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Resumo

Nos ultimos anos, numerosas evidéncias da literatura cientifica tém
atribuido ao hormédnio nonapeptidico oxitocina (OXT) diversas ac¢des sobre o
comportamento animal. Para uma melhor compreensdo desta associacao,
objetivou-se neste trabalho um estudo da evolucdo molecular da porcao
codificadora do gene do receptor da oxitocina (OXTR) em espécies da ordem
Primates, assim como o desenho de uma rede génica funcional da oxitocina, e
sua analise ao longo de diversas linhagens de vertebrados. Obtivemos a
sequéncia parcial de cDNA do gene OXTR para nove espécies de macacos do
Novo Mundo, dado ausente na literatura até o momento. Associando estas
informagcdes a sequéncia de outras espécies de primatas que possuem 0 seu
genoma descrito em banco de dados eletrbnico, realizamos a comparacao das
porcdes codificantes do OXTR: entre 12 espécies de primatas para o éxon 3, e 17
espécies para o éxon 4. Descrevemos a ocorréncia de 30 variagdes de codons
nao-sindnimas, distribuidas em 22 sitios diferentes. Evidenciamos o dominio
intracelular 4 (IC4) como a regiao de menor conservacao da proteina OXTR,
respondendo por 46,6% (14/30) das variacdes observadas. De forma semelhante,
este dominio apresentou o maior numero de substituicbes moderadamente
radicais, segundo critérios quimicos (escore de Grantham). Identificamos trés
variagdes de sitios caracteristicas, adjacentes a residuos bastante conservados
ao longo da filogenia por sua grande importancia funcional. Uma analise de
maxima verossimilhanca coédon-por-cédon de sequéncias do gene OXTR em 38
espécies de vertebrados mostrou que a sele¢cdo negativa € a maior forca agindo
sobre o gene OXTR, embora 10% dos sitios apresentam um possivel
relaxamento. Metodologias da biologia de sistemas foram combinadas para o
desenho de uma rede funcional da oxitocina, composta pelos genes AVP,
AVPRI1A, AVPR1B, ESR1, FOS, HCRT, OXT, OXTR, PRL, PRLH, PRLR e TRH.
O nivel de conservacdo destes 12 genes foi estudado em 36 espécies de
vertebrados por meio da comparacdo das proteinas traduzidas com o seu
homélogo humano. Identificaram-se dois grupos génicos de padrao de
conservacao significativamente diferentes: um grupo mais conservado, associado

a oxitocina (OXT), e um grupo mais diverso, relacionado a prolactina (PRL).



Abstract

During the past years, many evidences from scientific literature have
ascribed several actions over animal behaviour to the nonapeptidic hormone
oxytocin (OXT). For a better understanding of this association, it was aimed on this
research an assay on molecular evolution of the coding sequence of the oxytocin
receptor gene (OXTR) on species from the order Primates, and also the design of
an oxytocin gene network and its analysis through several vertebrate lineages. We
obtained the partial sequence of cDNA from gene OXTR for nine species of New
World monkeys, an unpublished data until present. Blending these informations to
the sequence of other primates, available at genomic databases, we compared the
coding regions of OXTR: among 12 primate species for exon 3, and 17 species for
exon 4. We described 30 non-synonyms changes, distributed along 22 different
sites. We found that intracellular domain 4 (IC4) has the lowest conservation rate
of the OXTR protein, being responsible for 46,6% (14/30) of the observed
variations. Likewise, this domain presented the highest number of moderately
radical substitutions, according to chemical criteria (Grantham score). We
identified three characteristic sites changes, located besides aminoacids high-
conserved for its great functional importance. A maximum-likelihood analysis by
codon of the OXTR gene sequence on 38 vertebrate species showed that
negative selection is the strongest power acting over the OXTR gene, although
10% of the sites are presented as possibly relaxed. Methodologies from systems
biology were combined for design of an oxytocin functional network, composed by
genes AVP, AVPR1A, AVPRI1B, ESR1, FOS, HCRT, OXT, OXTR, PRL, PRLH,
PRLR and TRH. Conservation levels from those 12 genes were studied on 36
vertebrate species by comparing the translated protein with its human
homologous. Two assembling of genes showed conservation pattern significantly
different: a more conserved group, associated to oxytocin (OXT), and a more
diverse one, related to prolactin (PRL).



