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RESUMO

A serotonina (5-hidroxitriptamina, 5-HT) ¢ um composto sintetizado a partir do triptofano, um
aminoacido essencial, tanto no sistema nervoso central quanto em regides periféricas. Além de
exercer muitas fungdes fisioldgicas, como a regulacdo das contra¢des do sistema gastrointestinal, a
serotonina regula processos comportamentais e neurofisioldgicos como: senso de humor, raiva,
agressao, apetite, memoria, entre outros. Por estar relacionada com doengas, € existirem muitos
medicamentos eficazes envolvendo o sistema serotoninérgico, os genes de receptores da serotonina
sd30 um bom alvo de estudo. Foram realizados testes de evolugdo molecular nos genes receptores da
serotonina em 10 espécies diferentes de primatas, incluindo o homem. As sequéncias foram obtidas
no Ensembl. O Software CODEML do programa PAMLX foi utilizado os modelos do Nssites
testando M1a (neutro), M2a (selecdo) e M7(beta), M8 (beta&kw). Esses modelos permitem calcular
taxas de substituicdo sindnimas por nao-sindnimas (dN/dS ou w). Enquanto a sele¢do purificadora ¢
a forca principal atuante nos genes receptores de serotonina acopladas a proteina G um cenario
diferente é encontrado na familia 5-HTR3, onde observamos um relaxamento funcional e sinais de
selecdo positiva em receptores especificos. Esta diferenga pode estar associada a maneira que estes
receptores atuam funcionalmente, ja que os receptores 5S-HTR3 funcionam por canal idnico,
enquanto os das ouras familias funcionam acoplados a proteina G.

Palavras-chave: receptores de serotonina, primatas, evolucio molecular, selecio positiva,

HTR3A, HTR3D, HTR3E.



ABSTRACT

Serotonin (5-hydroxytryptamine , 5-HT) is a compound synthesized from tryptophan, an essential
amino acid, in both central nervous system and peripheral regions. Besides performing many
physiological functions, such as regulation of contractions of the gastrointestinal system, serotonin
regulates behavioral and neurophysiological processes such as sense of humor, anger, aggression,
appetite, memory, among others. Because 5-HT levels are associated whit diseases, and there are
many effective drugs involving the serotoninergic system, the serotonin receptor gene could be a
good study target. We perform molecular evolution tests in serotonin receptor genes on 10 different
primates’ species, including man. We obtain the sequences on Ensembl database. The CODEML
software of PAMLX program was applied with the NsSites models testing the M1a (neutral) versus
M?2a (Positive selection), and the M7 (beta) versus M8 (beta&w). These models allow us to
calculate synonymous by non-synonymous substitution rates (dN/dS or ). While the positive
selection is the principal acting force on G-coupled serotonin receptors protein genes, another
scenario is found for 5-HTR3 family receptors, where we see a functional relaxation and signals of
positive selection in specific receptors. This difference may be associated with the way they work,
as 5-HTR3 receptors work as ion channel, while the others works coupled to the G-protein.
Keywords: serotonin receptors, molecular evolution, primates, positive selection, HTR3A,
HTR3D, HTR3E.



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIACOES

GPCR - G protein-coupled receptor — proteina acoplada a prtoeina G
5-HT - Serotonina

HTRI1A - 5-HT1A, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1A
HTRI1B - 5-HT1B, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1B
HTRI1D -5 -HT1D, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1D
HTRIE - 5-HT1E, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1E
HTRIF — 5-HT1F, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 1F
HTRSA - 5-HTS5A, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor SA
HTR4 - 5-HT4, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 4
HTR6 - 5-HT6, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 6
HTR?7 - 5-HT7, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 7
HTR2A — 5-HT2A, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2A
HTR2B - 5-HT2B, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2B
HTR2C - 5-HT2C, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 2C
HTR3A - 5-HT3A, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3A
HTR3B - 5-HT3B, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3B
HTR3C - 5-HT3C, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3C
HTR3D - 5-HT3D, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3D

HTR3E - 5-HT3E, 5-hydroxytryptamine (serotonin) receptor 3E

ISRS - inibidores seletivos da recaptagdo da serotonina
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1 INTRODUCAO

1.2 A Serotonina

A serotonina ¢ uma molécula sinalizadora com longa historia evolutiva, estando presente em
uma grande variedade de organismos: desde em plantas, seres unicelulares até em humanos. Ela ¢
sintetizada a partir de um aminodacido essencial, o triptofano, e sua sintese ocorre em duas etapas.
Primeiro, ocorre hidroxilagcdo pela agdo da enzima triptofano hidroxilase, e, depois, a remog¢ao do
grupo carboxila através da enzima L-aminoacido decarboxilase, resultando em 5-hidroxitriptamina
(5-HT), uma monoamina, composto organico que contém Nitrogénio (Figura 1) ( Azmitia, 2007;

Mohammad-zadeh et. al., 2008; Nichols & Nichols, 2008).
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Figura 1. Representacdo plana da molécula de serotonina.

