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RESUMO

Um dos maiores desafios que as Ciéncias Biomédicas tém na atualidade ¢
conseguir conectar variagdes em nivel do genoma com aquelas observadas em nivel de
fenotipos. Utilizando a estratégia de genes candidatos e abordagens interdisciplinares,
temos obtido sucesso nessa empreitada desafiadora, ajudando, inclusive, a quebrar
paradigmas, pelo menos no que diz respeito a caracteristicas taxon-especificas. Tivemos
como foco os neuropeptideos Oxitocina (OXT) e Vasopressina (AVP), dois neuro-
hormoénios paralogos que, ao interagirem com seus receptores (OXTR, AVPRIa,
AVPRIb e AVPR2), promovem funcdes fisiologicas e comportamentais.
Demonstramos que a postulada conservagdo da sequéncia de aminoacidos de OXT em
todos os mamiferos placentarios nao se confirma, visto serem encontradas pelo menos 7
formas (Leu®OXT, Pro®OXT, Val’*Pro®OXT, Ala®0OXT, Thr®OXT, Phe?’0OXT e Val’*OXT)
em espécies de primatas do Novo Mundo (pNM). Conectamos, ainda, pelo menos
algumas dessas variantes com tragos complexos em clados de macacos do Novo Mundo,
tal como parto gemelar, monogamia social e cuidado paterno, o que indica sua possivel
relevancia evolutiva, detectada também por testes especificos para sele¢do positiva e
coevolucdo entre ligante e receptor. Para avancar no conhecimento funcional das
potencialmente adaptativas variantes, conduzimos testes e experimentos in silico, in
vitro € in vivo, comparando-as com a forma mais comum de OXT (Leu®OXT) e AVP.
Demonstramos a capacidade reduzida das variantes Cebidae Pro’OXT e Saguinus
Val’Pro®0OXT no recrutamento das [-arrestinas, com consequente impacto na
internalizacdo de receptores e na dessensibiliza¢do de todo o sistema OXT-AVP. Ainda,
conseguimos avaliar a capacidade de ambas as variantes estimularem o cuidado paterno
em ratos, mostrando, pela primeira vez, um modelo natural para o conceito de agonismo
com seletividade funcional, com provaveis implicagdes evolutivas. Além disso,
investigamos a regido regulatéria do gene OXTR e identificamos que o numero de
elementos de resposta de progesterona (PREs) no promotor do referido gene ¢
significativamente correlacionado com a presenca de cuidado paterno no clado dos
pNM. Com isso, buscamos delinear um cenario completo sobre a emergéncia de

fenotipos adaptativos em macacos do Novo Mundo.
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ABSTRACT

One of the greatest challenges that the Biomedical Sciences has at present is to be able
to connect variations at genome level with those observed at phenotype level. Using the
strategy of candidate genes and interdisciplinary approaches we have succeeded in this
challenging endeavor and even helped to break paradigms, at least considering taxon-
specific characteristics. We focused on the oxytocin (OXT) and Vasopressin (AVP)
nonapeptides, two paralog neurohormones that interact with their receptors (OXTR,
AVPRI1a, AVPRI1b and AVPR2) promoting physiological and behavioral functions. We
demonstrated that the postulated conservation of the amino acid sequence of OXT in all
placental mammals is not true since at least 7 forms (LeulOXT, Pro*OXT,
Val*Pro!OXT, Ala® OXT, Thr® OXT, Phe?OXT and Val’OXT) were found in New World
primate species (NWm). We also connected at least some of these variants with
complex features in clades of NWm, such as twin birth, social monogamy and paternal
care, indicating their possible evolutionary relevance, also detected by specific tests for
positive selection and co-evolution between ligand and receptor. To understand the
functional knowledge of the potentially adaptive variants we conducted in silico, in
vitro and in vivo tests and experiments comparing them with the most common form of
OXT (Leu*OXT) and AVP. We demonstrated the reduced capacity of the Cebidae
Pro®OXT and Saguinus Val’Pro®OXT variants in the recruitment of B-arrestins, with a
consequent impact on receptor internalization and desensitisation of the entire OXT-
AVP system. Furthermore, we were able to evaluate the ability of both variants to
stimulate paternal care in rats, showing, for the first time, a natural model for the
concept of agonism with functional selectivity, with probable evolutionary implications.
In addition, we investigated the regulatory region of the OXTR gene and identified that
the number of progesterone response elements (PREs) in the promoter of the above
mentioned gene is significantly correlated with the presence of parental care in the
NWm clade. With this, we aimed to delineate a complete scenario on the emergence of

adaptive phenotypes in the New World monkeys.
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CAPITULO I

1.1 Introducao

De frente e em primeiro plano, aparece, jovem e bela, a mae, com a filha no colo,
apoiando sobre a crianga a cabeca de cabelo luminoso, enfeitado com flores. Com os
olhos fechados, sua expressao ¢ de frui¢ao e regozijo, similar a da pequena, que tem seu
corpo aconchegado ao da mae. Ao lado delas, uma mulher idosa oculta o rosto com a
mao de pele envelhecida. Esse ¢ o cendrio retratado em As Trés Idades da Mulher
(Figura 1), obra de 1905 do pintor austriaco Gustav Klimt. O quadro pode ter varias
interpretagdes, mas uma delas pode remeter ao “amor”, um vocabulo com multiplos
significados e dticas de apreciagdo, desde a religido, a filosofia, as ciéncias humanas e,
claro, as ciéncias bioldgicas.

No caso das ciéncias bioldgicas, o amor pode ser explicado como um conjunto
de acdes iniciadas por processos neuroquimicos que ocorrem na superficie medial do
cérebro dos mamiferos (sistema limbico), derivando em emogdes e comportamentos
sociais presentes nestes animais. Para tal, multiplos neurotransmissores estdo
envolvidos: dopamina, serotonina, adrenalina, além de dois que sdo o alvo de estudo do
nosso trabalho, a oxitocina (OXT) e a vasopressina (AVP). E, por derradeiro (¢ nada
romantico), pode-se dizer que o amor, tal qual o conhecemos, ¢ nada mais e nada menos
do que um conjunto de ag¢des moldadas pela evolugdo bioldgica para promover a
sobrevivéncia e reprodugdo. E ¢ justamente sobre este tema absolutamente instigante

que trata a presente Tese.
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Figura 1. As Trés Idades da Mulher, obra de 1905 do pintor austriaco Gustav Klimt.

No cérebro dos mamiferos, sdo descritos mais de 100 neuropeptideos, sendo a
maioria deles sintetizada e liberada do hipotdlamo. Muitos atuam em sistemas
periféricos, longe do cérebro, por isso agem também como hormoénios endocrinos (Insel
2010). Alguns desses elementos em sua forma funcional apresentam somente nove
aminoacidos; sdo os chamados nonapeptideos. Desses, os mais estudados sdo a
oxitocina (OXT) e a vasopressina (AVP), pardlogos que provavelmente surgiram a
partir da duplicagdo de um gene ancestral, a vasotocina (VT), ha 600 milhdes de anos
(mya; Gruber & Muttenthaler 2012).

Em mamiferos placentarios, OXT ¢ um nonapeptideo composto por Cys-Tyr-

Ile-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly. Sua estrutura ¢ similar a da AVP (Cys-Tyr-Phe-Gln-
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Asn-Cys-Pro-Arg-Gly). Como pode ser visto, OXT e AVP diferem em apenas duas
posicdes, 3 e 8 (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama dos genes de oxitocina e vasopressina (respectivamente, OXT e AVP, representados
pelas setas grandes); pré-pro-hormoénios ilustrados pelas caixas. A sequéncia de aminoacidos de cada um
dos nonapeptideos aparece abaixo, e a localizagdo destes no cromossomo 20 humano ¢ ilustrada acima.
Os éxons sdao mostrados como setas azuis pequenas, e os 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 estdo representados em vermelho. Lee et al. (2009).

Seus respectivos genes (OXT e AVP) sdo conservados através de intmeras
espécies de diferentes faxa (Hoyle 1998; Tessmar-Raible et al. 2007). A formagao de
uma ponte dissulfeto entre as cisteinas das posi¢des 1 e 6 resulta em uma parte ciclica
de 6 aminoacidos e uma parte carboxiterminal de 3 (Barberis et al, 1998).

Na Figura 2, observa-se que o gene OXT esta localizado no mesmo cromossomo,
onde também se localiza o gene AVP, mas ambos estdo orientados em uma dire¢ao
transcricional contraria (cromossomo 2 em camundongos, ¢ 20 em humanos). Esse
fenomeno ¢é visto ainda em outros mamiferos. Ambos os genes possuem trés éxons e
dois introns com 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
porc¢do, normalmente conservada, possui sequéncias reguladoras (Gainer et al. 2001).

A Figura 2 também mostra que o chamado pré-horménio ¢ formado pela

sequéncia da OXT, da neurofisina (NP) e do peptideo sinal (SP), enquanto o outro pré-
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hormonio relacionado envolve a sequéncia da AVP, da NP e do SP, acrescida da

sequéncia de um glicopeptidio (GP).

1.2 Evolucio do sistema OXT/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 & AVP e a OXT, foi
encontrada nos Ciclostomados (lampreias) e em peixes 6sseos. A diferenca entre AVP e
vasotocina € a presenga de uma Ile (na vasotocina) ou Phe (na AVP) na terceira posicao;
por outro lado, a diferenca entre a OXT e vasotocina ¢ uma Arg (na vasotocina) ou uma
Leu (na OXT) na oitava posic¢ao (Figura 3). A mesotocina, por sua vez, difere da OXT
pela presenga de uma Ile na oitava posi¢ao (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).
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Figura 3. Homoélogos de oxitocina e vasopressina. Donaldson & Young (2008), com modificagdes.
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Hormonio Aminoacidos? Animais onde se faz(em)
presente(s)
2 3 4 8

Oxitocina Tyr Ile Gln  Leu Mamiferos placentarios,
alguns marsupiais

Mesotocina * * * Ile Marsupiais, tretrapodos nao
mamiferos®

Isotocina * * Ser Ile Osteictios (peixes 6sse0s)

Aspargtocina/ * * Asp/*  */Val Condrictes (peixes

Valitocina cartilaginosos)

Asvatocina/ * */Phe Asp  Val Condrictes (peixes

Phasvatocina cartilaginosos)

Oxitocina * * * * Quimera (peixes
cartilaginosos)

Cephalotonina * Phe Arg  lle Moluscos (Octopus vulgaris)

Annetocina Phe Val Arg  Thr Anelideos

Vasotocina * * * Arg Vertebrados ndo mamiferos,
ciclostomos

Vasopressina * Phe * Arg Mamiferos

Lysipressina * Phe * Lys Porco, alguns marsupiais

Fenipressina Phe Phe * Arg Macropodidos (Marsupiais)

Locupressina Leu * Thr Arg Insetos (Locusta migratoria)

Conopressina Ile/Phe  * Arg  Arg/Lys Moluscos

2 0s aminoacidos 1Cys, 5Asn, 6Cys,7Pro e 9Gly (NH2) sdo conservados.

®Inclui peixes pulmonados.

* Aminoacidos iguais aos presentes em OXT (Acher et al. 1995).
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Tanto OXT quanto AVP sdo sintetizadas no Nucleo Supraodptico (SON) e no
Nucleo Paraventricular (PVN), regides hipotalamicas do cérebro, e sdo transportadas
pela neurofisina até a neuro-hipofise (Insel 2010).

Por se comportarem tanto como neurotransmissor quanto como hormonio,
ambos os nonapeptideos — OXT e AVP — apresentam um amplo espectro de atuagao,
seja em humanos, seja em outros mamiferos. As acgdes periféricas de OXT, por exemplo,
envolvem a estimulacgdo para a dilatagdo cervical, a contragdo uterina durante o parto, a
liberagdo do leite em maes lactantes e o orgasmo durante a atividade sexual. No cérebro,
tanto OXT quanto AVP atuam como poderosos neurotransmissores, estando envolvidos
em complexos comportamentos sociais e reprodutivos, tais como cuidado parental,
escolha do parceiro, modulagdo do estresse e ansiedade (Ebstein et al. 2012). Uma
revisdo de Lucion & Bortolini (2014) traz detalhes sobre abordagens adotadas para o
entendimento dos mecanismos envolvidos no cuidado parental, dentre estes, aspectos
fisioldgicos e genéticos, nos quais os sistemas OXT-AVP té€m papel de destaque.

Considerando unicamente comportamentos sociais, esses neuropeptideos sao
descritos como elementos fundamentais em agdes ligadas a comportamentos
reprodutivos, dentre os quais escolha de parceiros e cuidado parental. Também sao

importantes moduladores da resposta ao estresse (Neumann & van den Burg 2013).

