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Receptor Toll-like 3 (TLR3) participa na resposta imune inata através do

reconhecimento de agentes patogénicos, especialmente de virus de RNA. Com

este estudo, tirando partido da recente sequenciagdo completa do genoma do
Coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus), sequenciou-se o gene TLR3 e estimou-se a
variabilidade genética nas suas populagdes naturais. O estudo deste gene nesta espécie
podera ser relevante na compreensao da interaccdo entre os agentes patogénicos e a
primeira linha de defesa do organismo. Este mamifero é fortemente atingido por duas
doengas virais, a Doenga Hemorrdgica Viral e a Mixomatose, o que realga a importancia
deste estudo para a compreensdo da interaccdo virus-hospedeiro. Em 40 individuos
estudados, pertencentes as duas subespécies de Coelho-bravo, detectaram-se 41
posicdes polimorficas, 18 exclusivas das populagcdes de Oryctolagus cuniculus algirus e 5
das de Oryctolagus cuniculus cuniculus. Estas substituicdes originaram 15 substituicdes
aminoacidicas, sendo 5 exclusivas de Oryctolagus cuniculus cuniculus e 5 exclusivas de
Oryctolagus cuniculus algirus. A andlise das regides intronicas deste gene em Coelho-
bravo permitiu detectar cinco C-repeats que se terao inserido em diferentes momentos da
histéria evolutiva dos Lagomorfos. Adicionalmente, em sequéncias de TLR3 de
mamiferos, detectaram-se 24 codbdes sob seleccdo positiva. Os resultados obtidos
permitiram concluir que as populagées de Coelho-bravo apresentam mais diversidade do
que as de outras populagbes de mamiferos ja estudadas. A deteccao de uma elevada
selecgao positiva sugere que este gene tera evoluido com adaptagbes especificas para
cada espécie. Para uma melhor compreensao do papel do TLR3 na resposta imunitaria
deverao ser realizados estudos de expressao génica e mais populacdes naturais terdo
que ser analisadas.
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he Toll-like receptor 3 (TLR3) participates in the innate immune response

by recognizing pathogens, particularly RNA virus. With this study, taking

advantage of the recent complete sequencing of the European Rabbit
(Oryctolagus cuniculus) genome, we sequenced the TLR3 gene and estimated the
genetic variability in their natural populations. The study of this gene in this species may
be relevant in understanding the interplay between pathogens and the first line of defense.
This mammal is strongly affected by two viral diseases, Rabbit Haemorrhagic Disease
and Myxomatosis, which underlines the importance of this study for understanding virus-
host interaction. In 40 individuals belonging to two subspecies studied, there were 41
polymorphic positions, 18 unique of Oryctolagus cuniculus algirus populations and 5 of
Oryctolagus cuniculus cuniculus. These substitutions led to 15 amino acids changes, 5
unique of Oryctolagus cuniculus algirus and 5 of Oryctolagus cuniculus cuniculus. The
analysis of intronic regions allowed the detection of five C-repeats which have been
inserted at different times in evolutionary history of Lagomorphs. Additionally, in TLR3
mammalian sequences were detected 24 codons under positive selection. The results
showed that the European Rabbit populations have more diversity than those of other
mammal populations already studied. The detection of a high positive selection suggests
that this gene has evolved with adaptations specific to each species. For a better
understanding of the TLR3 role in the immune response, gene expression studies should
be carried out and more natural populations have to be analyzed.
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A - Adenina

A - Angstrém

Ala - Alanina (A)

Arg - Arginina (R)

Asn - Aspargina (N)

Asp - Acido aspértico (D)

C - Citosina

CD - Célula dendritica

CD14 - Cluster of differentiation 14

CDI - Célula dendritica linfoide

CDm - Célula dendritica miel6ide

CpG ODN — (Ligando do TLR9) Oligodeoxinucleotideos contendo dinucleotideos citosina-
fosfato-guanina nao metilados

CR — C-repeat

Cys - Cisteina (C)

DAMP - Padrbes moleculares associados ao dano ou ao stress
DNA — Acido desoxirribonucleico

ds (RNA, DNA) — Acido nucleico (DNA ou RNA) de cadeia dupla
EMCYV - Virus da Encefalomiocardite

FDA - US Food and Drug Administration

FEL — (Modelo) Fixed-effect Likelihood

G - Guanina

GIn - Glutamina (Q)

Glu - Acido glutamico (E)

Gly - Glicina (G)

His - Histidina (H)

HSP — Proteinas de choque térmico

HSV - Virus herpes simplex

IxB - Proteina inibitéria que participa nas vias de sinalizacdo dos TLRs
ICN - Livro Vermelho dos Vertebrados

IFN - Interferdo

IgVH — Regiao variavel das cadeias pesadas das imunoglobulinas
IKK — Inibidor da cinase do factor nuclear kappa B

IL - Interleucina

lle - Isoleucina (1)

IRAK - Cinase associada ao receptor da IL-1
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IRF - Factor de transcrigcdo que participa nas vias de sinalizagéo dos TLRs
Leu - Leucina (L)

LINE — Long interspersed retrotransposable elements

LPS - Lipopolissacarideo

LRR — (Dominio) Rico em repetigdes de leucina

LRR-CT - (Dominio) Rico em repeti¢des de leucina — C-terminal
LRR-NT - (Dominio) Rico em repetigcdes de leucina — N-terminal
LRT - Teste de Maximum likelihood

Lys - Lisina (K)

MAPK — Cinase MAP

Met - Metionina (M)

miRNA - MicroRNA

MV — Mixoma Virus

MyD88 — Proteina de resposta primaria ao gene de diferenciagcdo mieldide (88)
NEMO — Componente regulatério da IKK

NF-«xB — Factor Nuclear kappa B

NLR - Receptores Nod-like

O. c. a. — Oryctolagus cuniculus algirus

O.c. — Oryctolagus cuniculus

O.c.c. — Oryctolagus cuniculus cuniculus

PAML - Phylogenetic analyses by maximum likelihood

PAMP — Padrées moleculares associados a patogénios

pb — Pares de bases

PCR — Reacgao em cadeia da polimerase

Pfam — Base de dados de familias de proteinas

Phe - Fenilalanina (F)

PMN - Polimorfonucleares

Pro - Prolina (P)

PRR — Receptores de reconhecimento de padrées

REL — (Modelo) Randon Effect Likelihood

RHD — Doenga hemorragica viral

RHDV — Virus da doenca hemorragica viral

RIP — Proteinas envolvida da sinalizacao dos TLRs

RLR - Receptores RIG-like

RNA — Acido ribonucleico

RSV — Virus Sincicial Respiratorio
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SARM - Proteina que contém um motivo tatu e o alfa estéril
Ser - Serina (S)

SINE- Short interspersed retrotransposable elements

siRNA - RNA de interferéncia curto

SLAC - (Modelo) Single Likelihood Ancestor Sequences
SMART - Simple Modular Architecture Research Tool
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1. Contextualizacao e organizacao geral da tese

O Coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus) foi desde sempre uma espécie usada
como modelo em estudos realizados nas areas da saude, em particular nas investigacoes
da area da imunologia. De entre os muitos exemplos da utilidade da investigagdo no
Coelho-bravo, para o desenvolvimento cientifico e cura de doengas com grande impacto
nas populagdes humanas, destacam-se os trabalhos realizados no século XIX por Louis
Pasteur, que utilizou a espinal medula do Coelho-bravo para preparar a vacina da raiva
(Pasteur 1881), e o papel desta espécie na luta contra a sifilis (Parodi 1907,
Wassermann 1906). Na primeira metade do século XX, os centros de investigagdo em
Imunologia Molecular trabalhavam quase exclusivamente com o Coelho-bravo. Contudo,
as dificuldades técnicas que o estudo desta espécie apresentou, como por exemplo a
impossibilidade de obter anticorpos monoclonais e o aparecimento do ratinho como
modelo animal, restringiram a utilizacdo do Coelho-bravo. Ainda assim, este animal
mantém uma enorme importdncia em vérias &reas de investigagdo, tais como a
transplantacao e a oftalmologia. Hoje em dia, o Coelho-bravo € ainda um modelo de valor
inestimavel em pesquisa imunoldgica, incluindo a imunogenética e os estudos de
doengas infecciosas. Pelo facto de ser possivel comparar a diversidade genética entre
populagcbes selvagens e racas domésticas, é também um importante modelo para
compreender 0s processos de especiacao e domesticacao.

As caracteristicas Unicas do sistema imunitario adaptativo do Coelho-bravo, das
quais se destacam a utilizagdo preferencial de um gene IgVH na biossintese dos
anticorpos e a existéncia de 14 subclasses de imunoglobulinas A, tém merecido um
grande interesse e um grande investimento da comunidade cientifica internacional.
Infelizmente, esse interesse ndo se tem repercutido no estudo do sistema imune inato
(tema deste trabalho). Na verdade, com excepcao de algum trabalho efectuado no estudo
da variabilidade genética de algumas citocinas e dos seus receptores, pouco se sabe
acerca do sistema imune desta espécie, particularmente, no que diz respeito ao estudo
de receptores do sistema imune inato implicados no reconhecimento de organismos
causadores de doenca. Assim, de modo a ajudar a colmatar esta lacuna, neste trabalho
estudou-se a diversidade genética do receptor Toll-like 3 (TLR3) em populagdes de
Coelho-bravo, tendo como referéncia estudos ja efectuados para o Homem e outros
mamiferos. A escolha do TLR3 deve-se a grande aptidao que esta molécula apresenta
para o reconhecimento de acidos nucleicos de origem viral, pois, como sera explicado
adiante, o Coelho-bravo é atingido por duas grandes doengas virais, a Doenca
Hemorragica Viral (RHD) e a Mixomatose.
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Este trabalho esta dividido nos capitulos principais da Introdugcdo, Material e
Métodos, Resultados, Discussdo e Consideracdes finais. Na Introdugéo, faz-se uma
contextualizacao da importancia dos receptores Toll-like no sistema imune inato, focando
a sua caracterizagdo estrutural e funcional. E dada uma maior relevancia a fungéo, as
vias de sinalizagéo e a estrutura molecular do TLR3. Para uma melhor compreensao do
trabalho, sera revisto o conhecimento actual da diversidade genética e histdria evolutiva
do Coelho-bravo. Para as duas doencgas virais ja previamente referidas, Doenca
Hemorragica Viral e Mixomatose, sera feita uma descricdo do seu modo de actuagéo,
sintomatologia e evolugdo molecular. Em todo este capitulo serd abordada a seleccao
natural, nomeadamente os padrdes de selecgdo e a sua importancia no ambito de
estudos de genética evolutiva. No capitulo Material e Métodos, serdo expostas todas as
metodologias adoptadas durante a realizagcdo deste trabalho, bem como todas andlises
de dados efectuadas. Nos capitulos seguintes, Resultados e Discussao, estdo descritos
os resultados obtidos para o TLR3 e sao discutidas as suas implicagées na co-evolugéao
dos agentes patogénicos e das espécies de mamiferos, dando especial atengdo ao
Coelho-bravo. Assim, sera feita uma caracterizacao da estrutura molecular do TLR3 no
Coelho-bravo, realcando as alteracées de nucleotideos e de aminoacidos observadas
nas amostras analisadas. Proceder-se-a a uma analise evolutiva, onde sera apresentada
a arvore filogenética do receptor TLR3, bem como os resultados de testes para
averiguacao da presenca de padrdes de selec¢ao natural nos mamiferos. Com o capitulo
de consideragdes finais procurar-se-a evidenciar a importancia dos resultados obtidos e
apontar possiveis linhas de investigacdo que poderao ser Uteis para a compreensao da
co-evolucao parasita-hospedeiro.
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2. Resposta Imunoldgica

O principal objectivo do sistema imunitario é proteger e garantir a sobrevivéncia
dos individuos. Para isso, existem dois grandes tipos de resposta imunoldgica, a inata e a
adaptativa. As respostas do sistema inato sdao mais simples e estdo presentes nos
animais vertebrados e nos invertebrados. As respostas adaptativas sdo mais complexas
e estdo somente presentes nos vertebrados. No entanto, independentemente do tipo de
resposta, 0 organismo reage e acciona 0s seus mecanismos de defesa quanto detecta
substancias estranhas, denominadas antigénios. Um dos grandes problemas do sistema
imunitario, e que origina o aparecimento de doengas auto-imunes, é a perda da
capacidade de detectar moléculas do nosso organismo como préprias € assim identifica-
las como antigénios. Essa situagao origina doencgas graves, como por exemplo a Artrite
Reumatoide e o Lupus.

A resposta imunoldgica inata € a primeira linha de defesa do nosso organismo e
juntamente com a resposta imunoldgica adaptativa revela-se altamente eficiente nos
processos de reconhecimento e destruicdo de antigénios. A resposta adaptativa
apresenta duas grandes fungdes. A primeira é o reconhecimento dos antigénios usando
dois tipos de moléculas, os receptores dos antigénios das células T (TCRs), e as regides
variaveis dos anticorpos produzidas pelas células B. Estas células apresentam grande
especificidade no reconhecimento antigénico. Apds esse reconhecimento, as células B e
as T sao estimuladas a proliferar e algumas delas, designadas por células de memoria,
sdao mantidas no plasma e formam a memdria imunolégica para um determinado
antigénio. A segunda € a eliminagéao dos antigénios, que é realizada pelo sistema efector.
Existem diversos mecanismos que participam neste processo, tais como: i) neutralizacao;
i) fagocitose; iii) reacgao citotoxica.

A inducao dos mecanismos do sistema imune inato ndo é especifica do patogénio
em questdo. Na verdade independentemente do nimero de vezes que os constituintes do
sistema inato interajam com varios patogénios, a resposta sera sempre a mesma. As
suas principais fungbes incluem a opsonizacdo, fagocitose, apoptose, activagdo do
complemento e das cascatas da coagulagdo, assim como activagdo das cascatas de
sinalizacdo pré-inflamatérias. Para além destes mecanismos de defesa do organismo,
este sistema tem a capacidade de activar e modelar a resposta imune adaptativa através
da inducao de moléculas co-estimuladoras e de citocinas. Ao contrario do que acontece
com o sistema imune adaptativo, o sistema imune inato é filogeneticamente conservado e
encontra-se presente na grande maioria dos organismos multicelulares (Hoffmann et al.
1999).
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O reconhecimento das moléculas estranhas através do sistema imune inato é
efectuado pelos receptores de reconhecimento de padrées (PRRs) que se ligam a
estruturas moleculares conservadas encontradas em grandes grupos de agentes
patogénios, denominadas de padrdes moleculares associados a patogénios (PAMPs)
(Akira et al. 2006, Beutler 2009, Janeway and Medzhitov 2002, Medzhitov 2007,
Medzhitov and Janeway 1997). Estes PAMPs sdo motivos conservados, especificos para
cada grupo de microorganismos, que sao essenciais para 0 seu metabolismo e portanto,
fundamentais para a sua sobrevivéncia (Janeway and Medzhitov 2002, Medzhitov 2007).
O reconhecimento destes padrbes por parte dos PRRs tem algumas vantagens, entre as
quais, o facto de os PAMPs serem apresentados apenas por microorganismos e ndo por
células do hospedeiro, permitindo assim ao sistema imune inato distinguir entre o que é
do organismo (préprio) e o que é estranho (ndo proprio). Para além disso, como o0s
PAMPs sdo essenciais para a sobrevivéncia do microorganismo, mutagdes ou perda de
padroes podem ser letais e portanto, esses padrées sao bastante conservados, nao
permitindo muitas muta¢des. Por dltimo, os PAMPs sao invariaveis entre o0s
microorganismos da mesma classe, o que implica que apenas € necessario um namero
limitado de PRRs para detectar a presenca de uma infecgdo (Medzhitov and Janeway
1997). Existem varios grupos de PRRs, que podem ser secretados, expressos na
superficie celular ou encontrados em compartimentos intracelulares (Medzhitov 2001),
entre os quais os receptores Nod-like (NLRs), os receptores RIG-like (RLRs) e os
receptores Toll-like (TLRs), que se destacam como uma das mais importantes familias de
PRRs (Janssens and Beyaert 2003, Kawai and Akira 2009).
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3. Receptores Toll-like

O envolvimento dos TLRs na imunidade inata foi pela primeira vez descrito na
vulgarmente designada mosca da fruta (Drosophila melanogaster), na qual o Drosophila
Toll foi identificado como um receptor Transmembranar necessario durante o
desenvolvimento embrionario, para o estabelecimento da polaridade dorso-ventral (Belvin
and Anderson 1996, Hashimoto et al. 1988). A via de sinalizacdo deste receptor
apresenta algumas semelhancas com a via do receptor da interleucina-1 (IL-1) e da
interleucina-18 (IL-18) nos mamiferos, e de facto, o dominio intracelular do Drosophila
Toll, do receptor IL-1 e do IL-18 sdo altamente conservados, sendo denominados de
dominios Toll/IL-1 e IL-18 (TIR) (Bell et al. 2003, Belvin and Anderson 1996, Beutler et al.
2006, Gay and Keith 1991). A sua similaridade sustentou a hip6tese de a via mediada
pelo receptor - Toll estar envolvida na regulagéo da resposta imune (Belvin and Anderson
1996, Lemaitre et al. 1996). Ap6s a confirmacgéo do papel do Drosophila Toll na defesa do
organismo, nomeadamente contra infecgbes fungicas (Lemaitre et al. 1996), varios
homologos deste receptor foram identificados em diversos organismos, desde plantas ao
Homem, colectivamente designados de TLRs (Medzhitov et al. 1997).

Nos mamiferos, os TLRs sao receptores de membrana tipo I, evolutivamente
conservados (Janssens and Beyaert 2003) e com peso molecular que varia entre 90 a
115kD. Caracterizam-se estruturalmente pela presenca de um dominio extracelular rico
em repeticobes de leucina (LRRs) (Matsushima et al. 2007), que é responsavel pelo
reconhecimento dos PAMPs, um dominio Transmembranar e um dominio TIR localizado
na sua regido intracelular, onde se inicia a sinalizacao (Akira et al. 2006, Medzhitov et al.
1997) (Figura 1).

