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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

AVP — Vasopressina

AVPR1a — Receptor da vasopressina la
AVPR1b — Receptor da vasopressina 1b
AVPR2 — Receptor da vasopressina 2

GP — Glicopetideo

GPCRs — Receptores acoplados as proteinas G
NP — Neurofisina

OXT - Oxitocina

OXTR — Receptor da oxitocina

PVN — Nucleo paraventricular

SP — Peptideo sinalizador



RESUMO

A oxitocina (OXT) ¢ um nonapeptidio envolvido em um amplo espectro de fungdes
fisiologicas e comportamentais. Até recentemente acreditava-se em uma conservacao de
milhdes de anos da sequéncia de aminoacidos, levando a pensar numa unica proteina para
todos os mamiferos placentarios. Neste estudo foi analisada a oxitocina de 29 espécies de
primatas, e desse grupo, foram estudados também os receptores de oxitocina (OXTR) de 21
espécies. Registramos aqui uma quebra na linha de conservagdo descrevendo 3 novas
formas de OXT em macacos do Novo Mundo e reportamos um aminoacido (OXT-8Pro)
com sele¢do positiva na familia Cebidae; essa mesma posi¢do registrou uma significancia
estatistica (p= 0.003), numa analise de correlacdo com o tamanho da ninhada. Reforcando
essa correlagcdo, descrevemos uma nova forma de OXT (OXT-3Val-8Pro) nos Saguinus
(Cebidae), um género com um pronunciado cuidado parental dos machos aparentados ou
ndo. Em OXTR também foram detectados aminoacidos sob sele¢do positiva, assim como
processos de coevolucdo intramolecular e intermolecular com seu ligante, OXT. Com os
resultados aqui obtidos, propomos possiveis cenarios da interacao dessas novas formas de
OXT com seus receptores € propomos perspectivas para o estudo do sistema OXT-OXTR e

sua relacdo com outros sistemas.

ABSTRACT

Oxytocin (OXT) is a nonapeptide involved with a wide range of physiological and behavior
functions. Until recently it was believed that an unmodified oxytocin sequence was present
in all placental mammals. This study analyzed the oxytocin in 29 primate species, and the
oxytocin receptor (OXTR) was also investigated in 21 of these species. We reported here
an unprecedented lack of conservation, describing three novel OXT forms in the New
World Monkeys. A signal of positive selection was detected in OXT- 8Pro in the Cebidae
family and the same position showed a statistically significance (p= 0.003) correlation with
litter size. Reinforcing this correlation, we describe here a novel OXT form (OXT-3Val-
8Pro) in Saguinus (Cebidae), a genus with a pronounced male parental care. In OXTR
amino acids under positive selection as well as intramolecular and intermolecular

coevolutionary process with his ligand, OXT, were detected. We suggest some interaction



scenarios of the novel OXT forms with their receptors and we propose perspectives for the

study of the OXT-OXTR system as well as its relationship with other systems.

1. INTRODUCAO

Um sistema que facilita a reprodugcdo em todos os mamiferos: assim podem ser
definidos o nonapeptideo ciclico oxitocina (OXT) e as demais proteinas estruturalmente
ligadas a ele. A oxitocina tem sido relacionada com um amplo espectro de efeitos centrais e
periféricos, entre eles a modulagdo de reflexos neuroendodcrinos e o estabelecimento de
complexos comportamentos sociais (Bielsky & Young, 2004; Donaldson & Young, 2008;
Gimpl & Fahrenholz, 2001; Soloff et al., 1979).

Dentro desse amplo espectro, pode-se falar dos sistemas reprodutivos. Os
comportamentos monogamicos e poligamicos tém sido largamente estudados e sdo um
exemplo da importancia de se analisar a acdo da oxitocina e das proteinas a ela relacionadas
em animais (Young et al., 1998).

De 3-5% das espécies de mamiferos t€ém comportamentos monogamicos (Kleiman,
1977). Uma delas € o arganaz do campo (Microtus ochogaster), que vive nas pradarias da
América do Norte e apresenta relagdes monogamicas estaveis. Apos um intenso periodo de
unido inicial, o macho e a fémea formam um casal e vivem juntos em um Unico ninho. O
macho defende furiosamente sua parceira, € ambos os progenitores cooperam no cuidado a
longo prazo de seus filhotes. Ao contrario, o arganaz montanhés (Microtus montanus), que
vive em terras altas, é pouco sociavel e bastante promiscuo. Cada individuo vive em um
ninho isolado, os machos nao tomam parte nos cuidados com os filhotes, e as fémeas
cuidam da ninhada por pouco tempo (Wang & Young, 1997; Young, et al., 1996).

Qual seria a razdo dessas diferencas no comportamento, se ambas as espécies
pertencem ao mesmo género e partilham 99% da informacdo genética? (Magon & Kalra,
2011). Ao se observarem os processos endocrinos, pode-se achar uma possivel resposta.
Quando os arganazes de campo copulam, dois hormonios sdo liberados da pituitaria
anterior: oxitocina (OXT) e vasopressina (AVP). Se a liberacdo desses hormonios ¢
bloqueada, o comportamento do arganaz do campo fica muito semelhante ao de seus
primos da montanha (Neumann, 2008). Por outro lado, se forem aplicadas inje¢cdes de OXT

e de AVP nos arganazes de campo, a0 mesmo tempo em que a copula € evitada, eles ainda
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tém preferéncia pelo seu parceiro (Ross et al., 2009; Ross & Young, 2009), evidenciando a
importancia desses dois hormonios neste comportamento para a espécie do campo.