1. Introducao

1.1 - Histodrico

A hipdfise, ou glandula pituitaria, € uma estrutura diminuta, localizada na
base do cranio, que parece ter sido negligenciada por muitos séculos pelos
cientistas, sendo considerada rudimentar e sem importancia funcional. Este
panorama muda com os estudos farmacolégicos pioneiros na area de
endocrinologia, realizados por Oliver & Schafer, em 1895. Seguindo um desenho
experimental comum, estes pesquisadores investigaram os efeitos fisioldégicos de
extratos obtidos de diversas glandulas do organismo, incluindo a hipdfise, e
obtendo um sucesso particular na identificacdo da adrenalina, extraida das
glandulas supra-renais (Bell, 1909). Posteriormente, Dale (1906) descreveu o
efeito da hipofise sobre a contracdo uterina, ao mostrar a persisténcia de uma
resposta do miomeétrio a sua administragdo endovenosa mesmo apoés o bloqueio
da aferéncia de via simpatica por meio do uso de ergot. Com a ampliacdo e
refinamento das observacoes realizadas em diversas condicoes fisioldgicas, este
efeito farmacol6gico sobre o miométrio foi localizado no lobo posterior pituitario e
na regiao do infundibulo, estrutura anatémica que conecta a glandula com
restante do encéfalo (Dale, 1909). Outros pesquisadores, utilizando-se de extrato
do infundibulo de pituitaria preparado por Dale, encontraram efeitos semelhantes
sobre Uteros submetidos a diversos estados fisiolégicos, mostrando ter o extrato
um efeito pronunciado sobre o Utero gravidico de fémeas de coelho em relacao ao
utero de fémeas virgens, com a ocorréncia de contragdes mais fortes, freqtientes

e prolongadas, sugerindo uma sensibilidade uterina variavel ao estimulo do



hormonio (Bell & Hich, 1909). Neste mesmo artigo, os Ultimos autores anunciaram
um produto terapéutico baseado no extrato infundibular, a ser langcado no
mercado sob a forma hipodérmica, para uso especifico na pratica obstétrica. De
fato, os efeitos observados pelo extrato pituitario sobre a contracdo do miométrio
superaram qualquer outro produto conhecido até entdo, sendo utilizado para a
prevencao de complicacbes pés-cirirgicas de cesareas e no tratamento de
hemorragias pos-parto, na hipotonia uterina (Bell, 1909), assim como na inducao
do trabalho de parto (Bell, 1915). O extrato de infundibulo pituitario, apelidado de
“infundibulina”, também foi capaz de acelerar a secrecdo mamaria de leite em

cabras (Ott & Scott, 1910).

Com o avanco das técnicas bioquimicas, surgiram opinides opostas no que
se refere as multiplas agdes fisioldégicas observadas pela administracdo do extrato
pituitario (contracdo uterina, vasopressora, diurética). Abel e colaboradores
defendiam a idéia de que seria uma Unica substancia a responsavel por todos
estes efeitos, sendo a mesma nomeada histamina (Abel & Macht, 1919). Porém,
Dudley (1919) teve maior sucesso, com a separacao bioquimica de dois principios
com agdes diferentes: o “estimulante uterino” e a histamina (Acher, 1968). O
primeiro principio foi nomeado oxitocina, neologismo grego que significa “parto
rapido”, uma referéncia a sua aplicagao clinica mais freqiente. A dificuldade
técnica na separacado bioquimica dos principios ativos do extrato se devia a
grande homologia entre os hormdnios oxitocina e vasopressina, como veremos
posteriormente. Anos mais tarde, Du Vigneaud et al. (1953) propuseram a
estrutura da oxitocina, um nonapeptideo, e no mesmo ano realizaram a sua

