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RESUMO

A busca pelo repertdrio genético por tras de caracteristicas comportamentais e reprodutivas de
espécies de primatas tem desafiado nosso grupo de pesquisa. A premissa principal nesse tipo
de estudo baseia-se na hipotese de que um traco fenotipico (seja ele fisioldgico,
comportamental, etc) compartilhado por um grupo taxondmico inteiro deve ser determinado
por um repertorio genético comum a esses taxons. Considerando a complexidade de muitas
dessas caracteristicas, temos ampliado nossos estudos para varios genes da rede OXT — AVP —
PRL, usando abordagens in silico, in vitro, e in vivo. Na presente Tese, 0 conjunto génico de
estudo foi selecionado por uma metodologia baseada na ontologia biol6gica, com critério de
selegdo para caracteristicas como comportamento materno, amamentacdo e aspectos
reprodutivos, tais como comportamento de acasalamento e de corte. Essa selecdo resultou em
12 genes candidatos para o estudo: AVP, AVPR1A, AVPR1B, ESR1, FOS, HCRT, OXT, OXTR,
PRL, PRLH, PRLR e TRH. Exploramos aqui esse conjunto génico da rede OXT — AVP — PRL
através da mineracdo de dados, buscando por seus ortdlogos nas varias espécies de primatas e
de outros mamiferos, bem como através de novos dados de sequéncias da regido codificadora
dos genes PRLR e PRLH, em um conjunto de espécies de primatas do Novo Mundo (NWM,
conforme sigla em inglés). Adicionalmente, sequéncias das regides codificadoras de PRLR
foram também obtidos em espécies de marsupiais. Com o objetivo de elucidar os padrdes
evolutivos dos genes de interesse, utilizamos analises como os testes NsSites e Branch Sites do
pacote PAML, assim como varios testes populacionais classicos, para diferentes conjuntos
amostrais. Além disso, foi feita a predicdo da estrutura secundaria das proteinas-alvo, utilizando
metodologia especifica do programa PSIPRED, bem como o PONDER-FIT, para a
caracterizacdo de aminodacidos intrinsecamente desordenados. Nossos resultados das analises
in silico sugerem que os genes da familia de receptores da vasopressina (AVPR1A, AVPR1B, e
AVPR2) apresentam um padrdo compativel com selecéo positiva em mamiferos placentarios.
Alguns dos sitios com sinal de selecdo apresentam motivos lineares (SLiMS) preditos no
receptor AVPR2, que podem ter facilitado a emergéncia de novidades adaptativas, conforme foi
sugerido para a espécie do rato-canguru Dipodomys ordii, que habita regifes aridas. As analises
dos dados originais da regido codificadora do gene PRLR em 17 espécies de NWM revelaram
varios sitios presentes na forma longa do receptor com alta probabilidade de estarem sob selecéo
positiva, sendo que alguns deles (posi¢des 507, 532 e 572) estdo associados com o parto
gemelar, uma caracteristica das espécies de Callitrichidae. Adicionalmente verificamos no

ramo dos Siimiformes um motivo linear de interacdo que reconhece dominios SH3 (Src



Homology 3). Os dominios SH3 e os seus locais de ligacdo foram descritos para centenas de
proteinas; eles fornecem a célula um meio particularmente conveniente e adaptavel de interacdo
especifica proteina-proteina, que pode ser de importancia funcional. Esse trabalho como um
todo contribuiu para o conhecimento do repertdrio genético relacionado a complexa rede de
mecanismos neuroenddcrinos associados & emergéncia de tracos adaptativos, tanto fisioldgicos

quanto comportamentais em diferentes clados de mamiferos.

Palavras chaves: Evolucdo molecular, cuidado parental, primatas, marsupiais, OXT — AVP —
PRL.
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ABSTRACT

The search for the genetic repertoire behind behavioral and reproductive features of Primate
species has challenged our research group. The principal premise in this kind of study is based
on the hypothesis that a phenotypic trait (either physiological, behavioral, etc.) shared by an
entire taxonomic group should be determined by a genetic repertoire common to these taxa.
Considering the complexity of many of these features, we have expanded our studies for several
genes of the OXT - AVP - PRL network, using in silico, in vitro, and in vivo approaches. In the
present Thesis, the set of genes for the study was selected by a methodology based on biological
ontology, with features like maternal behavior, breastfeeding, and reproductive aspects, such as
mating and courtship behavior. This selection resulted in 12 candidate genes for the study: AVP,
AVPR1A, AVPR1B, ESR1, FOS, HCRT, OXT, OXTR, PRL, PRLH, PRLR, and TRH. We
explored here this gene set of the OXT — AVP — PRL network through data mining, searching
for their orthologues in many Primate species and other mammals, as well as through new
sequence data from the PRLR and PRLH coding region in a set of New World Monkey (NWM)
species. Additionally, sequences from the PRLR coding regions were also obtained in marsupial
species. To elucidate evolutionary patterns of the genes of interest, we used the NsSites and
Branch Sites tests from PAML package, as well as several classic population tests, for different
sample sets. In addition, we predicted the secondary structure of target proteins, using a specific
methodology of the PSIPRED program, as well as PONDER-FIT for prediction of intrinsically
disordered amino acids. Our in silico results suggest that the genes of the vasopressin receptor
family (AVPR1A, AVPR1B, and AVPR2) present a pattern compatible with positive selection in
placental mammals. Some of the sites with selection signals have linear motifs (SLIMS)
predicted in the AVPR2 receptor, which may have facilitated the emergence of adaptive
novelties, as was suggested for the kangaroo rat Dipodomys ordii, which inhabits arid regions.
Analyses of the original PRLR coding region data on 17 NWM species revealed several sites
present in the long form of the receptor with a high probability of being under positive selection,
some of them (positions 507, 532 and 572) being associated with twin births, a characteristic
of Callitrichidae species. Additionally, we verified in the Siimiformes branch a linear
interaction motif that recognizes SH3 domains (Src Homology 3). The SH3 domains and their
ligands were described for hundreds of proteins; they provide a particularly convenient and
adaptable medium of specific protein-protein interaction to the cell, which can be of functional

importance. This work as a whole contributed to the knowledge of the genetic repertoire
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connected to the complex network of neuroendocrine mechanisms associated to the emergence

of physiological and behavioral adaptive traits in different mammalian clades.

Keywords: Molecular evolution, parental care, primates, marsupials, OXT — AVP — PRL.
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1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

Charles Darwin brindou a humanidade com sua obra “On the Origin of Species”
publicada em 1859, introduzindo de maneira cientifica o conceito de evolugéo bioldgica. Tal
obra em conjunto com estudos realizados pelo monge Gregor Mendel comp&em a base para a
Teoria Sintética da Evolucdo, também denominada de Neodarwinismo que emergiu no inicio
do século XX. Esse periodo prolifico para a Ciéncia influenciou o primo de Charles Darwin,
Francis Galton que desenvolveu estudos pioneiros de genética do comportamento humano,
como a primeira publicacdo na area, intitulada: “Hereditary talent and character” em 1865
(GREEN, 2017). Galton também popularizou o conceito de “Nature-Nurture”, que destaca a
influéncia do ambiente sobre o comportamento, no qual o termo Nature qualifica as
caracteristicas intrinsecas aos seres humanos, as quais sdo determinadas geneticamente, e
Nurture, a influéncia de fatores externos (NEILL, 2004). Subsequentemente a esses conceitos
do inicio do século XX, veio a percepcdo de que habilidades especificas, tais como arte e
politica, por exemplo, eram conspicuas em algumas familias mais especificamente.

O surgimento da genética do comportamento em si foi dependente do desenvolvimento
das disciplinas de Genética, Etologia e Psicologia. Como estratégia de estudo em humanos, a
utilizacdo de gémeos monozigdéticos e dizigoticos foi de grande valia, assim como a incluséo
de casos de adocdo por envolver os diferentes fatores, genéticos e ambientais. Uma grande
contribuicdo foi realizada através desses estudos para o entendimento sobre a desordem de
autismo, doenca na qual a responsabilidade ja foi atribuida ao comportamento dos pais,
sugerindo que filhos ndo responsivos eram exclusivamente um resultado de uma suposta
indiferenca da mae (hipotese da “mae geladeira”). Esse tabu foi quebrado com a inclusdo de
gémeos monozigaticos nos estudos, demonstrando que o risco de ambos exibirem o fenétipo
de autismo era muito alto (60%), diferentemente do que ocorria quando 0s gémeos eram
dizigéticos (PLOMIN et al., 2000).

Sendo assim, a genética do comportamento pode ser definida como: “A ciéncia que
utiliza os genes como ferramentas para auxiliar na compreensédo do que nos faz comportar da

maneira como comportamos” (informagdo verbal)!

! Definigéo realizada por Matt McGue no Curso “Introduction to Human Behavioral Genetics” fornecido pela
Universidade de Minnesota e disponivel online.
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Tendo em vista a heranca de caracteres complexos como o comportamento humano,
nosso grupo de pesquisa (Laboratorio de Evolugdo Humana e Molecular-LEHM) tem se
dedicado a compreender as bases genéticas envolvidas no estabelecimento de alguns
comportamentos que caracterizam certos grupos taxonémicos, como cuidado com a prole e
comportamento de cuidado paterno mais especificamente. Utilizando-se de abordagens de
genes candidatos (ver itens especificos mais abaixo nessa Tese), algumas familias génicas tém
sido o foco de estudo de nosso grupo, destacando-se os achados pioneiros contidos na
Dissertacdo de Mestrado do discente Carlos Menton Vieira, em que as variacdes moleculares
no gene do receptor da oxitocina (OXTR) comecaram a ser desvendadas em Platyrrhini (ou
macacos do Novo Mundo - NWM; VIEIRA, 2012). O foco no gene do ligante (neuro-horménio
oxitocina; OXT), veio a partir do trabalho publicado por Lee et al., (2011), em que cinco
espécies de macacos do Novo Mundo, das 6 que foram investigadas pelos autores,
apresentavam uma transicdo T-> C no gene OXT, que resultava numa substituicdo ndo sindbnima
na cadeia de aminoécidos (Leu-> Pro). Esses resultados indicaram que mais estudos seriam
necessarios para um maior entendimento sobre a exata extensdo da variabilidade do gene OXT.