No entanto, quando OXT e AVP sdo aplicadas no arganaz montanhés, ndo ¢
determinada nenhuma mudanga no seu comportamento. E possivel especular que a auséncia
de resposta, nesse caso, se¢ deva ao fato de esses animais ndo terem receptores em
determinadas regides do cérebro para interagir com os hormonios nas condigdes fornecidas
pelo experimento.

Esse exemplo ilustra muito bem o fato de que, assim como os hormonios, seus
receptores — OXTR para OXT e AVPRla, AVPRIb e AVPR2 para AVP — sido
igualmente importantes para determinar um fenotipo comportamental como os descritos
anteriormente.

De fato, se os receptores sdo inativados por antagonistas, a formacdo do casal
arganaz do campo ¢ evitada pela fémea, por meio da inativacdo de OXTR, e pelo macho,
por meio da inativagdo de AVPRIA, AVPRIB e AVPR2 (Winslow et al., 1993).

Esses achados sugerem hipoteses muito interessantes acerca da evolugdo de
comportamentos sociais complexos. Dentre essas poderiamos nos perguntar: em que
medida as mudangas no repertéorio de comportamentos reprodutivos como 0s acima
referidos seriam explicadas por mutacdes nos genes dos hormoénios e/ou quantas seriam

decorrentes de mutagdes em seus receptores?

Complexo OXT-OXTR e outros sistemas relacionados

Desde 1906, quando H.H. Dale, farmacologista britanico, descreveu o que ele
denominou como ergot, t€m-se estudado as propriedades da oxitocina (Dale, 1906). O
primeiro processo com o qual relacionou-se esse hormdnio foi o parto, determinando o seu
nome — oxitocina —, um neologismo grego que significa “parto rapido”. Anos depois, Ott ¢
Scott (1910) propuseram sua relagdo com a lactacdo. J4 a sequéncia de nove aminoacidos
que compdem a oxitocina foi revelada em 1953 (Du Vigneaud, Ressler, & Trippett), e
sintetizada um ano depois (Du Vigneaud, 1954). Posteriormente, foi descoberta a presenca
de um pré-hormonio, constituido pela oxitocina e pela neurofisina, a qual participa do
transporte da OXT do hipotdlamo a pituitaria posterior (Brownstein et al., 1980). O gene do
receptor da oxitocina (OXTR), por sua vez, foi clonado em 1992 (Kimura, et al., 1992).



Esses e muitos outros estudos tém definido as fun¢des da oxitocina bem como de
seu receptor. E importante salientar o duplo papel que ela exerce, ja que atua tanto como
neurotransmissor quanto como hormoénio, seja em humanos ou em outros mamiferos. As
acdes periféricas do complexo ativado incluem a estimulagdo para a dilatagdo cervical, a
contracdo uterina durante o parto, a liberacdo do leite em maes lactantes e o orgasmo
durante a atividade sexual. Uma recente revisdo (Lucion & Bortolini, 2014) traz detalhes
sobre abordagens adotadas para o entendimento dos mecanismos envolvidos no cuidado
parental, dentre estas, aspectos fisiologicos e genéticos, dos quais os sistemas OXT-AVP
tém papel de destaque. No cérebro, a OXT influencia nas fun¢des cognitivas, emocionais e
sociais e, também, em comportamentos maternos e sexuais (Ebstein, et al., 2012).

A OXT ¢ um nonapeptideo composto por Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly,
sequéncia na qual as duas cisteinas (Cys) sdo conectadas por uma ponte disulfeto (Figura 1).
Sua estrutura ¢ similar a da AVP, diferenciando-se em dois aminoacidos. Seus respectivos

genes (OXT e AVP), sdo conservados através de inimeras espécies de diferentes taxa

(Hoyle, 1998; Tessmar-Raible et al., 2007).

20p13

IGR

v || COOH

|| ILNHz

GP NP AVP

Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

Figura 1. Diagrama dos genes de oxitocina e vasopressina (respectivamente, OXT e AVP,
representados pelas setas grandes), enquanto os pré-proé-hormonios sdo ilustrados pelas caixas. A
sequéncia de aminoacidos de cada um dos nonapeptideos aparece abaixo ¢ a localiza¢do destes no
cromossomo 20 humano ¢ ilustrada acima. Os éxons sao mostrados como setas azuis pequenas, € 08
introns como linhas pontilhadas. IGR representa a regido intergénica; SP, peptideo sinalizador; NP,
neurofisina; GP, glicopeptideo. Os residuos de aminoacidos que diferem entre as moléculas estao
representados em vermelho (Extraido de Lee et al., 2009).
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O gene OXT estd localizado no mesmo cromossomo onde também se localiza o
gene AVP, mas ambos estdo orientados numa dire¢do transcricional contraria (cromossomo
2 em camundongos, ¢ 20 em humanos; Figura 1). Esse fenomeno ¢ visto ainda em outros
mamiferos. Ambos os genes possuem trés éxons e dois introns com uma alta identidade e
estdo separados por uma regido intergénica que varia em todas as espécies (1,1 kb em ratos
e humanos, e 3,6 kb em camundongos). Essa por¢do, normalmente conservada, possui
sequéncias reguladoras (Gainer, et al., 2001).