No dominio extracelular de um TLR podem existir entre 19 e 25 LRRs que séo
responsaveis pela interacgao proteina-proteina, pela transdugao de sinal, processamento
de RNA e adesao celular (Matsushima et al. 2007). Este conjunto de LRRs é delimitado
por sequéncias especificas denominadas de dominios N-terminal (NT) e C-terminal (CT)
(Bell et al. 2003). Cada LRR possui entre 24 a 29 aminoéacidos e pode ser dividido em
duas partes, a sequéncia conservada e o segmento variavel (Matsushima et al. 2007). A
parte conservada consiste numa sequéncia xLxxLxLxx, e o segmento variavel consiste
em xPxxPx,FxXLxx, onde o “x” podera ser qualquer aminoacido e “®” um aminoéacido
hidrofébico (alanina, leucina, isoleucina, metionina, fenilalanina, triptofano, tirosina e

valina) (Bell et al. 2003, Matsushima et al. 2007). A familia mais numerosa de LRRs &
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designada de LRRs tipicos cuja sequéncia & LxxLXxLxxNxLxxLxxxxFxxLxx (Matsushima et
al. 2007).

Extracelular
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Figura 1. Representacado esquematica da estrutura dos receptores Toll-like. Adaptado de
Bell et al. (2003). O dominio Transmembranar do TLR atravessa a bicamada fosfolipidica. Na
parte superior esta localizado o dominio extracelular e na parte inferior o dominio TIR.

O dominio extracelular dos TLRs onde estdo presentes estes LRRs, tem a forma
de arco ou ferradura, constituida por cadeias em espiral, com uma face céncava e uma
convexa. A face cdncava é formada por uma longa hélice-p e por inser¢coes que permitem
a ligacao a antigénios (Bell et al. 2003, O'Neill and Bowie 2007). Estas caracteristicas
proporcionam uma area de superficie de ligacao 10 vezes maior do que as superficies de
ligacdo dos anticorpos ou dos TCRs (Bell et al. 2003). Estas repeticées presentes no
dominio extracelular sofrem frequentemente inser¢cdes nas posicoes 10 e 15 da
sequéncia consenso que poderdo facilitar a interaccdo com PAMPs de maiores
dimensbes, ou com uma molécula assessora, tal como a MD-2 que esta associada a
molécula de TLR4 (Bell et al. 2003).

Estes receptores sdo expressos em alguns tipos de células, nomeadamente
células dendriticas (CD), com diferentes padrdes de expressdo dependendo do
subconjunto — células dendriticas mieldides (CDm) ou células dendriticas linféides (CDI)
(Liu et al. 2001). As CDm expressam TLR1, 2, 3, 4, 5 e 8, enquanto as CDI expressam
exclusivamente TLR7 e TLR9, embora alguns estudos também refiram a expressao de
TLR7 em CDm (Jarrossay et al. 2001, Kadowaki et al. 2001). As CD imaturas, iniciam o
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seu amadurecimento em resposta a componentes microbianos e a expressao dos TLRs é
diferente ao longo dos seus estadios de maturagcédo. As CD imaturas apresentam TLR1, 2,
4 e 5, que desaparecem a medida que as células vao atingindo o estado de maturacao
(Mellman and Steinman 2001). Por sua vez, o TLR3 é apenas expresso em CD ja
amadurecidas (Muzio et al. 2000). Um outro tipo de células com fungdes imunes e que
expressam TLRs, sdo os mastécitos que expressam TLR2, 4, 6 e 8 (Supajatura et al.
2001). Para além das células do sistema imune, estes receptores podem ser expressos
em muitos outros tecidos, como por exemplo nas mucosas, tracto respiratério e
gastrointestinal (Takeda et al. 2003).

A expressdo dos TLRs é modulada por varios factores tais como a invaséao
microbiana, componentes microbianos e citocinas (Takeda et al. 2003). Por exemplo, a
infeccao viral induz a expressao do TLR1, 2, 3 e 7 em macroéfagos (Miettinen et al. 2001),
enquanto os lipopolissacarideos das bactérias Gram-negativas (LPS) aumentam a
expressao de TLR2 nos macréfagos e adipécitos (Matsuguchi et al. 2000). Em termos de
localizagdo a nivel celular, os TLRs podem ser divididos consoante se localizam a
superficie celular ou nos compartimentos endossomais intracelulares (Barton and Kagan
2009, Carty and Bowie 2010, Chaturvedi 2009). O TLR4 e o TLR5 sé@o expressos na
superficie celular e detectam LPS e flagelina bacteriana, respectivamente. Por sua vez,
os heterodimeros TLR1/2 e TLR2/6 sdo expressos na superficie celular e detectam
lipoproteinas bacterianas triacetiladas e diacetiladas, respectivamente. Por outro lado, os
TLR3, 7, 8 € 9, sdo expressos nos endossomas e detectam &cidos nucleicos de origem
microbiana (Alexopoulou et al. 2001, Barton and Kagan 2009, Edelmann et al. 2004, Heil
et al. 2004, Kumar et al. 2009, Yoneyama and Fuijita 2010). Alguns estudos sugerem que
antes de estes TLRs intracelulares responderem a uma infec¢do viral, precisam de
interagir com uma proteina constituida por 598 aminodcidos e com 12 dominios
Transmembranares que se localiza no reticulo endoplasmatico, a UNC-93B (Conley
2007). Esta interacgao regula o trafico de TLRs intracelulares para o endolisossoma
quando estimulados por acido ribonucleico (RNA) ou acido desoxirribonucleico (DNA), o
que revela o papel indutor da UNC-93B na ligacdo dos TLRs aos seus ligandos
(Chaturvedi 2009). Adicionalmente, foi demonstrado que esta proteina tem um papel
importante na regulagdo da interaccao entre o reticulo endoplasmatico e a sinalizagao
dos TLR3, 7 e 9, desconhecendo-se, no entanto, o seu efeito no TLR8 (Akashi-Takamura
and Miyake 2008).

Para além do reconhecimento de agentes patogénicos externos, os TLRs tém
capacidade de reconhecer moléculas aut6logas, tais como: proteinas de choque térmico
(HSPs), produtos da matriz intercelular e DNA gendmico, o que revela a capacidade
destes receptores reconhecerem e actuarem perante sinais de destruicao tecidual. Deste
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modo, juntamente com o reconhecimento dos PAMPs, os TLRs actuam no
reconhecimento de padrées moleculares associados ao dano ou ao stress (DAMPs)
(Biragyn et al. 2002, Hold and EI-Omar 2008, Matzinger 2002, O'Neill et al. 2009, Rakoff-
Nahoum and Medzhitov 2009, Roelofs et al. 2006).

Varios estudos tém referido que TLRs funcionais sdo largamente expressos em
células cancerigenas humanas ou em linhas celulares cancerigenas de ratinho e de
Homem (He et al. 2007, Huang et al. 2008, Huang et al. 2005, Szajnik et al. 2009,
Szczepanski et al. 2009). Desconhece-se 0 porqué e como essas células controlam e
utilizam a activacdo dos TLRs, sendo sugerido que estes TLRs poderdo ter um efeito
oposto ao NF-kB nas células normais e cancerigenas (Balkwill and Coussens 2004). Para
além disso, outros estudos mostraram que a activagdo dos TLRs nas células
cancerigenas intervém positivamente na inibicdo da proliferacdo do tumor e induz a
apoptose. O TLR3-ligando inibe directamente células mamarias cancerigenas de origem
humana, enquanto os ligandos do TLR7/8 e 9 sao utilizados para tratar Leucemias
Linfociticas Crénicas (Salaun et al. 2006, Spaner and Masellis 2007). Neste sentido, e
aproveitando o facto de os TLRs serem expressos em células imunes e iniciarem
respostas imunes ou inflamatérias, tém sido feitos esforgos no desenvolvimento de uma
terapia anti-tumoral utilizando ligandos de TLRs. Como exemplo, o ligando do TLR7,
Imiquimod (C14H16N4) que é uma modificacao da resposta imune aprovado em 1997 pela
United States Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento das verrugas
genitais induzidas pelo virus do papiloma humano e do carcinoma basocelular (Schon et
al. 2003, Smits et al. 2008). O ligando do TLR9, oligodeoxinucleotideos (ODN), contendo
dinucleotideos citosina-fosfato-guanina nao metilados (CpG ODN), tem sido usado em
ensaios clinicos de fase | de linfomas ndo Hodgkin das células B (Leonard et al. 2007).

Além das aplicagoes terapéuticas, os TLRs estdo associados a modulagao de
outras respostas imunes. E exemplo disso a associagdo entre os TLRs e os microRNAs
(miRNA). Tem sido demonstrado que os miRNA tém um papel importante no
desenvolvimento de células imunes, diferenciacdo e resposta, incluindo as respostas
inflamatérias mediadas por TLRs (Androulidaki et al. 2009, Baltimore et al. 2008, Lu and
Liston 2009, Taganov et al. 2007). A sua expressao &, por si s0, controlada por factores
transcripcionais através das vias de sinalizacdo do NF-xB e MAP cinase (MAPK). Por
exemplo, a estimulagao por LPS pode regular positivamente a expressao de miRNAs em
fagécitos do sistema imune inato do Homem, tais como monécitos e polimorfonucleares
(PMN), envolvendo a produg¢do de miRNAs como let-7e, miR-1462, miR-155, miR-222,
sugerindo que estes miRNAs sédo produzidos por estimulo inflamatério e tém um papel
importante no sistema imune (Bazzoni et al. 2009).
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O dominio TIR dos receptores Toll-like associa-se a diferentes moléculas
adaptadoras. As mais correntemente conhecidas sdo a MyD88, TIRAP (Mal), TRIF
(TICAM-1) e TRAM (TICAM-2) e o adaptador negativo — SARM, que bloqueia a via TRIF
dependente (Jiang et al. 2006, O'Neill and Bowie 2007). O dominio MyD88 é utilizado por
todos os TLRs excepto o 3, contudo, o TLR1, 2, 4 e 6 necessitam do TIRAP como
molécula de ligagdo a MyD88. A cascata de sinalizacdo destes ultimos receptores
prossegue com a participagdo das cinases associadas ao receptor da IL-1 (IRAKs) e do
factor 6 associado ao TNF (TRAF-6). O TRAF-6, por sua vez, conduz a activagao das
cinases B-activadas do factor de transformacéo do crescimento (TAKs) que inicia uma
cascata de cinases envolvendo o complexo IKKo/IKKB/NEMO e a fosforilagcdo da
proteina inibitéria IxB. A Ikp fosforilada, dissocia-se do complexo e é marcada para
prosseguir para ubiquitinacdo e degradagdo nos proteossomas, levando a activacao do
factor de transcricdo NF-kB que se desloca para o nucleo, mediando assim a transcrigao
de alguns genes. Por outro lado, a TAK1, activa o complexo IKK, e também MAPKs como
por exemplo ERK1/2, JNK e p38MAPK, que conduzem a activagao do AP-1, c-Jun e c-fos
e culminam com a transcricdo de genes de citocinas inflamatérias (Zhang et al. 2000).
Para além da via MyD88 dependente, o TLR4 partiha com o TLR3 a via TRIF-
dependente, contudo, necessita do TRAM como molécula de ligagdo ao TRIF. Nesta
situacdo, a activacao do NF-kB desenvolve-se através de duas cascatas independentes.
Por um lado, o dominio N-terminal do TRIF interage com a TRAF-6 e deste modo activa o
NF-xB. Por outro lado, o dominio C-terminal faz interacgdo com a RIP1 e activa a TAK1.
Para além disso, a via TRIF dependente conduz a activagado de Interferdo tipo | (IFN-I)
através do IRF3. O IRF3 é fosforilado e activado pelas cinases IKK-relacionadas, TBK1 e
IKKi. Relativamente ao TLR7 e 9, a sua activagdo conduz a produgédo de IFN-I (INF-o)
através da activagdo do IRF-7 e também a producdo do citocinas inflamatérias pela
activacao do NK-xB e AP-1, via Myd88-dependente. Esta molécula interage com IRF-7
através da IRAK1, IRAK4, IKKa, TRAF3 e TRAF6. A IRF-7 é fosforilada pela IAK1/IKKa,
translocada para o nucleo e induz a transcricao do IFN-o (Kumagai et al. 2009) (Figura
2).
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Figura 2. Vias de sinalizacao dos receptores Toll-like nas células dendriticas e macrofagos.
(Kumar et al. 2009).

A ligacado de um antigénio ao respectivo ectodominio do receptor Toll-like resulta
na formagao de homo ou heterodimeros que fardo o reconhecimento e a inicializagao da
resposta imune (Bell et al. 2003). Diferentes moléculas adaptadoras sao recrutadas e sao
varias as vias de sinalizagdo activadas que culminam em diferentes respostas
imunolégicas (Rassa and Ross 2003).

Kurt-dones et al. (2000) demonstraram pela primeira vez a associagao entre os
TLRs e a deteccao de virus, ao relacionar a resposta do TLR4 a proteina de fusao (F) do
virus sincicial respiratorio (RSV) (Kurt-dones et al. 2000). Entretanto, varios outros TLRs
tém sido associados a infecgao viral, tais como o TLR1, TLR2, TLR3, TLR4, TLR6, TLR7,
TLR8 e TLR9 (Alexopoulou et al. 2001, Heil et al. 2004, O'Brien et al. 1980, Takeuchi and
Akira 2009, Takeuchi et al. 2000).

3.3. TLRS
Fungbes e importancia na sinalizagéo celular

A evidéncia do papel do TLR3 na resposta viral foi obtida quando Alexopoulou et
al. (2001) demonstraram que ratinhos deficientes em macréfagos que expressavam TLR3
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apresentavam resposta muito reduzida ao &cido polinosinico-policitidilico (poly I:C), cuja
estrutura mimetiza dsRNA de origem viral (Alexopoulou et al. 2001). O poly (I:C) tem sido
utilizado para a inducdo da expressdo de IFN o/B, e deste modo, correlacionou-se
directamente o TLR3 as citocinas efectoras em infec¢des virais. O TLR3 para além do
reconhecimento do poly (I:C), tem capacidade de reconhecimento de RNA gendmico,
purificado a partir de virus RNA de cadeia dupla (dsRNA), como por exemplo retrovirus, e
de reconhecer dsRNA produzido durante a replicagao viral de virus de RNA de cadeia
simples (ssRNA), tal como o RSV, o virus da encefalomiocardite (EMCV) e o virus do Nilo
Ocidental (WNV) (Alexopoulou et al. 2001, Wang et al. 2004). Estudos revelam que
ratinhos deficientes em TLR3 morrem primeiro do que ratinhos wild-type ap6s infec¢ao
com citomegalovirus murino. Da mesma forma, a deficiéncia de TLR3 é associada com a
susceptibilidade a infecgao por virus Herpes simplex (HSV) em humanos (Tabeta et al.
2004, Zhang et al. 2007). Por outro lado, apesar de muitos estudos demonstrarem que o
TLR3 contribui para a eliminagado de alguns virus, existem estudos que evidenciam que
outros virus beneficiam da activagdo do TLR3. Foi demonstrado que em ratinhos
infectados pelo WNV, o TLRS facilita a entrada do virus no cérebro através da producao
periférica de citocinas inflamatérias que proporcionam a ruptura da barreira hemato-
encefdlica (Wang et al. 2004). Para além do reconhecimento viral, o TLR3 est4 implicado
no reconhecimento de RNA de interferéncia curto (siRNA) independentemente da
sequéncia, o que activa a produgéo de IL-12 e IFN-y suprimindo eficientemente a
angiogénese no ratinho, o que sugere que o siRNA podera tratar desordens angiogénicas
que afectam cerca de 8% da populagcdo mundial (Wang et al. 2004).

No que diz respeito a sua localizagdo, o TLR3 é expresso nos endossomas das
CDm, excepto nos fibroblastos e nas células epiteliais onde é expresso a superficie
(Matsumoto and Seya 2008). Tal como outros receptores pertencentes a esta familia, o
TLR3 expressa-se predominantemente no cérebro, coragdo, pulmdes e mausculo,
sugerindo uma resposta anti-inflamatéria nestes tecidos (Carpenter and O'Neill 2007).
Como exemplo, nos humanos, o TLR3 expressa-se no sistema nervoso central onde tem
um papel de controlo do virus HSV- tipo 1 (Zhang et al. 2007). Nos mamiferos, o TLR3
também foi descrito como um potente regulador negativo do crescimento axonal
(Cameron et al. 2007). Adicionalmente, o ligando deste receptor juntamente com o IFN-|
pode directamente intervir na inibicdo da proliferagdo e induzir a apoptose celular nas
células do melanoma humano (Salaun et al. 2007).

Em termos estruturais, o TLR3 no Homem consiste num dominio extracelular
constituido por 23 LRRs e por um dominio NT e um CT em cada extremidade
respectivamente (Bell et al. 2003). Para além disso, possui um dominio Transmembranar
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que se caracteriza por uma unica hélice que faz a ligagdo ao dominio intracelular TIR
(Bell et al. 2003). No dominio extracelular, o conjunto de LRRs formam uma estrutura
com forma de arco ou ferradura com cadeias em espiral, onde uma face é preenchida de
carbohidratos e outra é livre de glicosilacao. Existem 15 potenciais locais de ligagdo a
carbohidratos (Bell et al. 2005, Choe et al. 2005). As moléculas de TLR3 estdo dispostas
em dimeros e o0s residuos de superficie altamente conservados no C-terminal,
juntamente com a insercdo especifica no LRR20, formam a interface do homodimero
(Choe et al. 2005) (Figura 3).

