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“Everything related to evolution is messy.”
(Wallace Arthur)
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RESUMO

Composto por quatro classes: Demospongiae, Hexactinellida, Calcarea e
Homoscleromorpha e caracterizado por um corpo simples, sem polarizacao
antero-posterior (AP) quando adulto, o filo Porifera ndo é tdo simples quanto aparenta.
Esponjas possuem importantes genes do desenvolvimento, incluindo o WNT - relacionado
a determinagao da polaridade celular resultando no estabelecimento do eixo AP. Dentre
as classes, Calcarea se destaca pela expansdo do numero de copias WNT em seu
genoma. Entender a evolugédo das proteinas WNT nesta classe, portanto, € fundamental
para compreender a forma animal. Consequentemente, nos perguntamos: quais
inferéncias evolutivas podem ser feitas a partir da comparacgao das estruturas primarias e
terciarias das proteinas WNT de Calcarea? Nds obtivemos sequéncias de aminoacidos de
WNT a partir de dados publicos, para representantes das duas subclasses, Calcinea e
Calcaronea, modelamos as proteinas, recuperamos filogenias de aminoacidos e da
estrutura terciaria, analisamos os padrdes de conservagao, coevolugao e de substitui¢des.
Encontramos 62 sequéncias para quatro espécies: na subclasse Calcaronea - Sycon
ciliatum (21), Sycon coactum (11) e Leucosolenia complicata (17) e na subclasse Calcinea
- Leucetta chagosensis (13). Nas filogenias, ndo ha relacdo restrita entre ramos e
subclasses, indicando que a multiplicagdo das cépias ocorreu antes de sua divergéncia.
Observamos dois grupos de estruturas terciarias de WNT em Calcarea: um com estrutura
mais conservada proxima ao padrao desta proteina em outros animais e outro com perda
de regidbes da proteina. Com substituigdes conjuntas, 111 sitios coevoluem,
majoritariamente no dominio C-terminal que inclui uma regido de maior flexibilidade a
alteracbes. Seis grupos de aminoacidos coevoluem com manutengdo conjunta,
possivelmente associados a forma e funcdo da proteina. Concluimos que ha maior
diversidade de estruturas primarias do que terciarias, sendo dois grupos trdimensionais de
proteinas que ndo apresentam sinal filogenético, porém com uma plausivel perda ou
alteracao de funcdo em um deles.

Palavras chave: Aminoacidos, Estrutura terciaria, Conservagao, Coevolugao, Esponjas.



ABSTRACT

Composed by four classes: Demospongiae, Hexactinellida, Calcarea and
Homoscleromorpha, and characterized by a simple body lacking a clear anteroposterior
(AP) polarization when adult, the phylum Porifera is not as simple as it seems. Sponges
have important developmental genes, including WNT - related to the determination of cell
polarity, which, in turn, results in the AP axis establishment. Among the classes, Calcarea
stands out as having a remarkable expansion of WNT copies in the genome.
Understanding the evolution of WNT proteins in this class is a fundamental step towards
understanding the animal form. Consequently, we asked: what evolutionary inferences can
be made from comparing the primary and tertiary structures of Calcarea WNT proteins?
We obtained WNT amino acid sequences from public data for representatives of the two
subclasses, Calcinea and Calcaronea, modeled the proteins, recovered amino acids and
tertiary structure phylogenies, analyzed the patterns of conservation, coevolution and
substitutions in sites. We found 62 sequences for four species: subclass Calcaronea -
Sycon ciliatum (21), Sycon coactum (11), and Leucosolenia complicata (17) and for the
subclass Calcinea - Leucetta chagosensis (13). There was no restricted relationship
between the protein clades and the subclasses, indicating an ancestral expansion of the
copies, before the divergence of the sublcasses. We observed two groups of WNT based
on their tertiary structures in Calcarea: one with a more conserved structure resembling to
the standard three-dimensional shape of this protein in other animals, and another group
showing different type of losses of regions of the protein. With correlated substitutions, 111
sites coevolved, mostly in the C-terminal domain, which includes a region of greater
flexibility to changes. Six groups of amino acids coevolved with joint maintenance, possibly
associated with the form and function of the protein. We conclude that there is a greater
diversity of primary than tertiary structures of WNT in these sponges, with two groups of
proteins that do not present a phylogenetic signal, but with a plausible loss or alteration of
function in one of them.

Keywords: Amino acids, Tertiary structure, Conservation, Coevolution, Sponges.
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Capitulo unico

Artigo a ser submetido ao perioddico Proteins: Structure, Function, Bioinformatics
Homepage: <https://onlinelibrary.wiley.com/journal/10970134>
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INTRODUCAO

As chamadas “vias de sinalizagdo” sdo fundamentais para controlar o
desenvolvimento embrionario e tardio dos corpos dos organismos multicelulares. Cada
vez mais sabemos sobre a presenga das moléculas relacionadas a estas vias em todos
0s animais, mas a forma como elas evoluem ainda sdo pouco compreendidas. Uma
destas importantes vias é conhecida como WNT. O gene WNT codifica uma glicoproteina
homdnima de 350-400 aminoacidos que se liga ao receptor transmembrana Frizzled (Fz)
(Croce, McClay, 2009). A proteina WNT é composta por dois dominios: o carboxy-terminal
(CTD) com 6 pontes dissulfeto e o amino-terminal (NTD) com 5 pontes dissulfeto;
resultado da interagdo entre os 22-24 residuos de Cisteina (Croce, McClay, 2009). Estas
proteinas sdo caracterizadas pelas pontes dissulfeto e também pela presengca de um
motivo composto pelos aminoacidos RWNC na regidao C-terminal (Janda, et al., 2012). A
estrutura quaternaria completa do complexo WNT-Fz inclui também a adicdo do acido
palmitoleico (PAM) ligado a extremidade do NTD através de um residuo de Serina, a
adicdo de N-glicano ligado a regidao de jungdao de NTD-CTD e a interagao
proteina-proteina entre WNT-Fz derivada da interagdao Cisteina-Cisteina no CTD (Fig.
1a-b) (Janda, et al., 2012).

A proteina WNT é comumente relacionada a diferentes vias de sinalizagao: as vias
candnicas e as vias nao-canbnicas. Apesar disso, essencialmente, as proteinas
envolvidas nessas vias sao estruturalmente as mesmas. Por isso, alguns autores
consideram essa divisao inadequada e atribuem as diferentes atividades do WNT ao
contexto celular (Willert, Nusse, 2012). O WNT é central no desenvolvimento animal, pois
estd envolvido na sinalizagdo atribuida a diversas fun¢gdes no desenvolvimento inicial,
como a determinacdo de polaridade celular resultando no estabelecimento do eixo
antero-posterior (AP) e fungbes no desenvolvimento tardio, como a manutencdo de
células indiferenciadas e tecidos (Komiya, Habas, 2008; Holstein, 2012). Além disso, o
WNT atua na padronizagdo dos tecidos durante todo o desenvolvimento, oferecendo
informagao posicional que leva a diferenciagao tecidual (Verkaar, et al., 2012; Li, et al.,
2020).
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Figura 1 - Estrutura tridimensional do complexo WNT-Frizzled e demais ligantes do WNT8 em complexo
com o Frizzled8 em Xenopus laevis. (a) Diagramas de fita da interagdo WNT (rosa) e Frizzled (azul) com
ligantes N-Glicano (verde), Acido Palmitoleico (vermelho) e destaque das pontes dissulfeto (laranja), (b)
Diagramas de fita de WNT e Frizzled rotacionado com foco na ligagdo WNT-Frizzled mediado pelo Acido
Palmitoléico, (c) Representagdo da superficie da proteina WNT, (d) Estrutura secundaria da proteina WNT
com destaque de cada interagéo e seus sitios. (Retirado de Janda et al. 2012).

A arquitetura modular dos WNT pode estar relacionada a sua origem evolutiva por
fusdo de dois dominios independentes: D1, semelhante as saposinas, e D2, semelhante
as citoquinas (Bazan, et al., 2012). O dominio saposina caracteriza as proteinas



saposinas presentes de protozoarios a metazoarios mais derivados e séo relacionadas a
interagdes lipidicas (Bruhn, 2005). As citoquinas sao proteinas que atuam na
comunicagao entre células (Zhang, An, 2007). O dominio D1 seria entdo correspondente
a regiao NTD, enquanto o dominio D2 relaciona-se ao dominio CTD (Bazan, et al., 2012).
Apesar dessas semelhangas e dessa possivel origem evolutiva, a proteina WNT é mais
do que a soma de partes. A proteina WNT é restrita aos metazoarios e ndao ha estruturas
similares em outros grupos, indicando a possibilidade da origem dessa proteina ter sido
em um ancestral comum aos animais (Loh, et al., 2016). Consequentemente, como a via
WNT possui um longo histérico de evolugdo em conjunto aos metazoarios, a
compreensao da evolugdo da proteina nos ajuda a compreender a evolugéo do grupo e

vice-versa (Ryan, Baxevanis, 2007; Bazan, et al., 2012; Rim, et al., 2022).

O grupo nao-monofilético dos metazoarios nao-bilaterais, composto pelos filos
Porifera, Ctenophora, Placozoa e Cnidaria, os primeiros clados a divergirem na linhagem
dos animais, fornece uma janela ao entendimento da evolugao de moléculas envolvidas
na formacgado de caracteristicas corporais complexas (Renard, et al., 2018). Apesar de
algumas discussbes recentes questionarem quem seria 0 grupo-irmao de todos os
animais, é atualmente aceito que as esponjas sdo 0s animais viventes mais antigos a
terem surgido no planeta (ver Li, et al., 2021). Porifera € um filo monofilético e conta,
atualmente, com aproximadamente 11 mil espécies (WORMS, 2023), divididas em quatro
classes (também mondfiléticas): Demospongiae, Hexactinellida, Calcarea e
Homoscleromorpha. As esponjas sao animais filtradores caracterizados por um plano
corporal simples, organizado em fung¢ao do sistema aquifero (Fig. 2), ndo possuindo uma
polarizagdo AP clara quando adultas, além da auséncia de organizacéo tecidual stricto
sensu (Degnan, et al., 2005; Adamska, 2021). No entanto, sua composi¢cao genémica é
muito mais complexa do que o esperado. Por exemplo, as esponjas, como um todo,
apresentam o conjunto de genes do desenvolvimento classicos dos metazoarios, como
PAX, SOX, TGF-Beta e WNT (Srivastava, et al., 2010; Riesgo, et al., 2014; Dunn, et al.,
2015). Além disso, as esponjas também possuem padrboes complexos do
desenvolvimento, como o processo uUnico encontrado na classe Calcarea, a inverséao,
onde as células inicialmente interiorizadas no embrido sido reposicionadas de forma
radical (Lanna, Klautau, 2012). A classe Calcarea é caracterizada pela presenca de
espiculas de carbonato de calcio. E a Unica classe que possui os cinco tipos de

organizacdo dos sistema aquifero (asconoide, siconoide, solenoide, leuconoide e

10



sileibide, Fig. 2), mas que n&o apresentam origens evolutivas unicas (i.e., ndo apresentam
sinal filogenético, em que clados evolutivamente proximos apresentam atributos similares
delimitados em uma filogenia; Blomberg, et al., 2003) entre as suas duas subclasses,
Calcaronea e Calcinea, ou até mesmo entre os rankings taxondmicos inferiores (i.e.,
ordens e familias; Eerkes-Medrano, Leys, 2006; Ereskovsky, 2010; Cavalcanti, Klautau,
2011; Voigt, et al., 2012).
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Figura 2 — Diagrama mostrando os diferentes tipos de planos corporais em funcao do sistema aquifero em
Porifera. (a) Asconoide, (b) Siconoide, (c) Sileibide, (d) Leuconoide, (e) Solenoide. Destaques em preto
representam a delimitagdo dos coandcitos. (Retirado de Cavalcanti, Klautau, 2011).