sintese - a primeira realizada de um horménio polipeptidico - e confirmaram a
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atividade oxitécica e sobre a ejecao de leite do horménio sintético em humanos.
Brownstein et al. (1980), por sua vez, descreveram a producdo e a liberacao de
uma molécula precursora da oxitocina, a pré-pré-oxitocina-neurofisina |, por
neurdnios do sistema hipotalamo-neurohipofisario, e a clivagem do precursor ao
longo do seu transporte axonal para a glandula. A sequéncia do peptideo
precursor do hormonio bovino foi definida por analise de cDNA (Land et al., 1983;
Ivell & Richter, 1984), chamando atencdo o alto grau de homologia entre a
neurofisina | e Il, esta lltima associada a outro hormdnio hipofisario, a
vasopressina, 0 que sugere que tenha ocorrido um evento de duplicagdo génica
recente (Ruppert et al., 1984). Ja& a estrutura e expressdo do gene do Unico
receptor conhecido da oxitocina foram obtidas posteriormente, assim como um

receptor funcional, responsivo ao horménio (Kimura et al., 1992).

1.2 - Estudos comportamentais

De Wied (1965) efetuou a remocdo da porcao posterior da hipéfise em
ratos, observando a perda das respostas previamente condicionadas de aversao,
sendo este déficit reversivel pela administracdo de peptideos hipofisarios. Este
fato tornou evidente um possivel papel na formacdo de meméria dos produtos
secretados pela hipéfise. Foi entdo proposto que a oxitocina também exerceria
acoes negativas sobre a consolidacao de meméria (Bohus et al., 1978). Por outro
lado, a vasopressina teria efeito oposto promovendo a consolidacdo da memdria
(Bohus et al., 1978).

O aprofundamento dos estudos a respeito destes dois nonapeptideos

(oxitocina e vasopressina) gerou um enorme avango na compreensao da fisiologia
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e distribuicao dos neuropeptideos cerebrais (De Wied, 1997; Neumann, 2008). O
receptor da oxitocina foi localizado em diversas areas cerebrais, incluindo o
hipocampo, sendo demonstrado que esta proteina possui as mesmas
propriedades farmacolégicas que a sua forma uterina (Elands et al., 1991).
Levando em consideracao que a oxitocina, em suas acoes periféricas mais
conhecidas, estd associada prioritariamente as funcdes reprodutivas em
mamiferos, e que 0s niveis séricos do horménio se elevam drasticamente por
ocasido da fase expulsiva do parto, teve inicio uma investigacdo do seu papel
sobre o comportamento maternal, acreditando-se na harmonia e sobreposicéao de
suas acbes enddcrinas e comportamentais (Klopfer, 1971). Um método de
transfusdo sanguinea cruzada entre ratas virgens e parturientes indicou a
existéncia de fatores humorais envolvidos na indu¢do do comportamento maternal
(Terkel & Rosenblatt, 1972). Pedersen & Prange (1979), por sua vez,
administraram oxitocina em ventriculos laterais de cérebros de ratas virgens, que
exibiram comportamento maternal em relagcdo a filhotes adotivos. Nestas trés
ultimas décadas, um corpo crescente de linhas de pesquisa tem evidenciado um
papel preponderante da oxitocina e demais nonapeptideos como importantes
geradores de diversidade comportamental, talvez mais do que qualquer outro

sistema neuroquimico (Goodson, 2008).