1.3 Receptores

Em humanos e outras espécies de mamiferos, a agdo dos nonapeptideos OXT e
AVP estd diretamente relacionada a interagdes com seus respectivos receptores: um
unico receptor de oxitocina (OXTR) e 3 receptores de vasopressina (AVPR1a, AVPRIb
e AVPR?2) sdo encontrados (Tabela 2). OXT pode se ligar com os receptores de AVP,
assim como AVP pode se ligar a OXTR, porém com diferentes niveis de afinidade.
Todos pertencem a superfamilia de receptores acoplados a proteina G (GPCRs),
caracterizados por possuirem sete dominios transmembrana. Localizagdo, tamanho,
funcdes, entre outras caracteristicas encontram-se na Tabela 2. Uma caracteristica que
se destaca nesses receptores ¢ a consistente interrup¢do da sequéncia codificante entre
os dominios transmembranais 6 ¢ 7 por um intron conservado (Koshimizu et al. 2012).

Esse aspecto mostra-se mais interessante quando se considera que a maioria de
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receptores acoplados a proteina G (GPCR) ndo apresentam introns; isto €, sua estrutura
génica se compde apenas de um éxon (Siehler & Milligan 2011).

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 4.

ex llex|] ex ex
2

ATG I I m W v VI Vi TGA

Figura 4. Esquema grafico do gene OXTR. As areas escuras, numeradas por algarismos romanos,
correspondem aos dominios transmembrana de OXTR. Gimpl & Fahrenholz 2001.
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Tabela 2. Relacao e estrutura dos genes do sistema OXT-AVP.

Cod. Prot Camundongo Estrutura
GENE Fungéo (Uniprot) Exons pb (pb) (aa) SNP (Cod; OMIM) OMIM CRO  nocaute (MGI) ((:1)]
rs121964882, rs121964883,
rs121964884, rs121964885,
A vasopressina tem uma agdo anti-diurética direta nos rs121964886, rs121964887, 125700 - Diabetes E1=170,
AVP Arginine vasopressin rins, mas também provoca vasoconstricdo dos vasos| 3 2.169 619 | 164 |rs121964888, rs121964889,| . . . S 20 - E2=202,
Lo insipidus, neurchipofisial
periféricos rs121964890, rs121964891, E3=247,
rs121964892, rs74315383,
rs121964893, rs28934878,
Receptor de vasopressina. A atividade desse receptor é
Argini i i i i i El= 1.076
AVPRIa rginine vasopressin - |mediada pelas protf?mas G, que_: ;_.\cfnvar.n um' 5|.stema dm? 2 7574 | 1525 | 418 . . 12 Esquizofrenia )
receptor 1a segundo mensageiro fosfatidil-inositol-calcio.  Estd E2=2.221
envolvido em comportamentos sociais, incluindo filiagdo
e apego
Arginine vasopressin i ivi A Comportamental/ [E1=1.400,
AVPR1b ginine vasopressi Rece.ptor de vasopre‘ssma. A atlwda.de desse r.eceptor € 2664 | 2237 | 424 B ) 1 p A al/ ,
receptor 1b mediada pelas proteinas G, que activam um sistema de neurolégico E2=832
segundo mensageiro fosfatidil-inositol-calcio.
rs104894748, rs104894749,
rs104894750, rs28935496
i 1304800 - DI insioi
Arginine vasopressin Receptor de vasopressina. A atividade desse receptor é rs104894751, rs104894752, o nge?fcr)o é:it::tizlo_;’;?us' E1=96,
AVPR2 g P mediada pelas proteinas G que activam a adenilato-| 3 4.636 | 1.622 | 371 (rs104894753, rs104894754, . e S X - E2=885,
receptor 2 ) ) ] ; Sindrome nefrogénica de
ciclase. Envolvidos na reabsorgdo renal de agua. rs104894755, rs104894756, antidiurese imerdoria E3=641
rs104894757,  rs104894758, PR
rs104894759, rs104894760,
E1=156
. Fih - - . . .
OXT Oxytocm/neuro,? ysin | A oxitocina ?rovoca a c'OfltracgaO do musculo liso do 3 398 513 | 125 ) ) 20 A £2=202,
prepropeptide utero e da glandula mamaria.
E3=155
E1=387,
- . Receptor da oxitocina. A atividade desse receptor é i e E2=96,
o Oxytocin receptor mediada pelas proteinas G, que ativam um sistema de 2. 36 389 - B 3 B E3=1.064,
segundo mensageiro fosfatidilinositol-calcico F4=2.817

pb= pares de base; Cod= regido codificadora; aa= aminoacidos; SNP=Single nuclectide polimorfism; OMIM= Online Mendelian Inheritance in Man; CRO= cromossomo; E1= éxon 1; E2= éxon 2; E3= éxon 3; E4= éxon 4; E5= éxon 5; E6= éxon 6; E7=éxon 7; E8= éxon 8; E9= éxon 9; E10= éxon 10; Dados
coletados do Ensemble (http:/www.ensembl.org/); Gene Cards (http://www.genecards.org/); € OMIM (http://www.http:f/omim.org/).
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1.4 Algumas caracteristica da interacio ligante-receptor

Viérios estudos (Chini et al. 1995; Slusarz et al. 2006b) mostraram que a parte
ciclica da OXT interage com o terco superior do receptor, especificamente com o0s
dominios transmembrana 3, 4 e 6 (Figura 5). Por outro lado, a parte carboxiterminal da
OXT permanece mais na maior parte do tempo em contato com os dominios 2 e 3 na

superficie e com o primeiro loop do receptor OXTR (Zingg & Laporte 2003).

R34

F103 Extracellular

space

: ‘\
Cell
> membrane
bilayer
Oxytocin receptor )
Intracellular
space

Figura 5. Modelo esquematico da estrutura da OXT e de OXTR. A oxitocina encontra-se representada no
canto superior esquerdo, em vermelho, com seus residuos de aminoacidos numerados de 1 a 9. O receptor,
em azul, mostra a interagdo do hormoénio quando o complexo estd ativado. Os sete dominios
intermembrana de OXTR estéo indicados por nimeros romanos. Zingg & Laporte (2003).

Através de construtos quiméricos e truncados, demonstrou-se 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 (Arg34-OXTR), teria um papel

fundamental, j4 que ¢ conservada nas posi¢cdes correspondentes nos receptores de
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hormonios de diferentes faxa, como € o caso da mesotocina, isotocina, vasotocina, bem
como nos trés 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 (Phel103-OXTR), localizada na regido
da primeira alca extracelular, ¢ muito importante para a efetivacio da ligagdo com OXT,
especificamente com o oitavo aminoacido, a leucina (Tabela 3). Vale lembrar que ¢
nesse sitio da cadeia de aminoacidos da oxitocina que esta localizada uma das
diferengas entre esse hormoOnio e a vasopressina; na posi¢cao 8, ha uma leucina na
oxitocina e uma arginina na vasopressina (Arg-8-AVP; Figuras 2 e 3).

Um ano antes, o mesmos autores (Chini et al, 1995), descreveram a possivel
interagdo entre AVP ¢ a tirosina 115 do receptor AVPRla (Tyrl15-AVPRI1a).
Curiosamente, Tyrl15 no AVPRIla estd localizado na primeira al¢ca extracelular do
receptor, sendo homologa a posicdo Phel03 do OXTR, mostrando uma interagao
significativa ao substituir esse aminoacido (Tyr) pelo equivalente no OXTR (Phe).
Evidencia-se, desse modo, o papel importante desse sitio na afinidade e na seletividade
do receptor (Tabela 3).

Estudos adicionais mostraram que os aminoacidos Tyr209 e Phe284 do OXTR
apresentavam papel importante na interagdo com o hormdnio, interagindo
possivelmente com o segundo residuo aromatico (Tyr) e o terceiro hidrofobico (Ile) da
OXT (Figura 5). E interessante notar que a Ile na posi¢io 3 (Ile3-OXT) é o residuo que
diferencia a oxitocina da vasopressina (Phe3-AVP) na parte circular da molécula
(Figura 2). Essas diferencas poderiam estar contribuindo ao reconhecimento especifico
da molécula com seu receptor (Chini et al, 1996; Tabela 3). 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 aminoacidos Argl37-OXTR e AspS85-
OXTR, entre outros, foram objeto de estudos através de mutagdes induzidas em
organismos modelos e simuladas computacionalmente (Fanelli et al, 1999). Mutagdes
Argl37Ala e Asp85Ala levaram a um receptor constitutivamente ativo e inativo,
respectivamente. Com isso, € possivel inferir seus papéis na ativagdo do complexo, no
reconhecimento do agonista, bem como na interacdo com a proteina G (Fanelli et al,

1999).
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Tabela 3. Aminoacidos importantes de OXTR que interagem direta ou indiretamente na ativagdo do
complexo.

Aminoacido Posiciao (aa) Provavel funcio Referéncia
Arg 34 Unido ao hormdnio (Wesley et al. 2002)
Asp 85 Ativagdo, reconhecimento  (Fanelli et al. 1999)

do agonista, interagdo com

a proteina G

Phe 103 Unido ao hormdnio; (Chini, 1996)
LeuOXT
Arg 137 Ativagao, reconhecimento  (Fanelli et al, 1999)

do agonista, interagdo com

a proteina G

Tyr 209 Unido ao hormonio; (Chini, et al, 1996)
Iso’0OXT

Phe 284 Unido ao hormonio; (Chini et al, 1996)
Iso’0OXT

Trp 288 Ativagao (Fanelli et al, 1999)

Glu 307 Ativagao (Fanelli et al, 1999)

Ao redor de 100 aminodacidos (25%) sdo conservados entre os receptores humanos
AVPR1a, AVPRI1b, AVPR2 ¢ OXTR. A maior homologia entre esses receptores se da
nas alcas extracelulares e nas regides transmembranais. A parte amino-terminal e

carboxiterminal sdo as mais dissimiles (Gimpl et al. 2001).

1.5 Expressao

A expressdo dos receptores pode ser tecido-especifica, possibilitando a
formag¢do do complexo neuropeptideo-receptor. Por exemplo, AVPR1a ¢ sintetizado
numa variedade de tecidos vasculares, artérias, arteriolas e veias, sendo responsavel pela
vasoconstricdo. J& AVPRI1b ¢ sintetizado na pituitaria anterior, mediando a secregao de
ACTH (hormonio adrenocorticotrofico), enquanto AVPR2 ¢ encontrado em tubulos

distais renais e dutos coletores, estimulando a absor¢ao da agua. OXTR, como ja
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comentado, quanto interligado com OXT, medeia em mamiferos placentdrios a
contracdo uterina ¢ a ejecdo do leite, entre outras agdes periféricas ao sistema nervoso

central (Koshimizu et al, 2012).

1.6 Ordem Primates

Os membros da ordem Primates sdo reconhecidos por varias caracteristicas tais
como rosto curto, Orbitas oculares frontais associadas a visdo estereoscopica, capacidade
craniana relativamente grande e polegares oponiveis (Myers 2000) S3ao também
caracterizados por apresentarem uma variedade de comportamentos sociais complexos.
Os primatas estdo entre os animais mais sociais, vivendo em grupos familiares, pares,
haréns com um unico macho e em grupos multimachos/multifémeas (Grueter et al.
2012). Neste trabalho, algumas dessas caracteristicas comportamentais e morfologicas
serdo consideradas em maiores detalhes, visto serem alvo de nossa investigacdo. Além
disso, como veremos abaixo, o foco serdo os primatas do Novo Mundo ou clado
Platyrrhini.

O registro fossil mais antigo dos primatas corresponde ao Eoceno (54-55 mya).
Tavaré e colaboradores sugerem, a partir de dados moleculares, a presenga de um
ancestral comum para esse grupo, cuja existéncia poderia ter ocorrido hd 81,5 mya
(Tavaré et al. 2002).

Dentro dos primatas, dois grandes grupos sao 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, ¢ nao
dispdem de uma placa 6ssea que separe a 6rbita da fossa temporal. Esse clado encontra-
se dividido em Lemuriformes e Lorisiformes. A maioria das espécies sdo arboreas, mas,
a0 mesmo tempo, algumas possuem uma especializagdo extrema para habitos
particulares de vida (Goodman et al. 1998).

A infraordem anthropoidea inclui as parvordens Catarrhini, ou primatas do
Velho mundo (pVM), e Platyrrhini, também chamada primatas do Novo Mundo (pNM).
Em linhas gerais, os dois grupos se diferenciam anatomicamente dos estrepsirrinos e,

em certos casos, dos tarsiiformes (Kowalewski et al. 2016).
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1.6.1 Parvordem Catarrhini

A designagdo “primatas do Velho Mundo (pVM)” ¢ devida a sua distribuicao
atual nos continentes africano e asiatico. O nome catarrino (do grego kata, para baixo, e
rhinos, nariz) descreve a forma do nariz, com aspecto estreito e aberturas nasais para
baixo (Kowalewski et al. 2016).