A Figura 1 também mostra que o chamado pré-hormoénio ¢ formado pela sequéncia
da OXT, da neurofisina (NP) e do peptideo sinal (SP), enquanto o outro pré-hormdnio
relacionado envolve a sequéncia da AVP, da neurofisina (NP) e do peptideo sinal (SP),

acrescida da sequéncia de um glicopeptidio (GP).
Evolucio do sistema OX7/OXTR e proteinas relacionadas

Virtualmente, todas as espécies de vertebrados possuem sistemas como o da OXT e da
AVP ou proteinas similares a essas, contabilizando um total de 13 nonapeptideos (Tabela 1).
A vasotocina, por exemplo, similar a vasopressina e a OXT, foi encontrada nos
Ciclostomados (lampreias) e em peixes 0sseos. A diferenca entre AVP e vasotocina ¢ a
presenca de uma Ile (vasotocina) ou Phe (AVP) na posic¢ao 3; por outro lado, a diferenga
entre OXT e vasopressina ¢ uma Arg (vasotocina) ou uma Leu (OXT) na posicao 8 (Figura
2). A mesotocina, por sua vez, difere da OXT pela presenga de uma Ile na posi¢do 8 (Leu
em OXT) e pode ser observada em peixes pulmonados africanos e australianos, anfibios,
répteis e aves, encontrando-se também em marsupiais, particularmente em duas espécies

que apresentam, além da mesotocina, a OXT (Tabela 1).

A pouca variagdo do hormonio pode ser observada em todos os vertebrados dsseos
j& investigados, com exce¢do dos peixes cartilaginosos, que apresentam variabilidade e
dualidade no sistema, como mostra a Tabela 1. Por exemplo, além da vasotocina, as raias
da subclasse Selachii possuem o hormdnio glumitocina (presenca de uma glicina na posi¢ao
8, quando comparada a oxitocina), enquanto os tubardes possuem dois peptideos:
aspargtocina, (presenga de uma asparagina na posi¢cdo 4) e valitocina (presenga de uma

valina na posi¢do 8) quando comparadas a oxitocina. A mesma comparagdo pode ser feita
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com o cagdo, no qual se encontra a asvatocina (uma asparagina na posicao 4, e uma valina
na posicdo 8) e a phasvatocina (fenilanina, asparagina e valina nas posi¢des 3, 4 e 8

respectivamente).

Esses peixes cartilaginosos utilizam a ureia como elemento de osmorregulagdo, e
uma gama maior de hormonios similares 8 OXT pode ter ajudado nessa funcdo, de acordo

com alguns autores (Acher, et al., 1995).

Figura 2. Homologos de oxitocina e vasopressina. Extraido de Donaldson e Young, (2008).

Vasopressin (mammals)
Cys. Tyr-Pha-Gin.AsnCys-Pro-ArgGly-NH

Lysipressin (pigs, marsupials) Oxytocin
Cys TyrPhe Gin-AsnCys Pro.LysGlyNH_ Cys-Tyrlla-Gin- Asn.Cys-Pro-Lou-Gly-NH,

Phenypressin (marsupials)
Cys-Phe.-Fre .Gin-Asn-Cys Pro. Arg-Gly-NH,

Mesotocin

i Tyntle.Gin.Asn.Cys.Pro. )
Vasotocin Cys:Tyntlo-Gin-Asn. Cys.Pro.lie GlyNH,

Cys-Tyrlla-Gin-Asn-Cys -Pra-Asg-Gly-NH,

Isotocin
Cys Tynlle.SenAsn.Cys-Pro-LouGlyNH,

Annepressin {annefid worms)
Cys PheVal Arg: Asn: Cys. Pro«The  Gly - NH,

Conopressin (snails, cones, sea hare, leeches)
Cys-Phavllo-Ra-Arg-Asn-Cys. Pro. Lya/Ang -Gly-NH

Inotocin {some insects)
Cys.LoulleTrr. Asn.Cys-Pro-ArgGly - NM,
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Tabela 1. Oxitocina e peptideos relacionados.

Hormonio Aminoacidos? Animais onde se faz(em)
presente(s)
2 3 4 8

Oxitocina Tyr Ile Gln  Leu Mamiferos placentérios,
alguns marsupiais

Mesotocina * * * Ile Marsupiais, tretrapodos nao
mamiferos®

Isotocina * * Ser Ile Osteictios (peixes 0sse0s)

Aspargtocina/ * * Asp/*  */Val Condrictios (peixes

Valitocina cartilaginosos)

Asvatocina/ * */Phe Asp  Val Condrictios (peixes

Phasvatocina cartilaginosos)

Cephalotonina * Phe Arg  lle Moluscos (Octopus vulgaris)

Annetocina Phe Val Arg  Thr Anelideos

Vasotocina * * * Arg Vertebrados ndo mamiferos,
cicléstomos

Vasopressina * Phe * Arg Mamiferos

Lysipressina * Phe * Lys Porco, alguns marsupiais

Fenipressina Phe Phe * Arg Macropddidos (Marsupiais)

Locupressina Leu * Thr Arg Insetos (Locusta migratoria)

Conopressina Ile/Ph  * Arg  Arg/Lys Moluscos

e

20s aminoacidos 1Cys, 5Asn, 6Cys,7Pro e 9Gly (NH2) sao conservados.

PInclui peixes pulmonados.

* Aminoacidos iguais aos presentes na oxitocina (Acher et al., 1995).
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Receptores, interaciao com os hormonios e expressao diferencial.