1.3 - O sistema oxitocinérgico

1.3.1. Evolucéo do sistema

Nonapeptideos ja foram identificados e isolados em uma grande

quantidade de espécies, tanto vertebrados como invertebrados (Hoyle, 1998).
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Constitui-se num sistema molecular que teve um constante aumento de
complexidade ao longo da trajetéria evolutiva. Diversos nonapeptidios de
invertebrados apresentam semelhancas estruturais com a arginina-vasotocina
(AVT), nonapeptideo encontrado em todos os vertebrados nao-mamiferos
estudados até o momento, o que indica que provavelmente o gene codificador
desta molécula teria surgido na era pré-cambriana, ha mais de 600 milhdes de
anos, e seria 0 ancestral dos demais membros da familia dos nonapeptidios
(Goodson, 2008). Foi proposto ainda que a funcdo primitiva destas moléculas
estivesse na inducdo de contracdes rapidas em células musculares lisas,
promovendo a expulsao de produtos presentes no interior da cavidade celémica.
Em anelideos, por exemplo, foi observado que a anetocina - um peptideo
homélogo a oxitocina - age sobre a contratilidade de nefridios, érgaos excretores
responsaveis pela osmorregulacao e oviposicao (lvell et al., 2001). Em minhocas
(Eisenia foetida), a administragdo de oxitocina desencadeou comportamentos
estereotipados de oviposicao (Oumi et al., 1996), o que demonstra a intensa
conservacao deste sistema hormonal ao longo da evolucao. Uma duplicacdo do
gene AVT (Figura 1), ocorrida em peixes ha cerca de 450 milhdes de anos atras,
originou o ramo isotocina-mesotocina-oxitocina da familia (Goodson, 2008), o que
permitiu uma diversificagdo de mensagens moleculares, seja por processamento
diferencial dos precursores, diversidade de receptores hormonais, ou ainda pela
diferenciacdo de efetores ativados no interior de células-alvo (Acher & Chauvet,
1995). Esta divergéncia na familia génica tem por conseqiéncia uma
especializacao do sistema como um todo (Gimpl & Fahrenholz, 2001). A oxitocina

esta envolvida, em mamiferos, na contratilidade de musculos responsaveis pela
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menstruacao, espermiacao, ejaculacao, parto e lactacao (Ivell et al., 2001), assim
como responde por uma grande variedade de comportamentos associados a
reproducao (Lee et al., 2009). Ja a vasopressina, como visto anteriormente, outro
membro importante da familia, esta envolvida na osmorregulacdo em mamiferos

(Acher et al., 1995).

Arginina Vasotocina (AVT), provavel peptideo ancestral

i N

Peixes 6sseos Isotocina (IT) AVT

Peixes pulmonares, Mesotocina (MT) AVT

anfibios, répteis, aves l

Mamiferos eutérios Oxitocina (OXT) Arginina Vasopressina
(AVP)

Figura 1 — Evolucao da familia dos nonapeptideos em vertebrados (modificado
de Acher & Chauvet, 1995)

Minakata (2010) descreveu recentemente a co-existéncia de dois genes
que expressam nonapeptideos em cefalépodes, com especializacao de funcdes
de forma analoga a superfamilia dos vertebrados. Entre os peixes cartilaginosos
(Chondrichthyes) ocorreram duplicacdes génicas secundarias, com a expressao
de até quatro nonapeptideos em algumas espécies. A0 menos seis peptideos
semelhantes a oxitocina estdo expressos dentro do grupo, incluindo a prépria
oxitocina (Gimpl & Fahrenholz, 2001). Esta grande diversidade do sistema
oxitocinérgico em Chondrichthyes parece ter sido resultado da modificacdo do
sistema de osmorregulacao destes animais, livrando os peptideos semelhantes a
oxitocina de uma forte pressao seletiva, o que permitiu o surgimento de muitas
variagdes neutras (Hoyle, 1998). Nos peixes ésseos (Osteichthyes) estudados, a
isotocina € o Unico nonapeptideo semelhante a oxitocina. Durante a transicao

para o ambiente terrestre, a isotocina foi substituida pela mesotocina, que por sua
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vez estd presente em todos os tetrapodes, exceto nos eutérios e protérios, que
expressam oxitocina. Entre os metatérios ocorre certa diversidade, também com a
ocorréncia de duplicacbes secundarias, e a co-existéncia da mesotocina e
oxitocina em algumas espécies. Apesar das varias modificacdes sofridas, a
molécula de oxitocina difere de AVT por apenas um aminoacido, o que sugere
uma forte pressédo seletiva sobre o sistema. A evolucdo do ramo original da
familia, por sua vez, parece ter sido mais conservadora, com o0 surgimento da
vasopressina em mamiferos, também pela substituicdo de apenas um aminoacido
de AVT (Goodson, 2008).