Dentro dos catarrinos sao descritas as superfamilias Cercopithecoidea e
Hominoidea. Nos cercopitecoideos se encontram os comumente chamados “macacos”,
ja os hominoideos agrupa os coloquialmente chamados “simios”, isto ¢, os atuais gorila
(Gorilla gorilla), chimpanzé e bonobo (Pan troglodytes e Pan paniscus), orangotango
(Pongo pygmaeus), gibao (géneros Hylobates, Symphahlangus, Nomascus e Hoolock) e

os humanos (Homo sapiens) (Kowalewski et al. 2016).

1.6.2 Parvordem Platyrrhini

A distribuicdo geografica no continente Americano (regido Neotropical) é o
elemento determinante na denominagao dos primatas do Novo Mundo (pNM). Os pNM
atravessaram um processo de irradiagdo adaptativa, produzindo mais de uma centena de
géneros conhecidos. Porém, héd discussdes acaloradas entre os especialistas sobre os
agrupamentos taxonomicos neste clado. Nao sendo o foco do nosso trabalho, as
controvérsias a respeito ndo serdo comentadas aqui. No entanto, reconhecemos a
importancia da classificagdo taxondmica para a discussdo de varios achados presentes
na Tese. Desse modo, consideraremos a priori € como base a classificagdo proposta por
Pelerman et al. (2011). Os referidos autores identificam trés familias: Pitheciidae,

Atelidae e Cebidae.

Pitecideos

Dentro dos pitecideos encontram-se os géneros Pithecia, Chiropotes, Cacajao e
Callicebu, que se caracterizam por possuirem adaptagdes ao salto, denti¢do particular
com incisivos procumbentes, caninos enormes e molares extremamente baixos, que
ajudam no consumo de frutos duros e sementes, principal elemento nutritivo da sua

dieta (Kowalewski et al. 2016).
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Seus sistemas sociais sdo diversos, embora a maioria viva em sistemas fluidos
tipo fissdo-fusdo ou em pequenos grupos de alimentagdo (Norconk & Kinzey 1994;
Defler et al. 2003; Bowler & Bodmer 2009). Interessa destacar que o Callicebus forma
grupos coesivos pequenos de casais com padrdo monogamico social classico (Kappeler

& Van Schaik 2002; Norconk & Veres 2011).

Atelideos

Os atelideos caracterizam-se por serem os maiores platirrinos, a exemplo dos
bugios (genéro Alouatta) e dos muriquis (Brachyteles). Também possuem formas
especializadas de braquiagdo (forma de locomogdo arboricola em que os animais se
deslocam de galho em galho), sendo exemplo o macaco-aranha (Ateles), com sua
reducdo de modo extremo ou total do dedo polegar da mao (Kowalewski et al. 2016).

Nessa familia descreve-se uma ampla variedade de sistemas de organizagdo
social, encontrando-se estrutura de casais, harém e grupos multimacho-multifémea. Os
macacos-aranha, por sua vez, possuem um caracteristico sistema de fissdo-fusao, similar
ao intensamente estudado em chimpanzés (Symington 1990; Asensio et al. 2009),
constituindo grupos grandes que se subdividem em pequenos grupos de forrageio, que

mantém contato auditivo entre si (Kowalewski et al. 2016).

Cebideos

Dentro dos cebideos encontram-se dois grupos ligeiramente divergentes
considerando sua morfologia, comportamento e genética: as subfamilias Cebinae
(Cebus) e Saimirinae (Saimiri) que possuem, proporcionalmente, em relagdo ao peso
corporal, um maior tamanho cerebral entre todos os antropoideos. Recentemente foi
proposta uma divisdo do género Cebus, em Sapajus ¢ Cebus, considerando evidéncias
biogeograficas, comportamentais e genéticas, sendo os Sapajus, da Mata Atlantica, o
grupo dos macacos-prego “robustos”, e os Cebus, os nao robustos, localizados na Bacia
Amazonica (Lynch Alfaro et al. 2012a; Lynch Alfaro et al. 2012b; Alfaro et al. 2012).
Porém, ainda ndo existe um consenso absoluto entre os taxonomistas (Rylands &
Anzenberger 2012). Para uma recente revisdo sobre a classificagdo taxondomica dos
Cebus/Sapajus, ver Lima et al. (2018). Os Sapajus possuem algumas adaptagdes na
denti¢do para abrir nozes; sdo de tamanho médio (até 3,5 kg) e sexualmente dimorficos

(machos com peso aproximadamente 25% superior ao das fémeas), e, em geral,
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apresentam hierarquias lineares de dominancia importantes com machos e fémeas alfa
(Kowalewski et al, 2016).

Os macacos-de-cheiro (Saimiri) sdo primatas que vivem em grupos multifémea-
multimacho de até 300 individuos, embora formem unides temporarias de multiplos
grupos (Boinski 2005; Sussman et al. 2005).

Outra subfamilia dentro dos Cebideos, a dos Callithrichinae, ¢ uma das mais
importantes para o presente trabalho. Dentro dos calitriquinos encontram-se os géneros
Callithrix, Cebuella, Leontopithecus, Saguinus ¢ Callimico. Mais recentemente, os
géneros Mico e Callibella foram reconhecidos, porém seus status taxonomicos ainda
sdo bastante controversos. E importante salientar as caracteristicas dos calitriquinos,
como tamanho corporal reduzido (sendo os menores do Neotropico), duas crias por
parto, presenca de garras em lugar de unhas planas e a perda do terceiro molar (a
excegdo do género Callimico, que apresenta uma cria por parto € conserva seu terceiro
molar). Os calitriquinos se alimentam principalmente de frutas, resinas, exsudatos, seiva,
néctar, insetos e pequenos vertebrados (Corréa et al. 2000; Digby et al. 2010).

Outras caracteristicas interessantes deste clado que gostariamos de destacar dentro deste
trabalho sdo a ovulagdo pods-parto ¢ a ajuda cooperativa na criagdo de filhotes —

incluindo a do pai e de outros machos — e a monogamia social (Digby et al. 2010).

Os saguis (Callithrix) se caracterizam por viverem em habitats com menor
disponibilidade de frutos, de modo que estdo adaptados para explorar o exsudato das
plantas (Rylands 1993), habilidade que ndo possuem os tamarinos (Saguinus). Tal como
os bugios (Alouatta; familia Atelidae), os saguis t€ém a capacidade de viver em
ambientes limitrofes e moderadamente perturbados, convertendo-se em alguns casos,
em espécies invasoras (Callithrix jacchus), enquanto outras encontram-se criticamente
em perigo de extingdo (Saguinus bicolor; Berrada et al. 2008).

Pelerman et al. (2011) identifica ainda a subfamilia Aotinae, onde se encontram
0s unicos macacos noturnos do mundo (género Aotus), de modo que também sio
conhecidos como macacos-da-noite. S3o de um tamanho mediano, ndo apresentando
dimorfismo sexual, e possuindo pernas e caudas relativamente longas. Possivelmente,
uma adaptacdo aos seus habitos noturnos sdo suas grandes Orbitas oculares. Sao
considerados monogamicos sociais (Schneider 2000; Fernandez-Duque 2016), e os
machos participam do cuidado das crias, com um padrdo similar ao encontrado em

Callicebus (Wright 1990).
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As caracteristicas comentadas aqui, além de algumas outras, estdo presentes na

Tabela 4.



Tabela 4. Caracteristicas ecoldgicas de primatas analisados neste trabalho.

29

Espécie Peso(g) gestagio entreparos  da  Lomen"C o vida gjm' Habitat Locomogio  Dieta  Cagador ©oruie Sistemade
(anos) (anos)  ninhada “®9MP®  (anes) - : "-
Homo sapiens 67100 0.8 3.7 1.0 150,0 80,0 DI DV BP oM Y MFFPB Non-MGY
Pan troglodytes 47795 0,6 5.0 1,0 85,0 50,0 DI TE KN oM Y FF Non-MGY
Pan paniscus 39100 0,7 4.7 1,0 4.5 41,0 DI TF KN HB Y FF Non-MGY
Gorilla gorilla 135000 0,5 3.9 1.0 10,0 50,0 DI 1F KN HB N OMMF Non-MGY
Pongo abelii 55000 0,7 8.1 1.0 1.5 55,0 DI TF AB HB N SOL Non-MGY
Nomascus leucogenys 5700 0,6 25 1,0 5.0 28,0 ]| TE AB HB N MFPB MGY
Papio anubis 19500 0,5 2.1 1,0 68,0 25,2 DI DV TQ oM Y MMMF Non-MGY
Cercocebus alys 9125 0,5 1,0 1.0 75,0 26,8 DI TF TQ HB N MMMF Non-MGY
Mandrillus leucophaeus 18250 0,5 1.4 1.0 225 286 DI TF AB oM N MMMEF Non-MGY
Macaca nemestrina 9075 0.5 1,1 1,0 275 27.0 ]| TE AB oM Y MMMF Non-MGY
Macaca fascicularis 4700 0,4 1,1 1,0 30,0 38,0 DI TF AB oM N MMME Non-MGY
Macaca mulatia 7375 0,5 1,1 1.0 80,0 36,0 ]| DV AB oM Y MMMF Non-MGY
Chlorocebus sabaeus 5125 0,4 1,0 1,0 43,5 30,0 DI DV TQ HB N MMMF Non-MGY
Rhinopithecus roxellana 11690 0,6 1,8 1,0 65,0 26,0 8] TE AB HB N OMMF Non-MGY
MNasalis larvatus 15000 0,5 2,0 1,0 12,6 21,0 DI TF AB HB N OMMF Non-MGY
Colobus angolensis 8600 0.4 1,2 1,0 25,0 30,0 DI IF AB HB N OMMF Non-MGY
Aotus nancymaae 787 0,4 0.5 1,0 3.5 20,0 NT TF AB HB N MFFPB MGY
Aotus azarae 1000 1,0 NT TE AB oM MFPB MGY
Callithrix jacchus 330 0,4 0,4 2,0 7.5 16,0 DI TF AB oM Y MFPB MGY
Callithrix geoffroyi 240 0.4 0,6 2.0 9.0 10,0 DI IF AB oM Y MFPB MGY
Callithrix humilis 167 0,4 0,5 1,0 7.0 25,0 ]| TF AB HB N MMMF MGY
Callithrix humeralifer 4735 0.4 0,5 2.0 9.5 125 8] TE AB oM Y OFMM MGY
Callithrix melanura 400 0.4 0,5 2,0 9,0 16,0 DI TF AB oM Y OFMM MGY
Callithrix saterei 435 0.4 0,5 2.0 10,0 12,0 ]| IF AB oM Y OFMM MGY
Callimico goeldii 626 0,4 0,5 1,0 5,0 17,9 DI TF AB oM Y MFPB Non-MGY
Cebuella pygmaea 124 0.4 0,5 2.0 7.0 18.6 8] TE AB oM Y MFPB MGY
Leontopithecus rosalia 654 0,4 0,5 2,0 8.5 22,0 DI TF AB oM Y MFPB MGY
Leontopithecus chrysomd 646.,5 0.4 0.7 2.0 8.0 213 8] IF AB oM Y MFPB MGY
Saguinus martinsi 475 0,4 0,5 2,0 7.5 18,0 ]| TF AB oM Y OFMM MGY
Saguinus niger 450 0.4 0,7 2.0 7.5 7.5 8] TE AB oM Y OFMM MGY
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Intervalo
Periodo de Tamanho Expectativ .. - Sistema de
Espécie Peso(g) gestagdo e omanho adevida CC0%° Habitat "M% pieta  Cagador et acasalament
(anos) F::m) ninhada e (anos) _— [+]

Saguinus bicolor 430 0.4 0.5 2,0 8.5 19,0 DI TF AB OM Y OFMM MGY

Saguinus midas 470 0.4 0.6 20 6.0 21,0 DI TF AB oM Y OFMM MGY

Sapajus apella 4800 1,0 11,5 DI DV AB oM Y MMMF Non-MGY
Sapajus robustus 2800 0.5 1,0 1,0 9,0 44.0 8]} TF AB oM Y MMMF Non-MGY
Sapajus xanthosternos 2725 0.5 1,8 1.0 19,0 30,0 DI TF AB OM Y MMMF Non-MGY
Saimiri boliviensis 700 0.4 20 1,0 45,0 18,0 DI TE AB oM Y MMMF Non-MGY
Brachyleles arachnoides | 13500 0,6 2,8 1,0 75 30,0 8] TF AB HB N FF Non-MGY
Alouatta guariba 5500 0.5 1.7 1.0 10,0 20,0 DI TF AB HB N OMMF Non-MGY
Callicebus donacophilus 950 1.0 4.5 25,0 DI TF AB oM MFPB MGY