O dominio extracelular do TLR3 tem um didmetro interno de aproximadamente 42
Angstrém (A), um diametro externo de 90A e uma largura de 35A (Bell et al. 2003, Botos
et al. 2009). As cadeias laterais dos LRRs consenso situam-se no interior do ectodominio
e formam o core hidrofébico. Os primeiros 8 residuos de cada motivo LRR contribuem
para a cadeia-B que se estende numa hélice-f e, que por sua vez, forma a face concava
e interna da molécula (Bell et al. 2003, Botos et al. 2009). O motivo LRR-NT contém uma
estrutura em forma de gancho (hairpin loop) estabilizado por uma Unica ligagéao dissulfito.
O motivo LRR-CT tem uma estrutura mais globular e contém uma a-hélice interna e duas
ligacbes dissulfidicas que sdo necessarias para a funcionalidade do TLR3 (Ranjith-Kumar
et al. 2007). A interacgcado entre os dois dominios LRR-CT é a unica forca que leva a
dimerizacdo das moléculas de TLR3 através de pontes de hidrogénio e interacgdes
electrostaticas (Figura 3). Possivelmente, a proximidade destes dominios no lumen do
endossoma, podera juntar os dois dominios TIR no lado citoplasmatico numa posicao
capaz de recrutar as moléculas adaptadoras e de iniciar a sinalizagdo (Botos et al. 2009).
Assim, para que a resposta se inicie é necessario um estimulo antigénico que se ira ligar
ao receptor. O TLR3 tem um local Unico para a ligagédo ao dsRNA, contudo, ndo € muito
especifico, pois ndo distingue as diferengas entre as sequéncias de base dos seus
ligandos. Este receptor ndo se liga ao dsRNA em meio com pH neutro (de Bouteiller et al.
2005, Leonard et al. 2008), mas a ligagao é forte quando ocorre a pH abaixo de 6,5, que
pode ser encontrado em compartimentos endociticos (de Bouteiller et al. 2005, Leonard
et al. 2008). Para além disso, a ligacdo s6é acontece se o ligando tiver um comprimento
superior a 40-45pb, e quanto maior for o comprimento, maior sera a afinidade da ligagao.
A ligagao de um dimero de TLR3 a um ligando de 40-45pb tem capacidade para produzir
a activagao de sinal (Figura 3). Se aumentar o comprimento do ligando, mais dimeros de
TLRS3 irdo ligar-se. Por exemplo, se a molécula de dsRNA tiver um comprimento de 90pb,
a ligagéo ira efectuar-se a 4 moléculas de TLR3, e a 6 se o ligando se estender a 139pb
(Botos et al. 2009). A ligagdo do dominio externo do TLR3 ao dsRNA imobilizado €&
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saturada e reversivel e pode ser inibida por dsRNA livre ou seu andlogo, mas nao por
dsDNA, ssRNA ou ssDNA.

A interaccdo do TLR3 com o seu ligando acontece em dois locais especificos,
separados aproximadamente por 55A. Um dos locais de ligagdo situa-se em direcgdo ao
C-terminal e inclui os residuos LRR19 e LRR20. O segundo local de ligagéo situa-se
préximo do N-terminal e inclui os residuos LRR-NT, LRR1, LRR2 e LRR3 (Botos et al.
2009). Os locais de ligacao interagem apenas com o esqueleto ribose-fosfato, o que
explica o ndo reconhecimento da sequéncia de bases de acidos nucleicos (Botos et al.
2009).

Figura 3. Modelo do complexo de sinalizagdo TLR3-dsRNA. O dimero de receptores TLR3
(verde e azul), atravessa a membrana fosfolipidica (branco). Do lado inferior da membrana
encontra-se o dominio TIR e do lado superior o dominio extracelular onde ocorre a ligacao

ao dsRNA (hélice azul e vermelha) (Liu et al. 2008).

Alguns estudos demonstraram que o CD14 potencia a activagdo do TLR3 por
dsRNA através da ligacao directa ao poly (I:C) e intervém na sua internalizagéao celular
(Lee et al. 2006). Como o dominio extracelular do CD14 consiste em LRRs, o poly (I:C)
pode ser transferido do CD14 para o TLR3 (Kim et al. 2005). Assim, nos fibroblastos o
TLR3 expresso na superficie celular esta envolvido no reconhecimento de dsRNA
(Matsumoto et al. 2002). Como o CD14 também € expresso a superficie destas células,
pode cooperar com o TLR3 na internalizacdo do dsRNA. Por outro lado, nas células
dendriticas mieldides CD14 negativas, a internalizagdo do dsRNA extracelular devera
acontecer com outro receptor (Okahira et al. 2005).
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A interacgdo do dominio externo do TLR3 com dsRNA, leva a dimerizagdo do
receptor e ao recrutamento da molécula adaptadora onde se iniciara a cascata de
sinalizagdo. O TLRS3 recruta a via que utiliza o TRIF como adaptador essencial e assim
denominada via TRIF-dependente (Oshiumi et al. 2003, Yamamoto et al. 2002). Esta via
culmina com a activacao do NF-kB, MAPKs e do factor de transcricdo IRF3, que por sua
vez é essencial a indugdo do IFN-I, particularmente o IFN-B (Oshiumi et al. 2003,
Yamamoto et al. 2002), tal como se pode visualizar na Figura 4.
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Figura 4. Vias de sinalizacao do TLR3 (adaptado de Kumar et al. (2009)).

Caracterizacao molecular e evolucao do TLR3

Um grande numero de TLRs tem sido caracterizado em varios organismos e a
analise desta familia de receptores, em particular nos vertebrados, permitiu estabelecer
uma organizagcao molecular comum (Figura 5) (Matsushima et al. 2007). Foi proposto que
os TLRs se dividem em trés regides principais, o dominio externo ou ectodominio, a

regidao Transmembranar e o dominio TIR. O ectodominio engloba o dominio LRR-NT, os
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LRRs e o LRR-CT, os quais estdo principalmente relacionados com o reconhecimento
dos ligados.

Péptido

Regido
sinal Transmembranar

\/
Dominio LRR I Dominio TIR

LRR-NT LRR-CT

Figura 5. Organizacdo molecular dos genes TLRs. Adaptado de Matsushima et al. (2007).

Estudos conduzidos em alguns mamiferos confirmam esta estrutura (Boraschi and
Tagliabue 2006, Chang et al. 2009, Dhara et al. 2007, McGettrick and O'Neill 2004, West
et al. 2006). Particularmente um estudo realizado no TLR3 de Bufalo e Nilgé (ou Antilope-
azul) (Dhara et al. 2007), relativamente a sua estrutura molecular, indica que o dominio
extracelular & composto por 675 aminoacidos (posicdo 23 a 697), o dominio
Transmembranar é composto de 23 aminoacidos (posicdo 703 a 725), e o dominio
citoplasmatico TIR consiste em 246 aminoacidos (posi¢cdao 755 a 900). Os primeiros 26
aminoacidos serao possivelmente a sequéncia sinal em cada espécie.

No Homem o gene TLR3 esta localizado no locus 35 do brago longo do
cromossoma 4 (4935) (Genbank, www.ncbi.nih.nim.gov) (Figura 6). Este possui uma

sequéncia codificante de 2715 pares de bases (pb) organizada em 4 exfes de
comprimento  441pb, 192pb, 1853pb e 229pb, respectivamente (Genbank,
www.ncbi.nih.nIm.gov, Astakhova et al. (2009)).

Figura 6. Localizagcdao cromossémica do TLR3 no Homem (4q35). Adaptado de
http://atlasgeneticsoncology.org/Indexbyalpha/idxa_T.html.

23




Caracterizagao genética do gene TLR3 em populac¢des naturais de Coelho-bravo Introducao

No Coelho-bravo (Oryctolagus cuniculus) este gene esta localizado no
cromossoma 2, com um comprimento total de 11762pb  (Genbank,
www.ncbi.nih.nlm.gov). E constituido por quatro exdes, com um comprimento de 441,
192, 1853 e 229pb (Astakhova et al. 2009) (Figura 7). Estes 2718pb originam 906 coddes
(Genbank, www.ncbi.nih.nlm.gov). Nesta espécie estd descrita a existéncia de uma

regido rica em LRRs do aminoacido 42 ao 163, e do 433 ao 648. Para além disso, existe
um dominio LRR-CT das posicdes 646 a 686. O dominio TIR esta localizado entre os
aminoacidos 759 e 897. Nas posicdoes 275 a 544 foi ainda descrito provisoriamente um
receptor de proteina cinase LRR-like (Genbank, www.ncbi.nih.nim.gov).

, TLR3
5 3
11 762pb
Exdol Exdo2 Ex3o3 Exdod
441pb 192ph 1853pb 229pb

1 Kb

Figura 7. Estrutura molecular do gene TLR3 no Oryctolagus cuniculus. A linha superior
representa o tamanho total do gene, a inferior corresponde as regioes intronicas e as
caixas azuis representam os exoes

Uma das principais fungbes dos receptores Toll-like € reconhecer agentes
patogénicos, estando alguns dos TLRs particularmente associados a respostas virais,
como é o caso dos TLR3, 7 e 8. E interessante referir que no genoma do Coelho-bravo o
gene TLR7 esta ausente e o TLR8 é um pseudogene (Astakhova et al. 2009). O estudo
do reconhecimento viral e das respostas por parte destes receptores € particularmente
importante para a compreensao do processo de infec¢ado viral. No Coelho-bravo o estudo
destes genes € ainda mais relevante pois as populagdes tém sido fortemente
depauperadas por duas doencgas virais, a Doenca Hemorragica Viral (RHD) e a

Mixomatose.
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4. Oryctolagus cuniculus

O Oryctolagus cuniculus (O. c.), vulgarmente designado de Coelho-bravo, pertence a
Ordem Lagomorpha, que esta dividida em duas familias, a Ochotonidae e a Leporidae,
que se terdo separado ha cerca de 35 a 40 milhdes de anos (Matthee 2009). A familia
Ochotonidae é composta pelo genéro Ochotona (também designadas por Pikas). A
familia Leporidae compreende 11 géneros que incluem os Coelhos e as Lebres. Este
grupo terd divergido ha cerca de 12 milhdes de anos (Matthee 2009). O género
Oryctolagus € monoespecifico e de acordo com registos fésseis ter-se-a originado na
Peninsula Ibérica ha cerca de 6,5 milhdes de anos (Lopez-Martinez 1989). Esta dividido
em duas subespécies, Oryctolagus cuniculus algirus e Oryctolagus cuniculus cuniculus,
morfolégica e geneticamente distintas. A subespécie Oryctolagus cuniculus algirus ocorre
no sudoeste da Peninsula Ibérica, Agores, Madeira e Canarias (Biju-Duval et al. 1991,
Monnerot et al. 1994) e a Oryctolagus cuniculus cuniculus esta distribuida pelo nordeste
de Espanha, Sul de Franca, Europa Ocidental, América do Sul, Africa, Austrélia e em
mais de 800 ilhas na sua maioria introduzidos pelo Homem (Flux 1983, 1992). Dados
baseados nos niveis de divergéncia mitocondrial, loci ligados ao cromossoma X,
variabilidade genética de aloenzimas e microssatélites sugerem que as populacées de
Oryctolagus cuniculus ficaram restritas a dois isolados populacionais (Branco et al. 2000,
Branco et al. 2002, Geraldes et al. 2005, Queney et al. 2001, van der Loo et al. 1991, van
der Loo et al. 1999), um no nordeste de Espanha que originou a subespécie O. c.
cuniculus e outro no Sudoeste da Peninsula lbérica que originou a subespécie O. c.
algirus antes de se formar uma zona de contacto bem delimitada (Figura 8). Estes grupos
populacionais evoluiram separadamente durante um grande periodo de tempo, estimado
em cerca de 2 milhdes de anos (Biju-Duval et al. 1991, Geraldes et al. 2006). Varios
estudos sugeriram uma expansao pos-glacial do Sudoeste para Norte e do Nordeste para
Sul, com possiveis contactos secundarios entre os dois grupos populacionais na zona
central da Peninsula Ibérica (Branco et al. 2000, Branco et al. 2002, Geraldes et al. 2005,
Queney et al. 2001, van der Loo et al. 1991, van der Loo et al. 1999). Estudos de
diversidade apoiados nos genes da hemoglobina, DNA mitocondrial, marcadores ligados
ao cromossoma X, aloenzimas, proteinas plasmaticas e marcadores imunolégicos
relatam uma maior diversidade genética nas populagdes Ibéricas relativamente as
populagdes de O. c. cuniculus do resto da Europa e de outras partes do mundo (Branco
et al. 2002, Campos et al. 2008, Esteves et al. 2004, Geraldes et al. 2006). As
populacdes a Norte dos Pirenéus perderam variabilidade relativamente as da Peninsula

25



Caracterizagao genética do gene TLR3 em populac¢des naturais de Coelho-bravo

Ibérica provavelmente devido ao bottleneck associado a expansao poés-glacial das
populacdes francesas de Coelho-bravo (Queney et al. 2001).

=

No genoma dos eucariotas podem ser encontradas multiplas cépias de diferentes
sequéncias repetitivas intercaladas ao longo do genoma, que contribuem
significativamente para o tamanho e possivelmente para a funcdo desse genoma
(Davidson and Britten 1973). Nos mamiferos estes elementos repetitivos tém sido
designados de short interspersed retrotransposable elements (SINEs) quando o seu
tamanho é inferior a 500pb, ou long interspersed retrotransposable elements (LINEs) com
fragmentos de tamanho entre 6 e 8kb. Cada ordem de mamiferos possui uma ou mais
familias caracteristicas de SINEs que estdo presentes em grande numero de copias
(Singer 1982). Nos Lagomorfos, particularmente no Coelho-bravo, essas familias de
SINEs sao designas por C-repeats que correspondem a cerca de 13% do seu genoma e
parecem ter derivado de genes tRNA (Lawrence et al. 1985). Apresentam uma grande
tendéncia para se inserirem dentro ou na proximidade de outros C-repeats e sao
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compostos por diferentes motivos, incluindo motivos semelhantes a RNA, um core
conservado, repeticdes de CT e segmentos ricos em Adeninas (Krane et al. 1991).

Estes segmentos C-repeats podem ser agrupados em familias distintas de acordo
com as suas caracteristicas. Estimativas acerca do tempo de divergéncia entre as varias
familias de C-repeats no Oryctolagus cuniculus apontam que o grupo mais antigo divergiu
ha cerca de 43 a 131 milhdes de anos (média de 77 milhdes de anos), o segundo grupo
entre 22-59 milhdes de anos (média de 37milhdes de anos) e por ultimo, o grupo mais
recente entre 8 e 42 milhdes de anos (média 26 milhdes de anos) (Krane et al. 1991). Os
C-repeats que se inserem dentro de outros C-repeats pertencem a familias que
provavelmente se propagaram mais recentemente, logo, a divergéncia na familia de C-

repeats mais antiga € maior do que na mais recente (Krane et al. 1991).

Durante as ultimas décadas, as popula¢des de Coelho-bravo tém sofrido um declinio
acentuado devido a actuacgao de diversos factores, como por exemplo, a fragmentacéo e
depauperamento do habitat, pressao cinegética excessiva (Le Gall et al. 1998, Stanford
et al. 2007) e incidéncia de duas doengas virais: Doenga Hemorragica (RHD) — 1984 (Liu
et al. 1984) e a Mixomatose — 1896 (Sanarelli 1898).

A RHD era desconhecida até 1984 quando um grupo de Coelhos domésticos da
estirpe Angord foi importado da Alemanha para a provincia de Jiangsu na China (Liu. et
al. 1984). A partir da China o virus da doenca hemorragica (RHDV), disseminou-se por
todo o mundo em Coelhos infectados ou produtos derivados (Kerr et al. 2009). Na
Europa, a transmissao viral ocorreu dos Coelhos domésticos para os selvagens e esta
hoje em dia estabelecida nas popula¢des selvagens por toda a Europa continental,
Irlanda, Reino Unido e Australia, com graves consequéncias ecoldgicas, particularmente
na Peninsula Ibérica (Anon 1989, Cooke 2002, Villafuerte et al. 1995, Villares et al. 1988).
Ai, os surtos de RHD foram descritos pela primeira vez em 1988 e a doenga é endémica
desde entdo (Anon 1989, Villares et al. 1988). O numero de individuos nas populagdes
Ibéricas diminuiu cerca de 30% nessa altura, tendo levantado preocupacdes acerca da
conservagao da espécie o que conduziu a um impacto econémico negativo na caga
(Alves and Ferreira 2004, Moreno et al. 2007, Villafuerte et al. 1995). A recuperacao dos
efectivos populacionais em Portugal tem sido lenta levando a recente classificagdo do
Coelho-bravo, de vulneravel no Livro Vermelho dos Vertebrados (ICN).
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No que diz respeito ao virus responsavel por esta doencga, parece ter surgido de
mutagdes de um virus ndo virulento ja existente nas populagées de Coelhos (Forrester et
al. 2006, Nowotny et al. 1997). E um virus de ssRNA com aproximadamente 7,4 kb,
sentido positivo, pertencente a familia Caliciviridae, género Lagovirus (Ohlinger et al.
1990, Parra and Prieto 1990). A particula viral possui forma icosaédrica, sem envelope,
capside com diametro de 35-40nm, composto principalmente por um grande polipeptideo
de 60 kDa. (Gorski et al. 1994, Smid et al. 1991).

RHD é uma condicdao aguda, altamente infecciosa e usualmente fatal que afecta
Coelhos-bravos e domésticos. O periodo de incubagédo do virus varia de 16 a 48h e os
indices de morbilidade e mortalidade rondam os 90-100%. A morte ocorre na maioria dos
casos 2 a 3 dias apos a infecgdo, contudo, pode ocorrer mais tardiamente (Chasey 1997,
Ohlinger et al. 1993, Smid et al. 1991). Os Coelhos com menos de 8 semanas de vida
ficam infectados pelo virus mas ndo manifestam a doenga, podendo no entanto,
disseminar o virus que é relativamente resistente e persiste no meio ambiente (Cooke
and Fenner 2002).

Os sinais caracteristicos da doenga sdo o aumento da temperatura corporal para
41°C ou mais, respiracdo rapida, observacao de cianose, anorexia e prostragao. Os
sinais nervosos podem estar presentes nos estadios mais avangcados, com movimentos
agitados dos membros, ataxia e comportamento frenético com guinchos antes da morte
(Chasey 1997). E observada perda de sangue espumado pelas narinas e mais raramente
pela vagina. Ocasionalmente pode ocorrer diarreia ou obstipacdo (Chasey 1997, Marcato
et al. 1991).

Nao foram encontradas diferengas significativas a nivel epidemioldgico, clinico ou
patoldégico entre o nivel de susceptibilidade das duas subespécies de O. cuniculus,
sugerindo assim que, ambas tém o mesmo grau de susceptibilidade ao RHDV e que o
virus € igualmente virulento em ambas as subespécies (Muller et al. 2009).

A Mixomatose € uma doencga debilitante causada pelo virus do Mixoma (MV) que
€ membro do género Leporipoxvirus da familia Poxviridae, subfamilia Chordopoxvirinae.
O seu genoma é constituido por dsDNA de grande comprimento, 161,8 kb que engloba
171 genes (Cameron et al. 1999).

