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Resumo

A presente Tese apresenta um panorama sobre a histéria evolutiva e demografica de
primatas Platyrrhini através da investigacdo do sistema oxitocinérgico. Primatas dessa
parvorder formam um grupo monofilético que divergiram a aproximadamente 40Ma,
ocupando uma diversidade de nichos ecologicos e comportamentais, apresentando uma alta
taxa de comportamentos sociais complexos que ndo sdo comuns em primatas ou mamiferos
em geral, como monogamia social ou cuidado paterno da prole. O presente estudo ampliou
o conhecimento sobre genes do sistema oxitocinérgico (OXT, AVPR1b, AVPR2 e LNPEP)
nas trés familias de primatas Platyrrhini: Cebidae, Pitheciidae e Atelide, aumentando a
representativade em espécies sem informagdes gendmicas em bancos de dados. A partir
desta abordagem de andlises coevolutivas e gendmica comparativas podemos inferir sobre
como a variabilidade do sistema nestas espécies de primatas influenciou nos diferentes
padrdes de comportamentos sociais encontrados. A presente Tese traz ainda manuscritos
adicionais envolvendo temas relevantes como a evolug¢do gene-cultura e outras abordagens

evolutivas em co-autoria como a corrida armamentista entre patdogenos e hospedeiros.



Abstract

This Thesis presents an overview of the evolutionary and demographic history of
Platyrrhini primates through the investigation of the oxytocinergic system. Primates of this
parvorder form a monophyletic group that diverged at approximately 40 Ma, occupying a
diversity of ecological and behavioral niches, presenting a high rate of complex social
behaviors that are not common in primates or mammals in general, such as social
monogamy or paternal care of offspring. The present study expanded the knowledge about
genes involved with the oxytocinergic system (OXT, AVPR1b, AVPR2 and LNPEP) in the
three families of Platyrrhini primates: Cebidae, Pitheciidae and Atelide, increasing the
representativeness in species without genomic information in databases. From comparative
genomic and coevolutionary analyzes we can infer about how the variability of the
oxytocinergic system of these primate species influenced their different patterns of social
behavior. This Thesis also brings additional manuscripts involving relevant topics like
gene-culture evolution and other evolutionary approaches in co-authorship such as

pathogen and host arms race.



CAPITULO I

1. Introducio

1.1 Consideracoes gerais

A parvordem Platyrrhini divergiu dos Catarrhini entre ~43 e ~25 milhdes de anos
antes do presente (Ma) (Perelman et al., 2011; Aristides et al., 2015; Silvestro et al., 2019).
A tese mais aceita ¢ que esses primatas chegaram no continente Americano vindo, via
Atlantico, da Africa (em um intervalo de tempo apos a dissolugdo de Gondwana) através
de eventos chamados de “transatlantic rafting”, tendo uma origem monofilética (Herlyn,
2016; Seiffert et al., 2020 e referéncia 14 contidas). Silvestro et al. (2019) sugeriram que a
forma ancestral era de fato pequena (pesando + 0,4 kg) em comparacdo com as maiores
espécies modernas, uma vez que alguns Atelideos podem chegar a 15 kg. O tamanho
provavelmente foi um fator chave que possibilitou a sobrevivéncia dos individuos que
atingiram a costa da América do Sul a partir da Africa, ji que os recursos em uma ilhota
flutuante seriam escassos € um tamanho menor seria uma vantagem na economia destes
recursos. Por serem encontrados apenas no continente Americano, os Platyrrhini também

sao conhecidos como primatas do Novo Mundo (pNM) ou primatas neotropicais.

O registro fossil mais antigo de um Platyrrhini, descrito como Perupithecus, foi
descoberto recentemente na localidade de Santa Rosa, Peru, sua datacdo remete ao Eoceno
tardio e ¢ considerado como uma forte evidéncia de origem africana apoiada pela
semelhanga morfoldgica com o género Talahpithecus descrito no norte da Africa, datado
também no Eoceno tardio, reforcando a hipotese de um evento de dispersao transatlantica

(Bond et al., 2015; Silvestro et al., 2019).

O registro fossil de pNM também mostra diversidade, com cerca de 33 géneros
extintos, porém ¢ considerado relativamente escasso quando comparado a outros grupos de
mamiferos que ocorrem nas mesmas regides (Perez et al.,2013; Silvestro et al., 2019). Os
fosseis mais antigos de Platyrrhini incluem registros do Oligoceno na Bolivia (género

Branisella) datados de ~26 Ma, e o recém descrito Perupithecus do Peru com ~36 Ma
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(Bond et al., 2015). Ja os espécimes encontrados na regido Patagénica e no Chile so
datadas do Mioceno entre 20-15,8 Ma, enquanto aqueles da regido fossilifera de La Venta
na Colombia, datam do Mioceno médio ~13 Ma. Estes ultimos apresentam uma morfologia
extremamente semelhante as formas das espécies de primatas atuais (Silvestro et al., 2019).
Vale destacar que La Venta ¢ um dos locais fossiliferos mais informativo da América do
Sul para mamiferos do Mioceno Médio, representando uma janela entre 11,8 a 13,5 Ma, ¢
fornece diversas informagoes paleo ecologicas. Atualmente a regido ¢ um local semiarido
pois estd em uma sombra de chuva na cordilheira Oriental, mas no Mioceno a drea era uma

regido tropical de planicie com florestas e savanas dispersas (Aristide et al., 2015).