Callicebus coimbrai 1317.5 0.4 1,0 1.0 4,0 25,0 DI TF AB HB N MFPB MGY

Cacajao melanocephalus| 2960 0.5 2.0 1,0 25,0 18,0 Dl TF AB HBE N MMMF Non-MGY
Cebus capucinus 3500 1.0 19,0 DI TF AB oM MMMF Non-MGY
Chiropotes albinasus 2800 0.4 20 1.0 22,0 15,0 8]} TE AB HB N MMMF Non-MGY
Chiropotes utahicki 2850 0.4 2,0 1.0 24.0 15,0 DI TF AB HB N MMMF Non-MGY
Pithecia pithecia 1871 1.0 3.0 15,0 DIl TF AB HB Non-MGY
Carlito syrichta 128 0.5 0,5 1,0 3,0 14,0 NT TF AB CN Y MFPB Non-MGY
Microcebus murinus 60 0,2 1,0 2.0 3.5 15,0 NT TF AB oM Ty OMMF Non-MGY
Propithecus coguereli 4000 0.4 1,0 1,0 6,5 27.5 DI TF AB HB N MMMF Non-MGY
Otolemur garnettii 764 0.4 0.6 1.0 4.0 15,0 NT TF AB HB N MMMF Non-MGY

Peso: Peso médio por espécie em gramas, considerando macho e fémea. Periodo de gestacdo: Periodo de gestagdo em anos. Intervalo entre partos: Média do
tempo entre partos em anos. Tamanho da ninhada: Numero médio de crias por parto. Tamanho do grupo: Tamanho médio de grupos. Ciclo de atividade: DI =
diurna, NT = noturna. Habitat: Principal habitat para a espécie - DV = Diversa/cosmopolita, TF = Floresta tropical, TE = climas temperados. Locomogao:
Principal locomogédo - BP = Bipede, KN = apoiam-se sobre os nos dos dedos, AB = Arborea, TQ = Quadripede terrestre. Dieta: Principal dieta para a espécie
- OM = Onivoro, HB = Herbivoro, CN = Carnivoro. Cacador Y= Sim, N=Nao. Estrutura social: Principal estrutura social - MFPB = casal macho fémea, FF =
fissdo-fusdo, SOL = solitario, OMMF = um macho multiplas fémeas, OFMM = uma fémea multiplos machos, MMMF = multiplas fémeas multiplos machos.
Sistema de acasalamento: MGY = Monogamo, Non-MGY = N&o mondgamo. Para simplificar a estrutura, classificamos todos os sistemas

poliandricos/poliginicos/poliginandricos como ndo mondgamos. Espago vazio = Sem informagao.
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1.6.3 Organizacao social

A ordem Primates constitui um clado de mamiferos em que a ocorréncia de
monogamia social € notavel. Convém destacar que a incidéncia de monogamia social
entre os pNM ¢ excepcionalmente alta — mais de 62% das ~177 espécies sdo
classificadas como socialmente monogamicas (Kleiman & Malcolm 1981; Lukas &
Clutton-Brock 2013).

A organizagdo social em Platyrrhini ¢ muito mais diversificada do que a
encontrada nos outros primatas. Muitos dos pNM vivem em grupos sociais mondgamos,
como ¢ o caso dos calitriquinos, embora também sejam descritos casos de poliginia,
poliandria ou poliginandria (Fleagle, 2013). Como veremos em outros momentos da
presente Tese, a estrutura social monogamica estd diretamente correlacionada com
outros comportamentos adaptativos que sdo determinantes na estratégia reprodutiva das

espécies em questdo, tal como o cuidado paternal.

1.6.4 Cuidado parental

O cuidado parental ¢ definido como qualquer comportamento dos pais que
aumenta o valor adaptativo dos descendentes. S3o um conjunto de atividades que
geralmente envolve o gasto de tempo, energia e recursos por parte dos pais (Royle et al.
2012). Na maioria dos vertebrados, ¢ uma atividade realizada unicamente pela fémea,
isto €, através do cuidado materno. Porém, se encontra também o cuidado biparental que
envolve ambos os pais. E interessante notar que o cuidado paternal (que, por sua vez,
determina o cuidado biparental) tem evoluido repetidas vezes em vertebrados e
invertebrados; é um caracter relativamente raro em mamiferos, mas é muito comum em
alguns clados de primatas, mais do que nas demais ordens (Storey & Ziegler 2016).

Existem diversas teorias que explicam o surgimento da monogamia social e o
cuidado paterno nos primatas; uma delas apresenta-os como ferramentas fundamentais
para incrementar o cuidado cooperativo das crias, relativamente imaturas aos nascer
(Hrdy 2010). Lukas e Clutton (Lukas & Clutton-Brock 2013) sugerem que a
monogamia social surge nos mamiferos quando as fémeas ocupam espagos discretos
que ndo se sobrepdem aos espacos das outras fémeas; dessa maneira, os machos ndo

podem monopolizar mais de uma fémea. O risco de infanticidio emerge como uma
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variavel determinante, que ¢ minimizada no momento em que emerge a monogamia
social e o cuidado paterno.

Na maioria dos primatas, os machos podem tolerar as crias ou podem
ocasionalmente interagir de uma maneira afiliativa com elas sem um claro cuidado
paterno envolvido (Fernandez-Duque et al. 2009). Esse ¢ o caso de babuinos machos
(Papio cynocephalus), que, em disputas agonisticas por territorio, fémea, etc, protegem
seus filhotes. Porém interagem pouco com os filhotes em outras circunstancias. O
cuidado paterno direto, por sua vez, pode ser definido como o conjunto de
comportamentos desempenhados por um macho adulto que tém efeitos positivos sobre o
desenvolvimento, sobrevivéncia ou bem-estar dos filhotes. Este comportamento esta
relacionado, dentre outros fatores, a alteragdes hormonais que também estdo envolvidas
no parto e na lactac¢do, ou seja, flutuagdes de estrogeno e de progesterona (Saltzman &
Maestripieri 2011); também as bases hormonais do cuidado paterno aludem, entre
outros neuro-hormoénios, a OXT, AVP, prolactina e testosterona, como fundamentais

para a emergéncia deste fendtipo (Wynne-Edwards & Reburn 2000).
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Figura 6. Primatas que apresentam cuidado paterno direto (em azul). Fonte: Fernandez-Duque et al. 2009.
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A Figura 6 ilustra que o cuidado paterno pode ter se derivado paralelamente em
4 ramos na ordem Primates. Entre os pNM, encontramos nos calitriquineos (familia
Cebidae), além do cuidado paterno, a forma mais comum, o cuidado aloparental
(também denominado cuidado cooperativo), no qual mae, pai, irmaos € outros membros
do grupo cuidam dos gémeos que nascem duas vezes por ano. Ja nos géneros Aotus
(também género da familia Cebidae) e Callicebus (familia Pithecidae), que vivem em
grupos pequenos (2-4 individuos), as fémeas t€ém um unico parto por ano. O macho ¢é o
principal transportador das crias durante cerca de 90% do tempo logo depois do parto,
sendo a cria transferida para a mae em pequenos intervalos somente para a
amamentacdo. Os irmdos interagem pouco no transporte das crias. Curiosamente, as
crias de Callicebus desenvolvem uma acentuada preferéncia pelo pai, demonstrada por
meio de um forte estresse quando sdo separadas dele, o que ndo ocorre quando sao
separadas da mae (Fernandez-Duque et al. 2009). Por outro lado, provavelmente Cebus
e Saimiri, géneros da familia Cebidae, voltaram a apresentar um comportamento

considerado ancestral.

1.7 Conservaciao da OXT em mamiferos placentarios

Revisdes publicadas na ultima década sobre evolucdo e estrutura de
nonapeptideos indicavam que a estrutura da OXT estava conservada em todas as
espécies de mamiferos placentarios investigadas até entdo (Donaldson & Young 2008;
Lee et al. 2009; Insel 2010). Porém, no ano de 2011, Lee e colaboradores sequenciaram
as regides codificantes do gene OXT em cinco espécies de pNM: Cebus apella, Saimiri
sciureus, Aotus nancymaae, Callithrix jacchus e Callicebus cupreus. Encontraram uma
substitui¢ao nucleotidica ndo sindénima no cdédon que codifica o oitavo aminoacido do
nonapeptideo (CTG—CCG; Leu8—Pro8) em todas as espécies de pNM analisadas,
exceto no Callicebus cupreus, descrevendo, assim, pela primeira vez, a forma Pro®!OXT
nos mamiferos eutérios.

A quebra do paradigma da conservacio da OXT num ramo com ampla
diversidade de comportamentos, bem como o conhecimento do papel desse
neuropeptideo em fungdes fisiologicas e comportamentais complexas levaram-nos a

tracar os objetivos da presente Tese, que serdo apresentados no Capitulo II.
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CAPITULO II

2.1 Objetivos

Identificar variantes taxon-especificas nos genes dos sistemas da oxitocina
(OXT-OXTR) e da vasopressina (AVP-AVPRIla, AVPRIb ¢ AVPR2) em primatas e

avaliar seu potencial significado funcional e evolutivo.

2.2 Objetivos Especificos

Constituem objetivos especificos deste estudo:

a) Identificar variagdes espécie ou grupo especificas em OXT, OXTR, AVP, AVPRIa,
AVPRI1b e AVPR2 em primatas;

b) Determinar os padrdes evolutivos no sistema OXT e AVP nos primatas;

c) Detectar processos coevolutivos intra e intermoleculares nos sistemas OXT e
AVP em primatas;

d) Identificar modificagdes em regides estruturais importantes em sitios de interagao
ligante-receptor no sistema OXT e AVP nos primatas;

e) Avaliar computacionalmente alteragdes estruturais nos neuropeptideos (OXT e
AVP)e

f) Sugerir relacdes entre as mudangas nos sistema neuropeptideo-receptor e

caracteristicas reprodutivas e comportamentais nos primatas investigados.
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CAPITULO 111

3.1 Evolucao do Sistema OXT-AVP

Conforme comentado anteriormente, até o inicio da década atual, acreditava-se
que OXT nao variava em mamiferos placentarios. Buscando ampliar os conhecimentos
sobre a variante Pro*OXT descrita por Lee et al. (2011), sequenciamos e analizamos a
regido codificadora do gene OXT de 29 espécies de pNM. Deste conjunto de espécies,
21 foram também investigadas com relagdo a porg¢ao codificadora do gene OXTR.

Os resultados podem ser vistos no primeiro artigo que compde a presente Tese:
“Vargas-Pinilla P, Paixao-Cortes VR, Paré P, Tovo-Rodrigues L, Vieira CM, Xavier A,
Comas D, Pissinatti A, Sinigaglia M, Rigo MM et al. (2015). Evolutionary pattern in the
OXT-OXTR system in primates: coevolution and positive selection footprints. Proc
Natl Acad Sci U S A 112:88-93.”

O material suplementar encontra-se no seguinte link:

www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1419399112/—~/DCSupplemental.

Pag 35 a 41 ndo disponiveis nesse versao


ht:/w.nsoglou/up/o:017/ns11391//Cupeetl䋰䋰䋰䋰䋰䋰䋰䋰䋰䋰䉹䌆䊆䌞䌐䋰䋰䋰䋰䊆䋓

36

CAPITULO IV

4.1 Novas formas de OXT, novas fun¢oes

Os achados aos quais o Capitulo III desta Tese faz referéncia estimularam a
busca por uma abordagem funcional interdisciplinar. Os resultados de testes in silico, in
vitro e in vivo estdo presentes no proximo artigo que compde a presente Tese:
“Parreiras-e-Silva LT, Vargas-Pinilla P, Duarte DA, Longo D, Espinoza Pardo GV,
Dulor Finkler A, Paixdo-Coértes VR, Paré P, Rovaris DL, Oliveira EB et al. (2017).
Functional New World monkey oxytocin forms elicit an altered signaling profile and
promotes parental care in rats. Proc Natl Acad Sci 114:9044-9049.”

O material suplementar encontra-se no seguinte link:

www.pnas.org/lookup/suppl/doi:10.1073/pnas.1711687114/—/DCSupplemental.

Pag 43 a 48 ndo disponiveis nesse versao
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CAPITULO V

5.1 Evolucio da regiao regulatoria
Para entender os mecanismos moleculares que regem o sistema OXT-AVP, ndo ¢
suficiente somente o estudo da porgdo codificadora dos genes. E importante desvendar
os elementos regulatorios associados a cada gene, que podem explicar seus diferentes
padroes de expressdo. A regido promotora de OXTR humano estd bem caracterizada
(Gimpl, 2001). Sabe-se, por exemplo, que elementos de resposta a interleucinas ou a
estrogenos sao comuns tanto na regido 5'do gene OXTR humano quanto na do gene do
rato. Porém, nenhuma descrigdo mais ampla havia sido feita nesta regido considerando
espécies de pNM, o que motivou nosso estudo, cujos achados podem ser vistos no
terceiro artigo que compde a presente Tese: “Vargas-Pinilla P, Babb P, Nunes L, Paré P,
Rosa G, Felkl A, Longo D, Salzano FM, Paixao-Cortes VR, Gongalves GL et al. (2016).
Progesterone Response Element Variation in the OXTR Promoter Region and Paternal

Care in New World Monkeys. Behav Genet 1-11.”