Subsequentemente, Nosso grupo de pesquisa e outros autores utilizaram dados sobre
as variacdes do nonapeptidio OXT e de seu receptor OXTR que revelaram ser taxon-especificas
em Platyrrhini, associadas a fendtipos complexos tais como monogamia social, partos
gemelares e machos (pai, irmd e mesmo ndo aparentados com o infante) que cuidam
diretamente dos filhotes (anexo I; VARGAS-PINILLA et al., 2015). Sinais de selecdo positiva
bem como coevolucdo entre variantes de OXT e OXTR foram descritas em nosso trabalho,
assim como sua associagdo com partos gemelares. Tive a oportunidade de participar do estudo
de Vargas-Pinillla et al. (2015), contribuindo com analises de dados e descri¢do dos resultados
(ver anexo 1). Como um todo, adicionalmente ao trabalho de Lee et al. (2011) esses estudos
quebraram o paradigma da conservacao da mesma sequéncia de aminoacidos de OXT em todos
mamiferos placentarios. Em outro recente estudo do grupo, investigamos a variacao
interespecifica no numero predito de elementos de resposta a progesterona na regido promotora
OXTR, considerando 32 espécies de primatas. Ao correlacionar os achados genéticos com
comportamento, sistemas sociais e parametros ecoldgicos / histéria de vida verificamos que 0s
elementos de resposta a progesterona estavam apenas presentes em macacos do Novo Mundo
e que seu numero estava significativamente correlacionado com a presenca de cuidados
paternos nesse clado (VARGAS-PINILLA et al., 2017; ver anexo II).

Dando continuidade aos estudos sobre a variabilidade de OXT e OXTR em primatas,

realizamos a caracterizacdo in vitro e in vivo de duas variantes tdxon-especificas de OXT. Esse
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trabalho resultou numa segunda publicacdo na area, na qual demonstramos que as variantes
denominadas de Pro®OXT (encontrada em todo clado Cebidae) e Val*Pro®OXT (encontrada no
género Saguinus) sdo agonistas igualmente eficientes, quando comparadas com a forma comum
de OXT (Leu®OXT), na mediagéo de rotas dependentes da proteina G, mas que apresentam uma
capacidade reduzida para o recrutamento de B-arrestinas, diminuindo assim ou mesmo
impedindo a internalizacdo de OXTR, levando a um possivel impacto na dessensibilizagdo de
todo o sistema (ver anexo Il; PARREIRAS-E-SILVA et al., 2017). Val*Pro®OXT também
mostrou recrutamento reduzido de B-arrestina apds a interacdo com o receptor de AVP,
AVPR1a. A capacidade de Pro®OXT e Val®Pro®OXT para estimular o cuidado paterno em ratos
também foi mostrada no nosso estudo (PARREIRAS-E-SILVA et al., 2017). Esses resultados
apresentaram, pela primeira vez, um modelo natural para o conceito de agonismo com
seletividade funcional (COSTA-NETO et al., 2016), com provaveis implicacGes evolutivas
(PARREIRAS-E-SILVA et al., 2017).

Os achados envolvendo a familia OXT/AVP revelaram variagdes especificas em
AVPR1b, cuja informacdo para espécies de Platyrrhini ndo era conhecida. Variantes taxon-
especificas, com possivel implicacéo evolutiva e funcional, também foram descritas (ver anexo
IV; Fam et al., sob revisdo). Dado o papel desempenhado por AVPR1b foi proposto que
mudangas descritas para Platyrrhini, (classificacdo descrita por Perelman et al., 2011) fazem
parte de um repertdério genético maior conectado a complexa rede de mecanismos
neuroendocrinos associados ao eixo hipotdlamo-pituitaria-adrenal. Essas mudancgas estdo
associadas ao surgimento de comportamentos vantajosos como cuidados paternos diretos em
espécies de primatas socialmente monogamicas, as quais também sdo caracterizadas por um
pequeno tamanho corporal e partos gemelares.

Tanto no contexto histérico quanto cientifico, envolvendo as bases genéticas do
comportamento, o processo de domesticacdo animal ndo poderia passar despercebido e serd
citado aqui, pois envolve abordagens e genes que dizem respeito a esta Tese.

Quando o Homo sapiens anatomicamente moderno ainda era uma espécie n6made e
seus habitos de vida e dieta eram de cacador-coletor, teve inicio a manipulacdo de algumas
espécies selvagens para cruzamentos preferenciais entre individuos com caracteristicas de
interesse na domesticacdo. Assim, comportamentos especificos tais como docilidade, bem
como caracteristicas fisicas desejadas comecaram a ser selecionadas, através de cruzamentos
seletivos, em certas espécies animais (SKOGLUND et al., 2011). Essa selecéo artificial tem
resultado na emergéncia de caracteristicas marcantes em relativamente curto espaco de tempo

nas espécies domesticadas (os cdes, suas ragas com diferentes morfologias e tipos
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comportamentais sdéo um bom exemplo disso). Muitos estudos buscam desvendar as marcas no
genoma desse processo seletivo. Nesse sentido, 0 nosso grupo de pesquisa também tem
contribuido com achados na area, ja que sugeriu pela primeira vez que o sistema OXT-AVP
poderia também ter sido “selecionado” durante o processo de domesticacdo animal. Mais
especificamente, foi proposto que os dois receptores de AVP, AVPR1b e AVPR2 estavam sob
selecdo positiva nos animais domesticados, em comparacdo com seus relativos selvagens. Por
outro lado, o receptor AVPR1a foi encontrado sob relaxamento da presséo seletiva (ver anexo
V desta Tese; Fam et al., 2018, no prelo). Esses resultados obtidos com a minha participacéo,
forneceram novos subsidios sobre a natureza do processo de domesticacdo com relagdo ao
sistema OXT-AVP, o qual tem, como ja salientado, um papel importante na mediacdo do
comportamento, incluindo controle do estresse e agressividade, tracos fundamentais no
contexto da domesticacdo animal.

Além de OXT, AVP e seus receptores, outros genes da mesma rede ou de rotas
correlacionadas também devem exercer papel fundamental em fenétipos de interesse em nossos
estudos, tais como 0s genes das arrestinas/beta-arrestinas, visto que essas proteinas sdo
elementos fundamentais no processo de dessensibilizacdo das GPCRs (receptores acoplados a
proteina-G), o que causa a reducdo especifica da resposta celular a estimulos como horménios,
neurotransmissores ou sinais sensoriais. A arrestina beta 1 € uma proteina citosélica e age como
um cofator na dessensibilizacdo de receptores beta-adrenérgicos mediada pela Quinase do
receptor beta adrenérgico (BARK). Além do sistema nervoso central, ela € expressa em niveis
altos nos leucdcitos sanguineos periféricos, levando a hipotese de que o sistema BARK/beta-
arrestina possui um papel de destaque na regulacdo mediada por receptor de fungdes imunes.
Transcritos diferentes gerados por splicing alternativo codificando diferentes isoformas da
arrestina beta 1 ja foram descritos, mas suas funcdes continuam elusivas (COSTA-NETO et al.,
2016). A construcdo da rede funcional do sistema OXT-AVP, que indica quais genes fazem
parte da mesma, também foi uma contribuicdo do Mestrado do discente Carlos Menton Vieira.
Tal construgcdo foi baseada na ontologia e buscou genes especificamente relacionados a
fendtipos reprodutivos tais como comportamento materno e paterno, amamentagéo,
comportamento de acasalamento e de corte. Resultou na identificacdo de 12 genes: AVP,
AVPRla, AVPR1b, ESR1, FOS, HCRT, OXT, OXTR, PRL, PRLH, PRLR e TRH; Figura 1;
Tabela 1). Merecem destaque, devido aos objetivos da presente Tese, 0s genes do sistema
oxitocinérgico (OXT, OXTR, AVP, AVPR1a e AVPR1b) e aqueles do sistema da prolactina
(PRL, PRLH e PRLR).
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Outro membro da familia de receptores de OXT foi estudado aqui, AVPR2, o qual tem
funcdo fisioldgica, de modo que ndo aparece na construcdo da rede acima. O estado de
conservacdo desses 12 genes foi estudado em 36 espécies de vertebrados por meio da
comparacdo das proteinas traduzidas com o seu homologo humano. Foram identificados dois
grupos génicos de padrdo de conservagdo significativamente diferentes: um grupo mais
conservado, associado a OXT, e um grupo mais diversificado, relacionado a prolactina (PRL).
Em termos de identidade, também ha valores bastante diferenciados dentro de ramos
especificos. Essa rede foi entdo utilizada para a selecéo posterior de genes candidatos a serem
explorados em futuros estudos do grupo. Como veremos nos itens abaixo, essa Tese € fruto
dessa abordagem, considerando também a experiéncia e conhecimento sobre alguns genes da

rede, como € o caso de OXT, AVP e seus receptores.

AVPR1B

Figura 1- Rede funcional do sistema OXT-AVP-
PRL gerada através de analise de cluster (VIEIRA,
2012). Imagem obtida no STRING: functional
protein association networks (https://string-
db.org/).



Tabela 1 — Descricao detalhada dos 12 genes da rede funcional da oxitocina e adicionalmente de AVPR2.
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1.2 ABORDAGEM DE GENES CANDIDATOS

Investigagbes com genes candidatos sdo naturalmente mais econdmicas quanto
comparadas a estudos gendmicos ou exémicos, pois apresentam uma abordagem direta, na
medida que partem da investigacdo de um ou mais genes de uma determinada rede, com fungdes
e implicacOes fenotipicas previamente ja bem estabelecidas. Um dos maiores desafios dessa
abordagem é desvendar a funcionalidade de uma dada variante, bem como sua conexdo com o
traco sob investigagdo. Para isso, é fundamental buscar compreender os processos fisioldgicos,
bioquimicos e/ou vias metabdlicas envolvidos com a(s) variante(s) (ZHU & ZHAO, 2007).
Vale lembrar que a expressdo de tragos complexos depende de um “repertdrio genético”, e esse,
pode apresentar um padréo de heranca tanto poligénico quanto monogénico (NADEAU, 2001).
Enfim, espera-se que um conjunto de genes, redes e rotas estejam envolvidos, cada qual com
seu efeito, atuando sobre a manifestacdo de um determinam fenotipo.