Dentro do grupo de Platyrrhini vivos existem pelo menos 18 géneros e trés familias
(Atelidae, Pitheciidae e Cebidae; Perelman et al., 2011; Schneider e Sampaio, 2015). Na
América do Sul, 199 espécies de Platyrrhini sdo encontradas em diversos biomas,
incluindo regides imidas como a Amazonia, a Floresta Atlantica, além de outros biomas
mais sazonais ou secos como o Cerrado e Caatinga (Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica, 2019). Lynch-Alfaro et al., (2015) propuseram que a maioria dos primatas que
atualmente habitam ambientes mais abertos e secos sdo provenientes de eventos de
ocupacdo relativamente recentes, tendo se expandido a partir de florestas tropicais no
Pleistoceno (de 2,5 Ma até cerca de 112 mil anos antes do presente). Mas como veremos
abaixo, a radiagdo adaptativa desses primatas ainda ¢ alvo de controvérsias, com relagdo ao
tempo estimado e relativo aos fatores por tras de sua dispersao e diversidade ao longo dos

biomas do continente americano.

Os padroes de diversificacdo pos-colonizagdo do continente Americano permitem
compreender como ocorreu a evolugdo morfoldgica e comportamental destes organismos.
E consenso entre os pesquisadores que a regido tropical é o centro de diversidade, evolugao
e dispersdo de primatas na América do Sul e que as expansdes latitudinais se deram de
acordo com as condi¢des ambientais. Kay et al., (2015) propuseram que os Platyrrhini
teriam ocupado primeiro as regides tropicais da América do Sul expandindo sua
distribuicdo para o sul em dire¢do a regido Patagonica através do Portal do Parand no inicio
do Mioceno (o que teria ocorrido provavelmente ndo uma mas algumas vezes e de forma
independente). Atualmente a distribuicdo de primatas ndo chega a latitudes tdo altas, os

clados que ocuparam a regido patagdnica foram posteriormente extintos durante o Mioceno
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Médio provavelmente devido a alteragdes climaticas e geoldgicas (Kay et al., 2015;

Silvestro et al., 2019).

Silvestro et al., (2019) também demonstram que as altas latitudes ocupadas pelos
clados ancestrais chegam a uma expansdo maxima no inicio do Mioceno, uma tendéncia
que foi descrita de maneira geral para outras espécies de vertebrados. O desaparecimento
das espécies do sul da América do sul no Mioceno Médio coincide também com a
expansao das espécies na América Central (Silvestro et al., 2019). Vale destacar que a
classificagdo das espécies fosseis de Platyrrhini encontradas ao longo da América Central e
também ao longo das ilhas nas Antilhas por muito tempo intrigou pesquisadores por causa
da incerteza de seu posicionamento na filogenia. Rosenberger et al., (2014) posicionaram
estas espécies em ramos mais basais, argumentando que de uma perspectiva funcional e
morfoldgica o fossil cubano Paralouatta teria uma afinidade filogenética mais proxima ao
género atual Alouatta enquanto os fosseis jamaicanos Antillothrix e Xenothrix seriam mais
proximos a familia Pitheciidae (Rosenberger, 2002). Kay et al., (2015), por sua vez,
argumentou que os primatas chegaram nas Antilhas via América do Sul através da
dispersdo sobre a 4gua no inicio do Mioceno e foram posteriormente extintos juntamente

com cerca de 90% das espécies de mamiferos terrestres.

Aristide et al., (2015) sugeriram que o melhor modelo para a evolu¢do do clado
Platyrrhini seria de uma rapida diversifica¢do inicial dos tdxons ao longo de uma nicho
multidimensional baseado na composicao da dieta e tipo de locomog¢ao em vez de outros
modelos como o modelo neutro baseado no tamanho corporal correspondentes aos trés
principais clados onde houve desaceleragdo na taxa evolutiva ficando com diferentes
padroes de tamanho corporal. Esse achado contrasta com Hodgson et al., (2009), que
realizaram um estudo filogenético utilizando genomas mitocondriais e ndo encontraram

estase, mas evolucao dinamica entre pNM, pelo menos até 12 Ma.

Informagdes importantes sobre a evolu¢do de Platyrrhini podem ser também
obtidas a partir da massa corporal de tdxons extintos, que ¢ fortemente ligada a area molar,
0 que permite uma estimativa confidvel da massa corporal de primatas extintos, mesmo
quando o registro fossil ¢ extremamente escasso. O registro fossil demonstra que os tdxons
extintos sdo responsaveis pelo maior (> 20 kg) e alguns dos menores (~0,4 kg) taxons do

clado em comparagdo com a faixa atual que abrange aproximadamente 0,08 a 15 kg. Por
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exemplo, um adulto de espécie atual Cebuella pygmaea (familia Cebidae) tem apenas
~0,08 kg, enquanto um macho adulto do gé€nero Brachyteles pode ter ~15 kg (familia
Atelidae) (Nishimura et al., 1988; Hawes e Peres, 2014), uma diferenca de mais de 180

vezes, mas ainda menor do que pode ter existido no passado.

A evolucdo do tamanho corporal em Platyrrhini demonstra a rdpida radiagdo
adaptativa, enquanto algumas espécies de Atelidae e Pitheciidae atingiram tamanhos
corporais de mais de 10kg, os calitriquideos (Saguis ¢ Micos) mantiveram uma pequena
massa corporal ao longo de sua historia evolutiva (Montgomery e Mundy, 2013; Kamilar e
Cooper, 2013), desafiando assim a hipdtese do nanismo filético como uma explicagdo para
suas caracteristicas adaptativas. Eles mantém uma massa corporal menor que 1 kg em uma
distribuicdo que abrange florestas tropicais da regido Amazodnica para a América do Sul e
Central, cujo registro fossil ¢ escasso (Aristide et al., 2015; Silvestro et al., 2019). O
processo de evolucdo do tamanho corporal foi heterogéneo entre os diferentes ramos de
pNM e ndo seguiu uma evolugdo neutra simples. Silvestro et al., (2019) identificaram que
a taxa de evolucdo da massa corporal ¢ mais alta em nivel de familia, e menor na maioria
das subfamilias, sugerindo rapida mudanga no periodo de divergéncia das trés familias

atuais entre o fim do Oligoceno e o inicio do Mioceno (Silvestro et al., 2019).