Pags 50 a 60 ndo disponiveis nesse versao
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CAPITULO VI

Além dos resultados ja mencionados (Capitulos III, IV e V), a seguir serdo
mostrados alguns achados ainda n3o publicados e/ou que ndo entraram em sua

totalidade nos artigos acima referidos.

6.1 Bioinformatica

Em nossas andlises exploratérias, através de simulagoes de dinamica molecular,
além das formas de oxitocina encontradas nos pNM (Leu*OXT, ProSOXT,
Val*Pro®OXT, Ala®OXT, Thr®OXT, Phe’OXT; Figura 7), aqui chamadas de formas
naturais, foram incluidas também variantes sintéticas nunca encontradas na natureza
(Thr*OXT e Thr*Gly’OXT).

Alguns estudos mostram que Thr*OXT ¢ duas vezes mais eficiente na ativagdo
de OXTR, mas perde cerca de 10% a 25% da sua habilidade para ativar os receptores de
AVP quando se compara com Leu® OXT. Somada a Thr*, Gly’ resulta em uma atividade
reduzida a menos de um terco da atividade de OXTR, enquanto sua atividade com
receptores de AVP ¢é nula (Lowbridge et al. 1977; Yedvabny et al. 2015).

A andlise de componente principal para cada forma de OXT mostra trés
conformagdes de baixa energia em todas as formas naturais (LeuOXT, Pro®OXT,
Val*Pro®OXT, AlaOXT, Thr®OXT, Phe?0OXT; Figura 7). E interessante observar que
esse padrido ndo se confirma nas formas sintéticas, que apresentam as estruturas
Thr*OXT e Thr*Gly’OXT. Essas conformagdes diferentes presentes nas formas
sintéticas poderiam influenciar sua funcionalidade e a sua capacidade de ativar
receptores (Lowbridge et al. 1977), como ¢ observado em trabalhos ja publicados

(Glembo et al. 2012).
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Figura 7. Grafico de energia de superficie livre (FES; Free Energy Surface) para as formas de OXT e
AVP, considerando-se os valores de RMSD (Root Mean Square Deviation), no eixo X, e Raio de Giro
(RG), no eixo Y. A energia livre ¢ representada no gradiente que vai de cores quentes, para valores
elevados, a cores frias, para valores baixos.

6.2 Comparaciao das dinamicas

Para compararmos as formas naturais de OXT, analisamos diferentes pardmetros
estruturais ao longo da dinamica. Dentro da analise estatistica, consideramos os valores
dos ultimos 50 nanosegundos (ns) da dinamica, dada a estabilizagdo que se da na
maioria dos parametros analisados (Figura 8). Isso permitiu determinar diferencas
significativas entre as variadas formas ou grupos de formas, representados nos graficos
9 a 13, nos quais um gradiente de cores frias para quentes representa os valores mais
baixos e os mais elevados, respectivamente, agrupando-se na mesma cor as formas que

nao possuem diferengas significativas entre si.
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Figura 8. Valores de RMSD para as formas de OXT e AVP ao longo dos 100 ns da simulagéo.

Na Figura 9, na representagdo de RMSD (Root Mean-Square Deviation), os valores
mais baixos pertencem a Pro®OXT e Val*Pro®OXT, diferenciando-se significativamente
(»<0,001; azul escuro) das outras formas naturais (azul claro). Essas ultimas, por sua
vez, diferenciam-se das formas sintéticas Thr*OXT (laranja) e Thr*Gly’OXT (vermelho),

confirmando valores descritos em outros trabalhos (Yedvabny et al, 2015).
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RMSD

ThriGly’ OXT 4
Thr*OXT-
AVP
ThrBOXT 1
AlaBoxT -
LeuBOXT -
Phe2OXT -
Val?ProBoXT -

Pro®OXT -

0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50

Figura 9. Boxplot dos valores de RMSD dos ultimos 50 ns da simulagdo da dinamica molecular para
cada forma de oxitocina e vasopressina. O teste de Dunn identificou 4 grupos significativamente
diferentes: 1: Thr*Gly’OXT; 2: Thr*OXT; 3: AVP, Thr®*OXT, Ala®OXT, LeuOXT e Phe’OXT; e 4:
Val’Pro®OXT e ProOXT (p< 0,001).

Outro pardmetro considerado é o Raio de Giro (RG). A forma sintética Thr*OXT
apresenta os maiores valores (Figura 10), diferenciando-se significativamente das
formas naturais € de Thr*Gly’OXT. Justamente essa ultima forma permite inferir o
impacto da mudanga na sétima posicdo; Pro>Gly parece ser determinante para a
diminui¢do dos valores do RG, dado que Thr*Gly’OXT parece ser uma estrutura mais
compacta. Essa mudanca influenciando o RG poderia ser determinante na ativagdo do
receptor, considerando que, como se mencionou anteriormente, Thr*Gly’OXT apresenta

valores reduzidos na ativagao de OXTR ¢ AVPRs.
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Figura 10. Boxplot dos valores de Raio de Giro dos ultimos 50 ns da simulagdo da dindmica molecular
para cada forma de OXT e AVP. O teste de Dunn identificou 4 grupos significativamente diferentes: 1:
Thr*OXT; 2: Pro®OXT; 3: Phe’?0OXT; e 4: Val’Pro®OXT, LeutOXT, AVP, Thr*Gly’OXT, Ala’OXT e
Thr3OXT (p< 0,001).

No Capitulo I foi descrita a estrutura secundaria de OXT, que se caracteriza por
possuir um anel de 6 aminoacidos e uma cauda de 3 aminodcidos na parte
carboxiterminal. Comentaremos abaixo alguns dos resultados mais interessantes que
surgem quando s3o analisadas cada parte independentemente.

A andlise da cauda carboxiterminal de 3 aminoacidos (7-9) evidencia que
Val*Pro®OXT apresenta valores superiores de RG (p< 0,001; Figura 11) aos das demais
formas comparadas; a mesma andlise, considerando a estrutura ciclica (aminoécidos 1-

6), evidencia que a forma sintética Thr*OXT apresenta os maiores valores (Figura 12).
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Figura 11. Boxplot dos valores de Raio de Giro da cauda carboxiterminal (aminoacidos 7-9) dos ultimos
50 ns da simulagdo da dinamica molecular para cada forma de oxitocina e vasopressina. O teste de Dunn
identificou 6 grupos significativamente diferentes: 1: Val’Pro®OXT; 2: Thr*OXT; 3: Ala’OXT e
Thr*Gly’OXT; 4: Pro®OXT; 5: Leu®OXT, AVP e Phe?OXT; e 6: Thr® OXT (p< 0,001).
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RG HEAD (res 1-6)
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Figura 12. Boxplot dos valores de Raio de Giro da parte ciclica (aminoacidos 1-6) dos ultimos 50 ns da
simulagdo da dindmica molecular para cada forma de oxitocina e vasopressina. O teste de Dunn
identificou 4 grupos significativamente diferentes: 1: Thr*OXT; 2: Ala®OXT e Thr*Gly’OXT; 3:
Phe?OXT; e 4: LeudOXT, AVP, Pro’OXT, Val’Pro®OXT e Thr®OXT (p< 0,001).

Andlises similares evidenciam que a cauda tripeptidica é mais flexivel do que a
parte ciclica (Bhaskaran et al. 1992). Isso ¢ evidente para todas as estruturas analisadas,
mas especificamente Val’Pro®OXT apresenta valores de RG mais elevados,
ultrapassando as formas sintéticas. Vale a pena salientar que, a partir do fato, observado
em nossa analise, de que a forma ProOXT apresenta valores similares aos das outras
formas analisadas, é possivel inferir que a mudanga na terceira posi¢ao (Ile>Val na
parte ciclica) ¢ determinante nos valores elevados da cauda carboxiterminal. Esse
resultado ¢ coerente com os resultados que se apresentaram na analise seguinte, na qual
foram avaliadas as ligagdo de hidrogénio dentro das estruturas ao longo da dinamica.

As ligagdes de hidrogénio (LH) foram calculadas através do pacote HB em Gromacs.
Aqui, pdde-se observar que Val’Pro®OXT apresenta o menor nimero de ligagdes de
hidrogénio (23); Thr*OXT, por sua vez, apresenta o maior nimero (64; Tabela 5).
Todos os neuropeptideos apresentam trés LH; o primeiro, entre o carboxilo (CO) da
Tirosina (Tyr) 2 e o grupo amino (NH) da Asparagina (Asn) 5; o segundo, entre o grupo
NH da Tirosina 2 e o grupo CO da AsnS5; o terceiro, entre o grupo NH da Cisteina (Cys)
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6 ¢ 0 CO de Tyr2. Uma ligagdo também frequente ocorre em todas as formas menos em
Val*Pro®OXT e Pro®OXT: ¢ a que se da entre o grupo NH da Glicina (Gly) 9 € o grupo
CO da (Cys) 6. Curiosamente, como se comentou anteriormente, Val’Pro’OXT
apresenta os mais valores de RG na parte carboxiterminal, o que poderia corresponder a
um menor nimero de ligagcdes de hidrogénio intermolecular, permitindo uma maior

flexibilidade dentro da molécula.

Tabela 5. Parametros das principais variaveis consideradas na simulagdo das formas de OXT e AVP.

FATOR Lev*OXT [ProfOXT |[VaPPro®O|Thr*OXT |Ala®*OXT |Phe’OXT [Thr'OXT |Thr'Gh'Qf AVP

RMSD 0,2658 0,2265 0,2328 0,2847 0,2732 0,2568 0,3710 0,4539 0,2846

RG Total 0,5042 0,5436 0,5100 04740 04886 0,5212 0,5866 0,4905 0,4911

RG parte ciclica 0.3571 0.3604 ),3560 0.3557 0,4602 0.3869 0,5111 0.3556

RG cauda tripeptidica] 0,2650 0,2747 0,5100 0,2585 3342 0,2629 0,3552 0,2690
Ligacioes de H 35 35 23 37 34 39 64 53

Esses movimentos diferentes relativos a Val’Pro®OXT poderiam representar
mudangas na sua afinidade com o ligante e/ou efeitos na cascata de sinalizacdo,
incluindo a capacidade de recrutamento de [-arrestinas, como ja demostrado
experimentalmente no Capitulo IV.

E conhecido que a isoleucina (Ile) na terceira posi¢io da OXT e a arginina (Arg)
na oitava da AVP sdo determinantes para a ativagdo do OXTR e dos AVPRs,
respectivamente. Sabe-se que as interacdes dos neuropeptideos com seus respectivos
receptores sdo determinadas pela polaridade dessas posigdes (Slusarz et al. 2006a), de
modo que ¢ importante estudar as mudancas na polaridade nas OXTs presentes nos
pNM. Duas mudangas na polaridade sdo registradas nas formas naturais; por um lado,
nos pitecideos, a treonina (Thr; aminodcido polar) na oitava posi¢do substitui uma
leucina (Leu; aminoéacido ndo polar) originando a forma Thr®OXT. Por outro lado, a
forma presente no género Alouatta, Phe’?0OXT, descrita por Ren et al. 2015 (ver mais
detalhes no Capitulo VII), apresenta uma fenilalanina (Phe) na segunda posi¢do (nao
polar), substituindo uma tirosina (aminoacido polar; Figura 3).

A hidrofilicidade ao longo da dindmica foi também estudada nas diferentes
formas de oxitocina. O achado mais interessante é o fato de que ProfOXT e
ValP’Pro®OXT apresentam valores intermediarios entre AVP e Leu®OXT; as outras

formas apresentam valores menores de hidrofilicidade que LeuOXT (Figura 13).



46

VP B -
ProBOXTH A— - ........ |
Val3ProBoxT | peceus . ,,,,,,, |

Phe2OXT- A— [D ,,,,,,,,,,,,, |

LeuBoxT oo ... |

Thr8oXT+ — - -------- !

AlaBoxT C— - ............ {

ThrOXT - — - ........ 1

ThAGIFTONT Y foesssmmsnnsnne - ___________ 1

Figura 13. Boxplot dos valores de hidrofilicidade dos ltimos 50 ns da simulag@o da dindmica molecular
para cada forma de oxitocina e vasopressina. O teste de Dunn identificou 5 grupos significativamente
diferentes: 1: AVP; 2: Pro’OXT e Val’Pro®OXT; 3: Phe’0OXT; Leu®OXT; 4: Thr®OXT, Ala’OXT e
Thr*OXT; e 5: Thr*Gly’OXT (p< 0,001).