A serotonina pode ser encontrada em diversos tecidos e exercer muitas fungdes. Seu papel
mais conhecido ¢ o de neurotransmissor, tendo relagdo com fung¢des comportamentais como
ansiedade, medo, saciedade, memoria agressividade, humor. Mas, além disso, essa monoamina ¢
econtrada no trato digestivo, nas plaquetas, nos rins, ¢ ainda em outros Orgdos. Fung¢des
cardiovasculares, respiracdo, movimentos intestinais, ciclo circadiano, regulagdo enddcrina sdo
algumas das func¢des fisidlogicas influenciadas pela serotonina (Berger et al., 2009; Murphy et al.,
1998; Nichols&Nichols, 2008).

Por estar relacionada com essa grande variedade de comportamentos e funcgdes foram
descritas varias doencas mediadas pela serotonina: depressdo, obesidade, transtorno obsessivo-
compulsivo, fobia social. Essas doencas vém sendo tratadas com sucesso através de medicamentos
que agem no sistema serotoninérgico, chamados inibidores seletivos de recaptacdo de serotonina
(ISRS) (Murphy, 1998). No sistema nervoso central, os neurdnios pré-sindpticos produzem as
moléculas de serotonina e as liberam para serem captadas por receptores em neurdnios pos-

sinapticos, ¢ assim que ocorre a sinalizagdo (Mohammad-zadeh, 2008). As drogas ISRS, através da
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inibicao da recaptacdo de serotonina, aumentariam a quantidade disponivel na fenda pré-sinaptica
para se ligarem aos receptores pos-sindpticos (figura 2). Assim, os receptores podem desencadear as

reacdes na célula e exercer normalmente suas fungdes.

neurdnio

R I1SRS blogueando
pre-sinaptico

reabsorcao de
serotonina

liberacdo de
serotonina . L

-'.'_ sinapse
-

neurdnio \ t /

pos-sindptico sitios receptores

Figura 2. Mecanismo de medicamentos ISRS (modificado de toxipedia.org).

O sistema serotoninérgico se mantém conservado na evolucdo devido ao seu papel em
funcdes fundamentais para sobrevivéncia como alimentagdo, reproducdo e homeostase. (Nichols &
Nichols, 2008; Turlejski, 1996). Justamente por ser uma das mais antigas moléculas sinalizadoras e
estar relacionada a tantas fungdes, inclusive que podem causar doengas que atingem o homem

moderno, os receptores de serotonina sao um bom alvo de estudo.

1.3 Os Receptores de Serotonina

Existem 17 diferentes receptores de serotonina que podem ser divididos em 7 familias: 5-
HT1, 5-HT2, 5-HT3, 5-HT4, 5-HTS5, 5-HT6, 5-HT7 (detalhes na tabela 1). Com exce¢do dos
receptores da familia 5-HTR3, todos os outros sao GPCRs, receptores acoplados as proteinas G.
Eles se localizam na membrana citopldsmatica da célula e funcionam captando sinais extracelulares
e provocando reacdes no seu interior. Uma maneira simples de agrupa-los, conforme Nichols
(2008), ¢ de acordo com os seus sistemas de sinalizagdo primarios, em que os receptores se ligam a

diferentes tipos de proteina G ou formando um canal i6nico (tabela 2).
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Tabela 1. Caracterizagdo dos genes desses receptores em Homo sapiens.

Genes Crom. Gene (pb) Prot. (aa) Exons

HTR1A ) 2,152 422 1
HTR1B 6 1,543 390 1
HTR1D 1 4,230 377 1
HTR1E 6 19378 365 2
HTR1F 3 11,194 366 1
HTR5A 7 15,426 357 2

HTR4 ) 226,204 428 8

HTR6 1 14,276 440 3

HTRY 10 117.097 479 4
HTR2A 13 65,485 471 3
HTR2B 2 16,889 481 4
HTR2C X 326,074 458 6
HTR3A 11 15,433 516 8
HTR3B 11 141,889 441 9
HTR3C 3 7,627 447 2
HTR3D 3 7,826 454 8
HTR3E 3 9832 482 T

Crom.= cromossomo, Prot.=proteina. Retirado de genecards e uniprot.

Tabela 2. Receptores de serotonina de acordo com seu sistema de sinalizagao primario.

Sistema  de
sinalizacao Receptores
primario
Goio HTRIA HTRIB HTRID HTRIE HTRIF HTRSA

Gag/11 HTR2A HTR2B HTR2

Gos HTR4 HTR6 HTR7*

Canalibnico HTR3A HTR3B HTR3C HTR3D HTR3E

* outros autores consideram que HTR7 pode ligar-se diretamente a adenilato ciclase (Bard, et al. ,1993)

Os receptores do primeiro grupo, 5-HT1 e 5-HTS5, inibem a adenilato ciclase e diminuem a
producao de AMP ciclico, um mensageiro intracelular que pode ser encontrado em todas as células.
Os receptores 5-HT2, que se acoplam a proteinas do tipo Gaq/11, aumentam a inositol trifosfatase e
o diacilglicerol resultando em liberacdo intracelular de Ca+2. Os receptores que se acoplam a
proteina Gas aumentam a atividade do AMPc. E por fim, os receptores da familia 5-HT3 funcionam
como canal i0nico, resultando em rapida despolarizacio da membrana plasmatica (Hoyer et

al.,1994; Mohammad-zadeh et al., 2008; Nichols & Nichols, 2008; Murphy et al, 1998). Os
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principais cations transportados sao Na+ e K+, mas eles também sdo permeaveis a Ca2+ (Lummis,
2012).