Interessantemente, a expansdo geografica latitudinal deste grupo coincide
temporalmente com um aumento significativo no tamanho da populacdo de Platyrrhini
(Aristide et al., 2015), com condigdes climaticas mais quentes do Mioceno e com a
elevagdo mais baixa dos Andes. O papel do rio Amazonas e seus principais afluentes ¢
considerado um fator chave na formacdo da diversidade de Platyrrhini, definindo como e
quando primatas da Amazonia chegaram a Floresta Atlantica e como se deram os padroes
de colonizagdes e extingdes de primatas na América Central, nos Andes e nos biomas

similares a savanas (Llanos, Caatinga e Cerrado).

Os maiores pPNMsao encontrados principalmente em florestas de galerias, enquanto
os menores s3o encontrados em densas florestas secundarias. Possivelmente, tempos de
seca e de regides florestais reduzidas e amplamente separadas, em conjunto com o
perturbagdes normais do ambiente tropical, podem ter causado a limitagdes de recursos, o
que teria favorecido espécies menores que dependem de menos comida e territdrios,

permitindo entdo que a populacdo de calitriquideos cresga apds a reposicao desses recursos
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(Bucket et al., 2015). A excecdo é Cebuella pygmaea, que como ja visto, tem massa
corporal extremamente pequena. Tal fato seria ligado a um atraso na taxa de crescimento
pré e pos-natal, sugerindo que a maturagdo sexual acelerada em relagdo ao restante de seu
desenvolvimento poderia ter desempenhado um papel na evolugdo dessa espécie

(Montgomery e Mundy, 2012).

Kiesling et al., (2014) propuseram também que a diversificagdo em nivel de género
e espécies tenha ocorrido ndo por vicariancia, onde ocorre divergéncia através de barreiras
naturais, mas por simpatria na regido tropical amazdnica que ¢ rica em ecossistemas
complexos, havendo posterior dispersdo para a Floresta Atlantica, Cerrado e Caatinga.
Rios e corpos de agua sdao considerados fatores chaves no processo de especiacdo de
primatas, sendo descrito como barreiras para algumas espécies dos géneros Alouatta,
Cebus, Sapajus e Callicebus (Kiesling et al., 2014) mas ndo para o género Ateles (que tem
a divergéncia dos demais Atelidae estimada entre 6.7- 4 Ma). Os estudos sobre a
divergéncia da familia Pitheciidae também s3o controversos. Estima-se que a divergéncia
entre os géneros Cacajao, Chiropotes ¢ Pithecia tenha ocorrido ha aproximadamente 15
Ma, entre Cacajao e Chiropotes ha 8 Ma. Estudos sobre a divergéncia das espécies de
Cebidae, por sua vez, indicam que o ancestral comum entre Callithrix, Sagui, Mico teria
uma ampla distribui¢do, habitando tanto Floresta Amazdnica quanto de Floresta Atlantica.
Ja a divergéncia de Leontopithecus ocorreu por vicariancia no Mioceno, na floresta
Atlantica ha aproximadamente 13 Ma enquanto em Callithrix a divergéncia se dd ha
aproximadamente 6 Ma (Buckner et al., 2015). Estima-se que a colonizagdo da floresta
Atlantica pelo género Callithrix seja mais recente, ha aproximadamente 5 Ma em uma

segunda onda de expansdo do género (Buckner et al., 2015).

Diferencas marcantes também foram encontradas em termos de comportamento,
habitos alimentares ¢ ambientes em que vivem, indicando sucesso adaptativo desses
primatas em todo o continente americano (Simpson, 1953), o que prevé acdo da selegdo
natural a partir de condi¢des ecoldgicas e outras circunstidncias que exerceram ou exercem
pressdes seletivas vigorosas (Gavrilets e Losos, 2009; Aristides et al.,, 2015). Mais,
Moorjani et al. (2016) analisaram genomas completos de 10 espécies de primatas,

incluindo macacos do Velho Mundo, pNMe grande macacos. Os autores constataram que
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os genomas nucleares de Platyrrhini tinham, em média, uma taxa mutacional 1,64 vezes

mais rapida que os demais primatas (Moorjani et al., 2016).

Outras caracteristicas podem ser elencadas. Por exemplo, o clado que compreende
os géneros Cebus e Sapajus (familia Cebidae; Perelman et al., 2011; Schneider e Sampaio,
2015) apresentam um positivo e alto indice de inteligéncia geral, que emergiu de forma
independente em somente quatro eventos dentro da ordem Primatas (Reader et al., 2011):
Além dos clado Cebus/Sapajus da parvordem Platyrrhini, alguns géneros vivos da familia
Cercopithecidae, como Papio e Macaca, bem como nas linhagens evolutivas de grandes
macacos/hominineos (van Schaik et al., 1999; Reader e Laland, 2011), todos Catarrhini. Os
exemplos acima ilustram o quanto primatas Platyrrhini apresentam particularidades que
refletem sua bem sucedida trajetoria adaptativa no continente americano € o quanto pode

ser desafiador tentar desvendar os mecanismos genéticos e evolutivos envolvidos.

Como veremos nos itens abaixo, na presente Tese investigamos o sistema
oxitocinérgico com o proposito de contribuir para o entendimento da historia adaptativa
dos Platyrrhini. Vale ressaltar que recentemente uma nova nomenclatura dos genes e seus
produtos do sistema oxitocinérgio foi proposto (Theofanopoulou et al., 2021; Figura 1). No
entanto, na presente Tese serd utilizada a nomenclatura convencional, j4 que a nova

nomenclatura ainda ndo esta consolidada.