O unico receptor conhecido para a oxitocina, o OXTR, ¢ um polipeptidio de 389
aminoacidos, com sete dominios transmembrana, que faz parte dos receptores acoplados a
proteina G de classe I denominados GPCRs (G-protein coupled receptors). No genoma
humano, o gene OXTR estd localizado na regido 3p25-3p26.2 (Kimura et al., 1992) e
apresenta 17 kb, tendo 4 éxons e 3 introns. No entanto, somente os éxons 3 e 4, os quais
estdo separados por um intron de 12 kb, sdo traduzidos. O quarto éxon codifica o ultimo

dominio transmembrana, como ilustra a Figura 3.

ex jyex ex ex
1 (2]l 3 4
ATG 1 I m wv v viI Vi TGA

Figura 3. Esquema grafico do gene OXTR e sua correspondéncia com a estrutura do receptor da
oxitocina. As d4reas escuras, numeradas por algarismos romanos, correspondem aos dominios

transmembrana de OXTR (extraido de Gimpl & Fahrenholz, 2001).

O RNAm do receptor foi reportado como tendo dois tamanhos: 3,6 kb no seio de
maes lactantes e 4,4 kb no ovario, endométrio uterino e miométrio. Isso pode ter influéncia
sobre o incremento do nimero de receptores no trabalho de parto, pois um RNAm maior
(cauda poli A) aumenta a estabilidade da molécula e facilita a tradu¢ao (Kimura et al.,
1992).

A classe I da familia de receptores GPCR, a qual pertence o receptor OXTR,
apresenta um mecanismo comum de ativagdo e traducdo de sinal & proteina G. Essa
ativacdo se caracteriza por uma mudanga na orientacdo do dominio transmembrana 3 ¢ 6

(Figura 5), liberando os sitios de unido a proteina G (Gimpl & Fahrenholz, 2001).
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TRENDS in Endocrinology & Metabolism

Figura 4. Modelo esquematico da estrutura da OXT e de OXTR. A oxitocina ¢ mostrada acima, a
esquerda, em vermelho, com seus residuos de aminoacidos numerados de 1 a 9. O receptor, em azul,
mostra a interacdo do hormoénio quando o complexo esta ativado. Os sete dominios intermembrana
de OXTR estao indicados por nimeros romanos. O circulo amarelo denota os residuos L114, V115
e K116, pontos de contato especificos dos antagonistas da OXT. Compilado de (Zingg & Laporte,
2003).

Virios estudos mostraram também que a parte ciclica da OXT interage com o ter¢o
superior do receptor, especificamente com os dominios transmembrana 3, 4 ¢ 6 (Figura 5).
Por outro lado, a parte carboxiterminal da OXT permanece mais em contato com o0s

dominios 2 e 3 na superficie e com o primeiro loop do receptor OXTR (Zingg & Laporte,

2003).

Através de construtos quiméricos e truncados, tem se demonstrado que a regido N
terminal do receptor ¢ fundamental para a unido a OXT. Dentro dessa regido, a arginina, na

posicdo 34 da cadeia de aminoacidos do OXTR (Arg-34-OXTR), teria um papel
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fundamental, j4 que ¢ conservada nas posi¢des correspondentes nos receptores de
hormonios de diferentes faxa, como € o caso da mesotocina, isotocina, vasotocina, bem
como nos trés tipos de receptores da vasopressina (Wesley et al., 2002).

Chini e colaboradores (1996), por sua parte, demonstraram que a fenilalanina na
posicdo 103 da cadeia de aminoacidos do OXTR (Phe-103-OXTR), localizada na regido da
primeira alga extracelular, ¢ muito importante para a efetivacdo da ligacdo com OXT,
especificamente com o oitavo aminoacido, a leucina (Tabela 2). Vale lembrar que € nesse
sitio da cadeia de aminoacidos da oxitocina que esta localizada uma das diferencas entre
esse hormonio e a vasopressina; na posicao 8, ha uma leucina na oxitocina e uma arginina
na vasopressina (Arg-8-AVP; Figuras 1 e 2).

Um ano antes, o0 mesmo autor (Chini et al., 1995), descreveu a possivel interagao
entre Arg-8-AVP e a tirosina 115 do receptor AVPRIA (Tyr-115- AVPRIA).
Curiosamente, Tyr-115- AVPRI1A esta localizado na primeira alca extracelular do receptor,
sendo homologa a posicdo Phe-103-OXTR, mostrando uma interagdo significativa ao
substituir esse aminoacido (Tyr) pelo equivalente no OXTR (Phe), evidenciando, deste
modo, o papel importante desse sitio na afinidade e na seletividade do receptor (Tabela 2).

Estudos adicionais mostraram que os aminoacidos Tyr 209 e Phe 284 do OXTR
apresentam papel importante na interagdo com o hormdnio, interagindo possivelmente com
o segundo residuo aromatico (Tyr) e o terceiro hidrofobico (Ile) da OXT (Figura 3). E
interessante notar que a Ile na posicdo 3 (Ile-3-OXT) ¢é o residuo que difere entre a
oxitocina e a vasopressina (Phe-3-AVP) na parte circular da molécula (Figura 2). Essas
diferencas poderiam estar contribuindo com o reconhecimento especifico da molécula com
seu receptor, (Chini et al., 1996; Tabela 2). Vale lembrar ainda que a AVP pode agir como
um agonista completo ou parcial do receptor OXTR humano (Chini et al., 1996).

