, que € 0 modelo que admite selecdo positiva
(o>1) e varia¢do da pressao seletiva em até 11 classes de ®. Ou seja, indica que embora a
pressdo seletiva possa variar entre os sitios de aminoacidos. Entretanto, a maior forca

operando nos DBDs dos NRs é uma onipresente selecdo purificadora.

No NR4A1 e no RORC a anélise bayesiana (BEB) ndo detectou nenhum sitio, com a
probabilidade a priori, sujeito a selecdo positiva. Porém, podemos detectar que alguns sitios
estdo sofrendo um relaxamento da pressdo seletiva. A taxa média de substituicdes ndo-
sindnimas pela sinénimas (dN/dS), para os DBDs dos genes NR4A1 e RORC sdo 0.0368 e
0.0325 respectivamente, valores que indicam uma selecdo purificadora. Enquanto a analise
bayesiana detectou 10% de sitios que estariam sofrendo um relaxamento da pressao seletiva
com valores de o= 0,228 (NR4A1) e o= 0,2293 RORC, com um relaxamento cerca de 10
vezes maior que a média. Interessantemente, um Unico sitio detectado possivelmente em
selegdo positiva = 1.873, ndo é significante, pois para 0 gene NR2C2 (TR4) o melhor modelo
é 0 M1 (p=0.56)

No entanto, foi observado o relaxamento da restricdo funcional em alguns sitios, pode

ser fator importante que influencia na plasticidade fenotipica dos seres vivos. (Hunt et al.,
46
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2011), podendo também ser associada ao surgimento de novidades adaptativas na trajetoria
evolutiva dos cordados (Paixdo-Cortes et al., 2013), visto que, pequenas alteracbes no DBD
podem influenciar a ligacdo desses fatores de transcricdo aos motivos de DNA, dos diversos

genes regulados pelos NRs.
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Figura 7. Pardmetros estimados através dos modelos de substituicdo de codons.
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ANALISE FILOGENETICA

As arvores filogenéticas do dominio DBD foram construidas no MEGA 10, com
analise de 1000 bootstrap. Os Alinhamentos das mdltiplas sequéncias foram realizados
usando Muscle algoritmos com pardmetros padrdo no MEGA 10 e do servidor Guidance 2.

Os NRs foram agrupados em 20 grupos, obedecendo as orientacGes do comité de
nomenclatura (Committee, 1999). Os alinhamentos foram realizados com base na referéncia
do dominio DBD. Anélises adicionais foram realizadas, baseado no alinhamento dos
pardlogos por cromossomo, necessario para compreender a dindmica dos NRs que estdo em
tandem (Figura.8). Foram construidas 19 arvores filogenéticas, seguindo as orientagdes do
sistema unificado de nomenclatura. Na Figura 8. temos como exemplo da relacéo filogenética do
THRA_RARA_NR1D1, mostrando claramente a separacdo de cada gene, além de evidenciar a
presenca desses receptores em genomas de cordados basais (Ciona intestinalis,
Branchiostoma lanceolatum, Branchiostoma Belcheri). Todas as nossas analises com 0s
DBDs, inclusive com todas as 3000 sequencias dos DBDs (material suplementar XX),
recuperaram os grupos independentes de genes, formando os clusters pela nomenclatura, ndo
detectando sinais de conversdo génica. As Unicas que sequéncias que agrupavam, muitas
vezes fora dos seus grupos, eram as sequéncias dos cordados basais (Cefalocordados e
Tunicados), pois eram as sequéncias mais divergentes e muitas vezes com problemas de
anotacdo e a identificacdo da ortologia correta, além de algumas sequéncias mais curtas. O
suporte dos ramos, com valores baixos, também ndo foram confidveis nas nossas arvores.
Provavelmente o DBD que é uma regido conservada, que foi escolhida porque é o dominio
compartilhado pela maioria dos NRs, ndo é suficientemente informativo para resolver as
questdes sobre a origem e expansao dos NRs.

A evolucdo dos receptores nucleares (NRs) comeca na base da vida dos metazoarios.
E aparece primeiramente nos invertebrados, Porifera (esponjas) é o primeiro clado animal
onde surgiram NRs funcionais, dois membros da familia NR2 (HNF4 -Amphimedon
gueenslandica; RXR - Suberites domuncula). Os placozoa (Trichoplax), parecem ter, além
dos dois NR2Fs o receptor relacionado ao estrogénio (ERR - NR3B), além do préprio receptor
do estrogénio (ER - NR3A)(Posnien et al., 2021). Entretanto, € controversa a questdo se 0s
NRs de invertebrados realmente e ligam aos horménios esteroides (Baker, 2019; Miglioli et al.,
2021)
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A evolucdo de um ER de ligacao ao ligante é proposta antes da diviséo de protostomia
e deuterostomia, portanto, esta localizada na linhagem cnidaria ou xenacoelomorpha (estrela
roxa). A sinalizacdo de estrogénio totalmente descrita e funcional existe em cefalocordados
e vertebrados (Posnien et al., 2021).