A abordagem de gene candidato pode ser definida conforme segue abaixo:

The candidate-gene approach can be defined as the study of the genetic influences on
a complex trait by: generating hypotheses about, and identifying candidate genes that
might have a role in, the aetiology of the disease; identifying variants in or near those
genes that might either cause a change in the protein or its expression, or be in linkage
disequilibrium with functional changes; genotyping the variants in a population; and
by using statistical methods to determine whether there is a correlation between those
variants and the phenotype (TABOR et al., 2002).

Como pode ser visto, essa definicdo usando a estratégia de genes candidatos foi
delineada para contemplar a variabilidade normal e patolégica dentro da nossa espécie. Porém,
também pode ser ampliada em nivel taxonémico, ja que fendtipos especificos, incluindo de
natureza complexa, também caracterizam espécies, géneros, etc.

Nos ultimos anos, o progresso no conhecimento sobre 0os genomas de mamiferos tem
disponibilizado um amplo conjunto de informacdes o0 que propiciou um avanco na identificagdo
de genes candidatos (chamadas abordagens in silico). Essas abordagens, por sua vez, também
podem ser denominadas mais especificamente de “Digital Candidate Gene Approach”
(DigiCGA; DUNCAN & KELLER, 2011). Essas sdo baseadas na ontologia bioldgica e
envolvem também diferentes e complexas abordagens de analises tais como: cadeias de
Markov, analises de cluster, aprendizagem de maquina, dentre outras (ZHU & ZHAO, 2007 e
referéncias la contidas). Tal abordagem vem sendo utilizada com sucesso por nosso grupo de

pesquisa para identificar variantes taxon-especificas associadas a fenétipos taxon-especificos,
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como comentado j& no item 1.1 Consideragdes Iniciais, e como sera visto em maiores detalhes

ao longo desta Tese.

1.3 SISTEMA OXITOCINERGICO

1.3.1 Os nonapeptideos: oxitocina (OXT) e vasopressina (AVP)

Nas ultimas duas décadas, vem sendo obtidos um volume maior de informacdes sobre
a oxitocina (OXT; Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly; LEE et al., 2009), bem como sobre
seu paralogo a vasopressina (AVP; Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly), e suas conexdes
com tracos comportamentais. Varios estudos demonstraram que esses dois hormonios estariam
conectados com doencas psiquiatricas tais como o autismo e a esquizofrenia, o que indica que
também atuam como neurotransmissores (VAN ANDERS et al., 2011; HIGASHIDA et al.,
2012; MCCALL & SINGER, 2012).

Ambos nonapeptideos assumem uma conformacéo ciclica em sua versdo funcional
devido a formacdo de pontes bissulfeto entre os residuos de cisteina 1 e 6 (BARBERIS et al.,
1998). O papel fisiolégico de OXT no organismo data de 1906, em que foi descrito o efeito da
hipo6fise na contracdo uterina, a0 mostrar a persisténcia de uma resposta do miométrio a sua
administracdo endovenosa (DALE, 1906). O nome OXT deriva do grego e significa
“nascimento rapido”, fazendo relagdo a seu efeito na indugdo do parto. Posteriormente foi
sugerido seu papel na ejecdo do leite materno durante a amamentacdo. A proteina AVP,
proximamente relacionada a OXT, atua na homeostase de fluidos corporais tem seu nome
derivando do latim, fazendo referéncia a seu efeito vasopressor (YOUNG & FLANAGAN-
CATO, 2012).

Todos os membros de neuropeptideos da familia OXT e AVP apresentam um anel N-
terminal de 6 residuos seguido de uma cauda flexivel C-terminal de trés residuos (KOEHBACH
et al., 2013), possibilitando a interacdo de OXT e AVP com seus receptores (HOYLE, 1998).
Esses neuropeptidios, que diferem somente em duas posi¢fes na sua sequéncia de aminoacidos,
estdo presentes nos mamiferos placentarios, com algumas variacbes (KOEHBACH et al.,
2013).
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Considerando a sequéncia de aminoécidos desse nonapeptideo a posicdo 8 é
determinante para distingui-los se pertencentes a familia da oxitocina ou da vasopressina,
respectivamente (GIMPL & FAHRENHOLZ, 2001). A sequéncia do peptideo AVP também é
moderadamente conservada, sendo descritas algumas poucas variacdes ndo sinébnimas, mais
especificamente em Sus scrofa e Monodelphis domestica (Arg->Lys 8; FERGUSON, 1969;
WALLLIS, 2012). Ambos os genes codificantes para OXT e AVP estéo localizados no bracgo
curto do cromossomo 20 e séo transcritos em direcfes opostas, sendo compostos por 3 éxons e
2 introns (Figura 2; LEE et al., 2009).

OXT AVP
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Cys-Tyr-1le-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly-NH, Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly-NH,

FIGURA 2 - Diagrama esquematico dos genes OXT e AVP (setas
grandes), pré-proé-horménios (caixas) e 0s nonapeptideos
(sequéncia de aminoacidos abaixo). Acima € exibida a
localizagdo cromossémica em humanos. As setas azuis pequenas
representam os éxons e as linhas pontilhadas representam o0s
introns. IGR, regido intergénica; SP, peptideo sinal; NP,
neurofisina; GP, glicopeptideo. Os aminoacidos que diferem
entre 0s peptideos estdo representados em vermelho. Fonte: Lee
et al. (2009).

A principal fonte de OXT e AVP € o hipotadlamo, de onde sdo liberados através dos
neurdnios magnocelulares dos Nucleos Supra-Optico e Paraventricular (PVN e SON) e pelos
neurdnios parvocelulares do PVN. A sua atuagdo no sistema endocrino como horménio e/ou
neuromodulador é dependente do tipo de neurdnio onde é expresso e liberado. Quando
expressos nos neurdnios magnocelulares, OXT e AVP sdo liberados na corrente sanguinea e
atuam como horménios, e quando derivam dos neurénios parvocelulares sdo direcionados a
diferentes areas do céerebro e atuam como neuromoduladores (GABOR et al., 2012). No
entanto, outras regides do cérebro, bem como 6rgaos periféricos, também sdo fontes de OXT e
AVP (GWEE et al., 2009).

Invertebrados  possuem um  nonapeptideo  pertencente a familia da

oxitocina/vasopressina. Enquanto que todos os vertebrados possuem um nonapeptideo
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pertencente a familia da oxitocina (isotocina/mesotocina/oxitocina) e da vasopressina
(vasotocina/vasopressina), com excecdo da lampreia que possui somente uma forma de
vasopressina (GWEE et al., 2009; GRUBER, 2014). A isotocina é comum nos peixes 0sseos e
a mesotocina aparece nos repteis e aves, além de alguns marsupiais.

Acredita-se que esses nonapeptideos se originaram a cerca de 600 milhGes de anos
(ACHER et al., 1995; GRUBER, 2014). Assim que, todas as formas de nonapeptideos dos
vertebrados teriam surgido por duplicacdo em tandem de seu ancestral vasotocina (GRUBER,
2014). A vasotocina esta presente na lampréia, um peixe sem mandibula que descende de uma
linhagem irm& dos peixes mandibulados e demais vertebrados terrestres (GIMPL &
FAHRENHOLZ, 2001), assim como no anfioxo, um cordado basal utilizado na compreenséo
de aspectos evolutivos dos vertebrados (GWEE et al., 2009). Resultados de sintenia indicam
uma conservacao na lampreia, no tubardo, no celacanto e nos tetrdpodes, tendo ocorrido uma
inversdo génica provavelmente no genoma do ancestral comum entre primatas e roedores,
enquanto que, os peixes teledsteos sofreram outros rearranjos, que foram provavelmente
facilitados por eventos de duplicacdo no genoma do seu ancestral comum (CHRISTOFFELS et
al., 2004).

A sequéncia de aminodcidos descrita no inicio desse item para a oxitocina e a
vasopressina sdo as formas mais comumente encontradas nos mamiferos placentéarios, embora
variagOes tenham sido descritas (GIMPL & FAHRENHOLZ, 2001; STOOP, 2012), incluindo
aquelas que caracterizam variantes de OXT em clados de macacos do Novo Mundo (ProOXT,
Val*Pro®OXT Ala®OXT, Thr®OXT, Phe?0XT) descritas por nosso grupo de pesquisa (anexo |,
VARGAS-PINILLA et al., 2015) e outros autores (LEE et al., 2011; REN et al., 2015).
Curiosamente, 0s grupos de macacos caracterizados por essas variantes apresentam a mesma

sequéncia de AVP.

1.3.2 Receptores: O receptor da oxitocina (OXTR) e os receptores da vasopressina (AVPR1a,
AVPR1b e AVPR2).

A mediacdo de comportamentos sociais complexos, bem como de acdes fisiologicas
dos nonapetideos OXT e AVP se d& através de sua interagdo com seus receptores OXTR e
AVPR1a, AVPR1b e AVPR2, respectivamente. S0 membros da classe 1 da familia dos
receptores acoplados as proteinas G, que compdem a superficie de todos os tipos celulares,

sendo responsaveis por transmitir sinais para dentro da célula, e atuando em processos
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fisiologicos chave que se constituem num dos maiores alvos de farmacos da atualidade
(SIEHLER & MILLIGAN, 2011). Esses receptores sdo conhecidos por apresentar 7 dominios
transmembrana e estdo acoplados com proteinas G para realizar a sinalizacédo intracelular. Além
disso, caracteristicamente, sdo observadas 4 alcas extracelulares e 4 alcas intracelulares em que
a formacdo de uma ponte bissulfeto entre os residuos de cisteina dos dominios extracelulares 2
e 3 sdo importantes para a conformacdo e estabilizacdo dessas regides transmembrana
(BOCKAERT & PIN, 1999).