Foi descrito pela primeira vez em 1896 na América do Sul como agente causador
de uma infeccao letal em Coelhos-bravos importados (Sanarelli 1898). Este virus foi
caracterizado como um patogénio natural do Taipeti da América do Sul (Sylvilagus
brasiliensis), e do Coelho escova norte-americano (Sylvilagus bruneii) com estirpes
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endémicas MV dessas areas a serem designadas de linhagens do Brasil e da California,
respectivamente (Fenner 2000). E de realcar que no Sylvilagus, esse virus causa apenas
uma infeccdo benigna, caracterizada por um fibroma cuténeo restrito ao local da
inoculacdo. No entanto, nos Coelhos-bravos o contacto com o virus, nos anos 50 do
século XX, gerou uma infeccao sistémica com elevadas taxas de mortalidade (Fenner
1983). Passados alguns anos, observou-se uma queda na mortalidade o que podera
estar relacionada com a adaptacao virus-hospedeiro, consistindo na evolugéo de estirpes
virais atenuadas e na selec¢do natural dos Coelhos-bravos resistentes a infeccao
(Campos et al. 2008, Fenner and Ross 1994).

A gravidade do quadro clinico da doenga pode variar com a estirpe de MV
envolvido, bem como a linhagem de Coelhos infectados. Os sinais clinicos e as altas
taxas de mortalidade associadas a mixomatose séo resultado da disfuncdo de multiplos
orgaos, bem como das infecgbes bacterianas secundarias descontroladas do tracto
respiratério que resultam da progressiva insuficiéncia da resposta imune do hospedeiro.
Os sinais clinicos precoces dos tipos tipicos de mixomatose sado inchago do focinho e
regido anogenital, bem como conjuntivite 0 que da ao Coelho-bravo uma aparéncia
leonina (Fenner 2000, Fenner and Ratcliffe 1965, Fields et al. 2001). Até o momento, séo
conhecidas pelo menos duas formas de mixomatose em Coelhos-bravos, a forma nodular
ou mixomatose tipica e a mixomatose atipica. A principal diferenca reside na quase total
auséncia de sinais clinicos cutaneos e desconforto respiratério intenso observado apenas
na mixomatose atipica (Marlier et al. 2000a, Marlier et al. 2000b, Stanford et al. 2007).

Hoje em dia, a mixomatose é endémica na América do Norte e do Sul, Europa e
Australia (DiGiacomo and Mare 1994, Stanford et al. 2007). Em grande parte da América
do Sul, como Brasil e Uruguai, o virus é endémico nos Coelhos do género Sylvilagus,
particularmente S. brasiliensis. No entanto, em paises como o Chile, o reservatorio
principal é o Coelho-bravo. Por outro lado, na América do Norte a estirpe Califérnia de
MV é endémica em Coelhos americanos selvagens (Sylvilagus), particularmente S.
bachamani, que actua como uma espécie de reservatorio de infeccdo para Coelhos
domésticos. Na Australia, o virus tem sido endémico nas popula¢des de Coelho-bravo em
estado selvagem desde a sua introdugédo em 1950 (DiGiacomo and Mare 1994, Stanford
et al. 2007). Na Europa, a mixomatose disseminou-se nas populagdes de Coelho-bravo
de varios paises, apo6s a sua primeira introdugcdo em 1952. No entanto, outros
Lagomorfos em que ndo ocorre mortalidade, tais como a Lebre (Lepus europaeus e
Lepus timidus) e diversas espécies de Sylvilagus podem também servir como
hospedeiros (DiGiacomo and Mare 1994, Stanford et al. 2007).
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Com este trabalho pretende-se ajudar a colmatar a falta de informacao do gene
TLR3 em populagdes de Coelho-bravo de ambas as subespécies, Oryctolagus cuniculus
cuniculus e Oryctolagus cuniculus algirus, comparar a organizagao molecular deste gene
entre os mamiferos e avaliar a existéncia de padrdes de selec¢do natural. Para isso, no
estudo do gene TLR3, foram definidos os seguintes objectivos:

e Caracterizar molecularmente este gene no Coelho-bravo;

e Determinar a variabilidade genética das populacdes de Coelho-bravo da Peninsula
Ibérica através de sequenciacao;

e Realizar em mamiferos, um estudo comparativo dos dominios conservados;

e Conhecer a filogenia do gene nos mamiferos;

e Averiguar a ocorréncia de padrdes selectivos nos mamiferos através da comparagao

de varios métodos especificos para a detecgao de selec¢ao natural;

e Aplicar e relacionar os padrées de seleccao natural que ocorrem nos mamiferos

com as caracteristicas genéticas do gene no Coelho-bravo.
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Neste trabalho, analisaram-se 40 amostras de Oryctolagus cuniculus provenientes
de quatro localizagoes diferentes na Peninsula Ibérica. Duas das populagdes pertencem
a subespécie O. c. cuniculus (Saragoga e Tarragona) e as restantes duas populacoes a
subespécie O. c. algirus (Mértola e Pancas) (Figura 9).

Pancas
10 amostras

Tarragona
10 amostras

Saragoga
10 amostras

Mértola
10 amostras

Figura 9. Localizacao geografica das populacoes de Coelho-bravo da Peninsula Ibérica
analisadas neste trabalho.

Para estas amostras foi extraido DNA total utilizando o método fenol-cloroférmio
(Chomczynski and Sacchi 2006). Para a amplificacao do fragmento de DNA que continha
o gene TLR3 foram desenhados primers a partir da sequéncia do GenBank® (Nimero de
acesso: NM_001082219.1, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Os primers usados estao

listados na Tabela 1, onde para além da respectiva sequéncia, consta a sua localizacao
no gene (Figura 10), temperatura de anneling (TA) e o tamanho de fragmento obtido apés
a amplificagdo. Procedeu-se a realizagdo da reac¢do em cadeia da polimerase (PCR),
utilizando a Taqg DNA Polymerase (Taqg PCR Master Mix Kit, Qiagen) num total de 30
ciclos de 95°C — 30 segundos (s), TA (Tabela 1) — 30s, 72°C — 45s, com uma
desnaturacgéo inicial de 15 minutos a 95°C e uma amplificacao final de 20 minutos a 60°C.
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Tabela 1. Caracteristicas dos primers utilizados na amplificacao do gene TLR3 no Coelho-
bravo: identificacao dos primers, sequéncia, posicao (pb), temperatura de anneling (TA) (2C)
e tamanho do fragmento amplificado (pb).

TA Tamanho
Exao Identificacao Sequéncia do primer Posicao <C) do
fragmento
OcTLR3_Fw1 5 ATGAGCCAGAGTGTGCCTTATC 3 1pb
1 60°C 510pb
OcTLR3_Rv1 5 CTTGAAGATTTAACATTGGATC 3’ 510pb
OcTLR3_Fw2 5 AGTGAAGTGACGATGTGCTG 3’ 5949pb
2 58°C 453pb
OcTLR3_Rv2 5" ACCAATACCCCAAGGCAGTA 3’ 6402pb
OcTLR3_Fw3 5 GGCCTCTTTCTGAACAATGC 3 9057pb
58°C 643pb
OcTLR3_Rv3 5" CCAATGTCAAGCACCTCTAG 3’ 9700pb
3 OcTLR3_Fw4 5 CCTTACTCATACTCAACCTG 3’ 9607pb 5goC 6010b
OcTLR3_Rv4 5 GTCATCAAAGACAGATTGTGG 3’ 10208pb P
OcTLR3_Fw5 5 CTTGGATGAGATCCCAGAAG 3 10103pb . oy
OcTLR3_Rv5 5 TTTGCATAATGGGTCCTTTAG 3’ 10868pb P
OcTLR3_Fw6 5 ATTGAGGAAAATACATAACCTGA 3 11300pb
4 58°C 466pb
OcTLR3_Rv6 5 TTATGATAGAATCCCGTCACC 3’ 11766pb
- .- I z
—> €« —> <« —> —> € —>€— €« —> <
Fw1l Rvl FW2 Rv2 FW3 FW4 Rv3 FW5 Rvd RvS Fwi

1Kb

Figura 10. Representacao esquematica da localizacao dos primers no gene TLR3 com
representacao dos exoes (E1, E2, E3 e E4), e dos locais de homologia dos primers
assinalados pelas setas.

Os produtos de PCR foram sujeitos a uma corrida electroforética num gel de

agarose e os fragmentos obtidos foram visualizados por coloracdo com Gel Red™

(Biotium, E.U.A.). Para confirmar se o tamanho de pares de bases amplificados estava de

acordo com o pretendido, comparou-se com o marcador de peso molecular, Marker 5

(Eurogentec, Bélgica). Em todas as amostras com presenga da banda com o tamanho de

pb pretendido no gel de agarose, foi efectuada a purificacdo dos produtos de PCR com a
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adicao de ExoSAP (Fermentas, Alemanha) e incubagédo a 37°C durante 15 minutos. De
modo a assegurar a inactivagdo da enzima a reacg¢ao prolongou-se 15 minutos a 80°C.

A reaccao de sequenciacao foi efectuada com o kit BigDye® Terminator v3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster City), com as seguintes condi¢cdoes de
tempo e temperatura: 94°C — 3 minutos; 23 ciclos a 96°C-10s, 55°C — 5s, 60°C — 4
minutos. A purificacdo das sequéncias foi efectuada com passagem por coluna com
Sephadex (Amersham, Inglaterra) e posteriormente procedeu-se a desidratacao térmica e
rehidratacdo com formamida. A andlise dos electroferogramas foi efectuada no 3130xl
Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Foster City), e as sequéncias obtidas foram
editadas, alinhadas e analisadas com o programa CLUSTAL W (Thompson et al. 1994)
implantado no software BioEdit (Hall 1999).

Foi efectuada a andlise dos dominios conservados no gene TLR3 de Coelho-
bravo e de outros mamiferos listados na Tabela 2 utilizando o programa Simple Modular
Architecture Research Tool (SMART) (Letunic et al. 2009, Schultz et al. 1998)
(http://smart.embl-heidelberg.de/), isoladamente e em conjunto com a opgéo de procura

de dominios Pfam (Finn et al. 2010) e através do programa LRRfinder (Offord et al.

2010) (www.lrrfinder.com/).

Foi pesquisada a existéncia de C-repeats nas regides intrénicas do gene TLR3 de
Coelho-bravo com o} programa Censor (Kohany et al. 2006)
(http://www.girinst.org/censor/). Os C-repeats identificados foram alinhados com a

sequéncia consenso proposta por Krane et al. (1991) com outros 5 C-repeats analisados
por este autor e classificados nos trés grupos (I, Il, e Ill), através do programa CLUSTAL
W (Thompson et al. 1994) implantado no software BioEdit (Hall 1999). A identificagdo das
sequéncias utilizadas encontra-se na Tabela 3. Para classificar os C-repeats encontrados
na sequéncia do gene TLRS, foi construida uma arvore filogenética usando nucleotideos
e aminoacidos Utilizaram-se os métodos de Maximum likelihood e Neighbor-Joining
(Saitou and Nei 1987) disponiveis no software MEGA 4 (Tamura et al. 2007). O Neighbor-
Joining foi utilizado com as opg¢des complete deletion e modelo p-distance. Para analisar
a consisténcia e robustez da arvore, utilizaram-se bootstraps obtidos com 1000 réplicas.
Para pesquisa dos locais de N-glicosilagdo no TLR3 de Coelho-bravo, bem como
em genes ortdlogos noutros mamiferos (Tabela 2), foi utilizado o programa Prosite Scan
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa _automat.pl?page=npsa_prosite.html).

Paralelamente, realizaram-se estudos evolutivos, tais como, a filogenia do gene
TLR3 nos mamiferos e a deteccdo de padrdes de seleccdo natural. Para tal, foram
retiradas as sequéncias do gene TLR3 de vérios mamiferos das bases de dados
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e Ensembl

(http://www.ensembl.org/index.html) (ver Tabela 2), que foram compiladas e alinhadas

39



Material e

Caracterizagao genética do gene TLR3 em populac¢des naturais de Coelho-bravo Métodos

com o programa CLUSTAL W (Thompson et al. 1994) implantado no software BioEdit
(Hall 1999). Estas sequéncias permitiram a construcao de arvores filogenéticas usando o
software MEGA 4 (Tamura et al. 2007) através do método de Neighbor-Joining (Saitou
and Nei 1987) com a opg¢ao complete deletion e modelo p-distance e adicionalmente foi
também usado o método de Maximum likelihood. Como outgroup foi utilizada a sequéncia
de Opossum (Monodelphis domestica). Para avaliar a consisténcia e robustez da arvore,
utilizaram-se bootstraps obtidos com 1000 réplicas.

Tabela 2. Identificacao das sequéncias de mamiferos utilizadas na analise filogenética e na
deteccao de padroes de seleccdo natural.

Organismo Numero de acesso Base de dados ‘
Boi Bos taurus NM_001008664.1 GenBank
Cao Canis lupus familiaris XM_540020.2 GenBank
Cavalo Equus caballus NM_001081798.1 GenBank
Chimpanzé Pan troglodytes NM_001130470.1 GenBank
Coelho-bravo Oryctolagus cuniculus NM_001082219.1 GenBank
Gato Felis catus NM_001079829.1 GenBank
Golfinho Tursiops truncatus ENSTTRGO00000015619 Ensembl
Homem Homo sapiens NM_003265.2 GenBank
Javali Sus scrofa NM_001097444 .1 GenBank
Macaco-rhesus Macaca mulatta NM_001036685.1 GenBank
Musaranho Sorex araneus ENSSARG00000011830 Ensembl
Opossum Monodelphis domestica ENSMODG00000004861 Ensembl
Orangotango Pongo abelii XM_002815350.1 GenBank
Ourico-cacheiro Erinaceus europaeus ENSEEUG00000008588 Ensembl
Ovelha Ovis Aries NM_001135928.1 GenBank
Porquinho-da-india Cavia porcellus NM_001173029.1 GenBank
Raposa voadora Pteropus vampyrus ENSPVAG00000005843 Ensembl
Ratazana Rattus norvegicus NM_198791.1 GenBank
Rato Mus musculus NM_126166.4 GenBank
Tarsio-das-Filipinas Tarsius syrichta ENSTSYG00000009003 Ensembl

Tabela 3. Identificacao das sequéncias de C-repeats utilizadas neste trabalho anteriormente
classificadas por Krane et al. (2001).

Numero de

C-repeat Inicio Orientacao Localizacao Base de dados
acesso

c3 X07786 8894 9206 3->5 5 v globina GenBank

c6 X07786 10866 11186 3->5 5 v globina GenBank

c8 X07786 18604 18936 523 5 v globina GenBank

c18 M35026 994 1996 523 5’ € globina GenBank

c19 M35026 1311 1655 3->5 5’ € globina GenBank

40




Caracterizagao genética do gene TLR3 em populac¢des naturais de Coelho-bravo

Para averiguacdo da ocorréncia de padrdes de selecgao natural no gene TLR3
dos mamiferos (Tabela 2), foi efectuado um estudo comparativo de dois programas, de
acordo com o estudo efectuado por Wlasiuk and Nachman (2010) em TLRs de primatas.
Utilizou-se o programa CODEML implantado no pacote de programas PAML 4 (Yang 1997),
e o servidor online DATA MONKEY (http://www.datamonkey.org/) (Delport et al. 2010,
Pond and Frost 2005).

O programa PAML, opgdo CODEML, foi usado para estimar a razdo de

substituicbes nucleotidicas que provocam alteracdo de aminoacidos (Nao-sinonimias)
(dy) com as substituicdes nucleotidicas que ndo provocam alteragbes de aminoacidos
(Sinonimias) (ds) (w=dy/ ds). Assim, como a selec¢ao natural opera maioritariamente ao
nivel proteico, as mutagbes dy e ds estdo sob pressdes selectivas diferentes e tém
diferentes taxas fixas de mutacdo (Yang 2007). A comparagdo entre as taxas de
substituicdo de dy e ds pode revelar a direccao e a forga dos padrbes de seleccéo natural
a actuar nas proteinas (Kimura 1977, Miyata and Yasunaga 1980). Foi efectuada ainda a
deteccao de evolucdo molecular adaptada, segundo métodos de substituicdo de coddes.
A grande diferenca deste modelo relativamente aos modelos de substituicdo de
nucleotideos ou aminoécidos, consiste no facto de o tripleto ser considerado a unidade
evolutiva (Goldman and Yang 1994). O racio ® mede a direcgdo e a magnitude da
seleccdo nas mudancas de aminoacidos, com valores de w<1, =1 e >1, indicando
seleccao negativa, evolugdo neutra, ou selecgéo positiva, respectivamente. A selecgao
positiva é definida como a presenca de coddes onde w>1 (Yang 2007). Comparou-se o
ajuste de dois modelos especificos de local aos dados em analise — um modelo neutro
que ndo admite selecgdo positiva (0<1) e o modelo alternativo que admite selecgéo
positiva (o> 1). Foram comparados os modelos MO ao M3, M1a ao M2a, M7 ao M8 e
M8a ao M8. Na primeira comparacdo o modelo MO assume um racio o constante ao
longo do gene, enquanto que M3 assume classes discretas com diferentes proporgoes
nos locais com diferentes racios w. Na segunda comparagédo, o modelo neutro M1a, foi
reformulado para permitir apenas duas classes locais para 0 o: conservado O<w<1 e
neutro w=1. O modelo alternativo, M2a (modelo de selecgéo positiva) permite a terceira
categoria de locais que tem um w>1. Nas duas ultimas comparagdes, o0 modelo neutro
M7 assume que o valor de ® segue uma distribuicdo beta com 10 categorias, cada uma
correspondendo a um distinto valor de ® que é sempre inferior a 1, enquanto o outro
modelo neutro M8a (semelhante ao M7), permite uma classe extra de codées com w=1.
O modelo alternativo, M8 tem uma categoria extra com w>1 (Yang et al. 2005, Yang et al.
2000). Para verificar a probabilidade de cada codao estar sob seleccdo positiva, os
valores de logaritmo de likelihood para cada par de modelos foram comparados utilizando
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o teste de Maximum likelihood (LRT). Os niveis de significAncia para estes LRTs foram
calculados utilizando 4 graus de liberdade para a comparacao entre os modelos M0-M3,
2 graus de liberdade nas comparacoes entre M1a-M2a e M7-M8, e um grau de liberdade
para a comparagao entre M8a-M8 (Tabela 4). Finalmente, o método Bayesiano Empirico
foi aplicado para determinar quais os coddes com maior probabilidade de estarem sob
selecgédo positiva. Locais com probabilidade superior a 0,95 foram considerados sob
evolucao adaptativa (Nielsen and Yang 1998, Wong et al. 2004).