J& foram descritas diferentes fungdes fisiologicas para cada um desses receptores, por
exemplo, o receptor HTR2A ¢ importante para um normal funcionamento do cérebro. O HTR2B ¢
importante durante o desenvolvimento, estando envolvido na formagao do coracdo e do cérebro. O
HTRI1A ¢ o que mais parece estar relacionado a depressdo e a ansiedade, enquanto que o HTR1B
tem funcdo de vasodilatacdo no cérebro e encontrou-se relacdo com a agressividade. O HTR1E tem
papel na memoria. O ciclo circadiano, o humor e fungdes cognitivas parecem estar sob controle do
HTRS5A (Berger et al., 2009; Nichols&Nichols, 2008). Ja os receptores HTR3 regulam motilidade,
secre¢do e os movimentos peristalticos no sistema nervoso entérico (Lummis, 2012). Portanto, cada

receptor ¢ importante executando diferentes fungdes que se complementam.

1.3 Primatas e evolucio molecular

O grupo dos primatas, contendo mais de 600 espécies, incluindo a humana, apresenta como
principal caracteristica o polegar opositor. Em geral, os primatas t€ém hébitos arboricolas e sociais, e
vivem na regido entre os tropicos. Eles podem ser divididos em dois grandes grupos: Strepsirhini e
Haplorrhini. No primeiro grupo, encontram-se os Lemurifomes e Lorisiformes. J4 o segundo grupo,
divide-se em Platyrrhini, os primatas do novo mundo, e Catarrhini, que inclui os primatas do velho
mundo, gibdes e os hominideos (Enard&Pédbo, 2004; Perelman et al., 2011;Vargas-Pinilla, 2014).

Sabe-se que os primatas sao muito parecidos e t€m alto grau de similaridade genética. Por
exemplo, em um estudo que analisou a similaridade genética entre 12 genes ligados ao
comportamento reprodutivo em alguns primatas, a similaridade genética entre Hominoidea
(Homonidea e gibdes) foi sempre maior que 97% (Vieira, 2012). Mesmo havendo grande
similaridade genética, o comportamento e a dieta desses animais pode variar bastante (tabela 3).
Esses sdo fatores que podem estar relacionados as fungdes vistas anteriormente pois viver em
grandes grupos pode tornar mais complexas as interagdes sociais € os habitos de vida.
Comportamentos indicadores de ansiedade ja foram relatados em varias espécies animais além de
nos. Nos primatas nao-humanos, que em geral, também sdo muito sociaveis, existem trabalhos
descrevendo sintomas de ansiedade e depressao. Em chimpanzés, gorilas, macaco rhesus e saguis,
um dos principais comportamentos indicadores de ansiedade ¢ cogar-se com muita frequéncia
(Botero et al.,2013; Carder&Semple, 2008; Barros et al, 2004; Ferdowsian et al., 2011;
Maestripieri et al.,1993). Esses estudos mostram que animais podem apresentar ansiedade por
motivos bem diferentes, como presenca de perigo (predador), relagcdes sociais e traumas, assim

COmo OCorre na nossa CSpéCiC.
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Tabela 3. Caracteristicas quanto aos héabitos de vida das espécies estudadas.

o s Tam. do grupo Sistema de Dieta

Esprce hiabito (n° de indi\?idl?os) acasalamento  primaria
Homo sapiens Diurno Social (muitos) Todos Onivoro
Pan troglodytes Diurno Social (05-100) Poliginandria Onivoro
Goirilla gorilla Diurno Social (05-15) Poliginia Herbivoro
Nomascus leucogenys Diurno Familiar (02-05) Monogamia Herbivoro
Macaca mulatta Diurno Social (20-200) Poliginandria Onivoro
Callithrix jacchus Diurno Social (02-13) Poliandria Herbivoro
Tarsius syrichta Noturno Social (02) Monogamia Insetivoro
Microcebus murinus Noturno Solitarios Poliginia Insetivoro
Otolemur garnettii Noturno Solitarios Poliginandria Onivoro

Retirado de Myres et al., 2014.

Aproveitando o nosso grau de similaridade, podemos investigar a historia da evolugdo
molecular de genes que podem ajudar a entender melhor certos males que nos afligem. Os primatas
ndo-humanos oferecem oportunidades Unicas para estudar os efeitos de genes, ambientes e sua
interacdo, sobre a fisiologia e comportamento complexo (Bennett et. al., 2004). Normalmente, os
genes que tenham sido submetidos a selecao positiva durante a evolucao da espécie sdo indicativos
de adaptagdes funcionais que conduzem diferencas entre as espécies (Vamathevan et.al., 2008).
Porém, segundo Vasseur e Quintana-Murci (2013), existem cada vez mais evidéncias sugerindo que
doencas da sociedade moderna, como obesidade, podem ser um subproduto de adaptagdes do
passado para pressoes seletivas e habitos de vida diferentes. Como sugerido por Scott Price (2013),
a ansiedade poderia ajudar um individuo a evitar situagdes perigosas, mas hoje, os muitos estimulos
de perigo e violéncia passados pelos meios de comunicacdo podem estar gerando problemas. Assim,
eventos de selecdo do passado podem ter favorecido variantes que ndo trazem mais vantagens e
tornam-se prejudiciais a nossa sociedade. E possivel que em algum momento os genes receptores de

serotonina tenham sido alvo de selecdo positiva.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Contribuir para aumentar o conhecimento sobre a evolucdo molecular dos genes receptores

de serotonina.