1.2 O sistema oxitocinérgico

O sistema da Oxitocina (OXT) e da Vasopressina (4VP), também conhecido como
sistema oxitocinérgico, compreende além dos dois nona-peptideos acima mencionados,
seus quatro receptores (OXTR, AVPR1a, AVPRI1b e AVPR2). Devido a sua atuagdo como
neurohormonios, através da interagdo com os receptores, tanto OXT quanto AVP exercem
um papel chave na modulac¢do de uma série de comportamentos sociais complexos como o
reconhecimento social, memoria social, afetividade, formagdo de pares, cuidado parental e,
controle do estresse e da agressividade (Young et al., 2012; Koehbach et al., 2013; French
et al.,, 2016). Seu papel em processos fisiologicos fundamentais para a reproducdo de

mamiferos placentarios compreende caracteristicas que sdo consideradas basicas em
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mamiferos placentarios como a contra¢do uterina, a ejaculagdo e a ejecdo do leite
(Koshimizu et al., 2012; Koehbach et al., 2013). Além disso, outras fungdes basicas da
biologia dos organismos sdo atribuidas a este sistema, como a regulagdo da pressdo

osmotica e a contracdo de vasos periféricos (Gimpl e Farenholz, 2001; Koshimizu et al.,

2012).

Os genes OXT e AVP sdo paralogos e estdo localizados no mesmo cromossomo, em
humanos na posi¢ao 20p13, porém, sdo transcritos em dire¢cdes opostas, apresentando uma
regido intergénica que ¢ bastante varidvel entre as diferentes espécies de mamiferos
placentdrios. Ambos neuro-hormonios sdo produzidos no sistema nervoso central (SNC),
nos neurdnios magnocelulares do nicleo supradptico (SON) e nucleo paraventricular (PVN)
do hipotalamo, sendo liberados na corrente sanguinea através da glandula pituitaria
posterior (Koshimizu et al, 2012;Yamashita e Kitano, 2013). Em mamiferos placentarios
os peptideos OXT e AVP diferem em apenas dois residuos nas posi¢des 3 e 8 (OXT: Cys-
Tyr-1le-Glu-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly e AVP: Cys-Tyr-Phe-Glu-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly) e ¢
interessante observar que esta familia génica possui uma histéria evolutiva antiga em que
encontramos pelo menos uma versdo de peptideo homologo a estes neuro-hormonios,
como a Mesotocina, a Vasotocina e a Isotocina em outras classes de vertebrado e até
mesmo em invertebrados como por exemplo a Inotocina e Conotocina (Di Giglio, 2017).
Analises gendmicas recentes propdem inclusive uma nova nomenclatura mais abrangente
para a familia génica (Theofanopoulouet al., 2021) considerando o alto grau de
similaridade entre os peptideos (Tabela 1) e seus receptores (Figura 1) considerando a
homologia e unificando em peptideos do tipo OT (Isotocina, Mesoticina e Oxitocina) ¢ do
tipo VT (Vasotocina, Vasopressina, Lisipressina, Fenipressina), indicando uma historia
evolutiva antiga e diversa desta familia génica que evoluiu através de mais de um evento
de duplicagdo génica des de a era pré-cambriana h4 aproximadamente 600 milhdes de anos

(Archer et al., 1995; Koehbach et al., 2013; Di Giglio et al., 2017).

Tabela 1. Representacao da composicao dos diferentes peptideos do sistema, nas
primeiras linhas os do tipos OT (MT- mesotocina, IT- isotocina e OXT acitocina e suas
variantes) e nas Ultimas linhas os tipos VT (VT- vasotocina, AVP- Arginina vasopressina,

Lys-AVP- Lisina vasopressina).
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MT C Y I Q N P I G G
T Cc Y I s N p I G G
c Y I Q N C P L G
c Y I Q N C P p G
c Y VvV Q@ N c P p G
OXT ¢ vy I Q N cC P A G
c Y I Q N C P T G
c Y VvV Q@ N P L G
C F I Q N C P L G
VI© C Y I Q N C P R G
AVP  C Y F Q N C P R G
Lys- ¢ Y F Q N C p L G
AVP

Enquanto a sequéncia de 8 aminoacidos de AVP ¢ relativamente bem conservada
em mamiferos placentarios, tendo apenas uma variagdo (Lys’AVP) em Suidae, a OXT
revelou recentemente uma maior variabilidade, ndo dentro de mamiferos em geral, mas
dentro de um grupo restrito de primatas, mais especificamente em primatas do Novo
Mundo. A forma mais comum presente em mamiferos placentarios ¢ descrita aqui como
LeutOXT e é amplamente encontrada em primatas. A partir de 2011 modificagdes nas
posicdes 2, 3, e 8 de OXT comecaram a ser descritas para as 3 familias de Platyrrhini:
Cebidae, Atelidae e Pitheciidae. Lee et al., (2011) descreveram a variante Pro’OXT para os
géneros Aotus, Callithrix, Cebus, e Saimiri da familia Cebidae e também para o grupo

externo Scandentia Tupaia belangeri. Ainda, os autores descreveram o género Callicebus
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da familia Pitheciidae como tendo Leu® OXT. Em 2015 nosso grupo de pesquisa ampliou o
conhecimento da diversidade de variantes de OXT demonstrando abrangéncia da variante
Pro’OXT em outros géneros da familia Cebidae (Mico, Callimico, Cebuella e
Leontopithecus) (Vargas-Pinilla et al., 2015). Foi descrita a variante Val’Pro®OXT para o
género Saguinus. Na familia Pitheciidae duas novas variantes foram também descritas, a
Ala®OXT para Cacajao melanocephalus € Chiropotes utahickae, e a variante ThrSOXT
para Chiropotes albinasus (Vargas-Pinilla et al., 2015), demonstrando assim uma ampla
diversidade dentro de um grupo de espécies. Ren et al., (2015) demonstraram ainda a
diversidade dentro da familia Atelidae descrevendo a forma LeuSOXT para os géneros
Brachyteles e Lagothrix, Phe?OXT para o género Alouatta e ProOXT para o género Ateles.
Em 2020, Campbell e Cortez-Ortiz aprofundaram o estudo da variabilidade na familia
Atelidae e descrevem a variante Val?OXT para a espécie Alouatta sara e substitui¢des
sindnimas com a variante Leu! OXT para Alouatta palliata € Alouatta pigra. Os autores

encontraram ainda a variante ProOXTem Ateles geoffroyi e Ateles fusciceps.