Tabela 4. Especificacoes usadas na analise com o software PAML

Comparacao Graus de liberdade Nivel de Significancia
MO vs. M3 452 4 <0,01

M1a vs. M2a 4 2 >0,05
M7 vs. M8 18 2 <0,001
M8a vs. M8 4 1 <0,05

Por outro lado, através do servidor online DATA MONKEY foram utilizados varios
métodos de Maximum Likelihood designados de Single Likelihood Ancestor Sequences
(SLAC), Fixed-effect Likelihood (FEL) e Randon Effect Likelihood (REL). O SLAC é
baseado na reconstrucdo de sequéncias ancestrais € na contagem das alteracbes
sinonimias e nao sinonimias em cada codao da filogenia. O FEL estima a razdo de
substituicées dy/ ds por cada coddo sem assumir a priori uma distribuicdo de razdes dy/
ds. Por ultimo, o REL comeca por atribuir valores de razées dy/ ds e posteriormente infere
sobre a razdo de substituicbes para cada codao individualmente. Foram considerados
como coddes candidatos a evoluir sobre selecgdo os que apresentarem valores p< 0,05
para o modelo SLAC e FEL,e Factor de Bayes >95 para o modelo REL.

Foram considerados sob selecgdo positiva os coddes identificados em pelo
menos dois dos quatro métodos analisados neste trabalho (PAML, SLAC, FEL e REL).
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1. Caracterizacao da estrutura molecular do gene TLR3 do Coelho-bravo

Inicialmente, e de modo a completar a informacao ja conhecida para a estrutura e
organizacao molecular do gene TLR3 em Coelho-bravo, recorreu-se ao programa
SMART (Letunic et al. 2009, Schultz et al. 1998), http:/smart.embl-heidelberg.de/) para

determinar os dominios conservados presentes neste gene. Para isso foi utilizada a

sequéncia de nucleotideos publicada no GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

com o numero de acesso NM_001082219.1 e posteriormente traduzida para
aminoacidos. O esquema obtido encontra-se representado na Figura 11-A, e a
caracterizacao de cada um dos dominios esta descrita na Tabela 5. A utilizacdo deste
programa permitiu a identificacdo dos dominios conservados e a sua localizagao no gene.
Foram inicialmente identificados 16 dominios LRRs na regido extracelular da molécula,
um dominio LRR-CT, o dominio Transmembranar e o dominio TIR (Tabela 5). Esta
pesquisa foi complementada com a ferramenta disponibilizada de pesquisa dos dominios
Pfam (Finn et al. 2010) o que permitiu identificar mais 8 dominios LRR (Figura 11-B).
Salienta-se a auséncia do dominio LRR-NT em ambas as metodologias utilizadas. Em
paralelo com a utilizagdo do programa SMART, foi efectuada a pesquisa com o LRRfinder
(Offord et al. 2010) (www.Irrfinder.com/), uma recente ferramenta de identificacdo de

dominios LRRs em sequéncias proteicas com particular aplicacdo aos TLRs. Através
deste programa, foram identificados 24 dominios LRRs, dominio LRR-NT, LRR-CT,
Transmembranar e o dominio TIR (Figura 11-C), que estao indicados na Tabela 6.
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Figura 11. Representag¢dao dos dominios conservados no gene TLR3 de Coelho-bravo
através do programa SMART (A), SMART + Pfam (B) e LRRfinder (C). No esquema B, os
rectangulos a tracejado laranja representam os 8 dominios encontrados através da opcao
de pesquisa de dominios Pfam existente no programa SMART.
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Tabela 5.Caracterizacdao dos dominios encontrados através do programa SMART em
conjunto com a opcéao de pesquisa de dominios Pfam apresentados na Figura 11-A,B.

Dominio Inicio Final Representacao
Sinal 1 26 L
LRR 51 74 LRR
LRR (Pfam) 53 75 o
;. CRE
LRR_TYP (Tipico) 99 122 ,L-r_,\',-TaWJ
LRR (Pfam) 101 123 T
LRR 123 144 LRR
LRR (Pfam) 125 147 L_!
LRR 171 196 LRR
LRR (Pfam) 173 195 L_t
LRR 197 220 LRR
Baixa complexidade 246 267 [
LRR 274 295 LRR
LRR (Pfam) 276 298 C-D
LRR_TYP (Tipico) 298 321 4N
LRR (Pfam) 300 322 P
LRR 355 378 LRR
LRR 379 404 LRR
LRR 407 430 LRR
LRR 431 455 LRR
LRR 506 529 LRR
LRR (Pfam) 508 530 P
LRR 530 553 LRR
. [ p{pt
LRR_TYP (Tipico) 562 585 A
LRR (Pfam) 564 586 Coo
LRR 586 609 LRR|
LRR 611 633 LRR|
LRR-CT 646 698
Transmembranar 704 726 .
TIR 756 901
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Tabela 6. Caracterizacdao dos dominios encontrados através do programa LRRfinder e
identificacdo das sequéncias de aminoacidos detectadas em cada dominio.

A cinzento esta assinalada a parte conservada de cada dominio LRR.

Dominio Inicio Final Sequéncia

Sinal 1 26 MSQSVPYHISSLWGLLSLWMLCTSSG

LRR-NT 27 53  NKCTVRQEVADCSHLKLTQIPDDLPTN

LRR 54 77 ITVLNLTHNQIKRLPPANFTRYSR

LRR 78 101  LTVLDGGFNTISKLEPELCQSLPS

LRR 102 125 LKVLNLQHNELSQLSDKTFVFCMN

LRR 126 149  LTELHLMSNSIQKIQNNPFKNQKN

LRR 150 173 LIKLDLSHNGLKSTKLGTQLQLQN

LRR 174 199 LQELLLSKNKIQALKSEELAFLGNSS

LRR 200 223 LKKLELSSNLIKEFSPGCFHAIGQ

LRR 004 o50 LFGLFLNNAQLGPSLIEKLCLELSNTS

LRR 251 576 JQNLSLSNSQLNRISNRTLLGLKHTN

LRR 077 300 LTMLDLSHNNLNMIDDDSFVWLPH

LRR 301 304  LKYLFLEYNNIVHLSNHSFYGLFN

LRR 325 357 VRHLNLKRSFPKQSVSLTSLPKIDDFSFQWLRC

LRR 358 381 LEYLNMEDNDIPSIKRNMFTGLIN

LRR 382 409  LRYLSLSNSFTNLRTLKNETFSSLAHSP

LRR 410 433 LLILNLTKNKISKIESDAFSWLGS

LRR 434 458 LEVLDIGINEIGQELTGQEWRGLEN

LRR 459 482 IFEIYLSYNKYLQLTSNSFALVPS

LRR 483 508  LQRLMLRRVALKNVDISPSPFHPLHD

LRR 509 532  LTILDLSNNNLANINEEMLEGLEK

LRR 533 564  LEVLDLQHNNLARLWKQANPGGPVHFLKGLSH

LRR 565 588  LHTLNLESNGLDEIPEGVFKNLFQ

LRR 589 612 LKSINLALNNLNVLPQSVFDDQVS

LRR 613 637  LKSLNLQKNLITSVEKKVFGPVFKN

LRR 638 661  LSNLDMSFNPFDCTCESIAWFVNW

LRR-CT 646 202  NPFDCTCESIAWFVNWINKTRTNISELSSHYLCNT
PPQYHGFSVRLFDTSSCKDSAP

Transmembranar 703 725 FELLFMINTSFLLLFIFIVLLIH
FEGWRISFYWNVSVHRILGFKEIDGQPEQFEYTAY
IHAYKDRDWVWEHFSSMEEEDPSIKFCLEERDFQ

TIR 706 905  AGVLGLEAIVNSIKRSRKIIFVITQHLLKDPLCKR
FKVHHAVQQAIEQNLDSIILIFLENIPDYKLNHAL
gI,:IZIESMFKSRCIFYWPVHKERIEAFHHKLOVALGS
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Adicionalmente, o programa LRRfinder permitiu caracterizar outros parametros
relevantes para o conhecimento da molécula de TLR3 de Coelho-bravo, como por
exemplo, a determinagcdo da sua massa molecular, 120,308Da, e o0 seu ponto
isoeléctrico, 8,33. A analise de frequéncia de ocorréncia dos aminoacidos ao longo dos
905 residuos de comprimento da molécula evidenciou uma prevaléncia de leucinas,
confirmando a alta frequéncia de LRRs observados nesta proteina. E de realcar a
elevada frequéncia de aminoacidos hidrofobicos (51,1%).

A analise dos dominios conservados também foi efectuada para outros mamiferos
utiizando o programa SMART e o LRRfinder, o que possibilitou a comparagdo dos
dominios existentes em cada uma das espécies (Anexo 1 e 2). Relativamente a andlise
efectuada com o programa SMART (Anexo 1), a auséncia do dominio NT anteriormente
referida na sequéncia de Coelho-bravo também foi observada nas sequéncias do gene
TLR3 de Musaranho (Sorex araneus), Golfinho (Tursiops truncatus) e Ourigo-cacheiro
(Erinaceus europaeus). Estes dois Ultimos mamiferos partiham ainda outras
semelhangas com o Oryctolagus cuniculus, por exemplo a presenca de 16 LRRs dos
quais 3 pertencem a familia dos LRRs tipicos. Para além da auséncia deste dominio na
sequéncia de TLR3 de Coelho-bravo, todos os outros dominios sdo comuns aos
mamiferos analisados, com variagdes em relagdo ao numero de LRRs de espécie para
espécie. O numero de LRRs presentes no dominio extracelular do TLR3 deste grupo de
mamiferos varia entre 15 e 18, com o numero de LRRs tipicos a oscilar entre 1 e 4.
Todos o0s genes observados tém presentes os dominios LRRs, LRR-CT,
Transmembranar e TIR.

O programa LRRfinder apresenta uma constricdo para a sua utilizacao, pois
apenas identifica os motivos LRR em sequéncias que nao estejam previamente inseridas
e identificadas na sua base de dados. Por isso, ndo foi possivel identificar os dominios
LRR-NT, LRR-CT, Transmembranar e TIR em sete espécies de mamiferos: Cao,
Golfinho, Raposa voadora, Musaranho, Orangotango, Ourigo-cacheiro e Tarsio-das-
Filipinas. Deste modo, relativamente ao dominio LRR-NT, foi possivel detectar a sua
presenca no Coelho-bravo (sequéncia presente na base de dados do programa), mas
nao foi possivel confirmar a auséncia/presenga para Golfinho, Musaranho e Ourigo-
cacheiro. Na andlise da sequéncia de Ratazana foi observado uma incongruéncia entre
os dois programas, apenas no programa SMART foi encontrando um dominio
Transmembranar anterior ao LRR-NT. O numero de LRRs encontrados no programa
LRRfinder foi superior ao detectado no SMART, variando entre 21 e 24, sendo que a
maior parte das sequéncias analisadas (14/19) apresentou 24 destes dominios. Também
no Coelho-bravo, se detectaram 24 dominios, em claro contraste com os apenas 16
dominios LRRs observados na andlise efectuada com o programa SMART. No entanto,
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para esta espécie, a comparacdo entre os dominios identificados por ambos os
programas mostrou que nao existem diferencas significativas na localizacdo da regiao
sinal e na localizagdo dos dominios LRR-CT, Transmembranar e TIR.

O dominio TIR da proteina TLR3 €& um dos mais bem caracterizados,
apresentando trés regides importantes para a sinalizacao celular que sao altamente
conservadas entre os mamiferos. A comparagdo deste dominio entre o Homem e o
Coelho-bravo mostrou a ocorréncia de trés substituicdes aminoacidicas, uma Alanina por
uma Treonina na regido 1, um Acido Glutamico por uma Lisina na regido 2 e na regiéo 3

uma Arginina por uma Histidina (Figura 13).

YDAF - SY
T e e e [ I | veeeleeen] wuneleennl
10 20 30 40 o0 60
Human FEGWRISFYW NVSVHREVLGF EEID-RTEQF EEYRAYITIHA YFKDEDWVWEH FSSMEEEDQS
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T0 &80 a0 100 110 120
Human LEFCLEERDF EAGWVFELEAI VMSIKRSRKI IFVITHHLLE DPLCERFEVH HAVQOATEQN
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Human LDSIILVFLE EIPDYELNHL LCLERGMFES HCILNWEVQE ERIGAFRHFL QVALGSENSV
Rabbit LDSIILIFLE NIPDYFLNHA LCLRRGMFKS RCIFYWPVHE ERIE -lK]'_ QVALGSENSL

Figura 12. Alinhamento da sequéncia do dominio TIR do Homem e Coelho-bravo. As regides
conservadas estao assinaladas pelas caixas azuis. A vermelho estao assinalados os
aminoacidos da sequéncia de Coelho-bravo que diferem da sequéncia de Homem (dentro
de cada regiao). A sequéncia consenso para cada regiao encontra-se acima de cada caixa
azul.

E conhecida a insercdo de sequéncias repetitivas no genoma do Coelho-bravo,
denominadas C-repeats. Neste trabalho foi utilizado o software Censor (Kohany et al.
2006) (http://www.qgirinst.org/censor/index.php) para verificar a sua existéncia no gene

TLR3. O programa identificou 5 C-repeats com tamanhos de 287pb, 347pb, 301pb,
294pb, 332pb, distribuidos pelos 3 intrées. O CR1 e CR2 encontram-se entre o primeiro e
0 segundo exao, o CR3 e CR4 por sua vez estao entre o exao dois e trés, e por ultimo o
CR5 encontra-se entre o exdo trés e quatro. A sua localizacdo no gene esta
esquematizada na Figura 14. A sua inser¢ao ocorreu em ambos os sentidos. Dois dos C-
repeats foram inseridos no sentido 5 >3’ (CR3 e CR5), e os restantes foram inseridos na
direccao contréria, 325’ (CR1, CR2 e CR4).
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11762pb
CR1 CR2 CR3 CR4 CRS
51 I I 3
Exdo1l Exdo2 Exdo3 Exdod
441pb 192pb 1853pb 229pb

Figura 13. Localizacao dos C-repeats na sequéncia genomica do TLR3.

A verde estao assinalados os exodes que se inseriram no sentido 5’-3’ e a cor de laranja os
que se inseriram no sentido 3’-5’.

Foi efectuado o alinhamento destas 5 sequéncias com a sequéncia consenso
proposta por Krane et al. (2001) e com outros C-repeats ja classificadas em cada um dos
trés grandes grupos (Krane et al. 1991) que se teréao inserido no genoma em diferentes
alturas do processo evolutivo dos Lagomorfos. O alinhamento pode ser observado na
figura seguinte (Figura 15). Estas sequéncias permitiram a constru¢do de uma &rvore
filogenética que se encontra na Figura 16 através dos métodos Neighbour-joining e
Maximum likelihood. Como se obtiveram padrdes filogenéticos semelhantes apenas se
apresenta a arvore filogenética obtida com o método Neighbour-joining.
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Figura 14. Alinhamento dos C-repeats encontrados na sequéncia de TLR3 de Coelho-bravo
(CR1 a CR5) com a sequéncia consenso (ConC) e os C-repeats ja classificados (c3, c6, ¢8,
c18 e c19) (Krane et al. 1991). No alinhamento, os pontos significam que a base é a mesma
da sequéncia consenso e os tracos sao espacos introduzidos nas sequéncias para se
conseguir o alinhamento. A- Adenina, C — Citosina, G- Guanina, T- Timina, S=C+G, R=A+G,
Y=C+T, M=A+C, K=T+G. A cinzento estao assinalados os locais diagnosticos identificados
por Krane et al. (2001) para a classificacao dos C-repeats.
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Figura 15. Arvore filogenética de classificacdo dos C-repeats com base nas sequéncias de

nucleotideos. CR1 a CR5 correspondem aos C-repeats identificados na sequéncia do TLR3

de Coelho-bravo. De acordo com Krane et al. (1991), a sequéncia c18 pertence ao grupo |, a
c6 e ac19 ao grupo Il e a c3 e C8 pertencem ao grupo lll.

Nesta arvore filogenética pode-se observar o agrupamento das sequéncias de
acordo com a sua similaridade genética o que permite a sua classificacdo em diferentes
grupos. Deste modo, as sequéncias CR3 e CR4, identificadas no gene TLR3 de Coelho-
bravo, estdo no mesmo grupo que a ¢18 sendo por isso classificada no grupo | (Krane et
al. 1991). As restantes trés sequéncias, CR1, CR2 e CR5, agrupam com as sequéncias
c3 e c8 que se inseriram mais recentemente no genoma dos Lagomorfos e que

pertencem ao grupo lIl.

2. Caracterizacao genética do gene TLR3 nas popula¢coes de Coelho-bravo.

As sequéncias obtidas nas 40 amostras de Coelho-bravo estudadas neste
trabalho foram alinhadas com a sequéncia publicada no GenBank (numero de acesso
NM_001082219.1). A sua comparagdo permitiu a identificacdo de 41 alteracées
nucleotidicas (Tabela 7). Essas substituicées, estavam associadas a 15 alteragdes de
aminodacidos. A identificagcdo da regiao do TLR3 em que foram identificadas estas
alteragbes de aminoacidos esta presente na Figura 16. Para além disso, foi caracterizada
a sua polaridade, carga e possibilidade de estar envolvido num sitio de N-glicosilacao
(Anexo 3).

Os resultados sugerem uma maior diversidade genética nas populagdes O. c.
algirus, pois, das 41 posi¢cdes polimorficas observadas, 36 delas variaram nas
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populacdes de O. c. algirus, enquanto nas populagdes de O. c. cuniculus, apenas 23
locais de variagao foram observados.

Embora nao tenha sido encontrada nenhuma posicao diagnéstica, foram
encontradas 18 posicdes polimérficas exclusivas das populagbes de O. c. algirus que
dao origem a 5 alteracbes de aminodacidos e 5 posi¢cdes polimoérficas exclusivas da
populagdo de O. c. cuniculus onde todas originam alteracdo de aminoacido. Dos 41
nucleotideos com variacao, 23 sao raros (frequéncia inferior a 12,5% das amostras). Em
todas as posi¢des polimorficas foram observados individuos heterozigéticos, excepto na
posicao 136 (A/G), localizada no dominio-NT, que origina uma alteracdo aminoacidica
146V, no entanto, o nucleotideo G ocorreu apenas numa amostra de O. c. algirus.