Deve-se considerar que a hidrofilicidade ¢ uma propriedade fundamental na
interacdo ligante-receptor, pois ela define os aminoacidos ai envolvidos, a ativacdo e a
internalizacdo do receptor, bem como a sinaliza¢do gerada. Ela determina também a
profundidade na qual o ligante consegue chegar em um ambiente hidrofébico como o da
membrana na qual se vé imerso o receptor.

Outro fato que chama a atencdo ¢ o de que a maioria de formas descritas
apresenta modificagcdes na terceira e oitava posi¢des, 0 que permitiria pensar, portanto,
que tais modificagdes impactam ndo sé as interagdes com o receptor nativo, como
também as interagdes com o receptor de vasopressina. Conforme estudo referido no
Capitulo IV, pelo menos as variantes Pro®OXT e Val’Pro®OXT impactam a
internalizacdo de AVPR1a.

O grafico de espinhos (Figura 14), onde cada espinho representa a intensidade e
distancia de cada carbono alfa dos nonapeptideos analisados, permite identificar
visualmente os padrdes dos movimentos de cada aminodcido. Assim, por exemplo,
pode-se visualizar como o terceiro aminoacido (terceiro espinho da esquerda para a

direita) na maioria de formas apresenta movimento direcionado ao interior da estrutura;
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ja na forma Val*Pro®OXT (na primeira linha, terceira coluna da Figura 14), justamente a
posicdo que apresenta a mudanga, Ile3Val, descreve um movimento pronunciado

direcionado ao exterior da estrutura.

Leu®OXT Pro®OXT Val?Pro®OXT
T L

ThréOXT Ala®OXT Phe?OXT

|

Thr*OXT  Thr'Gly’OXT AVP

Iy’

Figura 14. Grafico de espinhos de fromas naturais e sintéticas de OXT e AVP. Cada espinho representa a
intensidade e o sentido do movimento do carbono alfa de cada aminoacido: a Cysl, a direita e a Gly9, a
esquerda.

Finalmente, dentro das analises realizadas incluiu-se um PCA (Analise de
Componentes Principais, na sigla em inglés para Principal Component Analysis), que
considerou os diferentes parametros analisados na dinamica de todas as formas naturais
e sintéticas (Figura 15). No PCA, o que primeiro se evidencia ¢ uma separagdo entre as
formas sintéticas e as naturais; um primeiro cluster, formado por Thr*OXT e
Thr*Gly’OXT (formas sintéticas) estd separado pelo primeiro componente principal
(66%) das formas naturais; ja o segundo componente principal (18%) separa as formas
de oxitocina presentes nos cebideos, Pro’OXT, Val’Pro®OXT, das restantes (LeutOXT,
Ala®OXT, Thr®OXT, Phe?0OXT e AVP).
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X o RrOXT
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f. ThriGly'oXT
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PC1 - 66% of variation

Figura 15. PCA que considera os parametros apresentados na Tabela 5 para cada uma das formas
naturais e sintéticas de OXT e AVP estudadas.

Vale a pena salientar que as formas que apresentam a prolina na oitava posi¢ao
(ProfOXT e Val’Pro’0XT) possuem uma modificagdo significativa na estrutura do
ligante, pois, devido a limitada flexibilidade da sua cadeia lateral, a prolina impde
limita¢des na estrutura rotacional do peptideo. A sequéncia em tandem de duas prolinas
na sétima e oitava posi¢cdes produz uma hélice de poliprolinas, caracteristica que, por
restringir ainda mais a flexibilidade das proteinas, altera significativamente os perfis de
interagdo ligante-membrana celular (Geisler & Chmielewski 2009).

Como um todo, a simulagdo da dinamica molecular possibilitou identificar
padrdes estruturais e de comportamento molecular nas formas naturais de oxitocina;
dentro destas, possibilitou, ainda, determinar os elementos que diferenciam a Pro®OXT
e a Val’Pro’OXT. Propriedades como hidrofilicidade ou movimentos do terceiro
aminodcido permitem sugerir a hipotese de interacdes diferenciadas desses hormonios
com seus receptores cognatos. Essa informagdo estrutural, somada aos resultados dos
estudos apresentados nos Capitulos anteriores, define de maneira bastante robusta o

potencial funcional e evolutivo das variantes presentes nos clados de pNM.
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E importante considerar também as muta¢des achadas nos receptores, descritas
nos trabalhos prévios para OXTR (Capitulo III; Vargas-Pinilla et al. 2015). A maioria
das substituicdes nos receptores encontra-se nas regides aminoterminal, intracelular 3 e
carboxiterminal; esses mesmos resultados se aplicam para AVPR1a (Ren et al. 2014) e
AVPRI1b (Fam et al. 2018). A maioria das posi¢gdes importantes para as interagdes com
os ligantes sdo conservadas, com algumas excegdes, como Phel03Tyr em Saimiri
sciureus (Vargas-Pinilla et al. 2015; Ren et al. 2015). Sua posicdo homologa no

AVPRI1b sera discutida no Capitulo VII.

CAPITULO VII

7.1 Discussao

Tendo em vista que discussodes especificas ja foram mencionadas nos Capitulos II, IV e

V, aqui, somente aspectos mais gerais serdo comentados e discutidos.

7.1.1 Variantes de OXT-OXTR

Concomitantemente ao desenvolvimento de nossa pesquisa, Ren e
colaboradores (2015) publicaram um trabalho que confirmou os achados descritos em
nosso estudo (Vargas-Pinilla et al. 2015). Os referidos pesquisadores analisaram um
conjunto similar de espécies através de diferentes métodos, e descreveram também mais
uma variante de oxitocina, Phe’?’0OXT, em Alouatta caraya (familia Atelidae). Outro
dado interessante foi a descricdo dentro dessa familia do que parece ser uma
convergéncia com a forma Cebidae Pro®OXT, especificamente em Ateles geoffioyi e
Ateles belzebuth. Além disso, na familia Piteciidae, eles também descrevem a forma
Thr3OXT em Pithecia pithecia, que ja havia sido descrita para e Chiropotes albinasus
(Capitulo III; Vargas-Pinilla et al. 2015). J& em Chiropotes chiropotes, observaram a
forma Ala®OXT, forma por nds descrita em Chiropotes utahickae e Cacajao
melanocephalus (Capitulo III; Vargas-Pinilla et al. 2015). Mais recentemente, Campbell
e Cortés-Ortiz descrevem uma sétima forma, Val’OXT, presente em Alouatta seniculus

(Mustoe et al. 2018).
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Conclusoes similares foram obtidas nos dois trabalhos. A Figura 16 apresenta o
resumo grafico dos achados de ambos os estudos, que quebram de maneira marcante o
paradigma de que LeuBOXT estaria presente em todos os mamiferos placentarios.

Tragando-se um panorama amplo, pode-se dizer que Pithecidae emergiu ha
cerca de 23,5 mya (Perelman et al. 2011) e apresenta trés formas de oxitocina
(Leu®OXT, Thr3OXT e Ala®OXT), sendo que as Gltimas duas variantes apareceram ha
pelo menos 14 mya (French et al. 2016).

No ramo dos cebideos, a mutagdo que gerou a forma Pro®OXT provavelmente
aconteceu hd ~23 mya, ¢ uma mutagdo mais recente dos ultimos ~11 mya originou a
substitui¢do por uma valina na terceira posi¢do no género Saguinus, criando a forma
Val*ProOXT.

Dentro dos Atelideos, ao menos trés mutagdes independentes aconteceram:
duas no género Alouatta, ha pelo menos 16 mya, produzindo as formas Phe?’0OXT e
Val’OXT; a terceira, ha pelo menos 11 mya, gerando, por convergéncia, a forma
Pro®OXT no género Ateles (French et al. 2016).

E provavel que o ancestral do pNM expressasse LeutOXT, visto que essa
forma ¢ expressa em dois dos trés clados do ramo e em todos os catarrinos com
sequéncias disponiveis (French et al. 2016).

Um ponto de divergéncia nos trabalhos comentados deve-se a forma
apresentada no género Saguinus. Ren et al. (2015) descrevem em Saguinus midas a
forma Pro®OXT; porém, em nosso trabalho (Vargas-Pinilla et al. 2015), como se
mencionou anteriormente, ¢ descrita em S. bicolor, S. Martinsi e S. niger a forma
Val’Pro®OXT. Analises transcriptomicas, por sua vez, realizadas em S. midas ja
indicavam a presenca da Val’Pro®OXT nessa espécie (George et al. 2011), porém sem
qualquer destaque. Desse modo, mais estudos sdo necessarios para confirmar se houve
mutagdo reversa em S. midas, o que teria pelo menos parte dos individuos dessa espécie

perderem a valina na posi¢ao 3, tornando esse sitio, pelo menos nessa espécie, variavel.
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Figura 16. Reconstrugdo filogenética baseada nos dados de OXT nos primatas, considerando uma arvore
consenso de acordo com Perelman et al. (2011).

Ferramentas similares foram utilizadas nos dois artigos para analisar os
processos coevolutivos entre o ligante e o receptor. A filogenia de OXTR corresponde
em geral a filogenia molecular convencional dos primatas, com uma clara separagdo dos
primatas do Velho Mundo, Novo Mundo e prossimios. Ren et al.(2015) descrevem um
processo coevolutivo interessante, no qual a unica exce¢do a filogenia convencional,
considerando os dados de OXTR, foi o género Ateles; seu OXTR ¢ agrupado junto com
os cebideos, e ndo com seus congéneres dentro da familia Atelidae. Vale a pena
salientar que Ateles apresenta a mesma forma de OXT que os cebideos, isto ¢, ProSOXT.

Ren e colaboradores encontraram ainda clara associa¢do de ProOXT com
monogamia social, um trago reprodutivo comum em espécies de pNM com pequeno
tamanho corporal, partos gemelares comuns e que também apresentam cuidado paterno
(Vagas-Pinilla et al. 2015). De modo geral, os trabalhos de nosso grupo e de outros
autores reforcam a funcionalidade ¢ o valor adaptativo de pelo menos algumas das
variantes de OXT em pNM.

E surpreendente a auséncia de mutagdes ndo sindénimas no gene OXT dentro dos
mamiferos placentarios, concomitante com a grande variabilidade em pNM, colocando
em evidéncia que um gene muito conservado pode deixar de sé-lo, em ramos
especificos e derivados de uma dada filogenia, & medida que pressdes seletivas
particulares sdo impostas. Nesse trabalho a relevancia funcional e evolutiva dessas
variantes de OXT em pNM, no que diz respeito a tragos reprodutivos (parto gemelar,

monogamia social e cuidado paterno), foi claramente demonstrada.

Igualmente interessante, tendo em vista estudos futuros, é desvendar o impacto
dessas mesmas variantes em tracos fisioldgicos importantes que caracterizam os

mamiferos placentarios, como contracao uterina e eje¢ao do leite materno.

7.1.2 Nivel regulatorio

No Capitulo V, sugerimos que a progesterona ¢ o seu receptor, unidos, agem
como elementos-chave na maquinaria de transcri¢do, reconhecendo e se ligando aos
chamados Elementos de Resposta & Progesterona (PREs, na sigla em inglés) presentes

na regido 5" do gene OXTR. Sugerimos que pode haver um impacto na regulacao de
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OXTR tanto em fémeas quanto em machos que experimentam a paternidade. Desse
modo, a presenca desses elementos faria parte do repertério genético ligado ao
comportamento biparental caracteristico de clados de pNM. Mas, tdo importante quanto
a pergunta quando ¢é expresso, ¢ aquela que busca saber onde é expresso. Embora ndo
seja o foco desta Tese, teceremos, a seguir, comentarios a respeito de alguns pontos
importantes a serem considerados sobre a ag¢do do sistema OXT-AVP e que podem
enriquecer a presente discussao.

Produzidas no Nucleo Paraventricular (NPV) e no Nucleo Supraoptico (NS), a
OXT e a AVP devem se conectar com seus receptores nos 6rgaos e tecidos que deverdo
manifestar a acdo correspondente esperada. Desse modo, a distribui¢do do receptor
varia em varios niveis; por exemplo, sugeriu-se que nos roedores a distribuicdo de
OXTR ¢ mais frequente em areas relacionadas ao reconhecimento olfativo, como o
bulbo olfativo, a amigdala central, a estria terminal, o septo lateral e o hipocampo. Nos
primatas, por sua vez, o OXTR ¢é expresso em regioes envolvidas no processamento
visual, o coliculo superior, nucleo pulvinar e o cortex visual primario. Pode-se explicar
a diferenca na distribui¢do ao se observar a importancia do olfato, para os roedores, ¢ da
visdo, para os primatas, sentidos indispensaveis para a comunicagdo social e identidade
individual nesses animais (Freeman et al. 2016).
Os estudos de expressdo realizados em primatas se concentram basicamente em 4
espécies: Callithrix jacchus, Callicebus cupreus, Macaca mulatta ¢ Homo sapiens. Na
Tabela 6, sdo apresentadas, de forma resumida, algumas investigagao realizadas sobre a
distribuicdo dos receptores no cérebro dessas espécies. A partir dessa informagao, pode-
se dizer que Callithrix e Callicebus, embora apresentem estruturas sociais similares,
sendo monogamicos e apresentando cuidado biparental, mostram diferencas marcantes
nos padroes de expressio de OXTR e AVPRIla. Isso evidencia que diferentes
repertorios genéticos foram cooptados evolutivamente, resultando em fenotipos
comportamentais adaptativos similares, o que ¢ demonstrado também pelo fato de
Callithrix possuir a forma Pro*OXT e Callicebus a forma LeudOXT, sendo que ambos

os géneros apresentam um numero alto de PREs (em Callithrix: 5, e em Callicebus: 4).