Deve-se considerar, também, que os aminodcidos Arg-137-OXTR e Asp-85-OXTR, entre
outros, foram objeto de estudos através de mutacdes induzidas em organismos modelos e
simuladas computacionalmente (Fanelli et al.,1999). Mutagdes Arg-137-Ala e Asp-85-Ala
levaram a um receptor constitutivamente ativo e inativo, respectivamente. Com isso,
podem-se inferir seus papéis na ativacdo do complexo, no reconhecimento do agonista, bem

como na interagdo com a proteina G (Fanelli et al.,1999).
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Tabela 2. Alguns aminoacidos importantes do OXTR que interagem direita ou indiretamente na
ativacdo do complexo.

Aminoacido Posicao Provavel funcao Referéncia

(aa)

Asp 85 Ativacdo, reconhecimento (Fanelli, et al., 1999)
do agonista, interacdo com a

proteina G

Arg 137 Ativacdo, reconhecimento (Fanelli et al., 1999)
do agonista, interacdo com a

proteina G

Phe 284 Uniado ao hormonio; OXT-  (Chini et al., 1996)

3-Iso

Glu 307 Ativacao (Fanelli et al., 1999)
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® Aminoécidos que variam enfre espécies
@ Aminoacidos conservados entre espécies
©® Aminoacidos submetidos a mutagénesis
@ Aminoécidos que interagem com a parte C
terminal tripeptidica da OXT
© Aminoacidos que interagem com a parte N terminal OXT
® Aminoacidos requeridos para o acoplamento a
proteina G
() # Aminodcidos importantes no acoplamento efou
na ativagdo do complexo. Tabela 2.

Figura 5. Modelo esquematico do OXTR indicando quais sdo aminodcidos conservados (azuis)
entre os receptores de diferentes espécies (Homo sapiens, Macaca mulatta, Sus scrofa, Bos taurus,
Ovis aries, Ratus ratus ¢ Mus musculus; Gimpl & Fahrenholz, 2001). Os aminoacidos verdes
apresentam variagoes entre as espécies. Em preto, aminodcidos que foram objeto de estudos através
de mutagdes induzidas em organismos modelos e simuladas computacionalmente, ver texto.
Aminoacidos com letra laranja sdo importantes no acoplamento e/ou ativagdo da proteina G.
Aminoacidos delimitados por circulo laranja participam na ligagdo ao hormoénio e/ou na ativagdo do
complexo (Tabela 2). Tomado e modificado de (Gimpl & Fahrenholz, 2001).

18



Diferentemente de muitos outros membros da familia de receptores acoplados a
proteina G, OXTR apresenta mudangas marcantes nos niveis de expressdo em células
especificas. No utero, a expressao do OXTR aumenta duas vezes durante a gestagdo.
Depois do parto, ha queda dessa expressdo, enquanto que, nas glandulas mamarias, essa ¢é
mantida durante o periodo de lactagdao. Essa distribuicao tecido-especifica permite que a
interagdo OXT-OXTR seja mais ou menos ativa em periodos especificos (Zingg & Laporte,
2003).

Camundongos nocaute sdo ferramentas importantes para estudos que buscam
informagdes sobre a funcionalidade de um determinado gene. Por exemplo, os
camundongos sem nenhum RNA mensageiro que codifique a OXT, mas sem alteragdes na
expressao de AVP, possuem um comportamento sexual e fertilidade aparentemente
normais. Assim, pode-se interpretar que a AVP pode compensar a auséncia de OXT nos
camundongos nocaute para este gene (Bales & Perkeybile, 2012). Takayanagi (2005), por
sua vez, gerou camundongos nocaute para OXTR, as fémeas ndo apresentaram déficits
evidentes de fertilidade ou comportamento reprodutivo. No entanto, apds um parto normal,
foi observado que elas apresentaram problemas na lactacdo. Filhotes sem o receptor
emitiram menor quantidade de vocalizagdes ultrassonicas em resposta ao isolamento social.
Na idade adulta, os machos mostraram déficit na discriminag¢ao social e elevados indices de

comportamentos violentos.

Experiéncias como estimulagdo precoce de recém-nascidos, alteragdes da estrutura
familiar, até agentes mais extremos, como estresse neonatal e manipulagdes farmacologicas,
podem potencialmente produzir mudangas na expressdo dos receptores do sistema da
oxitocina.

Ruthschilling et al. (2012) avaliaram as respostas em maes camundongo que
lambiam sua prole de forma frequente ou infrequente, ¢ perceberam que as maes que
lambiam infrequentemente tinham niveis mais elevados do RNAm do OXTR no bulbo
olfatério e no hipocampus, quando comparadas com aquelas que lambiam suas crias
frequentemente.

Esse e outros trabalhos vém demonstrando que a expressao dos receptores pode ser

induzida por estimulos sociais positivos, tais como calor, contato corporal, presenca
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parental, como também por estimulos sociais negativos, por exemplo, separacdo da figura
de apego ou outros relacionamentos em dificuldades (Bales & Perkeybile, 2012). A Tabela

3 mostra experimentos onde a expressao desses hormonios, bem como de seus receptores,

foi avaliada sob diferentes condigdes experimentais.
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Tabela 3. Experimentos farmacoldgicos e sociais relacionados com OXT e seus registros em longo prazo dos niveis OXTR e AVPR em diferentes

zonas do cérebro.