Em Porifera, os genes que compdem a via WNT comegaram a ser estudados no
inicio dos anos 2000 com a identificagcdo de presenga/auséncia em algumas espécies
modelo. Inicialmente, foi detectada a presenca de receptores Frizzled em Suberites
domuncula, a presenga de WNT em Oscarella sp. e em Amphimedon queenslandica
(Adell, et al., 2003; Nichols, et al., 2006; Adamska, et al., 2007). Posteriormente, no fim
dos anos 2000 e ao longo dos anos 2010, marcado pela publicagdo do primeiro genoma
de esponjas em 2010, os estudos de presencga/auséncia se expandiram para analise da
estrutura da via e dos genes, analise de padroes de expressao e analises do efeito da
inibicdo dos genes WNT em diversas espécies. Foram realizadas novas analises de
estrutura e expressado para Oscarella sp. € Amphimedon queenslandica, investigacoes
sobre a presenga e analise de inibicao de WNT em Ephydatia muelleri, presencga,
estrutura e padréo de expressdo em Sycon ciliatum, presenga/auséncia e caracterizagao
da via em Aphrocallistes vastus, Spongilla lacustris, Petrosia ficiformis,
Pseudospongosorites suberitoides, Ircinia fasciculata, Chondrilla nucula, Corticium
candelabrum, e, finalmente, estudos sobre a presenca, estrutura e expressao de WNT
em Halisarca dujardini (Adell, et al., 2007; Adamska, et al., 2010; Lapébie, et al., 2009;
Windsor, Leys, 2010; Leininger, et al., 2014; Riesgo, et al., 2014, Borisenko, et al., 2016,
Windsor-Reid, et al., 2018, Borisenko, et al., 2021).
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A partir desses estudos, é possivel afirmar atualmente que: (i) trés das quatro
classes apresentam a proteina WNT e os demais elementos da via, sendo excecdo a
classe Hexactinellida que nao apresenta WNT, possivelmente uma perda secundaria no
grupo (Riesgo, et al., 2014; Santini, et al., 2023); (ii) enquanto as espécies das classes
Demospongiae e Homoscleromorpha apresentam 2-3 coépias de WNT (com algumas
excegdes pontuais), as espécies da classe Calcarea apresentam 13-21 copias de WNT,
uma possivel expansao Unica para a classe (Lapébie, et al., 2009; Adamska, et al., 2010;
Riesgo, et al., 2014; Leininger, et al., 2014; Borisenko, et al., 2016; Windsor-Reid, et al.,
2018); (iii) os WNT das esponjas apresentam o padrédo classico de 22-24 residuos de
Cisteina e o motivo RNWC semi-conservado, reforgando a ideia de origem ancestral do
WNT a todos os metazoarios viventes (Windsor-Reid, et al., 2018); (iv) analises
filogenéticas indicam que os WNT das esponjas ndao se agrupam fortemente aos WNT
dos demais metazoarios (Lapébie, et al., 2009; Leininger, et al., 2014; Windsor-Reid, et
al., 2018); e (v) existem indicios de regionalizacado de expressdo do gene WNT na regiéo
posterior durante o estagio larval e na regido oscular durante o estagio adulto, sugerindo
uma funcao de polarizagao nas esponjas para este produto génico (Fig. 3) (Adamska, et
al., 2010; Windsor, Leys, 2010; Leininger, et al., 2014; Borisenko, et al., 2016;
Windsor-Reid, et al., 2018). O item (iv) merece destaque, pois ressalta a necessidade e a
importancia de se entender os WNT nas esponjas. A filogenia de WNT mais robusta (até
entdo) foi realizada com sequéncias de aminoacidos de dezessete espécies das trés
classes, sugerindo que ha subfamilias especificas das esponjas (Windsor-Reid, et al.,
2018). Porém, ainda assim algumas cépias de WNT da demosponja Halisarca dujardini e
das homoscleromorfas Corticium candelabrum e Oscarella carmela ndo se encaixam
nessas subfamilias (Windsor-Reid, et al., 2018). Caracteristicas exclusivas desses genes
no primeiro filo a divergir da linhagem animal sdo esperadas devido ao longo periodo de
tempo que esses genes tiveram para acumular alteragdes, demonstrando o resultado da
complexidade da evolugdo desses genes nos metazoarios ao longo de ao menos 600
milhdes de anos (Ryan, Baxanevis, 2007). Consequentemente, € necessario que novos

estudos buscando entender a evolugao destes genes sejam realizados.
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Figura 3 - Resumo dos padrbes de expressdo de WNT e TGF-Beta em algumas espécies modelo de
Porifera. (A-C) Classe Demospongiae, (D-F) Classe Calcarea. (A) Halisarca dujardini em estagio adulto,
expressdo de WNT na regido oscular, (B) Halisarca dujardini em estagio larval, expressdo de WNT na
metade posterior, (C) Amphimedon queenslandica em estagio larval, expressdo de WNT concentrada na
regido posterior, (D) Sycon ciliatum em estagio adulto, expressdo de WNT na regido oscular, (E) Sycon
ciliatum em estagio larval inicial pré-inversdo, auséncia de expressdo de WNT, (F) Sycon ciliatum em
estagio larval tardio, expressdo de WNT na regidao posterior. WNT em vermelho, TGF-Beta em azul.
Intensidade da cor representa intensidade de expresséo. (Retirado de Borisenko, et al., 2019).

Nos ultimos 20 anos, o estudo das Omicas nos primeiros filos a divergirem na
linhagem dos metazoarios impulsionou o entendimento do que faz os animais serem
animais (Renard, et al., 2018). Grandes perguntas comegaram a ser elucidadas e
geraram novas questdes: da discussdao de quem seria 0 grupo-irmao de todos os
metazoarios até a composicdo da caixa de ferramentas basica no genoma do ultimo
ancestral comum aos metazoarios (Harcet, et al., 2010; Riesgo, et al., 2014). Estudos in
silico que revisitam dados moleculares pré-publicados com novas perguntas e
perspectivas sdo uma etapa essencial para aprofundar o conhecimento que temos nos
animais nao-bilaterais, em especial em Porifera. O estudo das proteinas da via WNT, com
destaque a propria proteina WNT, ainda ndo foi explorado nas esponjas. Acessar
experimentalmente a conformacéo tridimensional das proteinas € um processo complexo
e dispendioso. Porém, uma via para compreendermos essas estruturas terciarias e as
suas devidas implicacbes na célula e nas vias de sinalizagao € a bioinformatica estrutural
(Verli, 2014). A bioinformatica estrutural € o campo que estuda caracteristicas biologicas a
nivel molecular a partir de informagdes tridimensionais interpretadas computacionalmente

(Verli, 2014). Além da importancia por si dos estudo das estruturas terciarias, a sua jungao
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ao estudo de sequéncias de aminoacidos, i.e., estruturas primarias, fornece ainda mais
detalhes da evolugdo das proteinas, uma vez que as alteragdes de sequéncias de
aminoacidos de uma proteina tem influéncia direta na sua conformacgao tridimensional e,
consequentemente, na sua fungcdo e diversas propriedades (Aravind, et al., 2002;
Bhattacharya, et al., 2017).

Nesse sentido, compreender a evolugdo da proteina WNT das esponjas é uma
importante contribuicdo ao entendimento da evolugcdo animal, especialmente para a
classe Calcarea que apresenta peculiaridades em seu desenvolvimento € no numero de
copias de WNT. Assim, as perguntas norteadoras para este estudo sdo: O numero
expandido de copias WNT na classe Calcarea é refletido em diversidade estrutural de
suas proteinas? A forma tridimensional dos WNT em Calcarea € conservada em relacéo
aos demais metazoarios? Quais inferéncias evolutivas podem ser feitas a partir da
comparagao da diversidade de estruturas primarias e da diversidade de estruturas
terciarias das proteinas WNT? Nosso objetivo foi identificar, comparar e caracterizar os
padroes presentes nas estruturas primarias e terciarias da proteina WNT nas duas
subclasses de Calcarea através de ferramentas in silico visando entender a evolucéo

desta importante proteina animal.

Encontramos 62 sequéncias para quatro espécies: na subclasse Calcaronea -
Sycon ciliatum (21), Sycon coactum (11) e Leucosolenia complicata (18) e na subclasse
Calcinea - Leucetta chagosensis (13). Nao ha relagéo restrita entre os clados de WNT e
os taxons, espécies ou subclasses. Isto indica que a multiplicacdo das cépias ocorreu
antes da separagao das subclasses. Observamos dois grupos de estruturas terciarias de
WNT em Calcarea: um com estrutura mais conservada proxima ao padrao desta proteina
em outros animais e outro com perda de regides da proteina. Com substituicoes
conjuntas, 111 sitios coevoluem, majoritariamente no dominio C-terminal que inclui uma
regiao de maior flexibilidade a alteragbes. Seis grupos de aminoacidos coevoluem com
manutengao conjunta, possivelmente associados a forma e fungao da proteina. Podemos
concluir que existem caracteristicas, até entdo, unicas as proteinas WNT da classe
Calcarea sem um sinal filogenético forte entre as suas subclasses e que o numero
expandido de copias WNT na classe Calcarea nao se reflete em uma grande variedade
de diversidade tridimensional, havendo dois agrupamentos principais para essas
estruturas na classe, possivelmente derivados da variagao das restricdes da evolugao

entre as copias WNT.
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MATERIAL E METODOS