1.3 GPCRs: Os receptores do sistema oxitocinérgico

Como visto, em mamiferos placentarios, existem quatro tipos de receptores no
sistema oxitocinérgico, o receptor de Oxitocina (OXTR), e trés receptores de Vasopressina
(AVPR1a, AVPRIb e AVPR2). Devido ao grau de homologia entre os receptores ha
possibilidade de ligagdo cruzada, ou seja, OXT ¢ capaz de se ligar aos receptores de AVP
assim como AVP ¢ capaz de se ligar ao OXTR, porém com diferentes graus de afinidade e
resposta na cascata de sinalizacdo intracelular. Todos os quatro receptores do sistema sao
do tipo GPCR, uma das maiores familias de receptores de proteinas ligadas a membrana no
genoma humano (Grimmelikhujzn e Hauser, 2012; Koehbach et al., 2013). OXTR,
AVPR1a, AVPRIb e AVPR2 mais especificamente pertencem a subclasse das f
rodopsinas (Classe A), que até recentemente ndo possuiam uma estrutura de cristal bem
definida. Receptores do tipo GPCR em geral sdo amplamente estudados por serem alvo de
diversos farmacos e desempenharem importante papel na sinaliza¢do celular (Wacker et al.,
2017). Possuem uma conforma¢do padrio mas de tamanho varidvel, com uma regido

amino-terminal extracelular, sete dominios transmembranares (TM1-TM7), trés algas
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intracelulares (ICL1- ICL3) e trés extracelulares (ECL1- ECL3) e uma alca carboxi -
terminal intracelular (Rosenbaum et al., 2009). A cascata de sinaliza¢do celular destes
receptores funciona de acordo com um modelo de ativagdo onde a partir da ativagdo do
receptor pela ligacdo ao agonista, a cascata de ativacdo promove a ativagdo da proteina G e
pode ativar duas vias distintas nestes receptores. No OXTR, AVPRla e AVPRI1b
aumentam a atividade hidrolitica da fosfolipase C no fosfatil- inositol-bifosfato, o que
promove a reacao do inositol-trifosfato e diacilglicerol, que promovem a liberagdo do Ca™"
intracelular estimulando as proteinas quinases C. Enquanto no AVPR2 temos a ativagdo da
adenil ciclase e liberacdo de cAMP, o que resulta em uma maior atividade das proteinas
quinase A. Com o recrutamento de proteinas do tipo P-arrestina, que promovem a
internalizacdo do receptor na membrana, ha término da cascata de sinalizagdo e
direcionamento para vias de degradacdo ou reciclagem (Tovo-Rodrigues et al., 2014;
Parreiras e Silva et al., 2017). A importancia funcional destes receptores na modulagdo ndo
apenas de caracteristicas fisiologicas mas comportamentais tem sido demonstrada in vitro e
in vivo (Cavanaugh et al., 2016; Parreiras-e-Silva et al., 2017; Mustoe et al., 2019). Em
outro de nosso grupo de pesquisa, Paré et al., (2016), demonstraram a variabilidade destes
4 receptores, considerando o surgimento ou perda de motivos curtos de interacdo linear

(SLIMs) em mamiferos, incluindo primatas.

O gene OXTR esta localizado no cromossomo 3p25 em humanos e tem 3 exons
gerando uma proteina de 389 aminoécidos que € expresso no sistema nervoso central e em
tecidos periféricos. Desempenha um papel importante nao s6 na modulagao de
caracteristicas fisiologicas essenciais para a reprodu¢do de mamiferos placentarios como a
contracdo uterina ¢ a ejecdo do leite, mas também na modulagio de uma série de
comportamentos como a afetividade e formacao de casais. Num estudo de nosso grupo de
pesquisa, Vargas-Pinilla et al., (2015) demonstraram que as formas taxon-especificas deste
receptor estdo em coevolugdo com as formas variantes de OXT (por exemplo, Pro®OXT)
apresentando um padrdo de variagdo compativel com sinais de selecdo positiva no ramo
dos primatas do Novo Mundo. Além disso, nosso grupo de pesquisa também investigou a
presenca de a variagdo interespecifica no nimero de elementos de resposta a progesterona
(PREs) na regido promotora de OXTR em 32 espécies de primatas, correlacionando esses
dados genéticos com comportamento, sistemas sociais e ecologia/historia de vida. Foi

verificado que os PREs estavam presentes apenas em espécies de Platyrrhini e que o

19



numero PREs estava significativamente correlacionado com a presenca de cuidados
paternos. Foi entdo sugerido que o numero de PREs poderia ser também uma parte
essencial do repertorio genético que permitiu o surgimento de comportamentos sociais

complexos especificos deste clado (Vargas-Pinilla et al., 2016), j4 comentados acima.

Os trés receptores de AVP, por sua vez, apresentam fungdes e expressdo distintas.
O gene AVPR1a localizado no 12q14-q15 em humanos e possui 2 éxons e um produto final
de 418 aminoacidos que ¢ expresso no sistema nervoso central e em uma série de tecidos
periféricos, tais como figado, coracdo, rins e musculo esquelético. Possui amplo espectro
de atuag¢dao na memoria e reconhecimento social através da interagdo com neurohormonios,
em especial AVP (Ren et al., 2014). Em uma série de estudos classicos, a administragdo de
um antagonista de AVPR1a em uma espécie monogamica de roedores do campo (Microtus
ochrogaster) demonstrou a importancia deste receptor na formagao de pares, sugerindo que
a sinalizag¢ao celular via AVPR1a ¢é necessaria para a formagdo e escolha de parceiros na
monogamia social (Donaldson e Young, 2008). Polimorfismos na regido promotora de
AVPRIa denominada RS03, por sua vez, foram associados a um maior ou menor grau de
sociabilidade, sensibilidade e ansiedade em bonobos e chimpanzés (Staes et al., 2014;
Staes et al, 2016). J& AVPR1b localizado no cromossomo 1932 em humanos possui 3 exons,
traduzindo uma proteina de 424 aminoacidos. E expresso principalmente no sistema
nervoso central atuando como um importante modulador do eixo hipotalamico-hipofise-
adrenal (HPA), através de sua interacdo com AVP. Sendo assim, AVPR1b modula a
liberagdo do hormonio adrenocorticotrofico, regulando os niveis de cortisol plasmaticos e,
consequentemente, mediando o controle de estresse e agressividade (Caldwell et al., 2008;

Roper et al., 2011).