A partir destes dados, existem dois cenarios diferentes de diversificacdo de NRs: 1.
baseada em analises filogenéticas, pressupde que o NR ancestral funcionava como um fator
de transcricdo constitutivo, sem ligar um ligante, e as duplicatas geradas por WGDs, ou
duplicacdo segmentar (SD) ou duplicagédo em tandem (TD), adquiriram a capacidade de se
ligar aos ligantes de forma secundaria e independente, em diferentes momentos da evolucéo;
2. O cenério alternativo sugere que os antigos NRs podem ter sido sensores lipidicos, que sdo
receptores com afinidade relativamente baixa para uma variedade de moléculas hidrofébicas
como hemes, retindides, esteroides, acidos graxos, eicosanoides e outros lipidios, que sdo
ingeridos com nutri¢do (Posnien et al., 2021).

A teoria 1 é suportada pelo fato de que os NRs estdo se ligando a ligantes
estruturalmente diferentes na mesma subfamilia e os receptores 6rfaos estdo amplamente
espalhados na arvore filogenética, neste contexto, ndo haveria conexdo entre as relagcGes
evolutivas dos NRs e a origem de seus ligantes. A teoria 2 é suportada pelo fato de que 0s
dois NRs expressos na esponja (A. queenslandica) se ligam, com baixa afinidade, a acidos
graxos de cadeia longa. Assim, ambas as teorias levantam pontos importantes e parece 6bvio
que LBD e DBD dos receptores apresentam diferentes trajetorias evolutivas, porque estdo sob
diferentes pressdes evolutivas.

Por exemplo, os receptores evolutivamente relacionados da subfamilia I, os
receptores de hormonio tireoidiano (TRs), os receptores de &cido retindico (RARS), 0s
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARS) e os receptores de vitamina
D (VDRs), ligam-se a ligantes que derivam de vias biossintéticas totalmente diferentes, mas
como observamos nas nossas analises sinténicas, pelo menos THRs e RARs surgiram de uma
duplicacdo génica, juntamente com os receptores 6rfdos NR1Ds.

Posnien et al., (2021) sugere que o DBD foi restrito a regular a rede metabdlica,
através de sua ligagdo ao DNA, como fator de transcrigdo, enquanto o LBD teve que ser
flexivel e talvez tenha sido adquirido varias vezes de forma independente durante a evolugédo

da caracteristica de ligacdo do ligante dos NRs.
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Figura 9. Grupos de NRs que construimos as arvores
filogenéticas, discriminando quais estdao em tandem e a
localizagdao cromossdmica.
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Figura 8. Grupos de NRs que construimos as arvores filogenéticas, discriminando quais estdo em tandem e a localizagcdo cromossémica.
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CONCLUSAO

Os receptores nucleares (NRs) possivelmente surgiram a partir de uma recombinacao
quimeérica de genes que estavam presentes ha mais de 800 milhdes de anos atras. eventos de
duplicacdo de genes, incluindo duplicacdo de genoma inteiro e duplicagdes segmentares ou
em tandem, foram os principais mecanismos para conduzir a evolucdo e a expansao da
Superfamilia dos NRs. Embora a presenca de genes NRs tenha sido investigada em uma
variedade de organismos, uma ampla pesquisa dos genes NRs de cordados néo tinha sido
realizada.

Caracterizamos 0os NRs em 289 cordados, procurando pelas sequéncias disponiveis
nos bancos de dados de genoma animal e nos bancos de dados proteicos. Recuperamos para
os cefalocordados 22 NRs, enquanto para os Urocordados foram 17 NRs, nos vertebrados
sem mandibula (agnatas) encontramos, ao todo, 39 NRs. Estudamos um total de 280 espécies
de vertebrados com mandibula (gnatostomados), o maior nimero de animais investigado para
essa classe, e encontramos uma varia¢do do numero de cdpias dos NRs de 46 a 76 genes em
vertebrados. Os dados sugerem que o ancestral dos vertebrados com mandibula possuia em
torno de 52 a 58 NRs.

Nossa anélise das taxas evolutivas, para 47 NRs em 60 animais, determinou que o
melhor modelo para 45 NRs é o modelo neutro (M1), e que as taxas evolutivas revelam uma
extrema selegdo negativa, com valores de DN/DS muito menores do que 1. Dois genes,
NR4Al e RORC, ttm como o modelo mais adequado o modelo que admite selecdo (M8),
mas foi incapaz de detectar sitios com selecdo positiva (BEB), encontrando somente 10% dos
sitios sobre relaxamento da selecdo negativa.

Analisamos a sintenia compartilhada para toda superfamilia dos NRs, a sintenia é
conservada na maioria dos ortélogos nos tetrapodes. Encontramos interessantes eventos de
duplicacdo em tandem, com o evento THR-RAR-NR1D que deve ter ocorrido antes da
separacdo dos cefalocordados dos demais cordados (588 MYA).

Nossos dados de sintenia e de andlise filogenética apoiam a hipdtese de que 0s
primeiros NRs terem sido sensores lipidicos, de baixa afinidade e através de duplicacdes,
mutacOes e perdas de genes linhagem ou espécie-especificos ocorreram eventos de

neofuncionalizacdo nos NRs emergentes.
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