Obtencao de dados

A busca de espécies de esponjas da classe Calcarea a serem usadas no presente
estudo foi realizada de trés maneiras: (1) selegdo de artigos no buscador Google Scholar
(scholar.google.com.br/) que contivessem identificagdo prévia de sequéncias WNT e (2)
busca de genomas e transcriptomas publicados para espécies da classe Calcarea listadas
no BioProject-NCBI (ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/) e no banco de dados do European
Molecular Biology Laboratory - EMBL (embl.org/). A selecdo das espécies foi feita com
base na real disponibilidade dos dados em bancos publicos ou nos materiais
suplementares dos artigos e em critérios taxondmicos, mantendo espécies
representativas para as subclasses Calcinea e Calcaronea (as duas subclasses da classe
Calcarea). Através de (1) encontramos as sequéncias WNT em aminoacidos, estrutura
primaria, para trés espécies da subclasse Calcaronea: Sycon ciliatum (SCI) identificada
por Leininger e colaboradores (2014), Sycon coactum (SCO) e Leucosolenia complicata
(LCO) compiladas por Windsor-Reid e colaboradores (2018), identificadas,
respectivamente, por Riesgo e colaboradores (2014) e Fortunato e colaboradores (2012).
Por meio de (2) encontramos dados de transcriptoma da espécie Leucetta chagosensis
(LCH), subclasse Calcinea (BioProject-Accession: PRJNA689294 ID: 689294, dados
depositados na biblioteca Transcriptome Shotgun Assembly). Para obter as sequéncias
WNT de LCH, realizamos uma analise tBLASTx (blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
(Altschul, et al., 1990) comparando todo o seu transcriptoma com as sequéncias WNT da
espécie desmosponja Amphimedon queenslandica, cujas sequéncias WNT foram
utilizadas em trabalhos anteriores como guia para a identificacdo deste gene (Adamska,
et al., 2010, Leininger, et al., 2014). A busca retornou 20 sequéncias significativamente
similares a WNT, a partir das quais realizamos a predigdo de ORFs (Open Reading
Frames) através do ORFFinder (ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) com tamanho minimo de 75
nucleotideos, cddigo genético padrao e qualquer codon de sentido como iniciador
(Rombel, et al., 2002). Encontramos 19 ORFs e a partir dessas sequéncias buscamos
semelhangas com familias, dominios, sitios e motivos proteicos especificos de WNT por
meio do InterPro (ebi.ac.uk/interpro/) (Paysan-Lafosse, et al., 2023). Essa analise resultou
em 18 sequéncias WNT. Visando remover sequéncias redundantes, fizemos a tradugao

de nucleotideos para aminoacidos com o BioEdit (Hall, et al., 2011), para realizagéo e
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anadlise de um alinhamento de aminoacidos no  webserver MAFFT
(mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (Katoh, Toh, 2008). Foi mantida apenas uma das coépias
para aquelas sequéncias que apresentaram sobreposi¢cao exatas no alinhamento. Assim,
recuperamos 13 proteinas WNT em sequéncia de aminoacidos, que chamaremos daqui
em diante de “estrutura primaria”, para L. chagosensis. Os homes para as proteinas de S.
ciliatum, S. coactum e L. complicata foram mantidos de acordo com os artigos que
identificaram esses genes (Fortunato et al., 2012; Leininger, et al., 2014; Riesgo, et al.,
2014; Windsor-Reid, et al., 2018). Para as proteinas WNT de L. chagosensis, nomeamos
as proteinas como ‘LCHwnt' de A-M de acordo com a ordem em que a sequéncia foi

isolada em nossa analise.

Os modelos tridimensionais das estruturas terciarias de cada proteina foram
obtidos por meio da modelagem por homologia no webserver SwissModel
(swissmodel.expasy.org/) (Kiefer, et al., 2009). A modelagem por homologia é baseada na
utilizagdo de uma proteina, cuja estrutura tenha sido acessada de maneira experimental,
como molde para um novo modelo, desde que essas proteinas tenham origens evolutivas
em comum. A proteina molde foi escolhida utilizando o BLAST com base em dois critérios
recomendados e inferidos pela plataforma: a maior identidade (numa escalada de 0 a 1,
com minimo 0.3) e o método de obtengdo do molde, priorizando métodos experimentais
como a cristalizagado da estrutura e visualizacao por difracdo de raios-X. Trés proteinas
WNT ja foram cristalizadas e acessadas por difragcdo de raios-X: o complexo
WNTB8-Frizzled de Xenopus laevis (Janda, et al., 2012), WNTD de Drosophila
melanogaster (Chu, et al., 2013) e o complexo WNT8-Frizzled de Homo sapiens (Hirai, et
al., 2019), depositadas no Protein Data Bank com codigos 4FO0A, 4KRR, 6AHY,
respectivamente. A fim de identificar qual delas apresentaria a maior identidade com as
sequéncias de Calcarea, realizamos testes com as trés proteinas. A proteina WNT de
humanos possui valores mais adequados de identidade (entre 0.26-0.42), portanto, a

modelagem dos WNT de Calcarea foi realizada com o WNT de humanos.

Analises filogenéticas

A fim de compreender os agrupamentos entre as proteinas WNT de Calcarea,
recuperamos filogenias de acordo com o nivel estrutural analisado, ou seja, para as
estruturas primarias e para estruturas terciarias. A primeira abordagem, com a estrutura

primaria, foi obtida por meio do alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos
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(AMS), no webserver MAFFT (mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html), seguida pela
reconstrugao da arvore filogenética por maxima verossimilhanga, com uso do modelo SH
like para nos testes likelihood ratio test, e o suporte dos ramos foi obtido por bootstrap,
com mil réplicas, no PhyML (atgc-montpellier.fr/phyml/) (Guindon, et al., 2010).

Partindo das estruturas terciarias modeladas previamente, recuperamos um
cladograma de similaridade estrutural e uma analise de componentes principais que
mapeia as semelhangas tridimensionais entre as estruturas. O dendrograma foi obtido
através do software n PROMALS3D com suas configuracbes padrao
(prodata.swmed.edu/promals3d/promals3d.php) (Pei, et al., 2008). O PROMALS3D
analisa informacéao estrutural (terciaria) ao comparar estruturas de bancos de dados e as
estruturas secundarias geradas a partir da submissdo do AMS, obtido anteriormente.
Obtivemos através desse software um alinhamento de estruturas terciarias e o
dendrograma. Numa analise do tipo “All against all”, em que as coordenadas atémicas
dos modelos s&o submetidas e comparadas entre si, geramos uma analise de
componentes principais que resulta num agrupamento das estruturas terciarias mais
semelhantes entre si através do DaliServer (ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/dali/) (Holm, et
al., 2023).

Para mapear a diversidade de estruturas tridimensionais na filogenia de
aminoacidos, submetemos conjuntos de estruturas ao webserver Mol*3DViewer
(rcsb.org/3d-view) (Sehnal, et al., 2021) gerando uma imagem com a sobreposi¢do das

estruturas tridimensionais para cada um dos clados.

Analises de conservacgao e substituicao

Dividimos as analises de conservagao da proteina de acordo ao nivel estrutural
analisado: as estruturas primarias, que correspondem as sequéncias de aminoacidos e as
estruturas terciarias, que correspondem aos modelos tridimensionais. Para acessar os
padroes de conservacdo das estruturas primarias, realizamos duas analises
sitio-especificas que avaliam a manutencdo de um determinado aminoacido em uma
posicéo especifica de um alinhamento multiplo de sequéncias (AMS). Na primeira analise,
em que o AMS foi submetido e analisado de acordo a configuragdo padrao no software
Skylign (skylign.org/) (Wheeler, et al., 2014), geramos um perfil logos baseado no modelo
oculto de Markov (hidden Markov model logos profile - HMM logos profile). Nesse modelo,

o padrao de conservagao de um conjunto de sequéncias € exibido por meio da frequéncia
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de ocorréncia e a probabilidade de ocorréncia de um determinado aminoacido em uma
posicao do alinhamento, além de exibir quéo informativo um sitio € no alinhamento. Na
segunda analise, um novo AMS foi gerado com as sequéncias WNT das esponjas em
conjunto a mais de 900 sequéncias WNT depositadas em bancos de dados. Este novo
AMS foi submetido e avaliado por meio de uma analise de correlagdo da manutencao de
um determinado aminoacido em uma posicado do alinhamento, executada no software
PFStats (disponivel a pedido) (Fonseca-Junior, et al., 2018). Apds a identificacdo e a
remocao de outliers de todo o alinhamento (trés proteinas WNT de esponjas: SClwntl,
SClwntO e LCHwntJ), obtivemos a relagdo de aminoacidos com mais de 80% de

conservagao.

Submetemos individualmente as estruturas terciarias no software PyMol e ao site
Mol*3D Viewer (rcsb.org/3d-view) (Yuan, et al., 2017; Sehnal, et al., 2021), para acessar
os padrdes de conservagao das estruturas terciarias a partir de detalhes do modelo

tridimensional, como a posi¢cdo de cada aminoacido no modelo.

Acessamos os padrdes de substituicdo de aminoacidos observando os resultados
secundarios das analises de conservagao e de coevolugao (descritas abaixo). Na analise
de conservacao, o software PFStats tem como oufput uma tabela em que os sitios
conservados ao longo do alinhamento compdéem as colunas e o aminoacido contido
nesses sitios é exibido nas linhas para cada proteina, entretanto também sao exibidos os
sitios em que ha mudanga do aminoacido e o aminoacido contido nele. Por exemplo, o
sitio 534 do alinhamento é conservado, pp=0.85, com uma Cisteina o ocupando. Porém,
para a proteina SCOwntX2 o aminoacido apresentado € uma Leucina. Partindo dessa
tabela, nds analisamos os sitios que apresentavam divergéncias desse tipo. O mesmo foi

feito para as tabelas de grupos sob coevolugao geradas pelo PFStats.

Analises de coevolugao de aminoacidos

Para acessar os padrdes de coevolugdo das estruturas primarias, assim como para
os estudos de conservagao anteriores, utilizamos analises sitio-especificas. Na primeira
analise, utilizamos o AMS e a filogenia de estruturas primarias para obter uma tabela com
os pares de sitios coevoluindo com probabilidade a posteriori (pp)>0.95 por meio da
analise Bayesian Graphical Models for co-evolving sites (BGM) no software Datamonkey
(datamonkey.org/bgm) (Pond, et al., 2005). A analise BGM detecta, através das

interacdes entre os sitios e seus padrdes de substituigdo correlacionada, a presenga de
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coevolugdo entre pares de sitios, esses eventos sdo mapeados de acordo a filogenia
(Pond, et al., 2005). Posteriormente, reconhecemos os sitios mais significativos, ou seja, 1
sitio com mais de um par sob coevolugdo (por exemplo: o sitio 830 com os pares
830-432, 830-572, 830-606).