O gene codificante para OXTR esta localizado no cromossomo 3 em humanos, sendo
composto por 4 éxons, em que somente os dois Ultimos sdo codificantes. O receptor é expresso
no sistema nervoso central e em &rgdos periféricos, tais como: glandulas mamarias e Utero
(GIMPL & FAHRENHOLZ, 2001). Os genes codificantes para os receptores da vasopressina
(AVPR1a, AVPR1b e AVPR2) estdo localizados em diferentes cromossomos: 12, 1 e X,
respectivamente. Os receptores da vasopressina possuem a mesma estrutura, 4 éxons com
apenas 2 codificantes para a proteina (ENSEMBLE, http://www.ensembl.org). Os receptores
AVPR1ae AVPR1b sdo expressos no sistema nervoso central e estdo envolvidos na modulagéo
do comportamento, além de mediar importantes ac6es fisiologicas (GABOR et al., 2012). A
vasoconstricdo € mediada por AVPR1a quando expresso nas paredes dos vasos sanguineos,
enquanto que a liberacdo do horménio adrenocorticotréfico (ACTH) é mediada via AVPR1b,
sendo desse modo elemento chave na regulagdo do estresse. O AVPR2 é o Unico receptor a ser
expresso somente nos rins e € importante para o balango hidrico do organismo (KOSHIMIZU
etal., 2012).

O cenario sobre a historia evolutiva dessa familia de receptores, por outro lado, foi
proposto por Lagman et al., (2013), que através de analises filogenéticas e de sintenia indicaram
gue AVPR1a, AVPR1b e OXTR se originaram de um ancestral comum e que AVPR2 teve uma
origem paralela (LAGMAN et al., 2013). Ja Yamashita & Kitano, (2013) ndo encontraram uma
clara divergéncia entre os receptores.

Sendo assim, nesta Tese pretendemos investigar os padroes evolutivos dos receptores
OXTR, AVPR1a, AVPR1b, e AVPR2.
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1.4 SISTEMA DA PROLACTINA

1.4.1 Prolactina

A prolactina (PRL) pertence a familia somatotropina/prolactina e umas de suas
principais fungdes descritas € promover a lactacdo (BOLE-FEYSOT et al., 1998). Atua hum
amplo espectro de func@es, incluindo a mediacdo do comportamento materno (LUCAS et al.,
1998), e paterno (FLEMING et al., 2002; PATIL et al., 2014). Além disso, atua mais
especificamente na reproducdo, gravidez e lactacdo, crescimento e desenvolvimento,
metabolismo, modulacdo imunoldgica, transporte de eletrélitos, regulacdo do integumento e
oncogénese (BEN-JONATHAN & HUGO, 2015). A prolactina age como um sinalizador sendo
produzida principalmente por células do anterior da pituitaria, chamadas de lactotrofos, células
as quais podem sofrer hiperplasia durante a amamentacdo (KUCKA et al., 2013). Contudo,
sabe-se que a prolactina produzida durante a amamentacdo também ocorre de maneira extra
hipotalamica, em ambos 0s compartimentos, estromal e glandular das mamas, onde
provavelmente possui funcdes importantes, mas a descri¢do dessas atividades ainda ndo esta
bem clara (HORSEMAN & GREGERSON, 2014). Enquanto que, no tecido adiposo, sua
expressdo é trés vezes maior que nos tecidos glandulares maméarios (MARANO & BEN-
JONATHAN, 2014). A producdo extra hipotalamica de PRL também ocorre nos foliculos
capilares em momentos especificos: quando o bulbo capilar esta em plena atividade (fase
anagena) e na fase de repouso capilar (fase telogena; MARANO E BEN-JONATHAN, 2014).

Esse hormdnio provavelmente surgiu ha mais de 400 milhdes de anos, assim que, pode
ser observado em insetos, peixes 6sseos e tetrapodes (ADAN et al., 2014 e referéncias 1a
contidas). Embora em invertebrados o papel fisioldgico de PRL ndo seja bem estabelecido, nos
vertebrados, sua associacdo mais comum é com fungdes reprodutivas pos-parto, de modo que
estaria relacionada a uma vasta gama de estratégias reprodutivas no Reino Animal
(HORSEMAN & GREGERSON, 2014). Aparentemente, PRL possui um gene ancestral
comum com o hormdnio do crescimento (GH, Growth Hormone conforme a sigla em inglés),
bem como com os lactogénicos placentarios (PLs; COOKE et al., 1981). No entanto, PLs tém
uma historia recente na cronologia evolutiva quando comparado aos demais, surgindo no ramo
dos mamiferos placentarios. Os ciclostomos (lampreias etc), por sua vez, possuem uma outra
forma do horménio, a somatolactina (AMEMIYA et al., 1999).
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O gene codificante para a prolactina (PRL) estd localizado no brago curto do
cromossomo 6 em humanos e esta constituido por 5 éxons e 4 introns, onde o primeiro éxon
codifica somente parte do peptideo sinal e os outros 4 éxons codificam o horménio PRL (AKEN
etal., 2016). Quando comparada com os outros horménios acima listados, a prolactina é a mais
extensa, composta de 199 aminoacidos e algumas caracteristicas Unicas, como a glicosilacéo.
Todos horménios (PRL, GH, e PLs) sdo sintetizados como pré-pr6-horménios e estdo
constituidos de um peptideo sinal e um neuropeptidio maduro (UniProt Consortium, 2010), mas
transcritos de diferentes tamanhos sdo produzidos atraves de processamento alternativo do
RNA mensageiro (TRUONG et al., 1984).

Estudos com camundongos nocautes para PRL tém produzido fémeas com deficiéncia
no desenvolvimento de glandulas mamarias e totalmente inférteis, enquanto que 0os machos em
sua maioria sao férteis. Através da interacdo com vias de sinalizacdo e fatores de transcricéo,
tal como E1F5, tem sido demonstrado que PRL também atua na diferenciacdo e proliferacdo
epitelial (HORSEMAN & GREGERSON, 2014).

Diferentes abordagens vém sendo usadas para investigar o papel de PRL além das
funcBes reprodutivas, ja que estagios reprodutivos particulares, como a lactacdo, impdem
muitas exigéncias a fémea. Por exemplo, estudos que buscam desvendar susceptibilidades
genéticas a doencas psiquiatricas em humanos tém demonstrado que a prolactina, juntamente
com a somastatina e o receptor da dopamina D2, desempenham um papel importante no
mecanismo de resiliéncia apds o estresse, bem como apo6s o tratamento com antidepressivos
(FARON-GORECKA et al., 2013). Outros autores mostraram que drogas administradas em
mulheres que realizam tratamento psicolégico acarretam um aumento dos niveis de PRL
(hiperprolactnemia), e esse aumento pode ter consequéncias fisiologicas que incluem a
amenorreia e oligomenorreia (BARGIOTA et al., 2013). Por outro lado, horménios incluindo
PRL protegem o cérebro feminino de danos durante a gestacdo, pois atuam minimizando a

resposta imunoldgica que causa inflamacdo (MONASTERIO et al., 2013).

1.4.2 O receptor da Prolactina (PRLR)

A acdo de PRL depende de sua interagdo com seu receptor, PRLR, o qual pertence a
familia tipo 1 dos receptores de citocinas (PATIL et al., 2014). O gene que codifica PRLR esta
localizado no brago curto do cromossomo 5 em humanos e esta constituido por 10 éxons, sendo

que os dois primeiros ndo séo codificantes para a proteina (Figura 3). Essa familia de proteinas
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esta composta por uma regido extracelular (EC), uma regido transmembrana (TM) e uma regido
intracelular (IC), atuando através da formacdo de homodimeros (GOFFIN & KELLY, 1997).
Importantes grupos funcionais desse receptor sdo éxon-especificos: como os residuos de
cisteina localizadas nos éxons 4 e 5, onde também é codificado o primeiro dominio de
fibronectina (FBN) tipo I11, 0 motivo WSxWS encontrado no éxon 7, onde também é codificado
o dominio FBN tipo Ill. A regido transmembrana € codificada inteiramente pelo éxon 8,
enguanto que o motivo rico em prolina estd codificado no éxon 9. J& no éxon 10 esta contido o

box 2 e varios residuos essenciais para a transducédo de sinal (ORMANDY et al., 1998).

PRIR gene UTR
E1

E2 E3-E10

Figura 3 - Localizacdo cromossémica do receptor da
prolactina e esquema do gene codificante PRLR. Chr:
cromossomo; E: Exon; UTR: regido néo traduzida.

Segundo as informacGes disponiveis no UniProt, existem 9 isoformas de PRLR
descritas, que sdo produzidas através do processamento alternativo do RNA, das quais as
isoformas 4 e 6 sdo incapazes de traduzir a sinalizacéo via interacdo com PRL. Essas isoformas
diferem principalmente quanto ao tamanho de sua regido intracelular, sendo caracterizadas
basicamente como: isoforma curta, intermediaria e longa (BOLE-FEYSOT et al., 1998 e
referéncias la contidas; Figura 4). Conforme pode ser observado na figura 4, a forma longa
expressa 0 receptor inteiramente e, portanto, possui caracteristicas Unicas. Por exemplo, é a

Unica capaz de estimular a transcrigdo de genes da proteina do leite (LESUEUR et al., 1991).
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Figura 4- Esquema mostrando a classificacdo geral das
isoformas de PRLR (longa, intermediaria e curta) e suas
principais distin¢cbes (BOLE-FEYSOT et al., 1998).