O gene AVPR? esta localizado no cromossomo X e possui 3 exons que resultam em
uma proteina de 371 aminodcidos que ¢ expressa nos dutos coletores dos rins.
Diferentemente dos demais receptores do sistema, o AVPR2 ¢ o Uinico receptor que ndo ¢
expresso no sistema nervoso central. A importancia do AVPR2 na regulagdo hipotalamica-
renal da agua e da homeostase eletrolitica tornou-se evidente quando mutagdes no gene
AVPR?2 foram associadas com diabetes insipida nefrogénica (DIN) e com a Sindrome da
diurese inapropriada (SDI). Muta¢des no AVPR2 causam perda de funcdo do receptor e

incapacidade de concentragdo da urina, politria e polidipsia, sendo ja descrita em humanos,
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camundongos, caes e cavalos (Luzius et al., 1992, Boselt et al., 2009; Terrillon et al., 2004).
Boselt et al., (2009) analisando um conjunto grande de mamiferos que ocupam nichos
diversos com acesso restrito ou amplo a agua doce, sugeriram que o receptor AVPR2 ¢
altamente conservado em sua estrutura de aminoacidos e propriedades funcionais. Ainda,
observaram que embora alguns mamiferos tenham acesso ilimitado a agua doce, ndo havia
evidéncias de perda completa da funcdo AVPR2 nesses ou em quaisquer outros mamiferos
investigados, indicando que alguma atividade desse receptor € essencialmente necessaria
para a sobrevivéncia. Por outro lado, mudangas nas sequencias de AVPR2 em marsupiais
especialmente de clima 4rido resultariam em um ganho de fun¢do, podendo fornecer uma
vantagem para manter a homeostase da dagua e eletrdlitos (Boselt et al., 2009).
Interessantemente, este ganho de fungdo em alguns ortélogos incluindo marsupiais que
habitam regides mais aridas, leva ao aumento da atividade basal independente de AVP
(Boselt et al., 2009). A importancia de modificagdes neste receptor para adaptagdes a
diferentes ambientes foi também destacada no trabalho de nosso grupo de pesquisa (Paré et
al., 2016). Os autores descrevem a importancia da presenca da mutagdo 345R em AVPR2,
o qual criava um motivo linear curto (DOC MAPK 1) que modula o encaixe com
proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKSs), presente em uma espécie de roedor
de clima arido, Dipodomys ordii (rato canguru). Sabe-se que este tipo de motivo de ligacao
esta diretamente envolvidos com respostas celulares a uma variedade diversificada de
estimulos, incluindo o estresse osmotico. Interessantemente, os receptores do sistema
também ja foram citados como sendo parte do repertdrio genético da domesticacdo animal.
Noutro trabalho de pesquisa de nosso grupo, no qual participo (Fam et al., 2018), também
foi demonstrado que quando comparados as taxas evolutivas destes receptores em
conjuntos de espécies domesticadas com seus respectivos ancestrais selvagens, ou com
espécies selvagens filogenéticas proximas, havia diferengas que puderam ser associadas a
presenga da selecdo artificial no primeiro grupo (espécies domesticadas). Foi encontrado,
inclusive, no AVPR2 pontos de convergéncia adaptativa entre espécies domesticadas
filogenéticamente distantes, demonstrando que pressodes seletivas no ambiente domesticado,
caracterizado por disponibilidade de 4gua e outros recursos, deixaram marcas similares no

genoma desses animais.

Atualmente apenas 5 sequéncias de 4VPR2 de pNM (Aotus nancymaae, Callithrix

Jjacchus, Saimiri boliviensis, Sapajus apella e Cebus capucinus) estdo disponiveis nos
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bancos publicos todas pertencente a familia Cebidae, o qual contrasta com o conhecimento
relativamente amplo que temos sobre a variabilidade tdxon-especifica dos demais
receptores. Além disso, a area de distribuicdo destas espécies de primatas Platyrrhini é
ampla, um verdadeiro mosaico de paisagens e ecossistemas. Como visto em itens
anteriores da presente Tese, apesar de sua origem monofilética, estas espécies passaram
por uma radiacdo adaptativa que permitiu a colonizagdo de diferentes biomas dentro de um
mesmo continente, abrangendo desde os aridos Cerrado e Caatinga até a umida Floresta
Amazobnica. Conhecendo o papel de AVPR2 na homeostase da 4gua e fendtipos
relacionados, bem como trabalhos como o de Boselt et al., (2009) e de Fam et al., (2018), ¢
possivel especular que este receptor tenha tido algum papel na adaptagdo desses animais

nesses biomas, onde a disponibilidade de 4gua no ambiente ¢ bastante diferente.