1.3.2. A oxitocina (OXT)

Ha quase sessenta anos que se conhece a estrutura molecular da
oxitocina (Du Vigneaud et al., 1953), um nonapeptideo (Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-
Pro-Leu-GlyNH,) constituido por uma porg¢ao ciclica, formada por uma ponte
dissulfeto entre os residuos de cisteina na posicdo 1 e 6, e uma cauda carboxi-
terminal com trés residuos de aminoacidos. A formagéo ciclica € essencial para a
interacdo com seu receptor, tendo um papel especial a isoleucina (lle) localizada
na posicao 3 (Hoyle, 1998). A presenca de um aminoacido neutro na posi¢ao 8
(no caso da oxitocina, a leucina) é a caracteristica que distingue o grupo da
oxitocina em relacdo ao grupo da vasopressina, cujos peptideos possuem um
aminoacido basico nesta mesma posicao (Gimpl & Fahrenholz, 2001). Porém,
recentemente foi encontrada uma variacao neste sitio (8Leu—Pro) distribuida no
grupo dos macacos do novo mundo (Lee et al.,, 2011). Embora o residuo de
prolina confira uma maior rigidez estrutural a este pequeno horménio, tal
substituicdo é considerada moderadamente conservadora por critérios quimicos
(Li,1984). Mas a observacdo de uma variabilidade antes desconhecida da
oxitocina dentro do grupo dos mamiferos indica que assim como o ligante, o
sistema como um todo pode apresentar diferencas interespecificas que podem,
em seu conjunto, servir de base explicativa para diferencas fisiolégicas ou
comportamentais. Apesar do alto grau de homologia (80%) entre os dois

nonapeptideos, oxitocina e vasopressina, eles sdo considerados separadamente
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devido a uma clara divergéncia de suas atividades fisioldgicas, da estrutura
génica e de suas linhagens evolutivas, como visto acima (Hoyle, 1998).

O gene da oxitocina (OXT) codifica o precursor do horménio - pré-pré-
oxitocina-neurofisina | - e possui trés éxons. O primeiro éxon codifica um sinal de
translocacdo, o nonapeptideo, um sinal de processamento tripeptidico, e os
primeiros nove residuos de neurofisina I. O segundo éxon codifica a porcao
central da neurofisina I. O terceiro éxon codifica a regido carboxi-terminal da
neurofisina | (Gimpl & Fahrenholz, 2001). Como resultado da duplicacao do gene
comum ancestral, os genes da oxitocina e da vasopressina (AVP) estao presentes
na mesma regidao cromossémica em todas as espécies, e apresentam uma
distancia intergénica variavel (Figura 2, Gimpl & Fahrenholz, 2001). O gene OXT
humano se localiza no cromossomo 20p13, e a distancia intergénica com o gene
AVP é de 12 kb (Rao et al., 1992). E provavel que tenha ocorrido a inversio de
um dos genes, pois OXT e AVP sao transcritos em diregdes opostas (Lee et al.,
2009). De modo geral, a regulacdo do gene da oxitocina in vivo parece ser um
resultado da interacdo complexa de multiplos enhancers e repressores.
Curiosamente, o gene da oxitocina ndo possui enhancer a montante da sua
extremidade 5’, e sim sobre a regido intergénica, na distancia de 0,5-3 kb a
jusante do gene AVP (Gimpl & Fahrenholz, 2001). O mRNA de oxitocina em ratos
mostra um aumento do comprimento da cauda de poli(A) em resposta a ativacao
do sistema hipotalamo-neurohipofisial durante a gestacdo e lactacdo, por
exemplo. Esse fato aumenta a estabilidade do mRNA e possivelmente determina
uma maior intensidade de traducdo do horménio sob estas condicbes (Carter &
Murphy, 1991). Uma andlise recente dos dados do banco HapMap revelou 14
SNPs no gene OXT de humanos, todos estes em regides nao-codificantes (Xu et
al., 2008).