Funcionalmente, PRLR ndo possui capacidade enziméatica intrinseca e esta
constitutivamente associado a Janus quinase 2 (JAK2) e a uma proteina da familia das Src
tirosina-quinases (SFKs). Essas interacdes sdo necessarias para que ocorra a fosforilacdo de
PRLR, assim como de outras proteinas da via (CLEVENGER & MEDAGLIA, 1994;
DUSANTER-FOURT et al., 1994). A forma longa de PRLR ativa uma ampla cascata de
sinalizagdo em que JAK2/STAT é a maior delas, além das vias das Src quinases, (PI13K) /AKT,
e MAPK (Figura 5). A via JAK2/STAT atua na regulacdo de muitos aspectos criticos do
crescimento celular, sobrevivéncia e diferenciacdo sendo que erros nessa via Sdo
frequentemente observados em muitos tumores humanos, refletindo a sua importancia para a
manutencédo e integridade celular. A proteina JAK ativada leva a fosforilagdo de residuos de
tirosina nos receptores de citocinas com subsequente recrutamento e fosforilacdo de proteinas
STAT, que resultam na sinalizagdo para a transcri¢do de outras importantes proteinas (Mitchell
& John, 2005). Ja as proteinas da familia SRC sdo quinases que também modulam a sinalizacao
de outras proteinas, sendo compostas por uma regido N-terminal seguida pelos dominios SH3
e SH2 e uma curta regido C-terminal (BOGGON & ECK, 2004).
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Figura 5 — Sinalizacdo da prolactina atraves de diferentes vias obtida no
sitio da Qiagen (https://www.giagen.com).

1.4.3 O peptidio liberador de PRL, PRLH

O peptideo PRLH estimula a liberacdo de PRL através de sua interagdo com o receptor
GPR10 (G-protein coupled receptor 10), regulando entéo, a expressdo de PRL (LANGMEAD
et al., 2000). No entanto, o maior controlador hipotalamico de liberacdo de PRL é a dopamina
(TAYLOR & SAMSON, 2001).

O gene que codifica PRLH esta localizado no brago longo do cromossomo 2 em
humanos e é composto por 2 éxons, produzindo uma proteina de 87 aminoacidos em sua forma
canodnica (ZERBINO et al., 2017). Atua na lactacdo, na regulacdo de ingestdo alimentar,
processamento de sinais de dor, assim como homeostase metabolica, resposta ao estresse,
regulagdo cardiovascular, secrecdo de gonadotrofinas, secrecdo de GH (hormonio do
crescimento) e regulacdo do sono (SUNET al., 2005). Entre as funces também mediadas por



31

PRLH, inclui-se o seu envolvimento no controle de secre¢do de OXT, assim como do horménio
liberador de corticotropina e somatostatina (IBATA et al., 2000). Maiores quantidades de
PRLH séo expressas na medula e no hipotalamo, contudo, esse hormdnio é expresso em Varios

tecidos indicando uma ampla gama de fun¢des (FUJII et al., 1999).

1.5 AMOSTRAGEM TAXONOMICA

Aqui serdo investigadas diferentes espécies de mamiferos considerando varios genes
da rede estendida de OXT-AVP, denominada na presente Tese de rede OXT-AVP-PRL. Como
ja mencionado, a abordagem de genes candidatos se faz presente, bem como outras que
envolvem, por exemplo, a geracdo de dados originais de sequéncias a partir da identificacéo de
regides de potencial interesse funcional e evolutivo, reveladas por anélises iniciais em bancos
de dados publicos. Conforme mostra a Figura 6, um numero consideravel de espécies de
mamiferos foi acessado. Contudo, o conjunto de tadxons variou para os diferentes genes
estudados. Vale destacar, no entanto, que a ordem Primates, foco constante de estudos dos quais
participei e que ja se encontram publicados, no prelo, ou sob revisdo (ver anexos I, 11, lll1 e 1V,

V), terdo destaque na presente Tese.

1.5.1 Ordem Primates

Os primatas se originaram no final do Cretaceo, juntamente com uma grande
quantidade de outras ordens de mamiferos, que diversificaram apds a extingdo em massa do
periodo de transicdo Cretaceo-Paledgeno, que ficou conhecida como “K-Pg extinction”
ocorrida ao redor de 65 milhdes de anos atras (POZZI et al., 2014).

Conforme mostrado na figura 7, os Strepsirrhini (Lemuriformes e Lorisiformes)
constituem os ramos mais basais dos primatas, os quais apresentam como distin¢do dos outros
primatas a presenca de uma narina com uma dobra de membrana mucosa que a comunica com
as gengivas e labio superior. Ainda outras caracteristicas marcantes sdo a presenca de um 0rgéo
vOmero-nasal para deteccdo de feromonios, Utero bicornado, e uma placenta epiteliocorial, e

dentes em formato de pente. O Clado Strepsirrhini, apresenta como representantes notaveis os
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Iémures de Madagascar, os quais fazem parte da infraordem Lemuriformes (WILSON &
REEDER 2005). Haplorrhini é o clado irm&o de Strepsirrhini agrupando uma diversidade muito
maior de animais, que inclui os grandes ramos dos primatas do Novo Mundo (NWM) ou
Platyrrhini, que ocorrem no continente americano (ARISTIDE et al., 2015). Os OWM (primatas
do Velho Mundo, ou Catarrhini), constituem outro grande clado de Haplorrhini, assim como os
Tarsiiformes, que sdo representados por poucas espécies do Velho Mundo, incluindo Carlito
syrichta, espécie das Filipinas que analisamos nessa Tese. Como distin¢do de Strepsirrhini, o
clado dos Haplorrhini apresenta um rostrum relativamente curto, formacgéo dssea separando a
Orbita da fossa temporal, e narinas individualizadas com relacéo ao labio superior e gengivas,
0 que lhes permite exibir uma gama maior de expressdes faciais. Concomitantemente, também
é possivel observar diferentes comportamentos relacionados a sua estrutura social. Tais
peculiaridades em primatas do Novo Mundo tém sido bem documentadas na espécie Callithrix
jacchus, que apresentam comportamento monogamico, além de intenso cuidado parental por
parte dos machos. Assim que, ao cuidar da prole, o0 macho pode facilitar e usufruir de um curto
intervalo reprodutivo. Contudo, filhotes relativamente imaturos resultam num intenso cuidado
parental, aumentando o estabelecimento de vinculos afetivos por longos periodos, podendo ser
observado ainda comportamento monogamico nessas espécies (STOREY & ZIEGLER, 2016).

Além dos primatas, dados originais de outro grupo particular de mamiferos, os
marsupiais, foram obtidos para a presente Tese, de modo que no item abaixo caracteristicas

gerais sobre 0s mesmos serao apresentadas.
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Lemuriforme

Figura 7 — Filogenia dos primatas obtida através do Time Tree of Life e com identificacdo
taxonémica revisada em Perelman et al., (2011).
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1.5.2 Marsupiais

Os marsupiais (Metatheria) fazem parte da subclasse de mamiferos Theria, que agrupa
também os mamiferos placentarios (Eutheria; WILLIAMSON et al., 2014). O registro féssil
mais antigo e confiavel de Theria foi descoberto no nordeste da China: uma espécie similar a
um musaranho que foi batizada com o0 nome de Juramaia sinensis. Sua datacdo contribuiu para
a indicagdo de que os clados Metatheria e Eutheria teriam divergido ha cerca de 160 milhdes
de anos (LUO et al., 2011).

Foram relativamente abundantes e muito diversos durante o Cretaceo, mas no final
desse periodo, ha cerca de 65 milhdes, ocorreu a extingdo em massa K-Pg (POZZI et al., 2014),
fazendo desaparecer diversas espécies de animais, incluindo muitas do clado Metatheria. Os
marsupiais tiveram uma grande radiacdo mais recente na América do Sul e na Australia,
posterior a extin¢do K-Pg, sendo gue a conexao entre as espécies da América do Sul e Australia
é atualmente alvo de muitos debates (AMRINE-MADSEN et al., 2003).

Em termos de densidade de tdxons foi observada uma grande reducdo recente nos
continentes Americano e Australiano, que ocorreu provavelmente devido a chegada (na
América do Sul) e introducdo (na Austradlia) de mamiferos placentarios
(http://animaldiversity.org/). Na América do Sul, sdo encontradas principalmente duas familias
de Marsupiais, Didelphidae, que ocorre também na América do Norte e Caenolestidae,
encontrada somente na América do Sul (MAY-COLLADO et al., 2015). Didelphidae é a
familia mais abundante que compreende cerca de 95 espécies. Em termos de reproducdo os
membros dessa familia sdo considerados poliginicos, ou seja, 0s machos competem pelas
fémeas e emitem ruidos ao circunda-las, mas esse comportamento nao é considerado de corte
(ASTUA et al., 2015). A familia Didelphidae possui ainda um Gnico representante considerado
semiaquatico, a espécie Chironectes minimus que é conhecida vulgarmente como cuica-d'agua.
Ela é encontrada nos rios e lagos do Sul do México até a Argentina, sendo uma espécie
promiscua que exibe comportamentos pré-copulatorios, desenvolvendo forte relagéo social e,
aparentemente, apresenta cuidado parental. A outra familia, Caenolestidae, por sua vez, contém
cerca de 5 espécies, as quais sao de pequeno porte e similares a um musaranho. Curiosamente,
nas fémeas dessa familia a bolsa esta ausente (https://www.ed.ac.uk/).

As caracteristicas reprodutivas variam consideravelmente, sendo muitas das espécies
solitarias por todo o ano, ficando juntos somente para o acasalamento. Esse padrédo reflete,
provavelmente, uma estrutura social de acasalamento promiscua (http://animaldiversity.org/).