2.2 Objetivos especificos

1) Verificar se existe sele¢@o positiva nos genes de receptores de serotonina;

2) Avaliar a relagdo entre o mecanismo de acdo dos diferentes tipos de receptores de

serotonina e o sinal de sele¢ao natural encontrado para esses genes.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1. Obtengao das sequéncias

As sequéncias das regides codificadoras dos genes que codificam os receptores de
serotonina (5-HT) foram retiradas do banco de dados disponivel no Ensembl (Flieck; et al., 2014).
A partir da sequéncia de referéncia humana, foi feita uma busca para obter-se os respectivos genes
ortélogos em outros primatas. Foram obtidas sequéncias de um total de 10 espécies de primatas,
estando incluida ao menos uma espécie de cada um dos principais clados, conforme a arvore
filogenética (Figura 3). Quando mais de ums isoforma estava disponivel no banco de dados, deu-se
preferéncia as sequéncias mais longas e registradas no CCDS (The Consensus Coding DNA

Sequence Project) .

3.2 Alinhamento das sequéncias

O alinhamento das sequéncias foi realizado pelo programa MEGA 6 (Tamura ef al., 2013),

através do algoritmo MUSCLE (Edgar, 2004). Os alinhamentos também foram checados

visualmente.



Homo sapiens
(Homem)

B R S— ﬁ Pan troglodytes
(Chimapanzg)

—  — (}Sﬁ Gorilla gorilla
(Gorila)

Pongo abelii
(Oragotango)

/

— Nomascus leucogenys
(Gibao)

Macaca mulatta
(Macaco rhesus)

. Callithrix jacchus
: (Sagui)

Tarsius sirychta
(Tarso)

%;2\ Microcebus murinus
) (Lémure)

Otolemur garnettii
(Galago)

Figura 3. Arvore filogenética (segundo Tree of Life Web Project) das espécies de primatas analisados.
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3. 3 Analise de dados

Para os testes de evolu¢ao molecular baseados em taxas de substituigdes, foi utilizada a
interface grafica do pacote de programas do PAML, o PAML X (Xu & Yang, 2013). O programa
CODEML foi utilizado na abordagem Nssites nos modelos M1a (neutro), M2a (selegdo positiva) e
M7(beta), M8(beta&w). Esses modelos permitem calcular taxas de substituicdo sindnimas por nao-
sindnimas (dN/dS ou ®), em que valores de ® menores que 1 indicam sele¢do purificadora, iguais a
um, denotam neutralidade e maiores que um, sele¢ao positiva. Todos os testes foram feitos com um
minimo de 5 espécies conforme o recomendado. Foi feito o teste de razdo de verossimilhanga (LRT)
para verificar a significancia estatistica entre os modelos, utilizando-se 2 graus de liberdade e
valores de p<0,05.

Nos sitios com indicagdo de sele¢do positiva, as mudangas nos aminoacidos foram
classificadas conforme o Grantham score (Grantham, 1974), onde valores entre 0-50 significam
mudancas conservadoras, entre 51-100, moderadamente conservadoras, entre 101-150,
moderadamente radicais e maiores de 151, radicais (Li, et al., 1985). A regido da proteina conforme
sua localizacdo na célula (intracelular, transmembrana ou extracelular) onde o sitio se encontra foi

obtida nas plataformas Nextprot e Uniprot.
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4 RESULTADOS

Os genes HTR4 e HTR7 foram descartados da andlise pois o alinhamento das sequéncias
apresentava muitas falhas e muitas regides nao homologas, possivelmente porque haviam
disponiveis isoformas diferentes para cada primata no banco de dados. Nos genes das familias 5-
HT1, 5-HT2, 5-HTS, 5-HT6, quando os modelos de substitui¢do sdo comparados (M1la — M2a e M7
e MS), os que melhor se adaptam aos dados sdo os modelos neutros (Mla e M7). A taxa média de
substituigdes sindnimas e ndo-sindnimas para estes receptores € um valor inferior a um, sinalizando
que a principal forga agindo €, como esperado, selecdo purificadora (tabela 4).

Na familia de receptores 5-HT3, 3 dos 5 tipos apresentaram pelo menos 1 sitio com forte
indicio para selecdo positiva. Nessa familia, o nlimero de sitios sob selecdo purificadora foi menor,
variando de 50 a 83%, e, o valor médio de @ (dN/dS) foi em geral maior do que nas outras familias,
indicando um relaxamento da sele¢dao purificdora. O menor nimero de sitios sob selecao
purificadora foi encontrado em HTR3B, onde o melhor modelo foi o neutro (M1a e M7). Esse gene
apresentou metade de seus sitios sob sele¢do purificadora e metade sob evolugdo neutra (tabela 4).