Em vertebrados, o precursor da oxitocina esta sujeito a clivagem e outras
modificacoes, a medida que é transportado ao longo dos ax6nios do sistema até
0s seus terminais localizados na hipéfise (Brownstein et al., 1980), onde séo
estocadas a oxitocina e neurofisina | maduras, até que sua liberagcao ocorra por
sinalizagdo neural. As neurofisinas s&o proteinas com 93-95 residuos, ricas em

residuos de cisteina que exercem um papel crucial na construcdo da estrutura
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terciaria protéica, por meio da formacao de ligacdes dissulfeto. A estrutura basica
das neurofisinas parece estar conservada em moluscos (van Kesteren et al.,
1992), cefalépodes (Minakata, 2010) e anelideos (Oumi et al, 1996). A
neurofisina | tem por fungéo a localizagdo, empacotamento e armazenamento da
oxitocina dentro dos granulos neurosecretores da hipéfise, antes da liberagdo do
hormonio na corrente sanguinea. O residuo de cisteina na posicao 1 da oxitocina,
que possui um grupo amino protonado, estabelece ligacdes eletrostaticas e
multiplas pontes de hidrogénio com a neurofisina | (Gimpl & Fahrenholz, 2001).
Como a forca destas ligagdes estd na dependéncia do pH ambiente, a
dissociacdo do complexo oxitocina-neurofisina | se efetua quando ocorre a
mudanca de um ambiente acido (dentro dos granulos neurosecretores) para um
ambiente neutro (como o plasma). Portanto, uma vez ocorrida a exocitose da
oxitocina pelos neurénios hipofisarios, a neurofisina | perde a capacidade de
influenciar as agdes periféricas e centrais do nonapeptideo. Portanto, ndo é
surpresa que mutacdes na porcdo do gene que codifica a neurofisina | sdo mais
frequentemente encontradas do que na por¢ao do gene que codifica a oxitocina, o
gue se deve em parte ao maior comprimento da primeira, bem como ao fato desta
também estar sujeita a uma menor pressao seletiva (Hoyle, 1998). Recentemente,
variantes do locus que abriga o agrupamento OXT-AVP foram associadas com
casos de esquizofrenia em um grupo familiar (Teltsch et al., 2011). No gene da
vasopressina (AVP) foram descritas mutacdes que afetam o padrdao de
dobramento da neurofisina |l associadas ao diabetes insipidus de heranga
autossdmica dominante (Rutishauser et al., 1999).
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Figura 2 — Diagrama simplificado dos genes de oxitocina e vasopressina
(respectivamente OXT e AVP) representado pelas setas grandes, os pré-pré-
hormonios (caixas), € neuropeptideos (sequiéncia de aminoacidos abaixo). A
sua localizacdo cromossOmica em humanos é exibida acima. Os éxons sao
mostrados como setas azuis pequenas, e os introns como linhas pontilhadas.
IGR, regiao intergénica; SP, peptideo sinalizador; NP, neurofisina; GP,
glicopeptideo. Os residuos de aminodcidos que diferem entre as moléculas
estao representados em vermelho (Extraido de Lee et al., 2009).