54

Tabela 6. Distribui¢do de receptores OXT ¢ AVPRI1a no cérebro de primatas.

| Neurohypo Sociall
Receptor |Género physeal [Social behaivor network Mesolimbic reward system cognitive processing Sensory processin
PVN [SON [POAJAH |[VMH[PAG [LS [BNST|MeA [Str |Nacc|[VP_|blA [HIP |VTA [CeA [CC [IC_ |PFC [NTS [SC |NBM[Vi_|OB
Callithrix ® - - XX - X x°
Callicebus © X - XX - X X X X
OXTR Macaca A7 X2 x® X2 - Xt xP
Homo B4 X X X X - X X - - X X X X X
Callithrix * X - x X XX [xx X X X - x XX
AVPR1a Callicebus © XX %X xx x X x X X X XX
Macaca M x X X X XX |x x X x - X
Homo ' X X X - X

Legenda: x detecgdo do receptor; xx detecgdo densa do receptor; - nenhuma detec¢do do receptor, células
brancas auséncia de informagdo. Abreviaturas: BNTS: Estria terminalis; CC: Cortex cingulate; CeA,
central amygdala; HP: Hipocampus; LS: Septum lateral; NBM, nucleus basalis of Meynert; OB: Bulbo
Olfatério; POA: Area predptica; PCC: Cingulate posterior; PVN Nicleo Paraventricular; PPT,
pedunculopontine tegmental nucleus; SON: Nucleo Supradptico; V1, primary visual cortex.

Referéncias A: Boccia et al (2001) . B: Boccia et al (2013). C: Caffé et al (1989) . D: Fliers et al (1986). E:
Fliers et al (1985). F: Freeman et al (2014a). G: Freeman et al (2014b). H: Ishunina & Swaab (1999) . I
Loup et al (1991). J: Loup et al (1989) . K: Schorscher-Petcu et al (2009). L: Wang et al (1997a). M:
Wang et al (1997b) . N: Young et al (1999).

7.1.3 Comportamento

Alguns dos principais trabalhos relacionando os neuropeptideos com
comportamentos sociais em primatas, tal como comportamento socio-sexual,
proximidade, limpeza da pele (grooming), partilha dos alimentos, entre outros,
encontram-se resumidos na Tabela 7. Note-se que na compilagdo ai apresentada,
Saguinus foi considerado um género que expressa Pro’OXT, o que ndo foi corroborado
por nosso estudo (ver discussdo no item “7.1.1 Variantes de OXT-OXTR” da presente
sessdo), de modo que os achados presentes na Tabela 7, no que diz respeito a este

género, devem ser considerados com cautela.
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Tabela 7. Trabalhos realizados em pNM correlacionando comportamentos sociais diante de diferentes niveis dos neuropeptideos e/ou presenca de antagonistas.

Comportamento o ; ; . i ; : AVFPR s e
i Espécie Pro*-OXT Lev~OXT OXTant OXT-peri AVP Efeitos especificos
social laAnt
t | OXT reduz a proximidade e incrementa o comportamento de
Callithrix agregagdo *
OXT reduz a proximidade com individuos estranhos do sexo
til 0 0 oposto e em fémeas, incrementa a proximidade com seu
Callithrix parceiros. Efeito especifico no tratamento com Pro8OXT.?
. . 0 Individuos tratados com OXT sio alvo de maior proximidade
Callithrix por parte dos seus parceiros ©
Proximidade social ' Dentro de casais se encontra uma correlacio da concentragio de
Caflithrix OXT 4
. Descreve-se uma concentragio dentro de pares que apresentam
Saguinus ! um maior comportamento de agregagio.©
| OXT incrementa a distincia social entre parceiros na divisio de
Cebus comida.”
. ANP aplicado em machos incrementa o contato social com suas
Callicebus parceiras.®
1 1 0 Os individuos tratados com OXT recebem maior grooming
Grooming Callithrix {limpeza de pele) dos seus parceiros. ©
t Correlagies positivas entre niveis de OXT sio descritas dentro
Sapuinus de casais que apresentaram comportamento de agregagio
OXT incrementa os intervalos de tempo entre as interagdes com
Co i l 0 0 individuos diferentes do parceiro. Nenhum efeito na interagio
S Callithrix COm 05 proprios parceiros.”
1 Concentragoes elevadas de OXT foram descritas dentro dos
Saeuinus Dares aue anresentaram comportamentos sexuais.”
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Comportamento AVPR

social

Espécie Pro*-OXT Lev-OXT OXTant OXT-peri AVP o dont Efeitos especificos

; : O antagonista de OXT gerou uma redugio da proximidade entre
Social buffering e 0 0 ! L ] o
Callithrix casais durante a presenca de um apente estressante.
Cuiidade pareatal o I 0 ! 0 OXT?rms machf_:ns,diminuiu os intervalos de tempo em resposta
Callithriv a estimulos do infantes. AVP teve 0 mesmo efeito nas ffmeas.’
Callithrix I L] alimentos.j
0 l D_antagonista de DX_T gerou uma redugdo na partilha de
Caflithrix alimentos entre casais .
OXT gerou uma redugdo na partilha de alimentos com
! 0 0 individuos diferentes do parceiro. Efeito especifico de
Callithrix ProfOXT. *
et da slincitos 0 0 0 OXT nﬁﬂ ahe_ra 05 hﬁbims_ de partilha de alimentos com
Callithrix parceiros ou individuos diferentes deste. !
| OXT gerou uma redugdo na partilha de alimentos entre
Cebus v parceiros e entre estranhos.h
OXT diminui a partilha de machos aloparentais com infantes.
t t Pais tratados com AVP partilham menos alimentos dos que os
Caflithrix tratados com OXT.m

OXTant: antagonista de OXT. OXT-peri: Concentragdes periféricas de OXT. AVPR1aAnt: Antagonista de AVPR1a. a: Smith (Smith et al. 2010) et al (2010); b: Cavanaugh
(Cavanaugh et al. 2014) et al (2014). c: Cavanaugh et al (Mustoe et al. 2015) (2015). d: Finkenwirth (Finkenwirth et al. 2015) et al (2015). e: Snowdon (Snowdon et al. 2010)
et al (2010). f: Brosnan (Leverett et al. 2015) et al (2015). g: Jarcho et al (Jarcho et al. 2011) (2011). h: Cavanaugh et al (Cavanaugh et al. 2016) (2016) i: Taylor & French
(Taylor & French 2015) (2015). j: Saito & Nakamura (Saito & Nakamura 2011) (2011). k: Mustoe et al (Mustoe et al. 2015) (2015). 1: Mustoe et al (Mustoe et al. 2016)
(2016). m: Taylor, et al (Taylor et al. 2017) (2017). Tomado e modificado de French et al. (2016). Seta para cima (1) indica aumento do comportamento social; seta para baixo
(1), diminui¢do do comportamento social; o nimero 0 (zero) indica nenhuma alteragdo significante no comportamento social. Por exemplo, na primeira linha, em Callithrix, a

administragdo de Leu®OXT aumentou o comportamento de agregagdo, enquanto que tal comportamento € reduzido na presenga de um antagonista de OXT.
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A maioria dos estudos tem focado em Callithrix e Saguinus, ¢ menos frequentes
tém sido os estudos sobre Saimiri, Cebus e Callicebus. Um resultado geral dos estudos
apresentados na Tabela 7 é que os neuropeptideos modulam o comportamento social em
pNM através da manutencdo ou do aumento das relagdes sociais dentro das espécies.
Por exemplo, o tratamento com o neuropeptideo (OXT, no caso de Callithrix, e AVP,
no caso de Callicebus) aumenta o contato e a interagdo social e a ligacdo com o parceiro,
mas diminui o contato com individuos do sexo oposto diferentes do parceiro.

Embora tenha sido descrita a associag¢ao entre as formas de OXT e a presenca de
monogamia social, cuidado paterno e tamanho de ninhada (Vargas-Pinilla et al. 2015;
Ren et al. 2015), deve-se considerar que esta ndo ¢ uma associagdo completa. Por
exemplo, Callicebus € um género com espécies consideradas socialmente monogamas,
com cuidado paterno, que expressam Leu*OXT, enquanto Saimiri é um género com
espécies poligamas e sem cuidado paterno, que expressam Pro*OXT. Mais uma vez,
nota-se que diferentes repertorios genéticos foram cooptados evolutivamente para a
emergéncia de fendtipos comportamentais adaptativos que variam de acordo com as
pressoes ecologicas e ambientais impostas.

Além disso, o comportamento cuidador nos machos também ¢ afetado pela
LeutOXT, dado que aumenta o comportamento de provedor de alimentos nos machos
do Callithrix (Saito & Nakamura 2011) e incrementa as respostas destes aos estimulos
dos infantes (Taylor & French 2015). Em humanos, a Leu® OXT aumenta o contato
paterno e o contato visual pai-filho (Weisman et al. 2012).

As fémeas sdo as principais provedoras no desenvolvimento através da lactagdo,
mas, nos calitriquineos (familia Cebidae, subfamilia Callitrichinae), maes, pais e
aloparentes participam no aprovisionamento de comida durante e depois do desmame.
Justamente nesse periodo, foi descrita uma relagdo positiva entre o aumento da OXT na
urina e o aprovisionamento de recursos (Finkenwirth et al. 2016).

Existe também evidéncia de que a experiéncia parental influencia a sinalizagao
dos neuropeptideos. Ao se comparar a expressao de AVPR1a entre pais e ndo pais, os
primeiros apresentam uma maior densidade do receptor no cortex pré-frontal
(Kozorovitskiy et al. 2006); da mesma maneira, essa densidade é negativamente
associada a idade da prole. Evidéncia similar existe dos niveis de OXT em Callithrix,

mais elevados em pais do que em machos nao experientes (Woller et al. 2012).
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Conforme trabalho referido no Capitulo IV (Parreiras-e-Silva et al. 2017), as
formas Cebidae Pro®OXT e Saguinus Val’Pro’OXT induzem comportamento afiliativo
em rato machos, indicando a capacidade dessas variantes de alterar comportamentos em
espécies diferentes daquelas em que sdo encontradas de maneira enddgena.

Além disso, utilizamos nos experimentos farmacologicos (Parreiras-e-Silva et al.
2017) receptores OXT e AVPR1a humanos, o que levanta a pergunta: O efeito das
variantes Cebidae Pro®OXT e Saguinus Val’Pro’OXT seria ainda mais diferenciado
diante dos receptores taxon-especificos presentes nesses clados de primatas? A resposta
a essa pergunta ja esta sendo por nds investigada (dados ndo publicados), bem como por
outros autores. Por exemplo, Mustoe ¢ colaboradores (2018) reportam que estdo
trabalhando na defini¢do do perfil farmacologico, considerando a variante Pro®OXT e o
receptor OXTR de Callithrix jacchus.

Cabe ainda salientar o destaque dado por Mustoe e colaboradores (2018) aos
nossos estudos (Capitulo IV; Parreiras-e-Silva et al. 2017), que mostraram, pela
primeira vez, como as variantes Cebidae Pro’OXT e Saguinus Val*Pro®OXT produzem

efeitos diferenciais na dessensibilizacdo e internalizacdo do OXTR e AVPRI1a.

7.2.1 Sistema AVP e algumas particularidades em pNM

Diante das descobertas da diversidade de formas de OXT em pNM, ¢
surpreendente a conservacdo de AVP (Ren et al. 2014; Vargas-Pinilla et al. 2015).
Quanto aos receptores de AVP, AVPR1a foi um dos primeiros a serem estudados,
enquanto AVPRIb somente recebeu atencdo mais recentemente, com os estudos de
nosso grupo de pesquisa (Fam et al. 2018; dados ndo publicados). Vamos a seguir
descrever alguns desses achados, considerando, como visto no Capitulo I da presente
Tese (item “1.4 Algumas caracteristicas da interagdo ligante-receptor”), alguns sitios

com possivel importancia na interagdo com o neuropeptideo (OXT ou AVP).