Na segunda analise, em que um AMS gerado com as sequéncias WNT das
esponjas em conjunto a mais de 900 sequéncias WNT depositadas em bancos de dados
foi submetido ao software PFStats (disponivel a pedido), obtivemos os grupos de
aminoacidos coevoluindo, por meio de analise de correlacdo que considera a manutengao
conjunta de grupos de sitios ao longo do alinhamento. Na segunda analise, assim como
para os estudos de conservagao anteriores, mapeamos os achados do BGM e do PFStats
nas estruturas tridimensionais das proteinas utilizando o software PyMol e o site Mol*3D
Viewer (rcsb.org/3d-view) (Yuan, et al., 2017; Sehnal, et al., 2021).
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RESULTADOS

A partir da busca de espécies e a posterior identificacdo das copias WNT em seus
genomas e transcriptomas, encontramos 62 proteinas WNT para quatro espécies de
esponjas calcarias, sendo: trés espécies da subclasse Calcaronea - Sycon ciliatum (SCI)
com 21 copias, Sycon coactum (SCO) com 11 cépias e Leucosolenia complicata (LCO)
com 17 cdpias; e uma espécie da subclasse Calcinea - Leucetta chagosensis (LCH) com
13 copias. Entre as 62 proteinas, a menor sequéncia de aminoacidos foi encontrada em
LCHwntJ (277 aa) e a maior sequéncia de aminoacidos foi encontrada em LCOwntQ (502
aa). Apesar dessa discrepancia pontual, a maioria das sequéncias tém mais de 350
aminoacidos (57 proteinas). Obtivemos os modelos tridimensionais para as 62 proteinas
utilizando como molde a proteina WNT dos humanos. As identidades molde-modelo se
mantiveram entre 24.53% (SClwntO) e 44.59% (LCHwntC), sendo o maior numero de

estruturas com identidades entre 30-40% (56 proteinas).

Agrupamentos de WNT em Calcarea

A filogenia recuperada a partir das sequéncias de aminoacidos ndo apresentou
restricdo de espécies em clados de WNT, ndo havendo sinal filogenético forte; i.e.,
diferentes proteinas WNT de uma espécie se agrupam com proteinas WNT de outras
espécies. Também nao ha restricido dos clados de proteinas identificados aqui para as
subclasses; i.e., proteinas WNT de espécies da subclasse Calcinea se agrupam com
proteinas WNT da subclasse Calcaronea sem restricdes. Partindo da topologia da arvore,
valores de suporte (bootstrap) superiores a 0.75 e da sobreposicdo dos modelos
tridimensionais, dividimos seis clados de proteinas WNT na classe Calcarea,
denominados C1-C6 e marcado com cores (e.g. C1-Rosa) (Fig. 4a). O cladograma de
semelhancga estrutural (posicdo das coordenadas atébmicas no modelo tridimensional e
alinhamento de estruturas terciarias) das 62 proteinas WNT recuperou padrbes
semelhantes em relacdo a filogenia de aminoacidos nos ramos mais internos do
diagrama, por exemplo, os grupos-irmao: SCOwntX1 e SClwntD, LCOwntQ e SCiwntQ,
LCOwntS e SClwntS, SCIlwntF e LCOwntF, SClwntL e SCOwntX5 s&o sempre
encontrados de maneira mais diretamente relacionada (Fig. 5).
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Figura 4 - Agrupamentos das proteinas WNT em Calcarea. (a) Filogenia das 62 proteinas WNT de esponjas
calcarias utilizando dados de estruturas primarias com a representagao nos seis clados das sobreposi¢cao
de estruturas tridimensionais para cada clado, topologia da arvore e valores de suporte, C1-Rosa, C2-Verde,
C3-Amarelo, C4-Azul, C5-Laranja, C6-Vermelho, (b) Destaque do agrupamento de estruturas terciarias
similares obtidas via analise de componentes principais. A estrela na filogenia indica o n6 que contém as 32
proteinas agrupadas por proximidade de estrutura terciaria ressaltada em (b) [exceto as proteinas deste
clado marcadas com asteriscos]. Espécies - Lch: Leucetta chagosensis; Lco: Leucosolenia complicata; Sci:
Sycon ciliatum; Sco: Sycon coactum. Valores de suporte (bootstrap) para os nés mais externos - pontos
pretos: maior que 0.85; pontos cinza: maior que 0.75.

Encontramos um grupo com 32 proteinas fortemente correlacionadas devido a
proximidade entre as suas estruturas terciarias (Fig. 4b). Observando este grupo
tridimensionalmente préximo dentre os seis clados de WNT em Calcarea, notamos que

essas 32 proteinas estdo majoritariamente dispostas em dois clados: o clado C5-Laranja
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e o clado C6-Vermelho (Fig. 4a). A sobreposicdo das estruturas terciarias entre as 13
proteinas do clado C6-Vermelho gera uma conformagédo quase exata entre as estruturas,
indicando uma forte manutencdo dessa forma (Fig. 4a). Em contrapartida, o clado
C1-Rosa com apenas sete proteinas sobrepostas tem uma conformagdo bem mais
irregular (Fig. 4a).
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Figura 5 - Comparacéo dos cladogramas das proteinas WNT de Calcarea gerados a partir dos dados de
estrutura primaria (gerada no PhyML) em baixo e cladograma do alinhamento estrutural (gerado no
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PROMALS3D) em cima. As estrelas representam o ramo mais externo a conter proteinas agrupadas por
proximidade tridimensional (indicada na Fig. 4b) e os asteriscos representam proteinas do ramo que nao
estdo neste grupo e quando apresentados no né referem-se a todo o ramo. As conexdes entre as filogenias
refletem as posicbes dos nds terminais em cada filogenia, 0 esquema de cores € gerado aleatoriamente
para facilitar a visualizagdo e nao esta relacionado aos clados anteriores. Espécies - LCH: Leucetta
chagosensis; LCO: Leucosolenia complicata; SCI: Sycon ciliatum; SCO: Sycon coactum.

Padroes de conservagao e substituigao

Encontramos a conservacdo caracteristica dos residuos de Cisteinas nas
estruturas primarias e a sua consequente formacgao de pontes dissulfeto nas estruturas
terciarias para as 62 proteinas WNT da classe Calcarea. A partir do alinhamento das
sequéncias de aminoacidos, identificamos 24 residuos de Cisteina, 12 residuos na regido
NTD (nas posi¢coes do alinhamento 277, 321, 347, 359, 413, 426, 428, 499, 590, 593, 599
e 604) e 12 residuos na regiao CTD (nas posi¢gdes do alinhamento 724, 740, 776, 780,
781, 796, 798, 810, 816, 822, 826 e 836) (Fig. 6a). Nove sitios foram identificados no perfil
logos contendo residuos de Cisteinas (C) com frequéncia 100% sendo eles: em NTD - 44,
108, 413, e em CTD - 724, 776, 780, 781 e 836. Outros quatorze sitios foram identificados
no perfil logos contendo residuos de Cisteina que apresentam frequéncia acima de 90%:
em NTD - 277, 347, 359, 426, 428, 499, 590, 592, 599, 604, e em CTD - 796, 798, 822 e
826. Identificamos através do perfil logos e do alinhamento de aminoacidos que o motivo
RWNC é parcialmente conservado (Tab. 1). Ndao ha um padréo claro de perdas deste
motivo entre as espécies ou subclasses, pois em todas as quatro espécies nas duas
subclasses ha proteinas com o motivo completo e proteinas com substituicdes e/ou
adicbes entre os aminoacidos do motivo. Nao ha padrdo de substituicdo para um
aminoacido especifico entre as proteinas que sofreram alteragcbes no motivo. Notamos
que, nessas 28 proteinas com alteragdes no motivo, o aminoacido W tende a ser mantido,
sendo encontrado em 25 proteinas. Nos clados delimitados na filogenia (Fig. 4a), a
conservagao do motivo RWNC ndo segue um padrdo claro, o motivo € conservado
integralmente em 5 de 7 proteinas em C1-Rosa, em 7 de 9 proteinas em C2-Verde, em 3
de 3 proteinas em C3-Amarelo, em 8 de 13 proteinas em C4-Azul, em 11 de 12 proteinas
em Cb5-Laranja e em 7 de 13 proteinas no clado C6-Vermelho (Tab. 1). Identificamos, por
meio do PFStats, 26 sitios conservados, com pp>=0.8 ao longo do alinhamento, desses,
19 sitios contém residuos de Cisteina e os demais contém residuos de Triptofano (um
sitio), Acido glutamico (um sitio), Glicina (trés sitios), Asparagina (um sitio) e Arginina

(um sitio).
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Figura 6 - Padrbes de conservagao de estrutura primaria mapeados nas estruturas terciarias dos WNT de
Calcarea. (a) Representagdo da estrutura terciaria da proteina SClwntA, residuos de Cisteina em rosa,
motivo RWNC em vermelho; (b) representacao da estrutura terciaria da proteina SClwntD com destaque em
laranja para a Fenilalanina no sitio 249 sem a formacgéao da alga.

Para o funcionamento adequado do complexo WNT-Fz, uma Serina (Ser)
localizada no dominio NTD deve estar presente para mediar a jungdo WNT-PAM. Na
regiao terminal do NTD forma-se uma sub-estrutura cbncava em que esse aminoacido
ocupa a posicao central. No WNT cristalizado de Xenopus laevis, a Serina esta na
posicdo 257 e é visivel na superficie da molécula (Janda, et al., 2012). Observamos a
Serina localizada em NTD e acessivel na superficie molecular para 34 das 62 proteinas
(Tab. 1). Observamos também que em 20 proteinas ha, na posigao ideal da Serina, uma
substituicdo por uma Treonina (Thr), ainda assim mantendo o formato de alga e a
visibilidade na superficie molecular desse novo aminoacido (Tab. 1). A conformagao mais
comum encontrada nas algas que possuem a Treonina no centro é
Glicina-Treonina-Leucina. Porém, quatro proteinas nao tinham nem Serina nem Treonina
na posig¢ao central da sub-estrutura concava: SCOwntV com uma Cisteina no sitio 230,
SClwntD com uma Fenilalanina no sitio 249, SClwntO com uma Prolina no sitio 140 e
LCOwntC com uma Cisteina no sitio 244. Entretanto, apesar de nao estar na posicao
central da sub-estrutura cdncava que se liga diretamente ao PAM, SClwntD possui uma
Treonina no sitio 250 e SClwntO possui uma Serina no sitio 139. Dessas quatro

estruturas, trés mantém o formato que possibilita a ligacdo ao PAM com excegao de
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SClwntD (Fig. 6b). Serina ou Treonina n&o aparecem conservadas nos resultados do

PFStats (Material suplementar).