Contudo, é possivel observar caracteristicas reprodutivas mais sociais em algumas espécies,


http://animaldiversity.org/accounts/Metatheria/
http://animaldiversity.org/accounts/Metatheria/
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como Macropus parryi que pode abranger grupos de 50 a 80 individuos. A formacdo de pares,
ou seja, comportamento monogamico, também pode ser observado na espécie Petauroides
volans que compartilha a toca até que o filhote deixe o marsupio. Nessa especie 0 macho
também pode exibir comportamento bigamo, embora ndo exibam cuidado parental. Essa
transicdo entre monogamico e poligdmico estaria mais relacionada com a disponibilidade de
alimento, sendo que em areas com pouca disponibilidade a monogamia € considerada a norma,
mas quando ha bastante recursos, 0s machos exibem o comportamento bigamo (NORTON,
1988).
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Nosso grupo de pesquisa tem feito contribui¢cbes importantes ao conhecimento de
variagOes especificas relacionadas ao cuidado parental no sistema OXT e seu receptor OXTR,
assim como de outros genes da mesma rede AVPR1b (ver anexos I e IV, VARGAS PINILLA
et al., 2015; FAM et al., sob revisao). Nossos esforcos em demonstrar o efeito dessas variantes
in vivo e in vitro foram efetivos no caso de OXT (PARREIRAS-E-SILVA et al., 2017). Sabe-
se que caracteristicas complexas fazem parte de uma rede maior de interagdes que podem vir a
ser reveladas, ou seja, hd um repertdrio genético no qual varios genes de uma mesma rota podem
apresentar maior ou menor relevancia na sua conexdo com fendtipos adaptativos. Por isso,
expandimos nossos estudos para além dos genes do sistema OXT-AVP, incluindo mais genes

candidatos na investigacao.

O presente trabalho teve como objetivos basicamente o que segue:

- Descrever os padrdes evolutivos para as regides codificantes dos genes OXTR, AVPR1a,
AVPR1b, AVPR2, PRL, PRLR e PRLH; se correspondentes a neutralidade, a selecdo

purificadora, ou direcional/selecédo positiva;

- Elucidar se as mudancas de aminoacidos das proteinas estariam relacionadas com
caracteristicas taxon-especificas e seu potencial impacto na histéria evolutiva das espécies

investigadas.



CAPITULO I OXYTOCIN AND ARGININE VASOPRESSIN
RECEPTOR EVOLUTION: IMPLICATIONS FOR ADAPTIVE
NOVELTIES IN PLACENTAL MAMMALS

A versdo completa do manuscrito pode ser acessada em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27505307.
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Abstract

Oxytocin receptor (OXTR) and arginine vasopressin receptors (AVPR1a, AVPR1b, and AVPR2) are paralogous
genes that emerged through duplication events; along the evolutionary timeline, owing to speciation, numerous
orthologues emerged as well. In order to elucidate the evolutionary forces that shaped these four genes in placental
mammals and to reveal specific aspects of their protein structures, 35 species were selected. Specifically, we investi-
gated their molecular evolutionary history and intrinsic protein disorder content, and identified the presence of short
linear interaction motifs. OXTR seems to be under evolutionary constraint in placental mammals, whereas AVPR1a,
AVPR1b, and AVPR2 exhibit higher evolutionary rates, suggesting that they have been under relaxed or experi-
enced positive selection. In addition, we describe here, for the first time, that the OXTR, AVPR1a, AVPR1b, and
AVPR2 mammalian orthologues preserve their disorder content, while this condition varies among the paralogues.
Finally, our results reveal the presence of short linear interaction motifs, indicating possible functional adaptations re-

lated to physiological and/or behavioral taxa-specific traits.
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Introduction

Genome and tandem duplication events have an im-
portant role in biological evolution (Van de Peer et al.,
2009). These processes give rise to paralogous genes,
which can evolve by speciation along the evolutionary
timeline, thus giving rise to orthologous genes (Fitch, 1970;
Gabalddén and Koonin, 2013). As result of these processes,
so-called “gene families” emerge, whose members may re-
tain similar or identical functions, but might also diverge
extensively, resulting in adaptive novelties (Neduva and
Russell, 2005;Huang and Sarai, 2012). The emergence and
differentiation of the paralogous neuroendocrine nona-
peptides oxytocin (OXT) and vasopressin (AVP; Gwee et
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al., 2009), as well of their paralogous receptors (OXTR and
AVPR1a, AVPR1b, AVPR2, respectively) illustrate this
phenomenon (Yamaguchi et al., 2012; Lagman et al.,
2013).

The OXT peptide is comprised of a nine amino acid
sequence (Lee ef al., 2009), differing in only two amino ac-
ids from its paralogue, AVP. These nonapeptides, produced
in their highest quantities in the brain, mediate both similar
and distinct functions through their interactions with their
native receptors (OXTR; AVPRla, AVPRIb, and
AVPR2), which are produced in various organs and tissues
(Barberis et al., 1998). Some level of cross-reaction among
OXT and AVP with their non-native receptors occurs as
well, but with distinct affinities (Zingg and Laporte, 2003;
Slusarz et al., 2013). For instance, the synthesis of OXTR
in the uterus and mammary glands guarantees uterine con-
traction and milk ejection in placental mammals (Kimura et
al., 1998; Gimpl and Fahrenholz, 2001), whereas AVPR1a
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Os capitulos 11l e 1V da presente Tese apresentam discussdes especificas referentes
aos resultados obtidos aqui. J& os achados brevemente apresentados nos capitulos V e VI, e que
ndo serdo discutidos aqui, foram introduzidos ao corpo da presente Tese com o objetivo de
salientar o esfor¢co empregado para que mais informacdes acerca dos genes da rede OXT-AVP-
PRL sejam conhecidas em espécies na fauna brasileira, pouco ou nada representada nos bancos
de dados publicos, incluindo também espécies ameacadas de extin¢do. Além disso, devido a
natureza dos genes em questdo, buscou-se representar grupos de espécies de categorias
taxonémicas diferentes quanto a tracos reprodutivos (fisioldégicos e comportamentais) como é
0 caso dos primatas e marsupiais. Desse modo, pode-se antever que mais artigos seréo redigidos
a partir do trabalho iniciado na presente Tese.

Visto 0 exposto acima, o presente Capitulo apresenta somente uma discussédo e
conclusdo geral sobre os assuntos estudados e resultados obtidos. Para isso, quando oportuno,
alguns achados apresentados nos anexos também serdo comentados.

Um dos maiores desafios da atualidade é conseguir conectar variagdes em nivel de
genoma com aquelas em nivel de fenotipos. Além disso, conectar esses achados com cenarios
evolutivos torna esse tipo de estudo e abordagem altamente desafiadores. Nosso grupo de
pesquisa tem buscado contribuir com essa area de conhecimento em especial considerando o
sistema OXT-AVP e seu papel na emergéncia de fendtipos adaptativos em primatas do Novo
Mundo (anexos I, 1l e 11I; VARGAS-PINILLA et al., 2015, 2016; PARREIRAS-&-SILVA et
al., 2017). Interessantemente, também verificamos que variacbes em genes desse mesmo
sistema estavam implicadas na emergéncia de fendtipos ligados a domesticacao em diferentes
clados de mamiferos (FAM et al., 2018, no prelo; anexo V). No entanto, é esperado que
fendtipos de natureza complexa, como por exemplo, tracos reprodutivos, resultem da acao (e
interacdo) de uma rede de genes, compreendendo sistemas interligados. Assim sendo, n0ssos
estudos se iniciam com a rede funcional da OXT-AVP (OXT, OXTR, AVP, AVPR1A, AVPR1B
e AVPR2) e aqui ampliamos para a rede da prolactina (PRL), inicialmente com dados originais
do receptor PRLR em macacos do Novo Mundo (cujo manuscrito ja se encontra em sua
primeira versdo; Capitulo 1V) e marsupiais (Capitulo V).

Num primeiro momento, os receptores de OXT e AVP (AVPR1a, AVPR1b, AVPR2
e OXTR) foram explorados mais exaustivamente através de diferentes abordagens in silico,
conforme pode ser apreciado no Capitulo 111 da presente Tese (PARE et al., 2016). Esse estudo
descreve os padrbes evolutivos dessa familia num conjunto de mamiferos placentéarios,
incluindo a delineacdo de um perfil de distribui¢do do padréo de desordem de proteinas ao longo

da evolugdo, que se correlaciona positivamente com maiores valores de ®. Além disso,
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investiga os padrBes de interacdo através do SLiMs encontrados, sugerindo uma mudanca
adaptativa observada na espécie Dipodomys ordii (PARE et al., 2016). Nessa espécie adaptada
a ambientes aridos, foi observada a fixacdo de um motivo linear de interacdo para proteinas
MAPKSs (Mitogen-Activated Protein Kinases) em AVPR2. Essas proteinas sao envolvidas em
diversas respostas a estimulos celulares, incluindo estresse osmoético. Uma vez que AVPR2
promove a homeostase da &dgua e Dipodomys ordii vive em ambientes limitados quanto a
disponibilidade desse recurso, foi sugerido que essa mudanca tenha provaveis implicacdes
adaptativas. Esse achado salienta a importancia de avaliar a alteracdo ndo sinbnima num
contexto maior, considerando também o impacto desta na interagdo com outros elementos
genéticos.