~ E Aves VT OT OTR VTR1A VTR1B VTR2A - -

= Reptillia_ VT OT OTR VTR1A VTR1B VTR2A -  VTR2C

Mammalia VT OT OTR VTR1A VTR1IB - - VTR2C

Amphibia VT OT OTR VTR1A VTR1B VTR2A -  VTR2C

Coelacantho  vT OT OTR VTR1A VTR1B -  VTR2B VTR2C

Actinopterygii vT OT OTR VTRIA -  VTR2A VTR2B VTR2C

I Chondrichtes  yT OT OTR VTIRIA -  VTR2A VTR2B VTR2C
t Lamprey VT OT OTR VTR1IA - VTR2A VTR2B -
Hagfish VT OT - VTRIA - VTR2A VTR2B -

Figura 1. Esquema modificado a partir de Theofanopoulouet al. (2021) representando a
variabilidade dos peptideos homologos no sistema oxitocinérgico ao longo da filogenia de

Metazoa. Note que nova nomenclatura é proposta.

14 A emergéncia de fenétipos comportamentais adaptativos em Platyrrhini

Diferentes estratégias reprodutivas emergiram em macacos do Novo Mundo,
incluindo comportamentos sociais que sdo considerados raros ndo so entre primatas, mas
entre mamiferos placentarios em geral (Lukas eClutton-Brock, 2013), tais como a presenga
de monogamia social (que ocorre somente em somente em ~6% das espécies de mamiferos)

e a presenca do cuidado paterno direto da prole, sendo também um comportamento muito
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raro e ocorre somente entre 3 a 9% das espécies de mamiferos. Interessantemente, neste
grupo restrito de primatas Platyrrhini a prevaléncia destes comportamentos reprodutivos
raros ¢ mais freqiiente. Por exemplo, a monogamia social chega a uma prevaléncia de 62%
nas espécies Platyrrhini (Lukas e Clutton-Brock, 2013; French et al., 2016). Esse fato torna
este grupo de organismos um interessante alvo de estudos que buscam revelar o repertorio
genético por tras da emergéncia destes tragos comportamentais, reprodutivos e sociais com

claro componente adaptativo.

A monogamia social ¢ o termo utilizado para descrever a relacdo entre machos e
fémeas que ocupam um mesmo espago e tempo de vida durante um ou mais periodos
reprodutivos. Esta caracteristica comportamental estd presente em diferentes géneros da
familia Cebidae, incluido os géneros Aotus, Callimico, Saguinus, Mico, Callithrix,
Leontopithecus e Cebuella. Espécies as quais sao também caracterizadas pela presenca do
cuidado biparental da prole. Caracteristicas as quais sao de fundamental importancia para o
valor adaptativo da espécie, uma vez que estas apresentam também a presenga de parto
gemelar. Além disso, os individuos dessas espécies apresentam um tamanho corporal
pequeno, onde a prole pode representar at¢ 20% do tamanho da mae. Ainda, os ciclos
reprodutivos podem ser relativamente rapidos quando comparados com espécies de
primatas de maior porte (Kamilar e Cooper, 2013). Desse modo, € possivel sugerir que a
presenga da monogamia social e de um cuidado biparental (mae e pai cuidando
diretamente da prole) representam um ganho fundamental para a sobrevivéncia dos filhotes,
em especial quando ha nascimento de gémeos (Kamillar e Cooper., 2013; Vargas-Pinilla et

al., 2015; Ren et al., 2015).

Vale destacar que as espécies pertencentes a familia Atelidae, assim como os géneros
Cacajao e Chiropotes da familia Pitheciidae vivem em grandes grupos e sdo poligdmicos,
com excecdo dos géneros Plecturocebus e Callicebus (também Pitheciidae) que
apresentam monogamia social e cuidado paterno, mas sem a presenca de parto gemelar

(Izar et al., 2009; Vargas-Pinilla et al., 2015).

A importancia das formas recentemente descritas de OXT, bem como das variagdes
taxon-especificas observadas na regido codificadora e/ou promotora de OXTR, AVPR1a e
AVPR1b, na emergéncia destes fenotipos adaptativos vem sendo recentemente elucidado

por nosso grupo de pesquisa (Vargas-Pinilla et al., 2015; 2017; Parreiras-e-Silva, et al.,
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2017; Fam et al., 2017) e outros autores (Ren et al, 2014; 2015). Por exemplo, as formas
Pro®OXT, presente em todos Cebidae ja estudados, e Val’Pro®OXT, caracteristica dos
Saguinus, foram recentemente testadas quanto a sua capacidade funcional pelo nosso grupo
de investigacdo (Parreiras-e-Silva et al., 2017). Foi demonstrado através de ensaios in vitro
que Val’Pro®OXT e Pro®OXT, em comparagdo com LeudOXT, sdo agonistas igualmente
eficientes, quando comparadas com LeudOXT, na mediacdo de rotas dependentes da
proteina G, mas que apresentam uma capacidade reduzida para o recrutamento das [-
arrestinas 1 e 2, diminuindo assim ou mesmo impedindo a internalizacdo de OXTR, tendo
assim um possivel relevante impacto na dessensibilizagdo de todo o sistema (Parreiras-e-
Silva et al., 2017). Saguinus Val’Pro®OX também mostrou recrutamento reduzido de B-
arrestinas ap6s a interacdo com o receptor AVPRla. A capacidade de ambas variantes
estimular o cuidado paterno em ratos também foi mostrada no nosso estudo (Parreiras-e-
Silva et al., 2017). Esses resultados apresentaram, pela primeira vez, um modelo natural
para o conceito de agonismo com seletividade funcional (Costa-Neto et al., 2016), com
provaveis implicagdes evolutivas (Parreiras-e-Silva et al., 2017). Os testes in vivo, por sua
vez, foram realizados com as variantes OXT®*Pro e Val*Pro®OXT sintéticas administradas
via spray intranasal em casais de ratos WTG (Rattus norvegicus). De acordo com
parametros e protocolos para estudos de comportamento ja bem definidos na literatura
especializada, foi possivel também observar um aumento do comportamento materno, bem
como cuidados paternos incomuns em ratos, conforme medido por alguns dos testes
aplicados (Parreiras-e-Silva et al., 2017). Futuros estudos ainda precisam elucidar o papel
da funcionalidade das variantes OXT®Pro e Val’Pro® OXT considerando os receptores

AVPRI1b ou AVPR2.