Na extremidade de uma das alfa-hélices do dominio NTD, préximo a regidao de
interacdo WNT-PAM-Fz, ha uma posicdo na estrutura tridimensional relacionada a
interacbes de van der Waals na ligacdo WNT-Fz que contém residuos de Arginina ou
Lisina nas proteinas WNT dos animais (Janda, et al., 2012). Observamos o residuo
Arginina nesta posi¢gao em 10 das 62 proteinas, o residuo Lisina em 36 das 62 proteinas e
nas demais 16 proteinas havia outro residuo de aminoacido (Tab. 1). Essas 16 proteinas
estdo distribuidas em todas as quatro espécies, entretanto na espécie LCH apenas uma
proteina apresentou essa substituicdo. Das 16 proteinas com auséncia de Arginina ou
Lisina nessa posicdo, 13 estdo distribuidas fora do grupo tridimensionalmente

correlacionado (i.e., estrela; Tab. 1, Fig. 4).

Tabela 1 - Sumario de resultados dos sitios significativos para manutengao da forma, residuos de Cisteina,
e sitios significativos para adigao de ligantes na estrutura quaternaria, WNT-PAM e WNT-Fz, por regido da

proteina WNT em Calcarea

-~ Regido Clado na
Regido da b, minio NTD ligadora Dominio CTD flloaenla
proteina . g
(Linker)
. Presenca de Presenga de
Re3|dg9 Residuo aminoacidos aminoacidos Grupo 4 Qe C1-C6 na
na regiao Perdas no coevolugéo ; .
; na base . sob sob P filogenia de
terminal Motivo = = dominio  por
da coevolugao coevolugao = estruturas

do NTD, o RWNC P P CTD, conservagao Co

. - a-hélice, de sitios da de sitios da - primarias

ligagcdo . ~_completo o s estrutura C-C:

WNT-PA interacao regido 440 regido 660 B-hairpin  interagéo

M WNT-Fz do do e

alinhamento alinhamento
Leucetta chagosensis
(Calcinea)
LCHwntA Thr247  Lys242  Sim C366, - C6-Vermelho
LCHwntB Thr246  Lys241 Sim Sim C366, C367 C5-Laranja
LCHwntC Ser247 Lys242  Sim C366, C367 C6-Vermelho
LCHwntD Ser217 Arg212  Sim Sim Sim C338, C339 C3-Amarelo
LCHwntE Thr222  Lys217  Sim C345, C346 C5-Laranja
LCHwntF Ser294 Lys289  Sim Sim C433, C434 -
LCHwntG Ser220 Lys215  Sim C343, C344 C5-Laranja
LCHwntH Ser273  Lys268 Sim Sim C405, C406 C4-Azul
LCHwntl 267218 Arg213 Sim Sim  C329,C330  C2-Verde
Ser219

LCHwntJ Thr140 Lys135 Sim Cb-Laranja
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LCHwntK Ser305 Lys300
LCHwntL Ser232 Asn227

LCHwntM  Ser256 Lys251

Leucosolenia complicata
(Calcaronea)

LCOwntA Thr217  Lys212
LCOwntB Ser209 Lys204

LCOwntC C244 Lys239

Thr251,
LCOwntD Ser253 Lys246

LCOwntE Thr233  Lys228

Thr283,
LCOwntF Ser284 Arg278

LCOwntG  Ser277 Arg272
LCOwntH Ser226  Lys221
LCOwntl Thr231  Lys226
LCOwntJ Thr243  Lys238
LCOwntK  Ser220 Glu215
LCOwntL Ser310  Ser305
LCOwntP  Ser263 Val258
LCOwntQ  Ser364 Arg359
LCOwntR  Thr256 Lys251

LCOwntS Ser215  Lys210

Ser158,

LCOwntU Ser159

Arg153

Sycon ciliatum (Calcaronea)
SClwntA Thr215  Lys210
SClwntB Ser219  Thr214

SClwntC C230 Lys215

Phe249,

SClwntD Thr250

Lys245

SClwntE Thr256  Lys251

Ser289,

SClwntF Thr290

GIn283
SClwntG Ser274  Arg269

SClwntH Ser207  Asp202

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

P437, A442
H348, -

L368, T369

C335, C336
C329, C330
C372, C373
C374, C375
C356, C357
C440,C441
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C340, C341
C364, C365
C367, C368
C344, C345
V446, A451
K394, K397
C484, C485
C375, C376
C346, C347

(G286,L289

C333, C334
D341,T342

€358, C359
C392, C393
C378, C379
C446, C447

C402, C402

C318, C319

C4-Azul

C2-Verde

C2-Verde

C6-Vermelho

C1-Rosa
Cb-Laranja

C4-Azul

C6-Vermelho

C4-Azul

C2-Verde
Cb-Laranja
Cb-Laranja
C3-Amarelo
C1-Rosa
C2-Verde
C4-Azul

C1-Rosa

C6-Vermelho

C4-Azul

C6-Vermelho

C1-Rosa
Cb5-Laranja

C4-Azul

C6-Vermelho

C4-Azul

C2-Verde
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SClwntl Thr226  Lys221 Sim Sim Cb-Laranja
SClwntJ Thr256  Lys251 Sim Sim C380, C381 Cb5-Laranja
SClwntK Ser251 Lys246  Sim Sim Sim C377,C378 C3-Amarelo
SClwntL Ser229  His224 Sim  M356, Y362 C1-Rosa
SClwntM Ser238  Ser233 Sim  P360, W361 C4-Azul
sCwniN S22 |ysa19 C349,C350  C6-Vermelho
SClwntO Ser139  Gly135 -
SClwntP Ser234  Phe229 Sim Sim -, W367 C2-Verde
sClwntQ gﬁr622224é Arg219  Sim Sim C344,C345  Céd-Azul
SClwntR Thr264  Lys259 Sim Sim C382, C383 C6-Vermelho
SClwntS Ser284  Asn279 Sim C416, C417 C1-Rosa
SClwntT Thr251  Lys246 Sim C370, C371 C6-Vermelho
SClwntU 22:220066 Arg201 Sim Sim  S341,V344  C4-Azul
Sycon coactum (Calcaronea)
SCOwntl Thr222  Lys217 Sim C340, C341 C6-Vermelho
SCOwntll  Thr229  Lys224 C350, C352 C6-Vermelho
SCOwntlll  Thr225  Lys220 C347, C348 C6-Vermelho
SCOwntlV  Thr225 Lys220  Sim C354, C355 Cb-Laranja
SCOwntV C230 Lys225 Sim C356, C357 C5-Laranja
SCOwntVlI  Ser272  Arg267  Sim Sim Sim C399, C400 -
scowntx1 ("2 Thr224  Sim Sim C383,C384  Cd-Azul
SCOwntX2 Ser239 Tyr234 Sim Sim K370, W373 C2-Verde
scowntx3  321% ser209 Sim  P334, - C4-Azul
scowntxa 3520 Lys221  sim Sim  C336,C337  C2-Verde
scowntxs 52293 Ginoog sim D419, v423 ~ C1-Rosa
Ser295

Vinte e cinco modelos tridimensionais apresentaram perdas significativas no
dominio CTD, sofrendo a descaracterizagao da dupla de folhas-B que formam a estrutura

B-hairpin (Tab. 1, Fig. 7). Todas essas proteinas estdo contidas nos clados C1-Rosa
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(excecdo de LCOwntS que apresenta as duas folhas-3), C2-Verde, C3-Amarelo e parte do
C4-Azul (excecdo de SClwntM, SCOwntX3, LCHwntK, LCOwntU e SClwntU) (Fig. 4).
Novamente, ndo ha sinal filogenético para essas perdas que ocorrem em todas as
espécies: em SCl 9 das 21 coépias apresentaram perdas, em LCO 6 de 17 copias
apresentaram perdas, em SCO 5 das 11 copias apresentaram perdas, e em LCH 5 das 13

copias apresentaram perdas.

(a) (b)

Figura 07- Casos extremos de perdas no dominio CTD (index finger) nos modelos tridimensionais das
proteinas WNT de Calcarea. (a) LCHwntD; (b) LCHwntl; (c) LCOwntK; e (d) LCOwntU. A escala de cores &
referente ao intervalo de confiabilidade global da modelagem, em que azul é maior confiabilidade e
vermelho menor confiabilidade. As setas indicam a regido onde se esperaria o dominio CTD.

Apesar da grande conservagao encontrada nos sitios que contém residuos de
Cisteina, algumas proteinas exibem substituicbes pontuais nesses sitios onde
esperariamos a presencga desse residuo. Dois sitios do alinhamento se destacam, C530 e
C534, com substituicdes em seis proteinas. Em C530: LCOwntS sofre dele¢ao, SClwntH

e SCOwntX4 sofreram substituicdo para Treonina, LCOwntH sofre substituicdo para
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Valina, LCHwntl sofre substituicdo para Lisina, LCHwntM sofre substituicdo para
Isoleucina. Em C534: SCOwntX2 sofre uma substituicdo para Leucina, SClwntP sofre
substituicdo para Metionina, LCOwntP sofre substituicdo para Alanina, SClwntS sofre
substituicdo para Isoleucina, LCOwntS sofre delegcdo, LCOwntH sofre substituicido para
Isoleucina. Essas proteinas com alteracdes em C530 e C534 estdo nos clado C1-Rosa e
C2-Verde que possuem estruturas tridimensionais menos ordenadas na sobreposicéo.
Desse clado, as proteinas SCOwntX2, SCOwntX4, SClwntH, SClwntP, SClwntS,

LCHwntM, LCOwntH, LCOwntP sofreram também perdas significativas no dominio CTD.

Padroes de coevolugao

Encontramos 111 pares de aminoacidos coevoluindo com pp>=0.95 por meio da
analise BGM. Nessa analise, o padrao de coevolugdo observado se da pelo viés de
substituicdo conjunta, ou seja, quais sdo as chances de um par de sitios sofrer mudancas
em seus aminoacidos ao mesmo tempo e de maneira relacionada. Dessa forma, esses
sitios apresentaram grande variedade de aminoacidos ao longo do alinhamento. Partindo
desses pares, notamos que alguns sitios se repetiam mais que outros, a exemplo, o sitio
830 aparece nove vezes pareado aos sitios 326, 385, 432, 563, 572, 606, 633, 741 e 786
(Fig. 7a-b). Com esse mesmo padréo, outros dois sitios se destacaram: 338 e 385. Além
disso, duas regides apresentam pares intercalados: a regido 440 tem os pares 442-443,
443-446 e 444-447 (Fig. 7c); a regiao 660 tem os pares 661-662, 662-663, 661-664 e
662-665 (Fig. 7b). Os dominios CTD e NTD apresentaram pares de sitios coevoluindo
intra e inter-regides, a exemplo do par 830-432 (CTD-NTD, respectivamente), mas os
pares de sitios na regido ligadora (Linker) coevoluem apenas entre si, a exemplo 662-665
(Linker-Linker) (Fig. 7b). Ao longo do alinhamento, a maior parte das 62 proteinas nao
apresenta aminoacidos nas regides 440 e 660, ou seja, ao longo dos sitios 440 e 660 no
alinhamento, a maior parte das proteinas estudadas apresentam gaps, auséncia de
aminoacidos. Vinte proteinas das quatro espécies apresentam aminoacidos nos sitios da
regiao 440 do alinhamento, doze proteinas das quatro espécies apresentam aminoacidos
nos sitios da regiao 660 do alinhamento e apenas seis apresentam ambas as regides
(Tab. 1). Nao ha um padrdo no agrupamento dessas proteinas nas filogenias de
estruturas primarias ou terciarias, elas estdo distribuidas ao longo dos seis clados (Fig.
4a). Notamos que essas proteinas que apresentaram aminoacidos coevoluindo na regiao
440 do alinhamento também demonstraram um prolongamento na regiao NTD, como em
SClwntF (Fig. 7c).
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Figura 8 - Visualizagdo de alguns sitios de aminoacidos coevoluindo em modelos tridimensionais das
proteinas de WNT de Calcarea. (a) Pares, em vermelho, do sitio 830 do alinhamento (asterisco) na proteina
SClwntA; (b) Circos-plot demonstrando os sitios coevoluindo por viés de substituicdo conjunta; (c) Regides
do alinhamento: 440, destaque em laranja no sitio (seta laranja), e 600, destaque em rosa no sitio (seta
rosa) na proteina SClwntF.