Num segundo momento, genes relacionados a PRL foram explorados em diferentes
analises. Inicialmente, a regido codificadora do receptor PRLR foi sequenciada em dois grupos
taxondmicos distintos: macacos do Novo Mundo e Didelphimorphia (Capitulos IV, “Molecular
evolution of the Prolactin Receptor and implications for adaptive traits in primates”; e V,
resultados preliminares). No capitulo 1V, descrevemos a alta variabilidade de PRLR em
primatas, no qual mudancas especificamente encontradas em NWM apresentaram uma alta
probabilidade de estarem sob selecdo positiva, 0 que pode estar ligado a emergéncia de
fendtipos especificos, como a diminuicdo do tempo de maturidade sexual em fémeas e o
tamanho da prole. Além disso, avaliamos se as mudangas de aminoacidos alteravam a
sinalizacdo e interacdo entre moléculas atraves de predicdo de motivos lineares (SLiMs). Por
exemplo, descrevemos que nos Simiiformes (macacos do Velho e Novo Mundo), hd um motivo
linear adicional de interacdo com dominios SH3 (Src homology 3). Os dominios SH3 e 0s seus
locais de ligacdo foram descritos para centenas de proteinas; eles fornecem a célula um meio
particularmente conveniente e adaptavel de interacdo seletiva proteina-proteina, que pode ser
de importancia funcional (MAYER, 2015). Essas variagdes constituem-se num interessante
repertorio a ser avaliado em futuros ensaios experimentais, por exemplo, como aquele realizado
por nosso grupo de pesquisa (PARREIRAS-&-SILVA et al., 2017; anexo Ill). A alta
variabilidade de PRLR (IC) em primatas havia sido relatada anteriormente (BABB et al., 2014),
sendo essa regido a mais variavel da proteina, por isso foi considerada no planejamento de nosso
estudo. No entanto, Babb et al. (2014) nédo sugere sitios especificos sob selecdo positiva,
diferente do que foi evidenciado aqui, particularmente relacionado a forma longa do receptor

em associa¢do com caracteristicas especificas.
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Desse modo, podemos concluir dizendo: Um dos maiores desafios para as Ciéncias
Biomédicas na atualidade é conseguir conectar variacdes em nivel de genoma com aquelas
observadas em nivel de fendtipos. Normalmente, o foco das atenc¢des sdo populagdes humanas
e a identificacdo de variantes em genes que possam estar correlacionadas com a diversidade
normal e patoldgica dentro de nossa espécie (BRADLEY & LAWLER, 2011). De menos
interesse, mas ndo menos relevante e desafiador, séo as investigacoes que buscam desvendar o
perfil genético por tras de tracos fenotipicos que caracterizam uma espécie como um todo, ou
mesmo um grupo taxondmico maior (género, familia, ordem, etc). Em outras palavras, como
um gene (ou um grupo deles) e suas variantes se conectam com fenotipos adaptativos em
populacbes naturais? Existem varias ferramentas metodoldgicas disponiveis para responder a
pergunta feita acima, mas o ponto de partida necessariamente € aquele que gera o dado genético
original na espécie sob investigacdo. Para isso, basicamente, duas abordagens iniciais sdo
geralmente utilizadas: a) caracterizacdo do genoma completo; e b) caracterizacdo de gene (s)
candidato (s). Os estudos do tipo (b), naturalmente mais econdémicos, focam na investigacéo de
um ou mais genes (ou regides gendmicas) de uma determinada rede cujas fungdes e implicacbes
para um determinado fenotipo (ou um grupo de fendtipos correlacionados) ja sdo previamente
bem conhecidas. A estratégia de genes candidatos vem sendo utilizada com sucesso por nosso
grupo de pesquisa como mostra a presente Tese, visto que temos conseguido investigar a
complexa conexdao entre um determinado repertorio genético e fendtipos adaptativos
correspondentes. Desdobramentos a partir de nossos achados envolvem necessariamente novos
estudos funcionais e a investigacdo de mais genes da rede OXT- AVP- PRL, considerando sua

porcao codificadora e regulatéria, o que ndo é nada trivial. Mas desafios assim nos movem!
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Oxytocin is a nonapeptide involved in a wide range of physiologic
and behavioral functions. Until recently, it was believed that an
unmodified oxytocin sequence was present in all placental mam-
mals. This study analyzed oxytocin (OXT) in 29 primate species and
the oxytocin receptor (OXTR) in 21 of these species. We report
here three novel OXT forms in the New World monkeys, as well
as a more extensive distribution of a previously described variant
(Leu8Pro). In structural terms, these OXTs share the same three
low-energy conformations in solution during molecular dynamic
simulations, with subtle differences in their side chains. A consis-
tent signal of positive selection was detected in the Cebidae fam-
ily, and OXT position 8 showed a statistically significant (P = 0.013)
correlation with litter size. Several OXTR changes were identified,
some of them promoting gain or loss of putative phosphorylation
sites, with possible consequences for receptor internalization and
desensitization. OXTR amino acid sites are under positive selec-
tion, and intramolecular and intermolecular coevolutionary pro-
cesses with OXT were also detected. We suggest that some New
World monkey OXT-OXTR forms can be correlated to male paren-
tal care through the increase of cross-reactivity with its correlated
vasopressin system.

OXT | OXTR | primates | coevolution | behavior

xytocin has crucial functions related to physiological pro-

cesses and social behaviors in primates and other placental
mammals. A nonapeptide (Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-
Gly) (1), oxytocin (OXT-8Leu) is both a neurotransmitter re-
leased by neuronal cells in synapses and a hormone, activating
receptors distant from the site of its synthesis through the cir-
culatory system (2). In mammals, OXT acts as a hormone in
uterine contraction during parturition and in milk ejection while
lactating. It is also a key central nervous system neurotransmitter,
regulating/modulating complex social and reproductive behaviors
(i.e., pair bonding and parental care) (3-7).

Until recently, it was believed that the OXT amino acid chain
was the same in all placental mammals. However, Lee and col-
leagues (8) reported a T > C change in four New World monkeys
(NWms), Saimiri sciureus, Cebus apella, Callithrix jacchus, and
Aotus nancimae, substituting leucine to proline at position 8 (OXT-
8Pro). This form was also found in Tupaia belangeri, a tree shrew
species of Southeast Asia (8). OXT differs from its paralog vaso-
pressin (AVP; Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly) at posi-
tions 3 and 8. Variation at position 8 also identifies nonplacental
OXT/AVP-like nonapeptides, such as mesotocin, present in
some marsupials (7, 9). These findings dispel the notion of
a universal OXT amino acid sequence for placental mammals.
They also suggest that residue variability at position 8, in some
cases associated with variations at positions 2-5, may be con-
nected with the recognition, binding, and activation of receptors,
potentially leading to species-specific functional changes (7, 10).

88-93 | PNAS | January 6, 2015 | vol. 112 | no.1

OXT activity depends on adequate interaction with its unique
receptor, OXTR, although it can also bind to the vasopressin
receptors (AVPR1a, AVPRI1b, and AVPR?2) with lower affinity
(11-13). Similar to other receptors that use G proteins as
transducer signals across the cell membranes, OXTR is com-
posed of seven transmembrane (TM1-TM7), four extracellular
(N-terminal tail-ECL3), and four intracellular (ICL1-C-terminal
tail) domains. ECL and ICL are important for the interaction
with OXT and G proteins, respectively, whereas TMs are con-
nected with both functions (7, 11).

In contrast to what is observed for placental mammal OXT,
OXTR presents hundreds of variants in regulatory and coding
regions, including at the intraspecific level. In humans, OXTR
single-nucleotide polymorphisms have been associated with
several social behavioral phenotypes (14).

The presence of OXT-OXTR-related systems throughout the
animal kingdom indicates that their typical roles in placental
mammals are likely exaptations of ancient functions, such as
regulation of fluid balance and egg-laying (15, 16). Studies have
attempted to investigate both the interaction of OX7T-OXTR-like
systems and their coevolution (11, 17). However, our knowledge
about this nonapeptide-receptor system, including the extent of
its variability in the primate order, remains limited.

Significance

It was previously believed that placental mammals present no
variability in oxytocin (OXT). The present study reports novel
data on the diversity of OXT and its receptor (OXTR) in primate
species, including New World monkeys. Contrary to prior
expectations, we found three novel OXT forms and several
OXTR nonsynonymous changes not previously described. In the
Cebidae family, signals of positive selection were found for an
OXT variant at position 8, which is associated with larger litter
sizes. We detected positive selection for OXTR forms and report
a coevolutionary process between changes in OXT and OXTR.
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Abstract Paternal care is a complex social behavior com-
mon in primate species with socially monogamous mating
systems and twin births. Evolutionary causes and conse-
quences of such behavior are not well understood, nor are
their neuroendocrine and genetic bases. However, the neu-
ropeptide oxytocin (OXT) and its receptor (OXTR) are
associated with parental care in mammalian lineages. Here
we investigated the interspecific variation in the number of
progesterone response elements (PREs) in the OXTR pro-
moter region of 32 primate species, correlating genetic data
with behavior, social systems, and ecological/life-history
parameters, while controlling for phylogeny. We verified
that PREs are only present in New World monkeys and that
PRE number is significantly correlated with the presence of
paternal care in this branch. We suggest that PRE number
could be an essential part of the genetic repertoire that
allowed the emergence of taxon-specific complex social
behaviors, such as paternal care in marmosets and tamarins.
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Introduction

Parental care is a complex social behavior associated with
animal breeding systems, life history, and ecology (Hous-
ton et al. 2005; Kokko and Jennions 2008; Alonzo 2010).
Parental care is fundamental for offspring fitness in many
animal taxa, and thus can also be characterized as an
effective evolutionary strategy.

In mammals, behavioral differences among faxa rely not
only on the type of care associated with different stages of
offspring development and survival but also on the relative
contribution of males and females to paternal and maternal
care, respectively. Lactation, for instance, is an exclusive
maternal attribute linked to the first infancy, but other
activities such as carrying, grooming, sharing food, feed-
ing, defending, and teaching can be provided by the father
and/or other group members.

Fathers that regularly contribute to offspring care occur
in only ~5 % of mammals but evolved independently at
least sixty times within these lineages, including four times
within the primate order (Lukas and Clutton-Brock 2013).
This kind of male behavior is thus equally interesting from
an evolutionary perspective when compared with the much
more usual maternal care observed in mammals.