1.3.3. O receptor de oxitocina (OXTR)

O OXTR é uma proteina com 389 aminoacidos, apresentando sete
dominios transmembrana, e pertence a classe | da familia de receptores
associados a proteina G (Kimura et al., 1992). Residuos conservados neste grupo
de receptores parecem estar envolvidos nos mecanismos comuns para ativagao e
transmissdo do sinal para o segundo mensageiro, neste caso uma proteina G.
Com base em estudos de receptores modelos do grupo, se aceita que para
adquirir a conformacao ativa, o OXTR sofre uma mudancga conformacional em
seus dominios transmembrana 3 e 6, 0 que expde os locais de ligacdo da
proteina G. Mais especificamente, na classe | deste grupo de receptores, uma
asparagina no segundo dominio transmembrana e um tripeptideo (E/D RY) na
interface entre o dominio transmembrana 2 e a primeira alca intracelular parecem

importantes para a ativagdo do receptor. Modificacbes direcionadas destes
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residuos modificaram a capacidade de ativacdo do segundo mensageiro (Gimpl &
Fahrenholz, 2001). A homologia mais alta entre OXTR de diversas espécies é
encontrada nas alcas extracelulares e as hélices transmembranas. Os terminais
amino e carboxilico possuem semelhangcas menores, e as alcas intracelulares sao
as menos conservadas (Gimpl & Fahrenholz, 2001).

O gene OXTR esta presente em cépia Unica no genoma humano, e esta
localizado no locus 3p25-3p26.2. Possui tamanho de 17 kb e contém 3 introns e
4 éxons (Figura 3). Os dois primeiros éxons correspondem a regiao 5 nao
codificante, e os dois ultimos codificam o receptor. O intron 3, que € o maior com
12 kb, separa a regido codificante imediatamente apdés o sexto dominio
transmembrana. O éxon 4 contém a sequéncia codificante do sétimo dominio
transmembrana, o carboxi-terminal, e a inteira regidao nao codificante 3’, incluindo
0s sinais de poliadenilacdo. A proteina OXTR apresenta sete dominios
transmembrana (TM), quatro regides extracelulares (EC) e quatro intracelulares
(IC), sendo que o somente o dominio intracelular 4 e o dominio transmembrana 7

sao codificados pelo éxon 4.

Como visto anteriormente, a oxitocina esta tradicionalmente associada a
acoOes periféricas sobre o Utero e glandulas mamarias, e mais recentemente seu
papel como neurotransmissor com importancia no comportamento reprodutivo e
social tem sido bem documentado. No entanto, a distribuicdo de seu receptor é
mais ampla, abrangendo diversos 6érgdos e linhagens celulares: rins, ovarios,
testiculos, timo, musculo cardiaco, endotélio vascular, osteoclastos, mioblastos,
células de ilhotas pancreaticas, adipocitos, e varios tipos de cancer (Zingg &
Laporte, 2003). Muitas das propriedades deste sistema sédo ainda obscuras, e o
fato de que ocorre uma semelhanga dos niveis do horménio no plasma de ambos
0S sexos em espécies de vertebrados sugere que a oxitocina possui funcoes
fisioldgicas desconhecidas (Gimpl & Fahrenholz, 2001).

Um fato adicional aumenta ainda mais a complexidade deste sistema: a
distribuicdo dos receptores OXTR é altamente variavel e espécie-especifico, com
diferengas amplas e qualitativas sendo observadas até mesmo entre espécies
que sao proximamente relacionadas (Goodson et al, 2008). Curiosamente,
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embora os estudos mostrem a importancia do gene OXTR e seus ortélogos para
o comportamento animal, sdo relativamente escassos e pouco conclusivos os
estudos que buscam desvendar a trajetéria evolutiva deste gene. Embora seja
cada vez mais freglente o nimero de espécies de vertebrados cujo genoma é
conhecido, até o momento somente as sequéncias codificadoras das espécies
Homo sapiens, Macaca mulata, Mus musculus, Bos taurus, Ovis aries, Rattus

rattus e Sus domesticus foram comparadas.