Encontramos seis grupos de aminoacidos coevoluindo por conservagao, ou seja,
sendo mantidos de forma conjunta em determinados sitios do alinhamento com pp>=0.8.
Esses seis grupos nédo sao relacionados aos clados C1-C6 mencionados anteriormente.
Esse padrao de coevolugdo sugere que esses sitios sdo necessarios a manutencao da
forma e da fungcdo da proteina. Denominados de G1 a G6, os grupos de aminoacidos
coevoluindo nos sitios do alinhamento sdo: (Grupo 1 - G1) Acido glutamico 110, Glicina
1425, Glutamina 115, Fenilalanina 1416; (Grupo 2 - G2) Fenilalanina 2773, Glicina 102,
Glicina 476; (Grupo 3 - G3) Acido aspartico 943, Asparagina 1296, Asparagina 1292;
(Grupo 4 - G4) Cisteina 2781, Cisteina 2787; (Grupo 5 - G5) Leucina 53, Glutamina 60, e,
(Grupo 6 - GB) Acido aspartico 921, Asparagina 923 (Fig. 9). Ressaltamos que nenhuma
das 62 proteinas WNT de Calcarea possuiam simultaneamente de forma integral todos os
aminoacidos de todos os seis grupos indicados anteriormente nos sitios sob coevolugéo,
ou seja, em nenhuma das 62 proteinas ha simultaneamente todos os aminoacidos dos
grupos G1-G6. Por exemplo, algumas proteinas n&o apresentaram G1-G6 integralmente
devido a substituigdes: SClwntH e SCOwntX4 ndo apresentaram os aminoacidos Acido
aspartico943-Asparagina1296-Asparagina1292 do grupo G3, pois apresentaram outros
aminoacidos nesses sitios. Além disso, notamos que no grupo G4, as mesmas proteinas
que sofrem substituicdo da dupla de Cisteinas também tém perda da dupla de folhas-3 no
dominio CTD. Outro exemplo é o de perdas de aminoacidos nos sitios coevoluindo
demarcados em G1-G6, como em LCOwntU em que ha perda dos dois aminoacidos do

grupo G5.
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Figura 9 - Visualizagdo dos seis grupos de aminoacidos coevoluindo por conservagao nas proteinas WNT
de Calcarea, exemplificada no modelo tridimensional da proteina SClwntA. Destacamos que existem
substituicbes nos sitios 115 e 1416 do alinhamento em G1. (Q115R, F1416V) e substituigbes nos sitios
1296 e 1292 do alinhamento em G3 (N1296H, N1292A). G1 - amarelo, G2 - Verde claro, G3 - Vermelho, G4
- Azul, G5 - Rosa, G6 - Laranja.
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DISCUSSAO

A via de sinalizacdo do WNT é essencial para o desenvolvimento animal e esta
relacionada a padronizagao corporal (Willert, Nusse, 2012). A proteina WNT é restrita aos
metazoarios e aparece no primeiro filo a divergir na linhagem animal, os poriferos, no qual
vem sendo associada a fungbes do desenvolvimento, como a polarizagao de seu sistema
aquifero (Adell, et al., 2007; Adamska, et al., 2010; Lapébie, et al., 2009; Windsor, Leys,
2010; Leininger, et al., 2014; Riesgo, et al., 2014, Borisenko, et al., 2016, Windsor-Reid, et
al., 2018, Borisenko, et al., 2021). Uma das classes do grupo apresenta um numero de
copias WNT elevado em relagao as demais espécies estudadas, mesma classe que
possui caracteristicas do desenvolvimento Unicas em relagdo as demais esponjas, fatos
que instigam o estudo dessas proteinas nas duas subclasses desse grupo (Leininger, et
al., 2014; Riesgo, et al., 2014). Neste trabalho, ndés respondemos a pergunta ‘Quais
inferéncias evolutivas podem ser feitas a partir da comparagdo da diversidade de
estruturas primarias e da diversidade de estruturas terciarias das proteinas WNT?".
Descrevemos, pela primeira vez para a subclasse Calcinea, a presenca de 13 copias
WNT na espécie Leucetta chagosensis. Delimitamos seis clados (C1-C6) de proteinas
WNT através da topologia da filogenia de estruturas primarias e sobreposicao de
estruturas terciarias, também identificamos dois grandes agrupamentos de proteinas WNT
em Calcarea quanto a manutengcdo da forma tridimensional - um que mantém a forma
“tradicional” e outro que apresenta alteracdes. Identificamos padrdes de conservacao de
aminoacidos, como a manutencdo dos sitios relacionados a manutencdo da forma na
proteina WNT em Calcarea, os residuos de Cisteina; e padrdes de coevolugido de
aminoacidos, como as altera¢des na regido ligadora. Nossos resultados apoiam a ideia de
que em Calcarea ha mais diversidade de estruturas primarias do que de estruturas

terciarias.

Caracterizacao, diversidade e evolugao das proteinas WNT na classe Calcarea

As proteinas WNT da classe Calcarea apresentam o numero esperado de
aminoacidos, 350-400, e as caracteristicas definidoras da proteina: 22-24 residuos de
Cisteina e o motivo RWNC parcialmente conservado (Croce, McClay, 2009; Janda, et al.,
2012; Windsor-Reid, et al., 2018). Das 62 proteinas estudadas, 57 tém mais de 350
aminoacidos, o que sugere adequacdo e consisténcia na obtencdo de dados, pois a

qualidade dos transcritos e a obtengcdo de Open Reading Frames (ORFs) pode impactar
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negativamente na completude da sequéncia de aminoacidos das proteinas causando
limitacbes nas analises. O padrao de Cisteinas e o motivo RWNC parcialmente
conservado estdo presentes nas espeécies deste estudo. As espécies da subclasse
Calcaronea - Sycon ciliatum (SCI), Sycon coactum (SCO) e Leucosolenia complicata
(LCO), cuja identificagdo se deu previamente em estudos ja publicados, e uma espécie da
subclasse Calcinea - Leucetta chagosensis (LCH), cuja identificacdo se deu por meio de
similaridade de sequéncias entre os transcritos da espécie e os WNT identificados em
outra esponja, Amphimedon queenslandica (Adamska, et al., 2010; Leininger, et al., 2014,
Windsor-Reid, et al., 2018). Apresentamos a primeira identificagcdo de WNT na subclasse
Calcinea para espécie L. chagosensis que contém 13 cédpias de WNT com padrao de

residuos de Cisteina conservados e motivo RWNC parcialmente conservado.

Um primeiro resultado importante do presente estudo diz respeito a esse numero
de copias elevado de WNT na classe Calcarea. Partindo da presente nova identificagao
de proteinas WNT em uma espécie da subclasse Calcinea, que possui numero similar de
copias ao identificado previamente para as espécies da subclasse Calcaronea, podemos
indicar que a expansao do numero de coépias se deu antes da separagao das duas
subclasses. Este numero € muito diferente do observado nas outras classes de esponjas.
Enquanto em Hexactinellida nenhum WNT & observado no genoma (Santini, et al., 2023),
nas classes Homoscleromorpha e Demospongiae ndo foram identificadas, até entao,
espécies com numero de copias WNT tao expressivos quanto a média apresentada na
classe Calcarea, apesar de existirem duas exceg¢des - a homoscleromorfa Oscarella
carmela com oito copias e a demosponja Halisarca dujardini com dez cépias (Leininger, et
al., 2014; Borisenko, et al., 2018). No entanto, ha chances de que os numeros de cépias
de WNT possam ser diferentes em todas as classes. Enquanto em Calcarea apenas a
espécie Sycon ciliatum teve a identificagdo de WNT a partir de seu genoma, para as trés
demais espécies a identificagao foi feita a partir de transcriptomas. O mesmo se aplica as
outras classes, pois ha poucos genomas publicados para as demosponjas e
homoscleromorfas, mais uma vez podendo haver mais copias ainda nao identificadas nas
espécies das duas classes. Entretanto, a demosponja Amphimedon queenslandica, uma

(15

espécie modelo no grupo Porifera para “émicas”, que possui seu genoma publicado e
relativamente bem estudado, apresenta apenas trés copias WNT identificadas (Adamska,

et al., 2010).
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Com o presente trabalho, verificamos mais uma similaridade que une os WNT das
esponjas aos demais metazoarios: a estrutura tridimensional tipica do WNT nos demais
metazoarios € encontrada nos WNT da classe Calcarea por meio de modelagem por
homologia. Das 62 proteinas estudadas, obtivemos modelos com identidade
molde-modelo superior a 30% para 56 delas, como recomendado pela plataforma
SwissModel, o que nos da seguranga para comparar os modelos obtidos neste estudo
(Kiefer, et al., 2009). Com o objetivo de evitar que artefatos estruturais surgissem em
resposta ao uso de moldes diferentes, optamos por utilizar um Unico molde: o WNT de
Homo sapiens, PDB:6AHY (Hirai, et al., 2018). Apesar da grande distancia evolutiva entre
esponjas e humanos, o maior valor de identidade para a modelagem das proteinas WNT
de Calcarea pode ser atribuido a melhor resolugao de cristalizagdo do WNT de humanos.
Isso significa que a estrutura tridimensional da proteina dos humanos € mais bem
resolvida (a proteina WNT humana cristalizada tem uma resolugéo de 2.8 Angstrom (A)),
se tornando um molde mais adequado para uma sequéncia de aminoacido do que uma
outra proteina com menor resolugédo. Além disso, existe um numero limitado de proteinas
WNT acessadas experimentalmente para os animais como um todo, além dos humanos,
ha cristalizagcdes para Drosophila melanogaster e Xenopus laevis, dois organismos que
também sao evolutivamente distantes das esponjas (Janda, et al., 2012; Chu, et al., 2013;
Hirai, et al., 2018). Os modelos tridimensionais das proteinas WNT em Calcarea
apresentam a forma caracteristica dos WNT nos demais animais: os dois dominios CTD e
NTD e uma regiao ligadora. A forma tipica da proteina WNT, que se da pela formagéo de
pontes dissulfeto em decorréncia da disposi¢cado de residuos de Cisteina ao longo de toda
sua extensédo, esta presente em todas as proteinas WNT de Calcarea modeladas (Janda,
et al., 2012). Esses residuos sdo conservados em sitios especificos das proteinas WNT
desde as esponjas calcarias até metazoarios mais derivados, reforcando a ideia de
origem ancestral do gene WNT a todos os metazoarios. Forma e funcdo estdo
estritamente relacionadas nas proteinas. Devido as diversas fungdes base no
desenvolvimento desempenhadas pela proteina WNT € esperado que a sua forma seja
conservada ao longo da evolugao (Bhattacharya, et al., 2017). Portanto, identificar a
manutengdo da forma da proteina em uma classe de esponjas € um indicativo de que
essas proteinas WNT podem atuar de forma semelhante nas esponjas como agem nas