Tipo de experiéncia Sexo Espécie Expressio OXTR em adulto  Expressio AVPR1A em adulto Referéncia

Fornecimento de OXT em  Macho  Microtus Nenhuma mudanca Elevada em PCC (Bales et al., 2007)

recém-nascidos ochrogaster

Fornecimento de Machos Microtus Nenhuma mudanca Inferior em MPOA, BNST e LS (Bales et al., 2007)

antagonista de OXT em ochrogaster

recém-nascidos

Fornecimento de OXT em Fémeas Microtus Nenhuma mudanca Inferior em MPOA, BNST, LS, (Bales et al., 2007)

recém-nascidos ochrogaster PCC e MdThal

Fornecimento de Fémeas Microtus Nenhuma mudanca Inferior em BNST e PCC (Bales et al., 2007)

antagonista de OXT em ochrogaster

recém-nascidos

Exposi¢do pré-natal a Ambos  Microtus Diminui em CC Nao avaliado (Engell et al., 2006)

estrogenos bavaricus

Crescimento do recém- Ambos  Microtus Marginalmente elevado em Nenhuma mudanca (Ahern & Young, 2009)

nascido: cuidado biparental ochrogaster BNST em biparental

X s6 da mée

Crescimento do recém- Ambos  Mus musculus Elevado em LS dorsal e Diminui em LS dorsal em cresc. (Curley et al., 2009)

nascido: comunitario X s ventral, BNST comunitario

mae

Mae que lambe com Fémeas Rattus Elevado em CeA e BNTS Nenhuma mudanga (Champagne, et al., 2001)

frequéncia norvergicus

Mae que lambe com Machos  Rattus Nenhuma mudanca Elevado em CeA (Champagne & Meaney,

frequéncia norvergicus 20006)

Separagdo materna Macho  Rattus Inferior em InsCtx agranular, Inferior em Arc (Lukas, etal., 2010)
norvergicus LSeCP

Sem estimulagdo Fémeas Microtus Elevado Nacc, LS e BNTS Nenhuma mudancga (Bales, etal., 2011)
ochrogaster

Sem estimulagio Machos Microtus Elevado em BNST Nenhuma mudanga (Bales et al., 2011)
ochrogaster

Mae que lambe com pouca  Ambos  Rattus Elevado em OB e HP Naio avaliado (Ruthschilling et al., 2012)

frequéncia norvergicus

Mae que lambe com Ambos  Rattus Diminui em OB e HP Nao avaliado (Ruthschilling et al., 2012)

frequéncia norvergicus

Nocaute para OT Ambos  Mus musculus Nenhuma mudanca Nenhuma mudanca (Nishimori et al., 1996)

Arc: Nucleo arqueado; CeA: Amigdala central; BNST: Estria terminalis; CC: Cortex cingulate; CP: Putdmen; HP: Hipocampus; InsCtx agranular: Cortex insular
agranular; LS: Septum lateral; MPOA: Area pré-optica medial; MdThal: Talamo médio dorsal; OB: Bulbo Olfatério; PCC: Cingulate posterior. Compilado e
adaptado de Bales & Perkeybile (2012).
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Primatas

Os primatas sdo reconhecidos por um conjunto de particularidades, entre elas rosto
curto, Orbitas oculares frontais associadas a visdo estereoscoOpica, capacidade craniana
relativamente grande e polegares oponiveis. Também apresentam caracteristicas cerebrais
como perda na area olfativa e maior espaco do cérebro — especificamente do cortex —
correlacionado com o incremento da dependéncia da visdo e mudangas nos comportamentos

sociais (Myers, 2000).

O registro fossil mais antigo dos primatas corresponde ao Eoceno (54-55 milhdes de
anos). Tavaré (2002) sugere, a partir de dados moleculares, a presenga de um ancestral comum

para esse grupo, cuja existéncia poderia ter ocorrido ha 81,5 milhdes de anos.

Dentro dos primatas, dois grandes grupos sdo encontrados: Strepsirrhini e Haplorrhini;
os primeiros apresentam nariz longo e desprotegido pela auséncia de uma estrutura
cartilaginosa, os dentes incisivos inferiores em forma de pente e ndo dispdoem de uma placa
Ossea que separe a Orbita da fossa temporal. Esse clado encontra-se dividido em Lemuriformes
e Lorisiformes. A maioria das espécies sdo arbdreas, mas, a0 mesmo tempo, alguns possuem

uma especiacao extrema a habitos particulares de vida (Goodman et al., 1998).

Os Haplorrhini, por sua vez, apresentam uma placa que divide a Orbita da fossa
temporal. Dois grandes grupos aparecem no clado: Platyrrhini (primatas do novo mundo) e
Catarrhini (primatas do velho mundo), e a diferengca externa mais evidente entre estes
encontra-se na estrutura do nariz; nos primeiros ele ¢ achatado, com narinas dirigidas a frente,

enquanto nos ultimos sdo direcionadas para baixo.

Platyrrhini é considerado um grupo monofilético com 120 espécies reconhecidas, com
pelo menos 16 géneros. As espécies do grupo sdo classificadas em trés familias: Cebidae,
Athelidae e Pitheciidae. Embora Goodman (1998) o classifique numa quarta familia, inclui-se
o macaco da noite (género Aotus nancymaae) na familia Cebidae, na qual também sdo
encontrados, entre outros, o macaco prego (Cebus apella), o macaco do cheiro (Saimiri

sciureus) e o sagui (Callithrix jacchus ). A familia Atelidae inclui o macaco aranha (Afeles), o
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macaco barrigudo (Lagothrix), o bugio (Allouata) e o muriqui (Brachyteles). A familia
Pithecidae é composta pelo saki (Pithecia), o uacari (Cacajao), o cuxiu (Chiropotes) e o titi

(Callicebus) (de Oliveira et al., 2012).