O modelo de selecdo positiva (M8) foi o mais adequado aos dados de HTR3C, porém os
sitios sdo significativos somente na analise NEB (Naive Empirical Bayes). Com a andlise mais
robusta (Bayes Empirical Bayes), o resultado perdeu significancia, sendo que dois sitios
apresentaram mais de 90% de chance de estar sob sele¢do positiva. Os sitios 345-Arg e 402-Pro
tiveram respectivamente suas probabilidades reduzidas de 95,3% para 94,5% e 92,9% para 92,2%.
Em HTR3A, o melhor modelo também foi o M8 (selecdo positiva). Neste gene, apenas um sitio
apresentou probabilidade significativa de estar sob selecdo postiva, o Cys-454, com 95,3% (na
analise BEB) (figura 5). Em HTR3D, com 5 espécies analisadas, o melhor modelo foi o M2a
(selecdo). Foram detectados 14 sitios (em BEB) sob selecdo positiva num total de 438 sitios
analisados: GIn-151, Ser-155, Ala-156, Ser-157, Ala-158, Asn-159, Trp-160, Ser-167, Met-168,
Asp-169, Arg-170, Ala-171, Leu-297 e Ala-298 (figura 6). Para o gene HTR3E o melhor modelo
foi o M2a (selecdo) onde foram analisados 1395 sitios em 8 espécies ¢ 4 deles (em BEB)
apresentaram selecao positiva: Arg-24, Thr-31, His-32 e Ser-446 (figura 7).

As mudancas de aminoacidos nos sitios com indicios de sele¢dao positiva, em sua maioria
ndo foram radicais, sendo que 50% foram moderadamente conservadoras, 21,4% conservadoras,
14,3% moderadamente radicais e 14,3% radicais (tabela 5). Com os genes analisados
separadamente, nota-se que HTR3A, que possui somente um sitio com sinal de selagdo positiva,
apresentou neste sitio mais mudancas radicais que os demais, sendo que 75% das suas mudangas

foram desse tipo (tabela 6). Apesar de dois sitios de HTR3D apresentarem somente mudancas
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radicais, elas totalizaram apenas 11% das mudangas em todos os seus sitios (tabela 6). Em HTR3E,
essa proporcao cai para 6%. Nesses ultimos genes, predominaram as mudancas moderadamente
conservadoras (tabela 6).

Quanto a localizagdao desses sitios, os resultados foram variados. Enquanto que todos os
sitios de HTR3D localizam-se na parte extracelular, o tnico sitio de HTR3A, Cys-454, localiza-se
na regido intracelular. O mesmo ocorre para Ser- 446 de HTR3E. Ja os seus sitios Arg-24, Thr-31 e
His-32 estdo na regido do peptideo sinal (responséavel por sintetizar proteinas pra uso externo), pois

na forma candnica da proteina esses sitios encontram-se nessa regiao.



Tabela 4. Resultados obtidos nos testes evolutivos.

Receptor Modelo dN/ dS Parametros Lal Valor p
] p0=0.93167 p1=0.06833
M1la: neutro 0.1137 0=0.04375 G 1=1.00000 -3247.298271 065
] . p0=0.93167 p1=0.04230 p2=0.02603 2
HIRIA  Maselegio 01137 —E—ecbrrn Pmre 23247 208271
M7: beta 0.0927 p=0.24297 g=2.25833 -3244 378703 ~0.99
MS: beta&w 0.0927 q=2.25867 @ =1.00000 -3244.378872 ;
] p0=0.90707 p1=0.09293
M1la: neutro 0.1193 50=0.02907 G1=1.00000 -2622.566986 0193
] B p0=0.90707 p1=0.04719 p2=0.04574 ;
HTRIB M2a: selegdo 0.1193 00.03507 SI=100000 ca3=1.00000 -2622.566986
M?7: beta 0.1079 p=0.08556 q=0.69412 -2622.182486 0.84
MBS8: beta&w® 0.1126 q=1.03776 =2.08440 -2622.009231 :
] p0=0.95190 p1=0.04810
M1la: neutro 0.0860 500.03978 G1=100000 -2784 410156 05
] . p0=0.95190 p1=0.04810 p2=0.00000 2
HTRID M2a: selegéo 0.0860 T T -2784 410156
M7: beta 0.0718 p=0.20189 q=2.43703 -2782.625753 20,99
MS: beta&w 0.0718 q=2.43748 ©=1.00000 -2782.625929 ’
] p0=0.99999 p1=0.00001
M1la: neutro 0.0609 500.06092 S1=1.00000 -1788.752594 .
] . p0=1.00000 p1=0.00000 p2=0.00000 :
HTRIE ~ Maselegio 00609 —E—rrr PP —  -1788.752456
M7: beta 0.0611 p=6.47563 q=99.00000 -1788.762288 +0.99
MS: beta&w 0.0611 q=99.00000 c>=1.00000 -1788.762425 :
] p0=0.91147 p1=0.08853
M1la: neutro 0.1181 50003239 G1=100000 -3631.550827 090
] . p0=0.91147 p1=0.00659 p2=0.08194 -
HIRIF = Maselegio 01181 — e e~ -3631.550827
M7: beta 0.0892 p=0.74847 q=7.40109 -3624.395289 0.19
MS: beta&w 0.0954 q=11.39727 w=1.60672 -3622.762642 ;
] p0=0.90685 p1=0.09315
M1la: neutro 0.1242 50=0.03026 G1=1.00000 -2902.880828 090
] . p0=0.90685 p1=0.02494 p2=0.06822 :
HTRSA ~ Maselegio 01242 — - "ooet——om st —  -2902.880828
M7: beta 0.0968 p=0.13957 g=124314 -2899.261300 0.27
MS: beta&® 0.1112 q=1.76373 ©=3.27807 -2897.961713 :
] p0=0.91624 p1=0.08376
M1la: neutro 0.0985 0=001611 o1=100000 -2972.118671 P
] . p0=0.91624 p1=0.00319 p2=0.08038 -
HTR2A ~ MZaselegio 00985 — =t o b -2972.118671
M7: beta 0.0932 p=0.03939 g=0.39160 -2971.915163 0.94
MS: beta&w 0.0945 q=0.36040 ©=1.00000 -2971.862954 ;
] p0=0.80050 p1=0.19950
M1a: neutro 0.2130 0001683 2I=1.00000 -3212.049639 0%
] B p0=0.80050 p1=0.12462 p2=0.07488 2
HTR2B ~ M2aselegio 02130 —BRrenBob oo 23212049639
M7: beta 0.2015 p=0.05191 g=0.20591 -3211.821879 0.95
MS: beta& 0.2075 q=0.14538 ©=1.00000 -3211.774647 T
] p0=0.89486 p1=0.10514
M1la: neutro 0.1308 50=0.02569 o 1=1.00000 -3016.361056 090
] . p0=0.89486 p1=0.05012 p2=0.05502 :
HTR2C M2a: selegéo 0.1308 200.02369 02 1=1.00000 s22=1.00000 -3016.361056
M7: beta 0.1230 p=0.07098 g=0.50596 -3016.072092 0.98
MS: beta&w 0.1239 q=0.63614 »=1.00000 -3016.054031 ’
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Tabela 4. Continuagao.