vias WNT de outros animais.
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Dividimos seis clados de proteinas WNT na classe Calcarea, a partir da filogenia
de estruturas primarias, por meio da topologia da arvore e dos valores de bootstrap. A
composicao dos clados nao é restrita entre as espécies ou subclasses uma vez que um
mesmo clado apresenta proteinas das diferentes espécies da subclasse Calcaronea e
Calcinea, e.g., C4-Azul. Apenas C1-Rosa € composto exclusivamente por proteinas de
espécies de uma unica subclasse, Calcaronea. Entretanto, ndo ha uma implicacado direta
de origem exclusiva desse clado nessa subclasse ou de uma perda secundaria para a
subclasse Calcinea. Para tal afirmacao, ha a necessidade uma amostragem maior para
Calcinea, pois 0 ndo agrupamento dessa subclasse no clado C1-Rosa, pode ser particular
as proteinas WNT de L. chagosensis. Como ocorre, por exemplo, no clado C3-Amarelo,
composto por Calcaronea e Calcinea, em que ha 3 das 4 espécies, mas nao ha proteinas
WNT de S. coactum. A partir da divisdo desses clados na filogenia de estruturas
primarias, nés sobrepusemos as estruturas terciarias a fim de verificar o alinhamento dos
modelos no espago tridimensional. Notamos que os clados C1-Rosa, com sete proteinas,
e C2-Verde, com nove proteinas, apresentam um elevado grau de desordem entre as
sobreposi¢cdes na regido central da molécula e especialmente na regido NTD, onde
forma-se um emaranhado entre as estruturas das proteinas. O mesmo ocorre de forma
ainda mais destacada em C4-Azul, com 13 proteinas, também na regido central e na
regiao CTD. Uma das possiveis explicagbes para essa observagao seria o relaxamento
da selecao purificadora sobre essas copias. Isso permitiria a manutengdo de mudancas
no gene, como insergdes, resultando nesses aminoacidos que nao se ajustam
adequadamente na estrutura tridimensional através da modelagem nessas regides e a
posterior desordem no alinhamento estrutural. Apds um evento de expansao do numero
de copias de um gene, quando ha redundancia funcional entre as cdpias, as limitagbes
impostas a mutagdes, como as insercdes e delecdes, € reduzida para parte das copias,
aumentando as chances de diferenciacéo (Pointing, Russell, 2003). O clado C5-Laranja,
com 12 proteinas, apresenta a desordem de sobreposi¢cdo na regido NTD e na regiao
ligadora, porém as regides CTD e central da molécula estdo bem alinhadas. Em
contraponto, o clado C6-Vermelho, com 13 proteinas, apresenta um alinhamento no
espaco tridimensional bastante ordenado. Propomos que essa ordem esta relacionada a
conservacgao restrita da estrutura tridimensional. A selecéo purificadora, também definida
como restricdo funcional, atua restringindo as mutagdes aceitaveis em um sitio de forma
que nao haja prejuizo a fungao e estrutura de um gene ou proteina (Graur, Li, 2000). O

resultado da agao da selecao purificadora intensa sob um gene € a diminuicdo da taxa de
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ocorréncia de substituicdes (Graur, Li, 2000). Podemos inferir indiretamente que as
proteinas WNT que sao estruturalmente mais conservadas estdo sob acdo desse tipo de

selecdo, resultando na manutengao de sua forma e, consequentemente, funcao.

Esses desdobramentos evolutivos em decorréncia da expansao de cépias podem
ser verificados com o aparecimento de dois grandes agrupamentos das proteinas quanto
a forma tridimensional, outra evidéncia, encontrada neste trabalho, de que em Calcarea
ha mais diversidade de estrutura primaria do que estrutura terciaria. Podemos dividir as
proteinas WNT da classe Calcarea em um grupo estruturalmente muito préoximo e um
grupo de estruturas terciarias que ficam dispersas, a partir de uma PCA. Ao mapear o
grupo estruturalmente muito préoximo na filogenia de estruturas primarias, notamos que
essas proteinas estdo majoritariamente contidas nos grupos C5-Laranja e C6-Vermelho,
clados que consideramos anteriormente como estruturalmente conservados em relagao
as proteinas WNT cristalizadas de outros metazoarios. O agrupamento de proteinas
tridimensionalmente distantes estdo contidas majoritariamente nos clados C1-Rosa,
C2-Verde, C3-Amarelo e C4-Azul. Essas duas observacodes reforcam a ideia de estruturas
terciarias mais conservadas nessas 32 proteinas, enquanto as demais 30 proteinas
sofrem acumulos e perdas estruturais que as tornam menos correlacionadas
tridimensionalmente e menos conservadas estruturalmente. Uma hipdtese para a
formagdo desses dois agrupamentos de proteinas WNT na classe Calcarea é que a
expansao do numero de copias permitiu o relaxamento da seleg¢ao purificadora para um
grupo dessas proteinas, levando a manutencdo de mutagdes na regido NTD com a
consequente possibilidade de perda da forma e fungao tradicional associada a essas
proteinas na via WNT (Grauer, Li, 2000). Outra possibilidade € contraria a anterior: a
expansado do numero de cdpias permitiu que um grupo mantivesse a fungéo original da
proteina enquanto outro grupo pudesse ganhar nova fungao a partir dessas mudangas
(Grauer, Li, 2000). Entretanto, essas inferéncias sao indiretas e para confirmar perda ou
ganho de fungdo, estudos que investiguem a agéo desses genes, atraves da dinamica de
expressao da via WNT devem ser realizados em espécies calcarias de forma comparativa
a outras esponjas que nao tém essa expansao. Por exemplo, investigar se existem
diferencgas significativas no local e na duragao de expressao entre copias WNT contidas
no grupo conservado estruturalmente e copias que sofrem alteragbes estruturais para
Calcarea e comparar esses padrdes as especies demosponjas que apresentam menos

copias.
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Outra observacdo quanto a diversidade de WNT na classe Calcarea esta
relacionada a perda de parte do dominio CTD em algumas proteinas. Das 62 proteinas,
25 apresentaram perdas significativas no dominio CTD, dessas cinco proteinas tiveram
valor de identidade molde-modelo inferior a 30%. Como essa quantidade de proteinas foi
relativamente baixa, podemos, portanto, associar essas perdas a evolugdo no grupo e
que isso nao foi um artefato da modelagem. As proteinas que apresentam esse padrao
estdo nos clados C1-Rosa, C2-Verde, C3-Amarelo e C4-Azul, os mesmos clados que
contém proteinas estruturalmente distantes e que apresentam alteragdes na regiao NTD.
E plausivel associar a perda de partes do dominio CTD, que participa diretamente da
interacdo WNT-Fz, a possibilidade de perda de funcdo dessas proteinas WNT nas vias
em que ela atuaria normalmente.Notamos que as proteinas que possuem essa perda
encontram-se neste segundo agrupamento das proteinas mais distantes
tridimensionalmente. Podemos considerar esse grupo como menos conservado, em

funcéo das perdas no dominio CTD e acumulos e perdas estruturais no dominio NTD.

Os WNT de Porifera ndo se agrupam fortemente as 13 subfamilias WNT dos
demais metazoarios (ver Lapébie, et al., 2009; Adamska, et al., 2010; Leininger, et al.,
2014; Borisenko, et al., 2016; Windsor-Reid, et al., 2018). Em uma tentativa anterior de
agrupar os WNT das esponjas em subfamilias especificas, Windsor-Reid e colaboradores
(2018) dividiram as subfamilias: PorWntA, PorWntB e PorWntC que agrupam os WNT das
espécies de demosponjas, Wntl e Wntll que agrupam os WNT das homoscleromorfas e
CalcareaWnt (CwntA/N-CwntU) que agrupa os WNT das espécies calcarias. A delimitagao
desses 20 agrupamentos (CwntA-CwntU) para os WNT das espécies calcarias foi feito
apenas com espécies da subclasse Calcaronea (SCI, SCO, LCO) (Windsor-Reid, et al.,
2018). Em nossa filogenia de estruturas primarias, nos recuperamos todas essas
subfamilias. Os grupos CwntA/N, CwntB, CwntD, CwntF, CwntG, CwntH, Cwntl,
CwntL, CwntM, CwntO, CwntR, CwntS e CwntT foram exatamente iguais em
composi¢cdo de proteinas e o agrupamento entre os ramos terminais. Nos nos mais
internos, esses 12 agrupamentos apresentavam apenas proteinas WNT da subclasse
Calcaronea. Nos recuperamos um ramo mais bem resolvido,
(LCOwNntG(SClwntG,SCOwntVI)), em comparagao a politomia do grupo CwntG,
delimitado por Windsor-Reid e colaboradores (2018). Os grupos CwntC, CwntE, CwntF,
CwntJ, CwntK, CwntP, CwntQ e CwntU mantiveram a composi¢ao de proteinas WNT das