1.5 Enzima Leucil-cistinil aminopeptidase (LNPEP) e seu papel no sistema

oxitocinérgico

A fim de ampliar o conhecimento sobre a rede do sistema oxitocinérgico, foi
investigado na presente Tese o gene LNPEP, codificador da enzima Leucil-cistinil
aminopeptidase (LNPEP). A enzima ¢ também conhecida como IRAP (aminopeptidase

regulada por insulina), CAP (cistinil aminopeptidase) ou P-LAP (leucina aminopeptidase
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placentaria) pois € expressa em diversos tecidos e foi identificada independentemente por
diferentes grupos de pesquisa. LNPEP pertence a familia M1 de aminopeptidases, um
conjunto de enzimas funcionais que atuam nas por¢des N-terminais dos polipeptideos.
Tsujimoto e Hattori (2005) propuseram que as aminopeptidases derivadas de adipdcitos
(ERAP1 ou A-LAP) e aminopeptidases derivadas de leucdcitos (ERAP2 ou L-RAP)
deveriam ser agrupadas com a enzima LNPEP em um clado separado da familia M1,
denominado subfamilia Oxitocinase, por causa da capacidade de clivar a ligacdo peptidica
entre a cisteina N-terminal e os residuos de tirosina adjacentes, que caracterizam OXT.
Assim, a enzima LNPEP tem a capacidade de degradar ndo s6 OXT, mas outros outros
pequenos peptideos, como o AVP (Elkins et al., 2017).

Os neuro-hormdnios OXT e AVP tém uma meia-vida de ~20 minutos e ~3 minutos
no liquido cefalorraquidiano e no plasma respectivamente (Ludwig & Leng, 2006; Gazis,
1978; Elkins et al., 2017), de modo que o ritmo de sua degradacdo interfere na cascata de
sinalizacdo desencadeadas por eles. O LNPEP estd presente na membrana na placenta,
sendo sua a atividade acentuada no periodo gestacional, embora permane¢a baixa no
primeiro trimestre sua atividade sérica aumenta progressivamente durante o segundo e
terceiro trimestres, com atividade maxima proxima a data do parto, quando entdo declina
rapidamente (Mizutani e Tomoda, 1996; Matsumoto et al., 2000), assim, a presenca de
LNPEP na placenta e no soro materno auxilia na manutencao de niveis adeuqados de OXT
e AVP nos tecidos fetais, placentarios e maternos.

Como visto em itens anteriores da presente Tese, os nonapeptideos OXT e AVP
sdo agentes uterotonico e vasoativo, de modo que os niveis crescentes de oxitocinases, tal
como LNPEP, na circulagdo materna previnem contra¢des uterinas prematuras € controlam
a pressdo sanguinea materno-fetal (Tian et al., 2016). Os Gltimos autores chegaram a essa
conclusao depois que observaram que os niveis séricos de LNPEP eram mais baixos entre
mulheres com complicagdes hipertensivas na gravidez ou diabetes gestacional do que entre
mulheres gravidas saudaveis, sendo que tais niveis eram extremamente baixos entre
aqueles com morte fetal (Tian et al., 2016). Sendo assim, LNPEP seria um elemento
fundamental na manutencdo da homeostase da gravidez (Nomura et al., 2005; Tian et al.,
2016).

No estudo de Elkins et al. (2017) onde o polipeptideo homoélogo com 53%-70%

(dependendo do dominio) de identidade com a LNPEP humana foi isolado e sequenciado a
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partir do tecido ovariano do peixe Cyprinodon nevadensis. Além disso, foi possivel
identificar transcritos em maior abundancia em outros tecidos como gonadas, hipotalamo,
prosencéfalo, tectum Optico, guelras e musculo esquelético de peixes adultos.
Interessantemente, foi possivel identificar uma maior quantidade de mRNA no hipotalamo
de fémeas e machos socialmente subordinados, e em menor abundéncia no telencéfalo de
machos socialmente dominantes em comparagdo com as fémeas dominantes, indicando
uma associagdo entre o comportamento social e a abundancia de transcritos de LNPEP
hipotalamicos. Esses achados ilustram a importancia de LNPEP para a modulagdo de
IST/VT dos ortélogos presentes em Cyprinodon nevadensis, por LNPEP contribui no
mecanismo pelo qual tais nonapeptideos regulam o comportamento social nesta espécie
(Elkins et al., 2017).

A estrutura do LNPEP contém, dentre outros, um motivo catalitico chamado
GAMEN. Seu nome vem das letras iniciais (em inglés) dos aminodcidos que o compde:
Glicina - Alanina - Metionina - Acido glutdmico — Asparagina; Ye et al, 2007). A fim de
compreender o papel de GAMEN na ligagdo aos substratos peptidicos, Ye et al. (2007)
realizaram um estudo funcional com mutagdes dirigida e demonstraram que os residuos de
glicina e alanina do motivo GAMEN sdo importantes para a ligagcdo ao substratos enquanto
os residuos de metionina, acido glutdmico e asparagina sdo essenciais para a atividade
enzimatica.

Embora a maioria dos mamiferos placentarios tenha Leu®OXT, existem outras
formas taxon-especificas de OXT em primatas Platyrrhini, como visto nos itens anteriores
da presente Tese. Considerando que OXT e AVP sdo degradados por LNPEP, pode-se
presumir que a enzima tenha um papel regulador influenciando nos niveis de OXT e/ou
AVP disponiveis. Portanto, pode ser considerada como um elemento essencial na
modulagdo da cascata de sinalizagdo desses neuropeptideos, seja em nivel fisiologico, seja
em nivel comportamental, como de fato tem sido demonstrado (Nomura et al., 2005; Tian
et al., 2016; Elkins et al., 2017). Embora o dominio catalitico GAMEN seja extremament