Relativamente as amostras de O. c¢. algirus destacam-se as posicoes
nucleotidicas onde a variagdo ocorre exclusivamente nesta populagédo: G243A, C246Y,
C408A, A618M, AB32R, C781Y, C822Y, A899M, G1059S, G1074A, G1281R, C1299G,
T1439Y, T1665Y, A1953R, G2124R, C2409M e T2505C. E interessante realcar que em
13 das posi¢des anteriormente referidas (246, 618, 632, 781, 822, 899, 1059, 1281, 1439,
1665, 1953, 2124 e 2409) nao foram encontrados individuos homozigéticos para um dos
nucleotideos. As 5 alteragbes de aminoacidos que acontecem nesta populacdo sao
originadas pelas alteracdes observadas nas posi¢des nucleotidicas 632, 899, 1059, 1439,
2124 que originam as substituicdes amonoacidicas K211R, H300P, Q353H, V480A,
M708l, respectivamente. Nestas, apenas na posicdo 300 ocorre a substituicdo de
aminoacidos com propriedades diferentes, hidrofilico de carga positiva (Histidina), por um
hidrofébico (Prolina). Todas as alteracbes de aminoacidos nesta populagcdo ocorrem em
dominios LRRs, excepto no aminoacido 708 que se encontra no dominio
Transmembranar.

Por outro lado, na populagcdo de O. c. cuniculus, as posi¢cdes polimoérficas
exclusivas sdo: A136G, T395C, C892Y, T943Y e A1678R das quais, nas ultimas trés nao
foi observada homozigotia para um dos nucleotideos. Estas alteragdes nucleotidicas
reflectem-se respectivamente nas alteragées aminoacidicas 146V, M132T, L298F, S315P,
K560E. Em duas das posigbes verificou-se alteracao da polaridade, mas ndo da carga
dos aminodcidos envolvidos. Assim, na posi¢cdao 132 houve substituicdo de um residuo
hidrofébico (Metionina) por um hidrofilico (Treonina) e na 315, registou-se a alteragdo de
um aminoacido hidrofilico (Serina) por um hidrofébico (Prolina). Todas as alteragbes
ocorrem nos dominios LRRs, excepto a alteragéo ja referida no dominio-NT, 146V.

Relativamente a posi¢des polimérficas comuns as populagdes de O. c. cuniculus e
O. c. algirus, verificaram-se 17 posigdes nucleotidicas das quais 5 dao lugar as seguintes
alteragbes de aminodcidos: L101S, E204D, L575F, L716F e A864S. Trés destas
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alteracoes estao localizadas em dominios LRRs (L101S, E204D, L575F), uma delas esta
no dominio Transmembranar (L716F) e outra no dominio TIR (A864S).

E de realcar que nas posi¢des nucleotidicas 1143 e 1144, onde grande parte das
amostras apresenta um padrao heterozigético (C/T) em ambas as posi¢coes, nos
individuos O. c. algirus, dos quatro haplétipos possiveis, detectaram-se em homozigétia
os haplétipos CT, TC e CC, e nos individuos O. c. cuniculus, detectaram-se apenas dois
desses haplétipos CT e TC. O resultado obtido nos O. c. cuniculus. parece indicar que
existem duas linhagens distintas em desequilibrio gamético, os haplétipos CT e TC terdo
sido os parentais e ndo terdo sofrido recombinac¢do entre si, pois ndo sdo observados 0s
haplétipos recombinantes, CC e TT. No entanto, para confirmar esta observagao terao
que ser clonados todos os individuos heterozigéticos de modo a determinar os seus
haplétipos. Nenhuma destas alteragdes origina substituicdo de aminoécidos.

A posicao nucleotidica 1725 apresentou uma grande variabilidade, tendo sido a
Unica onde se observaram as quatro bases, que dao origem aos coddes TTA, TTC, TTG,
TTT. No entanto, apenas dois aminoacidos sédo observados, Fenilalanina codificado por
TTC ou TTT, e Leucina codificado por TTA ou TTG. Realga-se ainda a posicao
nucleotidica 1911, onde na populagdo de O. c. algirus existe uma base fixa, Citosina,
enquanto na populagéo de O. c. cuniculus se observam tanto Timinas como Citosinas, no
entanto ndo existe alteracéo a nivel aminoacidico.

As alteragcdes de aminoacidos detectadas neste trabalho foram analisadas com o
programa SMART e LRRfinder e ndo se verificaram altera¢cdes nas delimitagbes dos

dominios anteriormente identificados.
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Tabela 7. Caracterizacao das alteraces de nucleotideos nas 40 amostras analisadas.

Exdo 1 2 3 | 4
Sub- . R $ £ 8 8 88 3 3 23 8 v 28 a8 Ay I A SR B RIS R I S8R 8 3 A8
espécie R oo e M m s e v PR 0 ® ® ©® e 8 3 333 33 85 S5 8 8 323522383 QRN IJILRA
Amostra/NF G A G C T GT C|]C G A A CT  CTCAT GGG CT GG C T T T C T A GT A G G T C C|T C G
1 T Y . c C 5 . C . T C T 5 .
2 C T M C Y Y S c Y Y A C R R K Y Y Y K
3 C A T C c C A C 5 . 5
4 . . . . . . . c C K C T C T
5) c T M R C Y Y S Y Y o K C K Y T
6 Y M . C C c cC Y K C Y T
7 . T M R 5 C . Y c C T C T C T
8 C Y C M Y Y C C . C . .
9 cC A A . 5 Y c C K C T C T
) 10 . cC A . T . R C Y S c C K C K Yy T . Y
Algirus
11 R cC A M| T M C o c Y Y Y C K o M
12 A cC A AT M C R Y Y c cC . K C K Y Y .
13 . T C . Y C G Y Y Y K C Y Y
14 . cC A A c Yy S Y Y Y Y K C . T C
15 S Y S o o Y Y Y o C R
16 cC A T .M Y R Y C . S . Y Y K C .
17 C 5 T C 5 5 c Yy Y C R S c C 5 K C T Y
18 cC A . M R . C S Y Y Y K C . M
19 A . cC A AT M R C Y Y S Y Y Y K C K Y Y
20 Y € A Y C S Y Y S T K C
21 Y Y Y K
22 . Y . Y Y .
23 C G T Y 5 S 5
24 T Y T C Y v c v K Y Y
25 T C T C c C s C T C T
26 Y T C . S .
27 Y Y Y Y K C K Y
28 Y T Y Y S
29 C Y Y . Y Y c Y Y K Y Y
Cuniculus 30 . . . . . . . Yy . . . . . . . . Yy . . Yy Yy . . . . . . . . . .
32 Y Y Y Y Y
33 Y R T C C Y Y cC Yy K Y K Y
34 Y . Y . .
35 Y R . Y S Y Y Y Y Y R T C K Y
36 Y Y K Y
37 Y Y Y Y T Y K Y Y
38 . C K .
39 2 o . . Y R . . Y s . 5 . Yoo . 5 . 5 . Yy Y . 5 . c vy . T Y K Y
40 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . C .Y T Y

A=Adenina, C=Citosina, G=Guanina, T= Timina, S=C+G, R=A+G, Y=C+T, M=A+C, K=T+G. A negrito estdo assinaladas as alteracdes de nucleotideo que se reflectem em alteracdo de aminoacido.
Os pontos correspondem a conservagao do nucleotideo.
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Figura 16. Localizacao das alteracoes de aminoacidos nos dominios conservados
identificados pelo programa LRRfinder na sequéncia de TLR3 de Coelho-bravo.
Correspondéncia entre os dominios e as regides codificantes do gene.

3. Caracterizacao dos locais de N-glicosilacao do TLR3

Para detectar possiveis locais de N-glicosilagdo recorreu-se ao programa
Prosite Scan (http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa automat.pl?page=npsa prosite.html)

Os resultados obtidos para o Coelho-bravo encontram-se representados na tabela
seguinte (Tabela 8).

Fazendo uma andlise dos possiveis locais de N-glicosilagdo presentes na
molécula de TLR3 de Coelho-bravo, podem-se verificar 17 locais, dos quais 15 se
localizam do dominio extracelular. A andlise da sequéncia de TLR3 de Homem, com o
mesmo sofware (Anexo 4), permitiu detectar também 17 locais de N-glicosilagdo, no
entanto, dois locais diferem entre a sequéncia de Coelho-bravo e Homem. O Coelho-
bravo perdeu o local correspondente as posicbes aminoacidicas 288-291, e ganhou
um local entre as posi¢coes aminoacidicas 312-315, que alias, é de entre os mamiferos
analisados, exclusivo para esta espécie. Perdeu ainda o sitio de glicosilagdo 504-507
e ganhou 0 664-667, que € comum a maioria dos mamiferos analisados.
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Tabela 8. Caracterizacao dos possiveis locais de N-glicosilacdo da sequéncia do gene
TLR3 de Coelho-bravo. A negrito estao realcados os locais da sequéncia de Coelho-
bravo que diferem do Homem.

Inicio Final Sequéncia Dominio Provavel (LRRfinder)

51 54 NITV LRR-NT

56 59 NLTH LRR

69 72 NFTR LRR

123 126 NLTE LRR

193 196 NSSL LRR

244 247 NTSI LRR

249 252 NLSL LRR

262 265 NRTL LRR

272 275 NLTM LRR

312 315 NHSF LRR

395 398 NETF LRR

410 413 NLTK LRR

633 636 NLSN LRR

659 662 NKTR LRR

664 667 NISE LRR-CT

706 709 NTSF Transmembranar
732 735 NVSV TIR

4. Padroes de seleccao natural no gene TLR3 em mamiferos

Foi encontrada evidéncia de selecgao positiva no gene TLR3 utilizando o
método de Maximum Likelihood instalado no programa informatico PAML 4 (Yang
1997). Foram comparados os modelos que incorporam ou proibem a selecgao positiva
(Tabela 9). Observou-se que os modelos que permitem selecgao positiva adequam-se
melhor aos dados em estudo. Todos 0os modelos que permitem selecgéo positiva tém
uma classe de coddes com valores de w>1,0. Assim, foram avaliados 0os aminoacidos
mais provaveis de estarem sobre seleccao positiva, com uma probabilidade posterior
de 95%, apresentados na tabela seguinte. Adicionalmente, usando o servidor DATA
MONKEY através dos modelos SLAC, FEL e REL, determinou-se também os coddes

que estariam sob selecc¢ao positiva.
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Tabela 9. Sumario dos parametros estimados e valores de likelihood dos diferentes
modelos de evolucao para o TLR3 de Coelho-bravo.

Métodos
MoO: 12 M3:52 M1a:12 M2a:32 M7:22 M8a 32 M8: 42 SLAC FEL REL
Log R
likelihood 184999 -17997 -18023,98 -1809.67 -18013 -1799.81 -17995.08 -18354.7
Po=0,54; Po = 0,75; - 0,80; -0,91;
. p1=0,33; po = 0,75; p1 =0,24; (z:) =0'20;. (i::O ’09)'.
Parametros = o (p=0.12); (p1 =0,25); (p2=0,01); p=0,10; —0.06: —0.04- -0.02 _0.02
estimados =0, (0 =0,04); (@0=0,09); (%=0,10); q=0,9 P=_, o p=t e =0, p=5
(60:=0,39); (=1) (01 =1); q="1 a=1
o156 ©,22.45 (0 =1) =159
3, 4,12, 16,
21,79, 86,
3, 4,12, 97, 120,
16, 79, 86, 184,185, o2
97,120 258, 261 e
) 97, 120, 298, 261, 258, 12,79,
Codoes ~sob 185, 258, 262, 266, _1285 258,
seleccao NP NP NP 261, 266, NP NP 269, 273, 4 _1456 85
positiva 269, 273, 285, 295, 712, 712
285, 295, 411, 434, 15
473, 506, 456, 473, 780
663, 749 506, 586, -
663, 712,
749, 780

Os numeros sublinhados séo evidéncia de selecgéo positiva, em pelo menos dois dos modelos analisados;
a Numero de graus de liberdade na distribuicdo w;
b Valores entre parénteses ndo sao parametros livres;

c Parametros p e g sdo parametros de forma da distribuicao beta subjacentes ao modelo M7 e M8;
d Coddes sobre selecgao positive a um nivel de confianga de 95%;
NP N&o Permitido

Utilizando a mesma abordagem de Wilasiuk and Nachman (2010), foi
considerado que um codao estaria sob selecgédo positiva se fosse detectado em pelo
menos dois dos quatro métodos considerados neste trabalho (PAML, SLAC, FEL e
REL). Assim, foram detectados, com 95% de confianga, 24 coddes (3,4,12,16, 79, 86,
97, 120, 185, 258, 261, 266, 269, 273, 285, 295, 456, 473, 506, 586, 663, 712,749,
780). Através do programa PAML, foram detectados 29 coddes sob selec¢ao positiva,
no entanto, em conjunto com o programa DATA MONKEY, este nimero reduziu para
24.

Como existem diferengas entre as delimitagbes dos dominios da molécula
TLR3 (Ectodominio, dominio Transmembranar e dominio TIR), entre as espécies de
mamiferos, utilizou-se a estrutura do Coelho-bravo para a localizacdo dos coddes sob
seleccao positiva. Assim, na sequéncia de Coelho-bravo, no dominio Transmembranar
apenas 1 codao se encontrava nesta situagéo, no dominio TIR foram identificados dois
coddes e os restantes 21 estdo localizados no Ectodominio.
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A caracterizagdo das posi¢cdes aminoacidicas onde foi detectada selecgao
positiva nas sequéncias de mamiferos do gene TLR3 esta presente no Anexo 5.

5. Anadlise filogenética do gene TLR3

As vinte sequéncias do gene TLR3 obtidas em mamiferos e presentes nas
bases de dados disponiveis no Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) e no

Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html), foram alinhadas e analisadas com o

programa MEGA 4 (Tamura et al. 2007). Essa analise permitiu a constru¢do de uma
arvore filogenética usando nucleotideos e aminoacidos. Foram utilizados os métodos
Neighbour-joining e Maximum likelihood. Como se obtiveram padrdes filogenéticos
semelhantes apenas se mostra a arvore filogenética obtida com o método Neighbour-
joining (Figura 18). Como outgroup foi usada a sequéncia de um mamifero marsupial,
Opossum. A filogenia obtida ndo diferiu da comummente aceite como representativa
da filogenia dos mamiferos, com o agrupamento das sequéncias das espécies de
acordo com os grandes grupos, Artiodactilos, Carnivoros e Primatas (Prasad et al.
2008, Sims et al. 2009). A posigao do Coelho-bravo com um roedor € expectavel uma
vez que os Lagomorfos juntamente com os roedores formam a superordem Glires
(Asher et al. 2005). O aparecimento de outras duas espécies roedoras, Rattus
norvegicius € Mus musculus, como basais dos mamiferos placentarios e separadas do
Coelho-bravo pode ser explicado por uma ja documentada aceleracdo da taxa de
mutagéo nessas espécies (Nei and Glazko 2002).
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Canis lupus familiaris

100
50 Felis catus
37 Equus caballus
89 Pteropus vampyrus
Sus scrofa
" 100 _ Tursiops truncatus
— 08 Bos taurus
100 Ovis aries
Erinaceus europaeus
© 78_ Sorex araneus
d6 Oryctolagus cuniculus
Cavia porcellus
37 Tarsius syrichta
" Macaca mulatta
100 —— Pongo abelii
100 Homo sapiens
100<l: Pan troglodytes
Mus musculus
100 Rattus norvegicus
Monodelphis domestica
P
0.02

Figura 17. Arvore filogenética para o gene TLR3 com base na sequéncia de nucleotideos

do grupo de mamiferos analisado, utilizando o método Neighbour Joining e as opcoes p-

distance e complete delection. Os valores de Bootistrap obtidos com 1000 réplicas estao
presentes nos nodos da arvore filogenética.
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Discussao
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O conhecimento do gene TLR3 nos processos de identificacdo de agentes
patogénicos e em mecanismos fisiolégicos, como a sinalizagdo celular, tem crescido
de uma forma exponencial nos ultimos trés anos. No entanto, questées acerca da sua
estrutura e dos seus niveis de diversidade genética em populagdes selvagens
permanecem por responder. Por isso, procurou-se integrar a informagéo obtida neste

trabalho com a disponivel acerca destas duas importantes tematicas.

1. Caracterizacao dos dominios do gene TLR3

A identificacdo dos dominios dos TLRs n&o esta completamente esclarecida.
Apesar de os dominios encontrados na sequéncia de aminoacidos do gene TLR3 de
Coelho-bravo através do programa SMART serem semelhantes a informacgéao
disponivel no GenBank, apresentando apenas pequenas oscilagdes nas posi¢des de
amino&cidos que delimitam os dominios, em ambas as fontes, nao foi identificado o
dominio LRR-NT, que apenas foi detectado com o programa LRRfinder. Fazendo uma
comparacgao entre os programas utilizados para a detec¢do de dominios conservados,
em particular de dominios LRRs, o LRRfinder pareceu mais efectivo na identificagéo
destes ultimos dominios (LRRs), no entanto nao foi possivel utilizar o programa para
algumas espécies no que diz respeito a identificacdo de outros dominios (LRR-NT,
LRR-CT, Transmembranar e TIR), devido a falta dessa informacao na base de dados
do programa. Ainda assim, para as espécies passiveis de serem analisadas em
ambos 0s programas, com a respectiva identificagdo de todos os dominios,
encontraram-se algumas diferencas. O LRRfinder identificou o dominio LRR-NT no
Coelho-bravo e nao identificou um segundo dominio Transmembranar que apenas
ocorre na ratazana, tendo assim resultados contrarios ao SMART. Relativamente ao
dominio LRR-NT de Coelho-bravo, este parece estar presente na sequéncia pois foi
efectuada a comparagdo com o dominio NT de Homem e a sequéncia encontra-se
conservada (Anexo 6). Relativamente a existéncia de um segundo dominio
Transmembranar na ratazana, serdo necessarios estudos para confirmar qual o
método mais fiavel, no entanto, parece improvavel que exista este segundo dominio,
dado ser o unico mamifero analisado em que foi detectado. Estes resultados parecem
sugerir que a delimitagdo dos diferentes dominios tera que ser revista e provavelmente
sofrera alteragées com o desenvolvimento de novas metodologias e com a realizagao

de estudos cristalograficos.
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O dominio LRR-NT, de acordo com o programa LRRfinder, esta localizado
entre os aminoacidos 27 e 53. Tem sido demonstrada a sua importancia na ligagéo ao
dsRNA, pois um dos locais de ligagdo esta ai localizado, LRR-NT-LRR3, formado
pelos residuos His39, His60, Arg64, Phe84, Ser86, His108 e Glu110 (Liu et al. 2008).
No LRR-NT o residuo conservado, His39, é essencial para a ligacao (Liu et al. 2008) e
encontra-se presente em todas as sequéncias das amostras analisadas. Outras
mutacoes descritas neste dominio do TLR3 para o Homem, como por exemplo GIn62,
Arg64 e His108 mantém a funcdo quando mutadas para Alanina, o que demonstra que
nao sao essenciais a ligacao (Pirher et al. 2008). Na sequéncia de TLR3 de Coelho-
bravo o GIn62 esta presente, assim como a His108, no entanto a Arg64 deu lugar a
Lisina, desconhecendo-se no entanto as consequéncias na estrutura ou fungédo da
molécula. Nas amostras de populacdes de Coelho-bravo analisadas neste trabalho
nao foram detectadas mutagdes nos locais de ligagdo ao dsRNA (LRR-NT-LRR3),
tendo sido apenas detectada uma alteragdo de aminoédcido nesta regido, 146V. Na
comparacdo de sequéncias de TLR3 de mamiferos, em nenhum dos coddes desta
regido foi encontrada evidéncia de selecgdo positiva.