Porém, a maioria dos estudos concordam quanto a classificagdo dos Platyrrhini em 11
géneros, em 3 clados monofiléticos: a) macacos grandes com rabo preénsil, da familia
Atelidae, com os géneros Alouatta, Ateles, Lagotrhix e Brachiteheles; b) consumidores de
sementes, da familia Pithecidae, com os géneros Pithecia, Chiropotes ¢ Cacajao € c)
pequenos macacos com garras, da subfamilia Calithrichinae (Familia Cebidae,
géneros Saguinus, Leontopithecus, Callithrix e Cebuella) (de Oliveira et al., 2012; Goodman
et al., 1998).

A maioria das espécies de primatas vivem nos tropicos, embora alguns vivam em
regides de maior latitude e em climas extremos, como ¢ o caso dos humanos. Exceto por
alguns terrestres, os primatas sdo arboreos. A ampla diversidade de tamanhos, dietas, sistemas
sociais, sistemas de acasalamento, numero de filhos, entre outros fatores que os caracterizam ¢

resumidamente apresentada em Table S2 do manuscrito no capitulo 2.

O sistema OXT e OXTR em primatas

Até o ano 2011, pensava-se que a sequéncia do gene OXT era conservado entre todos
mamiferos placentarios. Porém, naquele ano, Lee e colaboradores reportaram uma
modificacdo na sequéncia do gene OXT em macacos do novo mundo (Lee et al., 2011). A
mutagdo CL] T, que leva a uma substituicdo de uma leucina por uma prolina na posi¢do 8 da
cadeia de aminodacidos, foi detectada em Saimiri sciureus (macaco de cheiro), Cebus apella
(macaco prego), Aotus nancymaae (macaco da noite), Callithrix jacchus (sagui), e em Tupaia

belangeri (musaranho).

Ja o Callicebus cupreus, pertencente a familia Pitheciidae, ndo apresentava a mutacao.
Esse trabalho corrobora a ideia de que, embora conservado ao longo da evolugdo, um gene
pode mudar em alguns ramos de uma dada filogenia, como atesta um estudo de nosso grupo

de pesquisa com o gene PAX9 (Pereira et al., 2006).
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Em outro estudo de nosso grupo de pesquisa, avaliou-se a diversidade de OXTR
(Vieira, et al., 2012) em nove espécies de macacos do novo mundo, junto com sequéncias de
outros primatas disponiveis em bancos de dados publicos. Nesse trabalho, foram detectadas 30
variacdes nao-sindnimas em 22 sitios diferentes. O dominio intracelular 4 mostrou ser uma

regido pouco conservada.

Vale ressaltar que nenhum estudo avaliou até o momento se as mudangas encontradas
por Lee e seus colegas na sequéncia de OX7, estariam presentes em outras espécies de
macacos do novo mundo, nem tampouco se estas mudancgas estariam relacionadas com alguma
alteracdo especifica no OXTR encontradas por nosso grupo de pesquisa (Vieira et al., 2012).
A conexdo do sistema OXT/OXTR com outros correlacionados, tais como

AVP/AVPRI/AVPR2/AVPR3, também nunca foi avaliada.

2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Contribuir para o delineamento do cenério evolutivo em nivel molecular do

sistema da OXT-OXTR.
Objetivos especificos

a) Avaliar a variabilidade na regido codificadora do gene da oxitocina (OXT) nos
primatas;

b) Estimar indices que inferem padrdes evolutivos para os genes OXT ¢ OXTR em
primatas;

¢) Comparar as variantes do gene OXTR com aquelas encontradas no gene OXT e avaliar
se as mesmas estariam co-evoluindo;

d) Fazer inferéncias sobre a variabilidade encontrada no sistema OXT-OXTR e se esta
poderia estar relacionada com algum dos tragos reprodutivos e comportamentais

espécie ou grupo-especificos presentes nos primatas estudados.
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3. RESULTADOS

Os resultados do presente trabalho sdo apresentados sob forma de um manuscrito em
preparagdo. Ali também poderdo ser encontrados detalhes sobre as amostras e métodos
empregados. Na introducdo do manuscrito haverd uma inevitavel repeticio de temas ja

apresentados na introdug@o da presente Dissertacao.

5. DISCUSSAO

O sistema OXT-OXTR fornece uma oportunidade promissora para analisar as
interagdes receptor-ligando, bem como para avaliar a coevolucdo de genes/proteinas. Quando
essas questdes podem ser investigadas em primatas, novas e instigantes questdes sdo
apresentadas, dada a complexidade comportamental e cognitiva desses animais.

Tendo em vista que o manuscrito ja discute os resultados, somente observacdes mais
gerais serdo aqui consideradas, embora seja inevitavel alguma redundancia do que ja foi
discutido.

As novas formas de OXT apresentadas neste estudo sugerem que a variabilidade do
sistema pode se dar em nivel da sequéncia de aminoacidos, diferente da variabilidade mais
conhecida e reportada, que se da através das modificagcdes na distribuicdo do receptor no
cérebro e outros 0rgdos, ou seja, apenas em nivel de regulagao (Insel & Young, 2000; Wang,
et al., 1996).

As modificagdes descritas em OXT mostram sinais de sele¢dao positiva. Além disso,
foram detectados sinais de coevolugdo com mudangas especificas no receptor OXTR que
parecem ser concomitantes com aquelas presentes no nonapeptideo. Vale lembrar que estudos
anteriores ja reportaram achados de coevolugdo intermolecular (nonapaptideo-receptor), no
caso entre isotocina e seu receptor, € mesotocina e seu receptor (Koehbach et al. 2013).