Receptor Modelo dN/ dS Parametros Lol Valor p
, p0=0.95332 p1=0.04668
MI1a: neutro 0.0802 500.03520 O1=1.00000 -2556.293291 055
. p0=0.95332 p1=0.02330 p2=0.02339 :
HTR6  Mascgio 00802 —BESplo0i0pi0lB_ 55659359
M?7: beta 0.0767 p=0.10055 g=1.13266 -2556.285751 0.91
MS: beta&w 0.0785 q=3.17160 w=1.14641 -2556.200447 ;
_ p0=0.83406 p1=0.16594
MIla: neutro 0.2320 0= 0.07923 o1=1.00000 -4677.163332 0,045
. P0=0.83477 p1=0.16152 p2= 0.00371 :
HIR3A  Mlaselecdo  0.2622 — m 50137 1=1.00000 w2 sa0s2 |~ 0. +-077018
M7: beta 0.2103 p=025078 q=0.93405 -4676.230000 0.0066
MS: beta&w 0.2444 q=1.29256 » =5.48164 -4671.216571 :
, p0=0.50258 p1=049742
MI1a: neutro 0.5354 00.07562 o1=1.00000 -4791.911187 o3
o p0=0.49780 p1=0.49561 p2=0.00639 :
HIR3B  Maselecdo  0.5646  — =) 0so0 =1 00000 szt 2604 ~+/°1-285686
M7: beta 05218 p=0.15711 g=0.14401 -4791.934470 0.77
MS: beta&w 0.5490 q=0.17289 »=3.89607 -4791.018819 ;
_ p0=0.73198 p1=0.26802
MIla: neutro 0.3249 50=0.01776 o 1=100000 -4275.748302 0.038
. 0=0.74582 p1=022701 p2=0.02716 :
HIR3C  Mlaselecio 03942 — oo iss65 wim1.00000 ams0zsr | 122493022
M7-beta 0.3194 p=0.18016 g=0.38397 -4278.600715 0.0015
MS: beta&w 0.3847 q=0.97613 »=2.94636 -4272.148267 T
, p0=0.57515 p1=042483
MI1a: neutro 0.4025 50=0.07349 o 1=100000 -1908.181376 - 0.0001
o p0=0.52290 p1=0.34292 p2=0.13418 :
HIR3D Mlaselegio 218860 — o oo o1 00000 w2=3240232 1574779355
M7: beta 04261 p=0.02782 q=0.03618 -1909.589953 <0.0001
MS: beta&w 2.18030 q=0.37549 ©=20.45820 -1874.803271 ;
. p0=0.62875 p1=037125
MI1a: neutro 0.4432 50011442 o1=1.00000 -5317.205800 -
. p0=0.60112 p1=0.35745 p2=0.04144 :
HIRSE =~ Mlaselecio 07011 — om0 o051 1o1 00000 ma=s.20086 200039464
M7: beta 0.4150 p=0.49771 gq=0.70098 -5318.818203 <0.0001
MS: beta&w 0.6168 q=1.46404 ©=4.72176 -5295.814106 :

20

dN/dS= razao da taxa de substiuicdes nao-sindnimas por sinénimas, @. p= propor¢ao de cédons em cada classe de .
Valor p= probabilidade do teste de razao de verossimilhanca (LRT) na comparagdo dos modelos Mla, M2a e M7, M8,
graus de liberdade = 2.
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Tabela 6. Quantidade de mudancgas conservadoras (GS 0-50), moderadamente conservadoras (51-100), moderadamente
radicais (GS 101-150) e radicais (GS>151) em cada um dos sitios com indicios de selgdo positiva.