7.2.2 AVPRI1a e alguns achados em pNM

A andlise da variacao molecular do AVPR1a nos primatas com énfase nos pNM
foi realizada por Ren et al. (2014), mostrando a regido aminoterminal e a terceira alga
intracelular como as regides mais variaveis. Entre as posigdes 382 e 384

(carboxiterminal), encontra-se um motivo na proteina que ¢ alvo de fosforilagdo, sendo
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importante observar que todos os pNM apresentam a mutagdo Arg384Lys. E, no caso
dos calitriquineos, estes apresentam uma mutagdo na posi¢do Lys409Arg, uma regido
importante na interagdo do receptor com as quinases (Ren et al. 2014).

Com base em dados publicados por Ren e colaboradores, realizamos analise que
nos levou a achados instigantes. Um deles ¢ a mutagcdo reportada como conservativa,
mas nem por isso, pouco importante. Trata-se da posicdo 213 de AVPRIa, que nos
pNM apresenta uma troca de um serina por uma prolina (Ser213Pro; Tabela 8).
Curiosamente, essa posi¢do ¢ um ponto importante para o reconhecimento do ligante
por parte do receptor. Rodrigo et al. ( 2007) realizaram testes funcionais com a mesma
mutagdo descrita nos pNM, Ser213Pro, ¢ descreveram que n3o havia um aumento
significativo da afinidade por AVP, mas, sim, um aumento significativo da quantidade
de inositol trifosfato liberado apoés a ligagdo com seu ligante, o que significa que a
presencga da prolina nessa posi¢do influencia diretamente a cascata de sinalizagdo, apds

ativacao por AVP. Lamentavelmente, OXT nao foi testado nesse trabalho.

Um dado interessante ¢ que a prolina estd presente na posi¢do homoéloga de OXTR
(Pro197) e no AVPRI1b (Pro196; Tabela 8), mas, nos calitriquineos, a prolina da lugar a

uma serina.

7.2.3 AVPR1b e alguns achados em pNM

Citaremos os elementos mais importantes da analise evolutiva do gene AVPR1b
dentro dos pNM (Fam et al. 2018) que permitem ampliar nosso conhecimento sobre o
cendrio evolutivo do sistema OXT-AVP nesse clado de primatas.

Na posicao 98 do AVPRIDb, todos os Cebidac ¢ Atelidae portam uma
fenilalanina, enquanto uma tirosina ¢ encontrada na familia Pitheciidae (Tabela 8),
assim como no resto dos mamiferos. Na posi¢do homodloga no OXTR (posi¢cao 103),
assim como a maioria dos mamiferos, os Cebidae também carregam uma fenilalanina,
com excecdo de Saimiri e Aotus, ambos portadores de tirosina (Babb et al. 2015;
Vargas-Pinilla et al. 2015). Na posicdo homoéloga no AVPRIla (posi¢do 115), uma
tirosina ¢ encontrada na maioria dos mamiferos (Vargas-Pinilla et al. 2015; French et al.
2016). Esta regido nos trés receptores ¢ conhecida por interagir com a posi¢ao 8 do

nonapeptideo, que apresenta uma prolina (Pro®OXT) na familia Cebidae (Tabela 8).
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Extrapolando os dados reportados por Chini et al. (1995), a substituicdo presente nas
familias Cebidae e Pithecidae, Tyr98Phe, poderia representar uma aumento na afinidade
do AVPR1b por OXT .

Duas particularidades proximas a terceira alca intracelular no AVPRIb sdo
instigantes: a presenca de uma delecdo entre os aminodcidos 245-248 ¢ o motivo de
ligagdo SH3 que se da pela presenga de determinados aminoacidos (Arg-Arg-Ser-Pro-

Ser-Ala-Pro) entre as posigdes 249-255 (Figura 17).
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Figura 17. Weblogo ilustrando o multiplo alinhamento da regido extracelular (EC1; 94-108) e da regido
intracelular 3 (IC3; 244-256) de AVPR1b.Em ECl, a caixa vermelha salienta mutagdo Tyr98Phe presente
nas familias Cebidae e Atelidac. Em IC3, o espago em branco representa a delegdo presente nos pNM
(245-248), e a caixa roxa ilustra o motivo SH3 presente nos pNM.

O motivo SH3 possui um papel fundamental em diversos processos biologicos; nesse
caso, a sua localizag@o na terceira al¢a intracelular permite inferir o tipo de participagao
que possui no processo de sinalizagdo intracelular (Mayer et al. 2001). Em trabalhos
prévios, demonstrou-se que a elimina¢do do motivo SH3 afeta a internalizagdo dos
GPCRs (Oldenhof et al. 1998). O motivo SH3 também foi descrito como um adaptador
para a ligacdo da P-arrestina e de outras proteinas que sdo recrutadas para a
internalizacdo do receptor (Cao et al. 2000). Isso nos leva a pensar que a presenca do
SH3 poderia induzir uma internaliza¢ao mais rapida do AVPRI1b, o que levaria a uma
hipoativacao do eixo HPA (Caldwell et al. 2008), derivando em menores niveis de
estresse e agressividade. Porém, a significancia funcional desses achados ainda precisa

ser investigada.
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7.3 Questionamentos adicionais

Nos itens ¢ sessdes anteriores, foram descritas e comentadas as mudangas
encontradas tanto no ligante OXT, quanto nos receptores de pNM. Para algumas delas,
ja temos alguma informacdo referente a cascata de sinalizagdo, a dessensibilizagdo
recrutamento de cdlcio e B-arrestinas, bem como referente a afinidade ligante-receptor.
Na Figura 18, ¢ descrito um conjunto de mutagdes, as quais permitem criar uma

possivel hipotese que sustente a emergéncia das formas de OXT presente nos pNM.
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Tabela 8. Muta¢des achadas nos primatas nas posigdes ou regides estruturalmente importantes de OXTR, AVPR1a e AVPR1b, com evidéncia funcional de mudanca na
afinidade ou com efeito na cascata de sinalizagdo. A cores iguais identificam posi¢oes homologas nos genes paralogos. 1: representa a presenga da variante (aminoacido a
direita do niimero), 0: representa a auséncia da variante e presenga de aminoacido supostamente ancestral. O aminoacido ancestral foi definido como aquele mais conservado
nas demais espécies de mamiferos, cujos dados estdo disponiveis. ?: falta informagao, - : ndo apresenta regido homologa. Dados de AVPRI1b, originalmente apresentados em
Fam et al. (2018).

Receptor
Mutagao/el
emento Arg33GIn |
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r| Ala218Thr |Leu345Met|Ser368Leu| Tyr Lys409Arg| Leud3Val |

]
&
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Cebidae Saguinus midas
Saguinus bicolor
Saimin boliviensis
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Aotus nancymaae
Sapajus apella
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Callicebus cupreus
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Chiropotes chiropotes
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Prosimi Microcebus murinus
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As mudangas nas vias de sinalizacdo, internalizagdo e dessensibilizacao

(Parreiras-e-Silva et al. 2017), bem como outros achados de nossas pesquisas
(coevolucdo entre as variantes taxon-especificas de OXT e de OXTR em pNM; Vargas-
Pinilla et al. 2015), nos permitem especular sobre alguns possiveis cendrios funcionais,
parcialmente j4 comentados na discussdo presente nos artigos, mas que merecem
destaque também aqui.
Na Tabela 8, podem-se observar as posi¢des homologas representadas por cores, como é
o caso da 103 para OXTR, que tem uma fenilalanina (Phe) como aminoéacido consenso
dentro dos mamiferos. As posi¢des homodlogas em AVPR1a e AVPRID, por sua vez,
sdo 115 e 98, respectivamente, sendo o aminodcido consenso uma tirosina (Tyr) nos
dois receptores. Algumas espécies apresentam a mutagdo OXTR Phel03Tyr, como € o
caso de Saimiri, Aotus, similar a Tupaia (género da ordem Scandentia). Na posi¢ao 98
do AVPR1b, encontra-se Tyr98Phe nos Cebideos e nos Atelideos. Dentro dos pNM, por
outro lado, unicamente os Pitecideos possuem uma tirosina, como os demais mamiferos.
Conforme ja comentado, a extrapolacdo dos dados apresentados por Chini et al. (1995)
leva-nos a pensar que a mutagdo Tyr98Phe em AVPRIb poderia influenciar sua
afinidade por OXT.

Um processo similar ¢ encontrado no AVPR1a. Nesse caso, o aminoécido a ser
observado encontra-se na posi¢do 213, conforme mencionado anteriormente (Ser213Pro;
Tabela 8) encontra-se presente nos pNM (familias Cebidae, Atelidae e Pithecidae),
exceto no Ateles geoffroyi (Atelidae). Sendo uma posicdo importante para o
reconhecimento do ligante por parte do receptor, a substituicdo Ser213Pro foi descrita
com um aumento significativo da quantidade de inositol trifosfato liberado apds a
ligagdo com seu ligante (Rodrigo et al. 2007), o que sugere que a presenca da prolina
nessa posicdo influencia diretamente a cascata de sinalizagdo quando da ativagdo por
AVP. Como se observa na Figura 18 e na Tabela 8, as posi¢des homodlogas da 213 no
AVPRI1a sdo as posicdes 197 e 196 em OXTR e AVPRID, respectivamente, que
apresentam nas mesmas espécies uma prolina, exceto pela presenca de uma serina em
OXTR dos calitriquineos. Isso sugere que a mutagdo presente no AVPRI1a dos pNM,
Ser213Pro, poderia modificar a cascata de sinalizagdo quando ativada por AVP e/ou
OXT.

No sistema OXT-AVP dentro dos pNM, parece haver uma tendéncia a presenca

de certos aminoacidos que, de uma forma “compensatoria e/ou complementar”,
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aparecem em certas posi¢cdes homologas nos receptores: presenca de uma fenilalanina
(Phe) ou tirosina (Tyr) nas posi¢cdes 103 de OXTR, 115 de AVPR1a e 98 de AVPRI1b;
e prolina (Pro) ou serina (Ser) nas posi¢des 197 de OXTR, 213 de AVPRla e 196 de
AVPRIb.

Dentro dos Cebideos, por exemplo, ¢ descrito um sistema cruzado de ligagdo
com OXT e AVP, em que o OXTR apresenta, em posi¢oes-chave, aminoacidos dos
receptores de AVP (AVPRla e AVPRID), e os receptores de AVP, por sua vez,
apresentam também em posi¢des-chave aminoacidos que regularmente se encontram no
OXTR dos demais mamiferos. Isso indica um complexo cendrio, favorecendo, além das
conexdes dos neuropeptideos ligantes (OXT e AVP) com seus respectivos receptores, as
interagdes cruzadas (OXT ligando-se com os receptores de AVP, e AVP ligando-se com
OXTR), com provavel relevancia funcional e evolutiva. A Figura 18 mostra um resumo
dos pontos mais importantes ¢ sua potencial relevancia na afinidade entre ligante e o

receptor.
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Figura 18. Representagdo esquematica das principais mudangas que se apresentam no sistema OXT-
AVP.A. Aminoacidos que estdo conservados na maioria dos mamiferos estudados até hoje. B. Mudancgas
nos primatas do Novo Mundo ou ramos especificos dentro desse grupo. * Mudanga que pode afetar a
afinidade com OXT e/ou AVP. ** Mudanga que poderia aumentar ou influenciar a velocidade de
reintegragdo do receptor a membrana apo6s sua internalizagdo. *** Mudanga que pode influenciar uma
rapida internalizagdo do receptor. As elipses e retdngulos representam posi¢des homologas nos receptores.

A hipotese que surge ¢ de que o conjunto de mutagdes no sistema em posigoes
fundamentais poderia gerar mudancas nas afinidades (ou processos de sinalizagdo). Isso

significaria um relaxamento na pressao seletiva em OXT, mantendo, a0 mesmo tempo,
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uma pressao seletiva no AVP, considerando que este ultimo possui um outro receptor, o
AVPR2, expresso fora do sistema nervosos central (no rim), com fung¢des fisiologicas

determinantes como a homeostase.

CAPITULO VIII

8.1 Consideracoes Finais

O cenario molecular, comportamental e evolutivo relacionado ao sistema OXT-
AVP nos primatas, em particular nos pNM, ¢ complexo e instigante, de modo que ¢
desafiador estuda-lo. Nao obstante, na presente Tese conseguimos demonstrar a
validade do esfor¢o em implementar e executar abordagens interdisciplinares.

Finalmente, queremos deixar claro que nossa inten¢do ndo ¢ estabelecer um
conceito determinista e pretencioso, indicando que o sistema OXT-AVP pode explicar
em sua totalidade a natureza complexa da emergéncia dos fendtipos adaptativos em
pNM. Pretendemos somente contribuir com alguns tijolos na constru¢do do
conhecimento na area, estimulando outros estudos, com outros sistemas genéticos,
proteicos, enddcrinos € comportamentais, €, a0 mesmo tempo, abrir caminhos para
novos entendimentos e aprofundamento sobre o que aqui foi descrito, na certeza de que

ha um vasto e promissor campo de investigacao.
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