espécies de Calcaronea, mas apresentaram também proteinas WNT de L. chagosensis
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(Calcinea). Em todos esses oito ramos compativeis com esses oito agrupamentos das
subfamilias, as proteinas WNT de LCH agruparam mais externamente em relagédo aos
ramos das proteinas de espécies de Calcaronea. A insercao de proteinas de LCH
(Calcinea) entre alguns grupos da subfamilia CalcareaWnt reforca a ideia de que a
expansdo de WNT em Calcarea ocorreu antes da divergéncia entre as subclasses. A
filogenia apresentada por Windsor-Reid e colaboradores (2018) é pouco resolvida nos nés
mais externos, mas ha dois ramos mais bem resolvidos: o agrupamento de CwntE,
CwntA/N, CwntT, CwntR, CwntJ, Cwntl, CwntC e CwntG, aqui denominado “(a)’; e o
agrupamento de CwntD, CwntQ e CwntF, aqui denominado “(b)”. Mesmo com a baixa
resolugcdo dos ndés mais externos na filogenia de estruturas primarias aqui apresentadas,
recuperamos integralmente os dois ramos (a) e (b) com valor de suporte superior a 0.75.
O agrupamento (a), em nossa filogenia, corresponde ao né que une C5-Laranja e
C6-Vermelho, dois clados que consideramos bem conservados quanto a estrutura
terciaria. O clado C4-Azul de nossa filogenia de estrutura primaria, com valor de suporte
superior a 0.75, contém o agrupamento (b) junto aos correspondentes de CwntM e
CwntU. Apesar dessa compatibilidade, os ramos que representam os agrupamentos da
subfamilia ndo necessariamente representam os clados C1-C6 que delimitamos aqui,
cada clado C1-C6 pode conter mais de um desses 20 agrupamentos da subfamilia
CalcareaWnt. Na segunda filogenia gerada neste estudo, relacionando as estruturas
terciarias das 62 proteinas, ndo recuperamos exatamente os nos mais externos que
correspondem aos seis clados (C1-C6) mencionados anteriormente, entretanto as
relagcdes entre as proteinas contidas dentro desses clados se mantém, por exemplo, as
proteinas dos clados C5-Laranja e C6-Vermelho se mantém associadas em ambas as
filogenias. Os diferentes agrupamentos dos ndés mais externos podem ser associados ao
uso de dados e métodos distintos para recuperar as duas filogenias. Nessa filogenia de
estruturas terciarias, recuperamos também os nds mais internos que correspondem em
partes as subfamilias CalcareaWnt delimitadas por Windsor-Reid e colaboradores (2018).
A maior divergéncia encontrada entre as duas filogenias geradas aqui em comparagao as
subfamilias CalcareaWnt, foi a posicdo da subfamilia CwntO - composta apenas por
SClwntO - que é isolada em relacdo as demais na filogenia de estruturas primarias e
também no estudo de Windsor-Reid e colabores (2018). Porém, na filogenia de estruturas
terciarias gerada neste estudo, CwntO aparece agrupada a CwntD. Ao tratar de proteinas
com tempo de divergéncia muito antigo, ou seja, relacbes evolutivas de origem muito

distante, alinhamentos de aminoacidos podem n&o ser estatisticamente acurados, ja que
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a divergéncia evolutiva da estrutura primaria ocorre de forma muito mais rapida em
relagdo a estrutura terciaria (Johson, et al., 1990a, Thorne, et al., 1996). Além disso,
dados de estruturas terciarias abrigam mais informagdes sobre uma proteina do que
dados de estruturas primarias (Johson, et al., 1990b). Nesse sentido, comparar as
estruturas terciarias pode ser uma solugcdo para recuperar relagbes evolutivas mais
fidedignas (Johson, et al., 1990a). Isso poderia indicar que filogenias de estrutura terciaria
para as proteinas WNT tém maior capacidade de recuperar as similaridades entre as
subfamilias de Porifera e podem ser utilizadas para recuperar as relagdes entre os WNT
de Porifera e dos demais metazoarios. Ademais, entre as subfamilias deve haver maior
diversidade de composicdo de aminoacidos do que de estruturas terciarias, reforcando a
hipétese de que em Calcarea ha mais diversidade de estrutura primaria do que estrutura

terciaria.

Ao nao se agruparem fortemente aos demais WNT dos metazoarios, os WNT de
Porifera devem, portanto, apresentar peculiaridades que surgiram no grupo ao longo de
milhdes de anos de evolugdo apos a divergéncia na linhagem dos metazoarios.
Identificamos uma dessas peculiaridades a nivel de estrutura terciaria, uma substituicao
de aminoacidos numa area de interacdo WNT-Frizzled. Encontramos nesse trabalho, em
20 proteinas nos seis clados (C1-C6) para todas as quatro espécies nas duas subclasses,
a substituicdo do aminoacido Serina pelo aminoacido Treonina na regido NTD onde ha
ligacdo com o acido palmitoléico. Apesar de Serina e Treonina serem aminoacidos
polares e possuirem um grupo hidroxila (-OH), esses sdo aminoacidos com chance de
permutabilidade reduzida, ou seja, a chance de ocorrerem substituicdes que levam a
mudanga Serina->Treonina é reduzida, segundo o método de Argyle (Grauer, Li, 2000).
Nao devemos, entretanto, descartar a possibilidade de que o aminoacido Treonina
permita a ligagdo WNT-Fz. A confirmagao dessa ligagao sé pode ser feita a partir de um
estudo especifico da dindmica dessa ligacdo. Nao ha marcacao filogenética para origem
dessa substituicdo entre as proteinas de Calcarea, o que implica em uma origem
ancestral - ao menos - a divisdo das duas subclasses do grupo. Para compreender a
origem dessa substituicdo, deve-se entdo avaliar qual residuo de aminoacido esta

presente nessa posi¢ao para as demais proteinas WNT reconhecidas no filo Porifera.

A estrutura tridimensional de uma proteina se da pela interagdo entre seus atomos,
levando a um complexo processo de dobradura, que resulta na proximidade entre sitios

de maneira nao linear (Fares, McNally, 2006). A evolugédo de uma proteina esta associada
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também a processos de coevolugao entre seus sitios, levando a conformacdes estruturais
especificas que resultam em restricdes funcionais (Fares, Travers, 2006). No&s
identificamos sitios coevoluindo sob dois processos distintos: coevolugao por conservagao
conjunta e coevolugao por viés de substituicdo conjunta. Identificamos seis grupos de
sitios coevoluindo por conservagédo (G1-G6) com sitios distribuidos ao longo de toda a
proteina. A coevolugcdo por conservacao desses sitios, indica a sua importancia para a
manutengao forma e fungado da proteina. Sitios ligados funcionalmente e estruturalmente
tendem a ser mantidos sob restricobes seletivas mais fortes, ou seja, os aminoacidos
contidos nesses sitios devem ser mantidos a fim de manter a funcdo e estrutura da
proteina e alteracbes nessas posi¢cdes podem ter resultados drasticos na conformagao
tridimensional (Fares, McNally, 2006; Codoner, Fares, 2008). Destacamos, especialmente,
a coevolugcao dos grupos G3 e G6 com residuos de aminoacidos relacionados a ligagao
WNT-N-Glicano e do grupo G4 com residuos de aminoacidos relacionados a forma da
proteina WNT. Os grupos G3 e G6 contém, respectivamente, um residuo do aminoacido
Acido aspartico e dois residuos do aminoacido Asparagina e um residuo do aminoacido
Acido Aspartico e um residuo do aminoacido Asparagina. Residuos de Asparagina estio
relacionados a adi¢céo de glicanos que compdem a estrutura quaternaria da proteina WNT
em X. laevis (Janda, et al., 2012). A posig¢ao do sitio na estrutura primaria para esses
residuos nao se sobrepbem perfeitamente aos residuos Asn104 e Asn263 de X. laevis,
porém esses residuos de Asparagina estdo em sitios proximos ao que seria esperado
para a ligagdo do N-Glicano na conformagao tridimensional, como em LCOwntA com
Asn166 e Asn285 e em LCHwntB Asn193 e Asn315. O grupo G4 contém uma dupla de
residuos de Cisteina localizadas no dominio CTD, os quais formam as pontes dissulfeto

gue mantém a estrutura caracteristica da proteina WNT.

Identificamos 111 pares de sitios coevoluindo por viés de substituicao conjunta. Os
sitios que estdo no dominio NTD coevoluem intra e inter-regibes, porém
preferencialmente entre si, os sitios da regido ligadora coevoluem exclusivamente
intra-regido e os sitios no dominio CTD coevoluem intra e inter-regides, mas
preferencialmente entre si também. Esse padrdo de evolugdo intra-regido pode estar
associado a historia evolutiva da proteina WNT, onde a composi¢ado em dois dominios da
proteina se da pela possivel origem como o resultado da jungdo de uma saposina e uma
citoquina (Bazan, et al., 2012). Considerando o argumento anterior de que mudangas em

sitios chave para forma/fungao podem ser drasticos para a proteina, podemos inferir que
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os sitios que estdo coevoluindo sob viés de substituicdo conjunta e que ndo estédo
diretamente ligados a forma/funcdo das proteinas WNT sd&o mantidos sob restricoes
seletivas menos fortes, resultando o que leva a possibilidade de ocorréncia desse tipo de
coevolugao (Codoner, Fares, 2008). Um exemplo para esse argumento, € a regiao
ligadora, que apresentou grande presenca de coevolugdo entre seus sitios. A regiao
ligadora possui maior flexibilidade molecular, em relagdo a sua forma tridimensional, por
nao estar envolvida diretamente na interacdo WNT-Fz ou na manuteng¢ao da forma da
proteina (Janda, et al., 2012; Hirai, et al., 2018).

Por fim, nossos dados indicam que a expansado do numero de copias WNT ocorre
em toda a classe Calcarea, antes da divisdo entre as duas subclasses. Ha maior
diversidade de estruturas primarias do que terciarias na classe, um reflexo da evolugao
das proteinas em que as estruturas primarias sofrem mudangas com maior facilidade do
que as estruturas terciarias. Notamos dois agrupamentos de estruturas terciarias, em um
ha manutencdo da forma da proteina WNT e em outro ha alteragdes da estrutura, um
possivel reflexo da alteracdo das restricdes da evolugdo sob essas copias. A proteina
WNT esta relacionada a formagao e evolugao do sistema aquifero, que organiza o plano
corporal do grupo Porifera. Indutivamente, a expansao de proteinas WNT em Calcarea
poderia estar relacionada a sua maior diversidade de planos corporais. Com a expansao
de copias e a alteracdo das restricdes evolutivas sobre parte delas, alguns genes
poderiam sofrer grandes mudangas (como as proteinas dos clados C1-C4) e serem
cooptados para exercer novas fungdes, podendo até mesmo participar de outras vias com
novos receptores. Esse € o primeiro estudo que avaliou a evolugdo da proteina WNT
através de estruturas primarias e terciarias para o filo Porifera, o primeiro grupo a divergir
na linhagem dos metazoarios. Um passo no entendimento da complexidade dessas
proteinas em uma classe com caracteristicas Unicas no filo, a classe Calcarea.
Compreender a evolugdo dessa proteina a nivel de estrutura primaria e terciaria em
animais tdo antigos € uma janela para compreendermos o funcionamento da via de

sinalizagao e suas consequéncias no desenvolvimento do plano corporal dos animais.
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APENDICES

O material suplementar listados abaixo podem ser acessados no link:
<https://drive.google.com/drive/folders/ImnRrLuH7mJzIb0SxmTA9FBBecHrtFOCf?usp=sh

aring>.
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Apéndice 5 - Tabela de conservagao de aminoacidos
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