Genes GS 0-50 GS 51-100 GS 101-150 GS >151
HTR3A 0 0 25% 75%
HTR3D 25% 56% 8% 11%
HTR3E 13,0% 50,0% 31,0% 6,0%

D Y Y L T T e
stevssverevsnssest e,
:oommmeooo..o'

®HTR3A ®scscercsssssecsssssconse,
e HTR3D P N N L R YT R

i Wm
{:mom- [ 1 2 )

MEMBRANA E

CELULA

-

Figura 7. Possiveis locais onde os sitios sob selegdo positiva estdo localizados em um modelo de proteina do tipo 5-
HT3. Os sitios Arg-24, Thr-31 e His-32 de HTR3E néo estdo representados pois suas possiveis localizacdes sdo na

regido do peptideo sinal (modificado de cys-loop.org).
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5 DISCUSSAO

Devido a grande semelhanga genética no grupo dos primatas, ndo ¢ o esperado encontrar
muitos sitios sob selegdo positiva, o que estd de acordo com nossos resultados: a selegdo
purificadora ¢ predominante na evolugao dos genes receptores de serotonina. Todos os genes da
familias 5-HT1, 5-HT2, 5-HTS, 5-HT6 apresentaram mais de 80% dos sitios sob selegdo
purificadora (tabela 4). A maioria deles apresentou mais de 90% de seus sitios com seleg¢do
purificados, porém alguns se destacaram: HTRIE apresentou 99,9% de seus sitios sob sele¢dao
purificadora, com valor de ®=0,06, ¢ HTR2B teve 20% de sitios denotando neutralidade, o que
indica relaxamento da da sele¢do purificadora.

Mas, apesar da maioria dos genes ndo apresentar sele¢do positiva, podemos considerar,

como colocado por Marques-Bonet e outros autores (p. 360, 2009) que:

Os atributos tinicos da ordem dos primatas, e mais especificamente a do
humano, pode ser explicado ou como conseqiiéncia de mudangas de
aminoacidos fundamentais das sequéncias codificantes de um subconjunto de
genes criticos, ou como resultado de mudangas dramadticas na forma como os

genes sdo regulados tanto temporal e espacialmente.

Além disso, j& foram indetificados muitos genes que passaram por selecdo positiva em humanos
(Vallender&Lahn, 2004), inclusive nos genes do sistema da oxitocina (Vargas-Pinilla, 2014). Outros
estudos ainda descobriram que a linhagem do chimpanzé tem mais genes sob selecdo positiva que
as outras linhagens (Vamathevan et.al., 2008). Portanto, também ndo ¢ nula a possibilidade de se
detectar selegdo positiva em primatas.

O fato de os receptores da familia 5-HT3A, onde observamos um relaxamento funcional e
sinais de sele¢do positiva, atuarem de modo diverso dos demais pode indicar que existe uma relagao
desse resultado com a funcdo e o modo de funcionamento desses receptores. Os receptores 5-HT3
sao do tipo Cys loop, ou seja, neurotransmissores formados de canais i0nicos que atravessam a
membrana. Eles sdo formados por um grande dominio extracelular, uma regido transmembranda
formada por 4 a-hélices (M1, M2, M3 e M4) ligadas entre si por alcas intra e extracelulares
(Thompson et al., 2010) (figura 7). Nessas proteinas, a parte extracelular ¢ responsavel pela
formacao do sitio de ligagdo, a regido transmembrana permite que os ions atravessem ¢ o dominio
intracelular faz a modulacao do receptor, tendo influéncia na condutividade i6nica (Lummis, 2012).

Os genes que pertencem a essa familia funcionam formando pentdmeros, onde cada um
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deles (HTR3A, HTR3B, HTR3C, HTR3D e HTR3E) pode formar uma subunidade, porém, para
estruturar um receptor funcional € necessario ao menos uma subunidade 5-HT;A (Barnes, 2009;
Lummis, 2012; Nielser, 2008). Infelizmente, ainda sabe-se pouco sobre as subunidades 5-HT;C, 5-
HT;D e 5-HT;E, pois, além de terem sido identificados recentemente, muitos estudos sao feitos em
roedores, e essas subunidades ndo sdao encontradas nesses mamiferos (Karnovsky et al., 2003).