No dominio externo da molécula de TLR3, podem ainda ser encontrados um
elevado numero de dominios ricos em repeticbes de leucina, LRRs. O numero de
LRRs detectados para o Coelho-bravo através do programa SMART foi inferior (16
LRRs) ao detectado pelo programa LRRfinder (24 LRRs), contudo o nimero de LRRs
foi semelhante quando foi utilizada a pesquisa de dominios Pfam em conjunto com o
SMART (24 LRRs). No entanto, dentro de cada metodologia utilizada os valores foram
semelhantes a outros mamiferos (ver Anexo 1 e 2).

Na andlise de dominios LRRs nos mamiferos, foram observadas variagbes em
relacdo ao numero de LRRs de espécie para espécie, esta observagao esta de acordo
com a previamente descrita por Chang et al. (2009). Como estes dominios sdo os
principais pontos de interaccdo com o ligando, e como as diferentes espécies
interagem com dsRNA de origens diversas, cada uma tera necessidade de se adaptar
e evoluir de uma forma independente, o que podera resultar em diferente nimero de
LRRs.

Analisando todos os mamiferos, verificou-se que em cada espécie, 0 nimero

de LRRs obtido foi diferente de acordo com os dois programas utilizados (SMART e
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LRRfinder). Esta variagao podera estar associada as caracteristicas proprias de cada
software. Por exemplo, em relacdo ao gene TLR3 no Homem, foram descritos 23
LRRs por Bell et al. (2003) e foram detectados 17 com o programa SMART e 24 com o
LRRfinder.

Das 15 alteragcbes de aminoacidos detectadas nas populacdes de Coelho-
bravo estudadas neste trabalho, 11 ocorrem em LRRs, sendo que 4 alteracdes sao
exclusivas das populagées de O. c. algirus e outras 4 ocorrem exclusivamente nas
populacdes de O. c. cuniculus analisadas. Este facto podera estar associado a
diferentes interaccbes com agentes patogénicos ou com caracteristicas do meio
ambiente, que se reflectem em mutacdes caracteristicas de cada subespécie. No
entanto, estas alteracbes poderdao estar associadas a mutacbées estocasticas que
ocorreram ap0s a separacao destas duas subespécies, que evoluiram de uma forma
independente desde a sua separacdo hé cerca de 2 milhdes de anos. Nenhuma das
11 alteragbes aminoacidicas provoca perda destes dominios, desconhecendo-se a
possibilidade de originar mudangas de conformag¢do da molécula ou mesmo da sua
funcdo. No entanto, a ocorréncia de alteragées conformacionais ou funcionais € pouco
expectavel, visto que as alteragbes de aminoacidos detectadas ocorrem na regiao
variavel do LRR, ou nos locais conservados da sequéncia que permitem a presencga
de qualquer aminoéacido (X). Apenas num caso, L575F, a mutagdo provocou a
substituicdo da leucina terminal da sequéncia consenso do LRR21, que pertence ao
grupo de LRRs, LRR20-LRR22, que sdo muito importantes para a dimerizacdo do
receptor, bem como para a ligacdo e sinalizacao (Liu et al. 2008). No entanto, as
leucinas podem ser substituidas por outros aminoacidos hidrofdbicos, tal como é o
caso da fenilalanina, ndo perdendo as caracteristicas dos LRRs (Bell et al. 2003,
Matsushima et al. 2007). Foram ainda detectadas alteragdes de aminoacido no
LRR20, K560E, que ocorre na regiao variavel do dominio, o que provavelmente néo
tera consequéncias na molécula.

Estudos de caracterizagdo genética do ectodominio da molécula de TLR3 em
mamiferos indicam que os residuos H539 a N541, sdo essenciais para a ligacéo e
sinalizagéao (Bell et al. 2006). Estes encontram-se conservados em todas as amostras
analisadas. Foram ainda descritas alteracbes de aminoacidos no dominio externo do
TLR3 como consequéncia de polimorfismo de um unico nucleotideo (SNP), N284l,
Y307D, L412F e P554S no Homem (Botos et al. 2009) e K144Q no Cavalo (Astakhova
et al. 2009). A alteracdo N284| estd localizada no core hidrofébico do LRR e é
responsavel pela perda parcial ou total de actividade, o que presumivelmente
desestabiliza a arquitectura do LRR (Botos et al. 2009). Por sua vez, a P554S esta
relacionada com a encefalite provocada por HSV, e portanto ndo devera estar
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implicada na ligagdo TLR3-dsRNA. Nenhumas destas alteracGes estao presentes nas
amostras de Coelho-bravo analisadas.

Pequenas modificacbes na regiao de ligagdo do TLR3 ao dsRNA podem
originar perda de funcgao, pois € esse o ponto inicial da sinalizagdo. As regides entre
Lys330 a Lys493 e Arg65 a Lys163 foram descritas como regides com carga positiva
importantes na ligacdo (Sang et al. 2008). Nas amostras analisadas, detectaram-se
duas alteracbes de aminoacido em cada uma das regides supracitadas. As alteracdes
L101S, M132T e V480A ocorrem entre aminoacidos de carga neutra, no entanto a
Q353H da origem a um residuo de carga positiva. As consequéncias de cada uma
destas alteragées em particular ndo sao conhecidas no Coelho-bravo.

Relativamente a pesquisa de padrdes de seleccao natural, dos 24 coddes sob
selecgao positiva, 16 estédo localizados em LRRs, ou seja, o dominio extracelular esta
sob uma maior pressao selectiva, o que esta de acordo com a literatura disponivel
para outros TLRs (Chang et al. 2009) e que podera ser compreendido por uma maior
necessidade de adaptacao ao reconhecimento de diferentes agentes patogénios.

No dominio que sucede aos LRRs, o LRR-CT, nao foi encontrada nenhuma
alteragao de aminoéacido. Este facto é apoiado pela literatura que existe sobre este
tema, pois até a data ndo foram descritas mutagdes neste dominio (Botos et al. 2009).
Esta auséncia de variagdo estara provavelmente associada a importancia que este
dominio apresenta na formagéo de dimeros assim como na estabilizagdo e activagéo
do complexo TLR3-dsRNA (Botos et al. 2009, Liu et al. 2008). Na comparagédo de
sequéncias de TLR3 de mamiferos, foi encontrada evidéncia de seleccao positiva em
um dos coddes desta regido (663). Sera interessante estudar mais aprofundadamente

este resultado devido as caracteristicas conservadas ja enunciadas neste dominio.

Nas populagdes de Coelho-bravo, o dominio Transmembranar apresentou
duas alteragdes de aminoacido, M708I e L716F, sendo que em ambos os casos estao
envolvidos aminodacidos hidrofébicos, 0 que ndo devera provocar grandes alteragbes
na molécula de TLR3. Nenhuma destas mutacbes esta descrita na literatura, no
entanto, para esta regiao foram ja encontradas outras, como é o caso de T710A
encontrada em ragas de cavalos (Astakhova et al. 2009) da qual ndo se conhecem as
possiveis consequéncias funcionais ou conformacionais. Os resultados obtidos na
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pesquisa de seleccdo natural realizada neste trabalho, mostraram a ocorréncia de
selecgao positiva num dos coddes (712) deste dominio. De facto, para esta posi¢ao
sdo observados 5 aminoacidos (ver Anexo 5).

O dominio TIR é essencial para a sinalizagao intracelular e foi um importante
sinal de reconhecimento desta classe de receptores, os receptores Toll-like. O primeiro
receptor Toll, foi identificado na Drosophila melanogaster e possui um dominio TIR
conservado, que é homologo do receptor IL-1 e IL-18. A conservacdo genética da
sequéncia do dominio TIR em varias espécies animais, plantas (Jebanathirajah et al.
2002) e microrganismos (Turner 2003), sublinha a importancia deste dominio na
sinalizacdo. Estudos de comparagdo das sequéncias do dominio TIR do Macaco-
rhesus com Humanos e Roedores revelaram um elevado nivel de conservacao da
sequéncia quer na analise de nucleotideos (entre 79,5% a 98,1%) quer na de
aminoacidos (79,3% a 98,6%). Existem trés regides deste dominio (Regido 1:
FDAFISY; Regiao 2: GYKLC-RD-PG; Regiao 3: W rodeado de residuos basicos), que
sdo fundamentais na transducdo de sinal e estdo altamente conservadas entre
Macaco-rhesus, Humanos e Murinos (Slack et al. 2000, Xu et al. 2000). As Unicas
diferencas encontradas nestas regides entre a sequéncia de Macaco e de Homem é
na regido 3, R890H, no entanto esta alteragéo é conservativa e como tal ndo afectara
significativamente a estrutura e fungdo do dominio TIR do Macaco (Sanghavi et al.
2004). No presente estudo, foi efectuado o alinhamento das sequéncias do dominio
TIR do gene TLR3 de Homem e Coelho-bravo de modo a identificar os residuos
presentes nas regides conservadas e as alteragdes de aminoacidos. Constatou-se que
existe alteracao de um aminoacido em cada uma das regides identificadas. Na regiao
1, registou-se a alteragcdo A758T, na regidao 2, E795Q, e na regido 3 a R890H. Esta
Ultima alteracao tinha ja sido descrita no Macaco (R890H) (Sanghavi et al. 2004).

Ainda relativamente a analise do dominio TIR nas amostras analisadas, foi
detectada uma alteracdo de aminoacido, A864S. A alteracdo de um aminoacido
hidrofobico por um hidrofilico resulta, neste caso, num possivel local de N-
glicosilagdo. Adiante serdo listadas algumas das possiveis consequéncias desta
modificagdo. Esta mutacdo situa-se fora das 3 regides conservadas, logo, a partida
nao se prevéem graves alteracées na fungdo do dominio, pois as alteracdes de
amino&cidos nado significativas no dominio TIR foram primeiramente detectadas fora
das 3 regides conservadas, contudo, estes residuos podem também ser importantes
na sinalizagdo (Sanghavi et al. 2004), apesar de nao estarem estabelecidas as
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possiveis consequéncias. Existem estudos que descrevem outras alteragdes do
dominio TIR com implicagdes conhecidas, tal como é o caso da eliminagao da regidao 3
que conduz a perda da activacdo da IRAK e do NF-xB (Slack et al. 2000). A nao
activagdo do NF-kB também se pode dever a mutagdo A795H, que para além disso
também ndo activa o promotor do IFN-B nas células HEK293 sob estimulagdo de
Poly(l:C), por falha na ligagdo a TICAM-1 (Matsumoto and Seya 2008). Alguns
residuos estdo descritos como essenciais para a ligacao e indugdo de NF-xB e IFN-f,
como por exemplo o Phe732, Leu742 e Gly743. Existem ainda algumas Tirosinas no
dominio TIR cuja fosforilagcao é essencial a sinalizagao, logo, a alteragdo dos residuos
Tyr759, Tyr858, Tyr733 e Tyr756 é comprometedora neste processo, sendo que 0s
dois primeiros sdo essenciais. Funami et al. (2004), Sarkar et al. (2003) descreveram
ainda dois residuos do dominio TIR do TLR3, Arg740 e Val741, localizados na ligacao
a regido citoplasmatica, que sado determinantes para a localizagdo intracelular e
expressdo do TLR3 nas células dendriticas no Homem. Todas as alteragdes
anteriormente citadas no dominio TIR, encontram-se conservadas nas amostras de
Coelho-bravo analisadas, excepto o residuo de localizagao intracelular, Val741, que se
encontra mutado em todas as amostras de Coelho-bravo por uma Isoleucina. Esta
observacao, levanta a hipétese da localizagéo intracelular do TLR3 de Coelho-bravo
seja diferente da do Homem.

Os dois coddes no dominio TIR que apresentaram evidéncias de seleccao
natural, 749 e 780 (ver Tabela 9 e Anexo 5), ndo se encontram dentro das regides
conservadas. Este resultado, é expectavel uma vez que as regides conservadas
deverao estar sob uma forte selecgdo negativa. No entanto, ndo estd descrita
nenhuma fungédo destes aminoacidos que possa explicar estas evidéncias de selecgao
positiva.

2. Diversidade genética das populacoes de Coelho-bravo

Por comparacdo da diversidade genética encontrada neste trabalho, 41
posicdes nucleotidicas polimoérficas, das quais 15 originaram alteracbes de
aminoacidos, com estudos efectuados noutros mamiferos verificou-se que esta foi
consideravelmente superior. Como exemplo, um estudo efectuado sobre o gene TLR3
num grupo de 9 racas de bovinos encontrou 7 SNPs, em que 3 substituicbes foram
nao sinonimias (Cargill and Womack 2007). Em 84 porcos pertencentes a 11 racgas foi
detectado um baixo numero de SNPs (Morozumi and Uenishi 2009). Em 16 cavalos
pertencentes a 5 racas foram detectados 4 SNPs em que duas substituicdes sdo nao
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sinonimias (Astakhova et al. 2009). Em 37 ragas de gado foram encontrados apenas 3
polimorfismos nao sinonimios no gene TLR3. Em estudos efectuados na totalidade
dos TLRs, em chimpanzés, o nivel de polimorfismo varia entre 0,01 e 0,06% (Wlasiuk
and Nachman 2010). Nos humanos, a combinacdo de regides codificantes e nao
codificantes varia entre 0,03% e 0,23% na populacao africana e entre 0,03% e 0,12%
na populacdo europeia (Wlasiuk and Nachman 2010). A maior diversidade obtida
neste trabalho podera estar associada a origem das amostras testadas, pois foram
utilizadas populacdes selvagens, que nao apresentavam seleccdo mediada pelo

homem e que estiveram em contacto com diversos agentes patogénicos.

3. Caracterizacao dos C-repeats do gene TLR3 em Coelho-bravo

Em paralelo com a pesquisa de dominios conservados na regiao codificante do
gene TLR3, foram também pesquisadas sequéncias repetitivas nas regides intrénicas,
caracteristicamente inseridos no genoma dos Lagomorfos, C-repeats. Foram
detectados 5 C-repeats dos quais trés estdo inseridos no sentido 3'>5. As
sequéncias de C-repeats CR1, CR2 e CR5 foram classificadas como pertencentes ao
grupo lll, pois agruparam com os C-repeats c3 e c8 ja anteriormente classificados
neste grupo (Krane et al. 1991). Este resultado indica que estes C-repeats se terao
inserido neste gene entre 8 e 42 milhdes de anos e que portanto estarao
provavelmente também presentes na familia Ochotonidae que divergiu da Leporidae
ha cerca de 35 a 40 milhdes de anos (Matthee 2009). Os dados disponiveis nao
permitem tirar conclusdes acerca da possivel presenca destes C-repeats nos restantes
géneros da familia Leporidae que divergiram ha cerca de 12 milhdes de anos (Matthee
2009). Por outro lado, as sequéncias de CR3 e CR4, identificadas nas sequéncias de
TLR3 de Coelho-bravo, agruparam-se com C-repeats do grupo mais antigo (c18)

, grupo | que se terdo inserido entre 43 e 131 Milhdes de anos, estando
provavelmente generalizadamente presentes em toda a ordem Lagomorpha.

Na arvore filogenética conseguida com o alinhamento de todas as sequéncias
de C-repeats em estudo, observou-se uma maior divergéncia entre as sequéncias que
pertencem ao grupo | e Il. Este dado esté de acordo com a literatura que refere que os
C-repeats pertencentes ao grupo Il apresentam mais diferengas do que as do grupo llI,
que sao muito similares entre si. Por sua vez, as sequéncias do grupo | apresentam
tantas diferencas entre si como com os outros grupos, justificando assim os bootstraps
mais elevados nas ramificagdes das sequéncias classificadas no grupo lll do que nos
restantes dois.
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4. Glicosilacao

A maioria das proteinas ndo executa a sua fungdo sem antes ser submetida a
modificacbes pods-traducionais (PTM) que ocorrem apéds a traducao do mRNA para a
sequéncia peptidica. A glicosilacdo é uma PTM muito comum que tem implicagdes na
conformagéao proteica, transporte e vida-média da proteina. Esta ainda envolvida em
interacgOes entre células e em processos de antigenicidade (Hart 1992, Seitz 2000,
Spiro 2002). E uma modificagdo que ocorre por processos enzimaticos (com excepgao
da glicagéo), envolvendo a adi¢cdo de agucares a proteina de modo a construir uma
cadeia de glicano. Existem 4 tipos de glicosilagcdo: ligada ao N, ligada ao O, C-
manosilagao e Glicofosfatidil-inositol (GPI). A N-glicosilagao é dos tipos mais comuns,
em conjunto com a O-glicosilagéo, e consiste na adigdo de uma cadeia de glicano a
um residuo Asn. A cadeia de glicano que é adicionada consiste em Xxx-Ser/Thr,
sendo que o0 motivo sera Asn-Xxx-Ser/Thr (Blom et al. 2004, Varki et al. 1999), ou em
alguns casos raros Asn-Xxx-Cys, onde o X corresponde a qualquer aminoacido
excepto Prolina (Blom et al. 2004).