Ao mesmo tempo, ao se compararem as distdncias genéticas descritas dentro do

neuropeptidio com as descritas dentro do receptor (7able S7 do manuscrito), pode-se
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identificar que os grupos de espécies que apresentam as maiores distancias genéticas para
OXT também tendem a apresentar as maiores distdncias quando se considera o receptor
OXTR. Esses eventos, segundo Park et al., (2002), descrevem um fendmeno comum no nivel
molecular, ja que as forcas evolutivas estdo dirigidas para manter a afinidade ligante-receptor,
garantindo assim eficiéncia na ativacdo, no processamento € na degrada¢do das moléculas
envolvidas. Salienta-se aqui que ¢ a primeira vez que o fenomeno ¢ descrito em macacos do
Novo Mundo considerando o sistema OXT-OXTR.

Diferentes estudos através de um amplo espectro de espécies demonstram que AVP ¢
mais abundante e possui maiores efeitos em machos do que em fémeas, especialmente na
regido hipotalamica. A mesma relagdo pode ser descrita nas fémeas em comparagdo com o0s
machos no que diz respeito a OXT (Grober & Sunobe, 1996; Insel & Young, 2000).

A relacio de AVPRla com comportamento tem sido estudada em diferentes
organismos como macacos do Novo Mundo (Babb et al., 2010), chimpanzés (Hopkins et al.,
2012) e humanos (Hammock & Young, 2006). Especial atencdo tém recebido os arganazes
(McCall & Singer, 2012; Young & Hammock, 2007). Neles foi descrita a presenca de regides
repetitivas, determinantes nos padrdes de expressao do receptor no cérebro, que, por sua vez,
influenciam nas diferencas de estrutura social entre as espécies. Todos esses trabalhos
descrevem variagdes intraespecificas no receptor da vasopressina, sugerindo possiveis ligagdes
deste com os comportamentos das espécies estudadas. Aqui apresentamos evidéncia estatistica
significativa de uma correlagdo entre caracteres ecoldogicos com mutacdes em OXT.
Sugerimos que as modificacdes em OXT poderiam ter um efeito, tanto na interagdo com seu
receptor nativo, OXTR, como com receptores da vasopressina (AVPR1a, AVPR1b e AVPR2).
Assim, a associacdo significativa de OXTs e partos de gémeos, especialmente nos Cebidae,
pode estar relacionada com comportamentos colaborativos dos machos (parentes € nado
parentes) no cuidado com os infantes.

Por outro lado, devem-se levar em conta outras variaveis no sistema que podem estar
relacionadas com comportamento — incluindo aqueles ligados ao cuidados com a prole e
infantes —, tais como as diferengas dos efeitos do hormdnio em machos e fémeas, fatores
epigenéticos, dentre outros (McCall & Singer, 2012). No entanto, no caso dos Saguinus nao se

acham mudangas no nivel de expressao da oxitocina, quando se comparam machos e fémeas
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(Snowdon et al., 2010). Também em Callithrix jaccus ndo se acha nenhuma diferenga no
cérebro na distribuicdo de neurdnios imunorreativos a OXT, mas sim observa-se um padrdo
dismorfico sexual na distribuicdo de células reativas a vasopressina, sendo os machos os que

mais as possuem nos nucleos supradtico e paraventricular no hipotdlamo (Wang et al., 1997).

Em uma observagdo geral dos eventos evolutivos nas espécies estudadas, pode-se
denotar uma tendéncia do sistema OXT-OXTR em aumentar as afinidades com a AVP e seus
receptores (Figura 6); assim, a modificacdo encontrada no Saimiri sciureus poderia aumentar a
afinidade de OXTR por AVP, reportada como 100 vezes menor que a afinidade de OXTR por
OXT (Chini et al., 1995).

De outra parte, as modificagdes no género Saguinus poderiam influenciar na afinidade

de OXT por AVPRs, que pode ser at¢ 1.000 vezes menor do que a afinidade de AVP por seus

receptores (Figura 6).

Figura 6. Sistema de ativagao cruzada de OXT e AVP com seus receptores (no caso AVPR1a). Flechas
diagonais pontilhadas mostram um cenario possivel para explicar nossos resultados que aumentariam
afinidades cruzadas.
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Finalmente, esses resultados evidenciam somente modificagdes na cadeia de
aminoacidos de OXT e OXTR. Nao se pode pretender que o sistema OXT-OXTR seja uma
unidade evolutiva isolada, de modo que outras moléculas que interagem com eles devem ser

consideradas, em especial AVP e seus receptores.

6. CONCLUSAO

No presente estudo, detectamos uma quebra na linha de conservagao mantida na oxitocina por
milhdes de anos, reportando 3 novas formas de OXT em macacos do Novo Mundo. Registrou-
se um aminoacido (OXT-8Pro) com selecdo positiva na familia Cebidae; esse mesmo residuo
teve uma significancia estatistica na sua correlagdo com cuidado parental. Reforgando essa
associac¢do, descrevemos uma nova forma de OXT (OXT-3Val-8Pro) nos Saguinus (Cebidae),
um género com um pronunciado cuidado parental dos machos, aparentados ou ndo. No OXTR
foram detectados aminoacidos sob sele¢dao positiva, assim como processos de coevolugdo
intramolecular e intermolecular com seu ligante OXT. Formulamos aqui possiveis cenérios na
interagcdo dessas novas formas de OXT com seus receptores e propomos perspectivas sobre o

estudo do sistema OXT-OXTR ¢ sua relagdo com outros sistemas.
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