Além da subunidade 5-HT;A ser obrigatdria para formagao de um receptor funcional, so ela
é capaz de formar receptores homo-oligoméricos. E possivel que seja devido a sua importancia que
tenha ocorrido selegdo positiva em apenas um dos sitios. Além disso, dentro da familia, HTR3A
apresentou o maior nimero de sitios sob selecdo purificadora, 83% (tabela 4). As mudangas,
segundo o Grantham score, foram consideradas radicais, porém recente estudo mostrou que a
substiui¢do de uma cisteina por uma treonina ou serina em um sitio de HTR3A ndo acarretava
mudanca de fungdo (Wu, et al., 2010). E possivel que a arginina, que ocorre em Callithrix jacchus
e Microcebus murinus, também mantenha a fun¢do da proteina, porém este aminoacido tem carga
positiva e os demais neutros. Existe ainda outro aspecto entre eles que chama a atengao: a cisteina,
presente nos primatas antropomorfos, ¢ um aminoécido natural, ou seja, sintetizado no figado, ja a
arginina, a treonina e a serina sao aminoacidos essencias, que devem ser adquiridos pela dieta.
Talvez, seja mais vantajoso, manter esse sitio, que pode ser importante para o funcionamento
normal de HTR3A, com aminoacidos naturais do que com aminoacidos essenciais.

Quanto aos demais receptores sob selecdo positiva, sabe-se que sdo predominantemente
expressos no trato gastrointestinal e podem ser moduladores da funcdo da serotonina nesses 0rgaos
(Lummis, 2012 ; Nielser, 2008). Como ainda ndo se tem uma imagem dessas proteinas, os estudos
sdo feitos por modelos de homologia (Barnes et al, 2009) e ndo se pode ter certeza sobre a
localizagao desses sitios e o quanto eles sdo importantes para normal funcionamento do receptor. O
gene HTR3D teve seus sitios com selecao positiva localizados na regido extracelular, que interage
com a serotonin, porém, os residuos considerados importanes para a formacao do sitio de ligacao
foram verificados apenas no gene HTR3A. Em HTR3A, o aminoéacido Trp-183 forma a ligagao
cation- 7 com a amina primdria da 5-HT (Barnes et al., 2009; Lummis, 2012). Quando HTR3D e
HTR3A sao alinhados, os sitios sob sele¢dao positiva, Trp-160 e Ser-167, estdo proximos do sitio
Trp-183 de HTR3A. O triptofano foi substituido por fenilananina em duas espécies ¢ ambos
residuos sdo neutros e importantes para a sintese de serotonina (Young, 1983). Ja a Serina foi
substituida por Glutamina e Valina, mudancas consideradas moderadamente conservadora e
moderadamente radical, porém os trés aminoacidos sdo neutros.

E interessante notar que em SHTR3A e SHTR3E os primatas antropomorfos, da superfamilia

Hominoidea, apresentaram o mesmo aminoacido. Enquanto que em SHTR3D, isso ndo ocorre


http://pt.wikipedia.org/wiki/Hominoidea
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(tabela 5). Mas nao se pode fazer qualquer relagdo com os genes e sitios com selecdo positiva e os
diferentes habitos de vida dos primatas (tabela 3). Provavelmente, essas mudangas de residuos
provocam alteracdes sutis. Como os receptores da familia 5-HT3 formam pentdmeros, seria
interessante estudar a sua coevolucdo e verificar qual subunidade tem mais influéncia sobre as
outras, ajudando a esclarecer melhor os mecanismos desses genes. Além disso, mutagdes nos nesses
receptores estdo associadas a doengas ja citadas, como depressdo, e também, sindrome do intestino
irritavel e anorexia (Niesler, 2011). E ainda, medicamentos envolvendo essa familia de receptores
também sdo usados no tratamento de enjoos em pacientes em quimio ou radioterapia
(Gregory&Ettinger, 1998; Hesketh, 2000; Lummis, 2012; Niesler et al., 2008) confirmando o
quanto ¢ importante aprofundar e seguir estudos com esses genes.

Um fato relevante para estas andlises, ¢ que muitos genes apresentam mais de uma isoforma
no banco de dados. Embora tenhamos adotado uma abordagem conservadora onde a isoforma com
o tamanho mais semelhante a isoforma candnica humana foi empregada nas analises, nem sempre
as isoformas eram muito semelhantes e quando isso ocorria, a espécie com a isoforma muito
diferente das demais ndo era considerada. Isso também levou as andlises a terem um numero de
espécies ainda menor. Ainda que tenhamos usado o nimero minimo recomendado, o pequena
quantidade de espécies analisadas pode ter sido um fator limitante.

Uma proposta interessante para o estudo seria fazer a andlise BranchSite, que permite
variagdo dos valores de ® também entre as linhagens, para verificar se a selecdo positiva estd
ocorrendo em um ramo especifico da genealogia dos primatas. Além disso poderia-se incluir
sequéncias do homem de Neandertal e outros primatas para enriquecer as analises e fazer os
alinhamentos pelo guidance, que pemite retirar da analise sitios em que o alinhamento ndo ¢

confiavel.
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6 CONCLUSAO

Com esse estudo foi visto que a selecdo purificadora predomina na regido codificadoras dos
genes receptores de serotonina que atuam acoplados com a proteina G, mas também foi detectada
selecdo positiva na familia S-HTR3. Sabe-se que esses receptores tem relagdo com muitas fungdes
e comportamentos complexos mas alguns dos genes com sele¢do positiva ainda foram pouco
estudados, principalmente quanto ao seu papel funcional, sendo ainda dificil explicar porque esses

genes podem estar sob selecao positiva, mas abrindo perspectivas para novos estudos.
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