Esta PTM é um mecanismo capaz de gerar diversidade de fungdes, incluindo
por vezes, auséncia de fungao ou pouca relevancia no contexto da molécula. Na maior
parte das vezes relevam-se modificagées cruciais para o desenvolvimento, funcao e
sobrevivéncia do organismo, podendo também assumir um papel modulador da
interaccao proteica, activar ou alterar fungdes. As alteragdes dos locais de glicosilacao
podem ter consequéncias variaveis e imprevisiveis, que podem ir deste indetectaveis
até completas perdas de fungao ou mesmo perda da glicoproteina (Varki et al. 1999)

Nas amostras analisadas foram encontrados 17 locais de glicosilagdo na
molécula de TLR3 de Coelho-bravo dos quais 15 locais se localizam no dominio
externo do TLR3, tal como no Homem (Botos et al. 2009), Bufalo e Nilg6é (Dhara et al.
2007). Segundo Botos et al. (2009) a alteracdo da maioria dos locais de glicosilagao
nao produz alteragéo significativa na actividade ou expressdao do TLR3, no entanto a
alteracdo de Asn247 para Alanina ou Acido Aspartico provoca perda total ou parcial de
actividade sem no entanto perder a expressao. Por outro lado a mutagéo do residuo
Asn413, que é o unico carbohidrato que mantém contacto com o dsRNA, tem sido
descrito com efeitos contraditérios que podem indicar perda parcial de resposta (Botos
et al. 2009). Estes dois residuos estdo conservados na sequéncia de TLR3 de Coelho-
bravo, nas posicdes Asn244 e Asn410 respectivamente.

Na andlise conjunta com outros mamiferos, em comparacdo com o Homem, o

Coelho-bravo perde um local de glicosilacdo entre as posicoes aminoacidicas 288-

70



Caracterizagao genética do gene TLR3 em populac¢des naturais de Coelho-bravo

291, assim como a ratazana, no entanto ganhou um entre as posi¢des 312-315, que
alias, é exclusivo neste grupo de mamiferos analisados. Esta alteracao ocorre num
dominio LRR, logo, podera estar relacionada com a interacgédo entre o TLR3 e o
ligando. O Coelho-bravo perdeu ainda um local de N-glicosilacao entre as posicées
504-507, tal como aconteceu em outros 6 mamiferos, e ganhou um local de
glicosilagdo compreendido entre 0s aminoacidos 664-667, que é comum a maioria dos
organismos analisados. Esta perda de um sitio de glicosilagcdo deu-se num dominio
LRR (LRR18), e o ganho do local de N-glicosilagcao localiza-se no dominio LRR-CT.
Sera interessante esclarecer se esta alteracdo do local de N-glicosilacao estara
relacionada com a adaptacdo a reconhecimento de diferentes ligandos, e/ou
sinalizagao intracelular. Por comparacao dos possiveis locais de N-glicosilacdo com os
coddes sob selecgdo positiva, verificou-se que nenhum deles diz respeito a posigdes N
ou S/T dos motivos de N-glicosilagdo no Coelho-bravo.
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Os resultados descritos neste trabalho revelaram elevados niveis de
polimorfismo para o gene TLR3 em populagdes de Coelho-bravo, quando comparados
com os obtidos para outras espécies. Estes resultados ja eram espectaveis, pois foram
analisadas populacdées selvagens que nao terdo tido ao longo da sua evolucéo
constricdes populacionais muito severas e nao terao sofrido selec¢do natural mediada
pelo homem. Em outros trabalhos que estudaram este gene, apenas se obtiveram
resultados usando ragas domésticas fortemente seleccionadas. Para poder comparar
os niveis de polimorfismo obtidos no Coelho-bravo com os obtidos em outras
espécies, sera necessario estudar ragas domésticas de Coelho-bravo fortemente
seleccionadas para manter determinadas caracteristicas, ou populacées insulares que
se formaram a partir de um reduzido ndmero de individuos. Infelizmente, para a
maioria das espécies que sofreram processos de domesticacdo as populacoes
selvagens ja desapareceram ou encontram-se muito ameagcadas o que torna
impossivel a sua comparagao com os dados obtidos neste trabalho.

A analise de padrbes de selecgdo natural em sequéncias do gene TLR3 em
mamiferos revelou a existéncia de varios coddes sob forte selec¢do positiva, 0 que
pode ser explicado pelo facto de o gene TLR3 estar associado a respostas virais. Por
isso, nos sitios da proteina que estdo mais expostos, € natural que apresentem
respostas associadas a virus especificos de cada espécie, originando uma elevada
mutabilidade e consequentemente uma elevada taxa de variabilidade aminoacidica.
No entanto, a ocorréncia de selecgdo natural para este gene nao esta presente em
todos os grupos animais. Por exemplo, nos primatas nao foi detectada seleccéo
positiva (Wlasiuk and Nachman 2010).

Até a data ndo é conhecido nenhum estudo especificamente conduzido para
verificar se no Coelho-bravo o ligando do TLR3 é o acido nucleico de origem viral,
dsRNA, tal como se verifica em outros mamiferos. Contudo, foi assumido este dado
com base em estudos efectuados em diferentes organismos (Matsuo et al. 2008). Por
exemplo, a expressdo de TLR3 tanto em células humanas como de peixe, apresenta
resposta ao poly(l:C) e a dsRNA (Matsuo et al. 2008). No entanto, este
reconhecimento nem sempre é linear pois também foram observadas diferencas
especificas no reconhecimento de alguns ligandos. E o caso de ssRNA, DNA
bacteriano e flagelina, descritos por exemplo entre 0 Homem e o rato (Oshiumi et al.
2008). Estas diferengas reflectem, presumivelmente, diferentes pressdes selectivas a
actuar em cada hospedeiro em virtude da adaptacao a novos ambientes e a agentes
patogénios (Chang et al. 2009). Para uma melhor compreensao do papel fisiolégico do
TLR3 no Coelho-bravo, serda importante a realizacdo de estudos de expressao
tecidular.
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As populagdes de Coelho-bravo tém sofrido decréscimos significativos
provocados por uma incorrecta gestdo cinegética e pelo aparecimento de duas
doencas virais altamente letais. O processo infeccioso dessas doencas, Mixomatose e
Doenca Hemorragica Viral, permanece por esclarecer. Esta demonstrada a ligacao de
varios TLRs a respostas virais, nomeadamente os TLR7, 8 e 9. A analise do genoma
de Coelho-bravo, mostrou a pseudogenizagdo do TLR8 e auséncia do TLR7
(Astakhova et al. 2009). A ocorréncia de uma outra doenga viral com caracteristicas
semelhantes a RHD, Doenca da Lebre Parda, que é responsavel por elevadas
mortalidades em lebre e a ocorréncia de uma forma benigna de mixomatose no género
Sylvilagus, Coelho-americano, sugere que o estudo destes genes em outros
Lagomorfos podera ser atil na compreensdo dos processos infecciosos no Coelho-
bravo. Este estudo ndo s6 seria importante para esta espécie mas também serviria
como modelo animal para compreender diferentes enfermidades virais que atacam
outros mamiferos, nomeadamente o Homem.

A comparagdao da diversidade genética em populagbes naturais € uma
excelente ferramenta para detectar vantagens selectivas de determinados alelos. Por
isso, 0 estudo de populagdes com diferentes niveis de mortalidade sera de grande
importancia e a metodologia seguida neste trabalho devera ser replicada para os
outros TLRs. Este tipo de abordagem podera ser Util para responder a questdes
fundamentais de biologia da conservagao: Sera que a detecgao de seleccao positiva
esta associada a um aumento de resisténcia a doengas? Existem variagbes na
distribuicdo geografica de um variante genético que possam explicar a ocorréncia de
diferencas de susceptibilidade entre populacbes? Podem ser estes dados usados
como instrumentos de melhor controle das populagées naturais de Coelho-bravo?
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Anexo 1

Resumo dos dominios encontrados no gene TLR3 de mamiferos (SMART).

Legenda: Os numeros representados na tabela significam a quantidade do respectivo
dominio detectada na sequéncia em causa. A negrito esta assinalado o Coelho-bravo e
os mamiferos com maior semelhanca em termos de LRRs. As siglas utilizadas tém o
seguinte significado: LRR — Repeticoes ricas em leucina; NT — N terminal; CT - C
terminal; TYP - tipico; (---), dominio nao detectado.

Dominios
Organismo

Boi 1 17 3 1 1 1

Cavalo 1 17 2 1 1 1

Coelho-

b 16 3 1 1 1

Golfinho 16 3 1 1 1

Javali --- 1 16 1 1 1 1

Raposa
voadora

Orangotango 1 17 2 1 1 1

Ovelha 1 18 3 1 1 1
Ratazana 1 1 16 3 1 1 1

Tarsio-das-
Filipinas
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Anexo 2

Resumo dos dominios encontrados no gene TLR3 de mamiferos (LRRfinder).

CcT Transmembranar TIR

[ R I R R
M, | 1ol - |-
2

Porquinho-da-

A N T O T R R

*Nao foi possivel identificar os dominios por falta desta sequéncia na base de dados do

programa
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Anexo 3

Alteracoes de aminoacidos nas populacoes de Oryctolagus cuniculus analisadas. As
posicoes provavelmente localizadas no ectodominio e assinaladas com * localizam-se

em LRRs.

Local potencial de

- o — S L -
Posicao Regiao Provavel Possiveis aminoacidos Polaridade N-glicosilago
| Hidrofébico  Neutra
46 LRR-NT
Y Hidrofébico  Neutra
L Hidrofébico  Neutra
101* Ectodominio
S Hidrofilico Neutra
M Hidrofébico  Neutra
132 Ectodominio
T Hidrofilico Neutra
E Hidrofilico Negativa ---
204* Ectodominio
D Hidrofilico Negativa ---
K Hidrofilico Positiva ~ ---
211* Ectodominio
R Hidrofilico Positiva  ---
L Hidrofébico  Neutra
298* Ectodominio
F Hidrofébico  Neutra
H Hidrofilico Positiva ~ ---
300" Ectodominio
P Hidrofébico  Neutra
Ectodominio S Hidrofilico Neutra
315*
Ectodominio P Hidrofébico  Neutra
Ectodominio Q Hidrofilico Neutra
353 *
Ectodominio H Hidrofilico Positiva  ---
Vv Hidrofébico  Neutra
480 * Ectodominio
A Hidrofébico  Neutra
K Hidrofilico Positiva  ---
560" Ectodominio
E Hidrofilico Negativa ---
L Hidrofébico  Neutra
575* Ectodominio
F Hidrofébico  Neutra
M Hidrofébico  Neutra
708 Dominio Transmembranar
| Hidrofébico  Neutra
L Hidrofébico  Neutra
716 Dominio Transmembranar
F Hidrofébico  Neutra
A Hidrofébico  Neutra
864 Dominio TIR
S Hidrofilico Neutra Sim

# De acordo com a delimitagdo dos dominios obtida através do programa LRRfinder.
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Anexo 4

Caracterizacao dos locais de glicosilacdo no grupo de mamiferos analisados.

&2

bt

=

<
Human X X X X X X X X X X X X X X X X X
Boi X X X X X X X X X X X X X X
Cao X X X X X X X X X X X X X X X X X
Cavalo X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Chimpanzé X X X X X X X X X X X X X X X X X
Coelho-bravo X X X X X X X X X X X X X X X X X
Gato X X X X X X X X X X X X X X X X X
Golfinho X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Javali X X X X X X X X X X X X X X X
Macaco-rhesus X X X X X X X X X X X X X X X X
Raposa voadora X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Musaranho X X X X X X X X X X X X X X
Orangotango X X X X X X X X X X X X X X X X X
Ourigo-cacheiro X X X X X X X X X X X X X X X X X
Ovelha X X X X X X X X X X X X X X X X
Porquinho-da-
india X X X X X X X X X X X X X X
Ratazana X X X X X X X X X X X X X X
Rato X X X X X X X X X X X X X X X X
lﬁi:ysilr?égas- x | x | x X X X X X X x | x x | x I x| x| x| x| x

Os espagos preenchidos de azul dizem respeito a auséncia desse local de glicosilagao. O x, indica presencga de local de gliocosilagado. Os espagos demilitados a linha mais
escura correspondem a locais de glicosilagdo que nao existem no homem.
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Anexo 5

Caracteristicas dos aminoacidos possiveis nos cod6es sobre seleccao positiva com
probabilidades >95%

Posicao

Regiao
provavél ®

Possiveis
aminoacidos

Polaridade

Q Hidrofilico Neutra
G Hidrofilico Neutra
. R Hidrofilico Positiva
3 Sinal AT o
K Hidrofilico Positiva
w Hidrofébico Neutra
L Hidrofébico Neutra
T Hidrofilico Neutra
C Hidrofilico Neutra
R Hidrofilico Positiva
S Hidrofilico Neutra
4 Sinal P Hidrofilico Neutra
Y Hidrofébico Neutra
K Hidrofilico Positiva
D Hidrofilico Negativa
N Hidrofilico Neutra
G Hidrofilico Neutra
12 Sinal L Hidrofébico Neutra
S Hidrofilico Neutra
w Hidrofébico Neutra
P Hidrofilico Neutra
S Hidrofilico Neutra
16 Sinal T Hidrofilico Neutra
L Hidrofébico Neutra
F Hidrofébico Neutra
S Hidrofilico Neutra
| Hidrofébico Neutra
79 * Ectodominio L Hidrofébico Neutra
T Hidrofilico Neutra
\ Hidrofébico Neutra
T Hidrofilico Neutra
86 * Ectodominio S Hidrofilico Neutra
C Hidrofilico Neutra
K Hidrofilico Positiva
| Hidrofébico Neutra
97+ Ectodominio S H?drofil?co Neutra
N Hidrofilico Neutra
Q Hidrofilico Neutra
\ Hidrofébico Neutra
A Hidrofébico Neutra
\ Hidrofébico Neutra
120 Ectodominio I Hidrofobico Neutra
M Hidrofébico Neutra
F Hidrofébico Neutra
T Hidrofilico Neutra
A Hidrofébico Neutra
185+ Ectodominio \% Hlfirofo’t.nco Neutra
S Hidrofilico Neutra
T Hidrofilico Neutra
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L Hidrofébico Neutra

S Hidrofilico Neutra

N Hidrofilico Neutra

258* Ectodominio T Hidrofilico Neutra
| Hidrofébico Neutra

\ Hidrofébico Neutra

S Hidrofilico Neutra

L Hidrofébico Neutra

261+ Ectodominio H Hidrofil?co Positiya
D Hidrofilico Negativa

Y Hidrofébico Neutra

N Hidrofilico Neutra

T Hidrofilico Neutra

S Hidrofilico Neutra

266" Ectodominio M Hidrofobico Neutra
R Hidrofilico Positiva

L Hidrofébico Neutra

\ Hidrofébico Neutra

L Hidrofébico Neutra

S Hidrofilico Neutra

D Hidrofilico Negativa

260 * Ectodominio F H!drofcl)b!co Neutra
\Y Hidrofébico Neutra

| Hidrofébico Neutra

A Hidrofébico Neutra

T Hidrofilico Neutra

w Hidrofébico Neutra

273 * Ectodominio Q Hidrofilico Neutra
H Hidrofilico Positiva

N Hidrofilico Neutra

. . S Hidrofilico Neutra
285 Ectodominio K Hidrofilico Positiva
G Hidrofilico Neutra

A Hidrofébico Neutra

S Hidrofilico Neutra

295* Ectodominio \ Hidrofébico Neutra
R Hidrofilico Positiva

T Hidrofilico Neutra

E Hidrofilico Negativa

R Hidrofilico Positiva

456* Ectodominio G Hidrofilico Neutra
D Hidrofilico Negativa

K Hidrofilico Positiva

A Hidrofébico Neutra

R Hidrofilico Positiva

T Hidrofilico Neutra

. - S Hidrofilico Neutra
ars3 Ectodominio K Hidrofilico Positiva
P Hidrofilico Neutra

E Hidrofilico Negativa

R Hidrofilico Positiva

Y Hidrofébico Neutra

" . P Hidrofilico Neutra
506 Ectodominio F Hidrofébico Neutra
H Hidrofilico Positiva

G Hidrofilico Neutra

vi
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C Hidrofilico Neutra
F Hidrofébico Neutra
. . S Hidrofilico Neutra
586 Ectodominio R Hidrofilico Positiva
L Hidrofébico Neutra
E Hidrofilico Negativa
Q Hidrofilico Neutra
S Hidrofilico Neutra
663 LRR-CT | Hifirofc’)’tljico Neutra
G Hidrofilico Neutra
K Hidrofilico Positiva
N Hidrofilico Neutra
D Hidrofilico Negativa
| Hidrofébico Neutra
» M Hidrofobico Neutra
712 Tranoominio T Hidrofilico Neutra
\Y Hidrofébico Neutra
F Hidrofébico Neutra
R Hidrofilico Positiva
T Hidrofilico Neutra
749 Dominio TIR A Hidrofdbico Neutra
K Hidrofilico Positiva
S Hidrofilico Neutra
G Hidrofilico Neutra
E Hidrofilico Negativa
780 Dominio TIR Q Hidrofilico Neutra
K Hidrofilico Positiva

# De acordo com a delimitagdo dos dominios obtida através do programa LRRfinder.

vii




Caracterizagao genética do gene TLR3 em populac¢des naturais de Coelho-bravo m

Anexo 6

Alinhamento da sequéncia do dominio LRR-NT de Homem e Coelho-bravo
O quadrilatero esta a delimitar a regiao correspondente ao dominio LRR-NT no Homem.
A verde esta assinalado um aminoacido essencial para a ligacao do dsRNA e a vermelho
os aminoacidos da sequéncia de Coelho-bravo que diferem da sequéncia do Homem.

10 20
Human _RQTLP-CIY FWGGLLPFGM LCASSTTKCT VSHEVADC
Rabbit MSQSVPYHIS SLWGLLSLWM chgs:EKCT WROEVADC
B I T B T T T I I B B
. , 60 70 80 90 100
Human I PINITVILNLT HNQLRRLPAA NFTRYSQLTS LDVGFNTISK LEPELCQKLP

:PTNITV:LNLT HNQIKRLFPA NETRYSRLTV LDGGFNTISK LEPELCQOSLP

Rabbit
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