Environmental, physiological, epigenetic, and genetic
factors promote the neuroendocrine changes associated
with parental care in different taxa (Adkins-Regan 2005;
Székely et al. 2010; Lucion and Bortolini 2014; French
et al. 2016). For this reason, it is not a trivial task to
identify the genetic factors involved in both maternal and
paternal care, their specific (e.g., breast-feeding) and
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The neurohormone oxytocin is a key player in the modulation of
reproductive and social behavioral traits, such as parental care.
Recently, a correlation between different forms of oxytocin and
behavioral phenotypes has been described in the New World
Monkeys (NWMs). Here, we demonstrate that, compared with the
Leu®OXT found in most placental mammals, the Cebidae Pro®OXT
and Saguinus Val’Pro®OXT taxon-specific variants act as equi-
efficacious agonists for the Gg-dependent pathway but are
weaker agonists for the p-arrestin engagement and subsequent
endocytosis toward the oxytocin receptor (OXTR). Upon interac-
tion with the AVPR1a, Pro®OXT and the common LeuBOXT yielded
similar signaling profiles, being equally efficacious on G, and
p-arrestin, while Val>Pro®0XT showed reduced relative efficacy to-
ward p-arrestin. Intranasal treatment with either of the variants
increased maternal behavior and also promoted unusual paternal
care in rats, as measured by pup-retrieval tests. We therefore sug-
gest that Val’Pro®0XT and Pro®OXT are functional variants, which
might have been evolutionarily co-opted as an essential part of
the adaptive genetic repertoire that allowed the emergence of
taxon-specific complex social behaviors, such as intense parental
care in the Cebidae and the genus Saguinus.

paternal care | biased agonism | primates | oxytocin variants | social
behaviors

In placental mammals, the nonapeptides oxytocin (Leu®OXT)
and arginine vasopressin (AVP) differ by two amino acid res-
idues at positions 3 and 8 (OXT: Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-
Leu-Gly; AVP: Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly). Both
act as hormones and neurotransmitters and play a key role in the
modulation of reproductive and social behavioral traits, such as
parental care and bonding between sexual partners. It is thought
that the oxytocin system plays a greater role in females, while the
AVP system primarily influences bonding and parental care in
males (1-4).

Until a few years ago, it was thought that the nine amino acid
sequence of oxytocin, known since the 1950s (5), was strictly
conserved across all placental mammals. Recently, this para-
digm was challenged when several taxon-specific forms of oxy-
tocin were identified in New World monkeys (NWMs). In a first
instance, Lee et al. (6) reported a Leu-to-Pro substitution at posi-
tion 8 (Pro®OXT) in four sgecies. Later, four more NWM forms
of oxytocin, Ala80OXT, Thr®OXT, Phe?0OXT, and Val*Pro®0XT
were identified by our group (7) and by Ren et al. (8). On the
other hand, the AVP amino acid sequence was shown to be
conserved in species expressing the novel oxytocin forms (9, 10).

9044-9049 | PNAS | August22,2017 | vol. 114 | no.34

The Pro®OXT variant emerged at least ~20 Mya (10) and is
expressed by all genera of the Cebidae family. In the genus
Saguinus (family Cebidae, subfamily Callitrichinae) (11), an ad-
ditional mutation led to the substitution of Ile to Val at position
3 (Val’Pro®OXT). These two variants might form an essential
part of the genetic repertoire which allowed certain NWM to
evolve behavioral traits that are otherwise rare among mammals,
such as social monogamy (8) and intense caregiving behavior by
males (7). These behaviors are typical of the Cebidae family,
which is also characterized by small body size and, in some
subfamilies such as Callitrichinae, twin births. Furthermore, a
clear positive selection signal was detected for the Pro®OXT
variant in the Cebidae (7). Based on these findings, it seems
plausible that these recently described taxon-specific oxytocin
variants might have relevant functional and evolutionary impli-
cations. In this context, it is noteworthy that an independent

Significance

Several forms of the oxytocin neurohormone have been found
in New World monkeys (NWMs). Previous research has sug-
gested an association between these forms and behaviors
typical of this primate branch, including paternal care and
monogamy. Our study provides genetic, pharmacological, be-
havioral, and in silico evidence supporting this connection. Rats
treated intranasally with two NWM oxytocin variants showed
an increase in some parental care behaviors. The same two
variants were found to elicit different cell-signaling profiles in
cell-based assays compared with ancestral oxytocin. Our find-
ings highlight how mutations in the OXT DNA sequence coding
for a nonapeptide result in distinct signaling profiles that may
be linked to the emergence of novel adaptive traits, in this
case, paternal care and monogamy.
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O artigo encontra-se em revisdo na revista American Journal of Primatology (Nimero especial sobre sistema
OXT-AVP e comportamento).



American Journal of Primatology

AMERICAN JOURNAL OF

PRIMATOLOGY

AVPR1b variation and the emergence of adaptive
phenotypes in platyrrhine monkeys

Journal:

American Journal of Primatology

Manuscript ID

AJP-17-0182.R1

Wiley - Manuscript type:

Research Article

Date Submitted by the Author:

n/a

Complete List of Authors:

Fam, Bibiana; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de genética e biologia molecular
Vargas-Pinilla, Pedro; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto
de Biociencias, Departamento de Genética e Biologia Molecular

Pare, Pamela; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de Genética e Biologia Molecular

Viscardi, Lucas; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de Genética e Biologia Molecular

Reales, Guillermo; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de Genética e Biologia Molecular

Felkl, Aline; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de Genética e Biologia Molecular

Franco, Alvaro; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de Genética e Biologia Molecular

Lucion, Aldo; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Ciencias Basicas da Saude, Departamento de Fisiologia

Costa-Neto, Claudio ; Universidade de Sao Paulo Faculdade de Medicina de
Ribeirao Preto, Departamento de Bioquimica

Pissinatti, Alcides; CPRJ/FEEMA

Salzano, Francisco; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de genética e biologia molecular
Paixdo-Cortes, Vanessa; Universidade Federal da Bahia

Bortolini, Maria; Universidade Federal do Rio Grande do Sul Instituto de
Biociencias, Departamento de Genética e Biologia Molecular

Keywords:

New World monkeys, molecular evolution, AVPR1b, social behavior,
reproductive traits

ARONE"

John Wiley & Sons




106

ANEXO V

A versdo completa do manuscrito pode ser acessada em:
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47572018005005105.



http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1415-47572018005005105

O Genetics and Molecular Biology Online Ahead of Print
Copyright © 2018, Sociedade Brasileira de Genética. Printed in Brazil
DOI: http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-GMB-2017-0069
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Abstract

Domestication is of unquestionable importance to the technological revolution that has given rise to modern human
societies. In this study, we analyzed the DNA and protein sequences of six genes of the oxytocin and arginine
vasopressin systems (OXT-OXTR; AVP-AVPR1a, AVPR1b and AVPR2) in 40 placental mammals. These systems
play an important role in the control of physiology and behavior. According to our analyses, neutrality does not ex-
plain the pattern of molecular evolution found in some of these genes. We observed specific sites under positive se-
lection in AVPR1b (v = 1.429, p=0.001) and AVPR2 (o= 1.49, p=0.001), suggesting that they could be involved in
behavior and physiological changes, including those related to the domestication process. Furthermore, AVPR1a,
which plays a role in social behavior, is under relaxed selective constraint in domesticated species. These results
provide new insights into the nature of the domestication process and its impact on the OXT-AVP system.

Keywords: Oxytocin and receptors, vasopressin and receptors, animal domestication, molecular evolution, positive selection.
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Introduction

The phenomenon of domestication did not go unno-
ticed by Charles Darwin. With The Variation of Animals
and Plants under Domestication, published in January
1868, he devoted a whole book to the mechanisms underly-
ing this intriguing process (Darwin, 1868). It is now well
known that the complex process of animal domestication
involves systematic selective pressures imposed by humans
according to their needs and wishes. In a classic experiment
modeling domestication, Russian researchers subjected sil-
ver foxes to rigorous artificial selection for tameness and
correlated traits over more than 50 years. Although part of
the lineages retained their ancestral traits, foxes selected for
tamability showed a loss of wild-type behavior within rela-
tively few generations, acquiring several classical morpho-
logical attributes of domesticated animals such as white
spotting, floppy ears, and curly tails (Trut ez al., 2009). The
selection of traits, such as tameness and the reduction of in-
nate stress, aggression, fear and anxiety, allowed domesti-
cated animals to coexist and coevolve with humans within
their constructed niches. This complex process arguably
contributed to the rapid spread of our species across the
globe, as well as facilitating the emergence of our civiliza-
tion (Kiinzl and Sachser, 1999; Wiener and Wilkinson,
2011; Wright, 2015).

Send correspondence to: Maria Catira Bortolini. Departamento de
Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Caixa
Postal 15053, 91501-970 Porto Alegre, RS, Brazil. E-mail:
maria.bortolini @ ufrgs.br.

In recent years, a picture of the genetic basis for do-
mestication has started to emerge (Schubert ez al., 2014,
Park et al., 2015; Marsden et al., 2016). Genes of the im-
mune system, neuronal development and behavior were
shown to have been co-opted as part of the domestication
process (Albert et al., 2012; Wright, 2015). For instance,
gray wolves (Canis lupus lupus) and dogs (Canis lupus
familiaris) are highly differentiated in their expression of
serotonin receptor genes, consistent with behavioral
changes as part of domestication (Li ef al., 2013). Impor-
tantly, domestication can lead to both the rapid fixation of
alleles associated with phenotypes of interest and a relax-
ation of selective constraints previously imposed by natural
selection, as has been described for dogs, horses (Equus
caballus) and cows (Bos taurus) (Zeder, 2012).

In placental mammals, the paralogous nonapeptides
oxytocin (OXT: Cys-Tyr-Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly)
and arginine vasopressin (AVP: Cys-Tyr-Phe-Gln-Asn-
Cys-Pro-Arg-Gly) play an important role in physiological
and behavioral functions, such as water homeostasis, vaso-
constriction, lactation, uterine contractions, parental care,
control of aggression, anxiety and stress (Gimpl and Fah-
renholz, 2001; Cagliani et al., 2009; Young and Flanagan-
Cato, 2012; McCall and Singer, 2012). In addition to the re-
spective nonapeptides, the genes OXT and A VP encode the
carrier protein neurophysin (NP) and a signal peptide (SP).
While the nonapeptides OXT and AVP are relatively well
conserved in placental mammals, neurophysin and the sig-
nal peptide are more variable. The patterns of variation
found in the portion of the OXT and AVP genes encoding