E importante salientar ainda que, como descrito em outros trabalhos que se
utilizaram de técnicas para investigar a evolucdo molecular de genes em uma
determinada filogenia, em varios ramos da arvore pode haver sinal evidente
(auséncia de variacao) de forte acao de selecao purificadora agindo sobre o gene
OXTR, enquanto em outros ramos da mesma filogenia pode haver clara evidencia
de relaxamento da pressédo de selecdo, na medida em que uma surpreendente
variedade é encontrada, num contexto conhecido como o de “janela evolutiva”
(Pereira et al, 2006).

ATG 1 11 v vV VI VI TGA

Figura 3 - Esquema gréfico do gene OXTR e sua correspondéncia com a estrutura
do receptor da oxitocina. As bandas escuras numeradas por algarismos
romanos correspondem aos dominios transmembrana do receptor OXTR
(extraido de Gimpl & Fahrenholz, 2001)
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1.4 - Primatas

A ordem Primates apresenta uma consideravel diversidade — sdo mais de
230 espécies nao extintas, distribuidas em 13 familias (Myers, 2000).
Morfologicamente, este grupo se identifica por um conjunto de apresentacdes
tipicas do cranio, membros e denticdo, em particular: as Oorbitas frontais
associadas a uma visao estereoscépica, uma reducao relativa dos 6rgaos
olfatérios, uma alta capacidade craniana, associada a uma expansao do cértex
cerebral, e o movimento de oposicdo dos polegares e halux. Muitas das
caracteristicas atuais dos primatas surgiram como adaptagéo para a vida arbérea
ou foram tragos primitivos que persistiram pela mesma razdo, mesmo apos a
passagem de algumas espécies para o ambiente terrestre (Myers, 2000). Embora
varios estudos moleculares indiguem que a linhagem dos primatas divergiu de
outros mamiferos placentarios ha cerca de 90 milhdes de anos, os tracos
caracteristicos de sua morfologia provavelmente emergiram mais tarde,
explicando a razao para o tempo de divergéncia menor encontrado nos registros

fésseis, por volta de 54 a 81 milhées de anos atras (Tavaré et al., 2002).

Os primatas sdo divididos em duas subordens: Strepsirrhini e Haplorrhini
(Figura 4). Estimativas que se utilizaram de métodos filogenéticos bayesianos
sobre sete genes mitocondriais e trés genes nucleares indicam um tempo de
divergéncia entre estes dois clados de 64 milhdes de anos atras (Chatterjee et al.,
2009). Os estrepsirrinos mantiveram caracteristicas mais ancestrais, como o nariz
longo e desprotegido pela auséncia de uma estrutura cartilaginosa, os dentes
incisivos inferiores em forma de pente, e a auséncia de uma placa éssea que
separe a Orbita da fossa temporal. Compreendem, em sua maioria, espécies de
habito arbéreo e noturno (Myers, 2000). Entre os haplorrinos, se inclui as
espécies de tarsio (infra-ordem Tarsiiformes), cuja posicao filogenética foi um
debate s6 concluido recentemente, gracas a disponibilidade do genoma de
Tarsius syrichta na integra (Jameson et al., 2011). Durante décadas, a literatura
cientifica se referiu ao taxon Prosimii, que unia os estrepsirrinos aos tarsios. Mas
tornou-se evidente que este grupo é parafilético, ou seja, ndo divide um ancestral

comum mais préximo do que o restante das espécies de haplorrinos (infra-ordem
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Anthropoidea). Este Ultimo clado abrange as parvordens Platyrrhini e Catarrhini,

que divergiram cerca de 43 milhdes de anos atras (Chatterjee et al., 2009). Os
platirrinos, ou macacos no Novo Mundo, possuem nariz achatado com narinas
dirigidas para fora, enquanto que os catarrinos possuem narinas direcionadas
para baixo (Kumar & Hedges, 1998). Ha cerca de 29 milhdes de anos atras,
ocorreu a divergéncia da parvordem Catarrhini nas superfamilias
Cercopithecoidea (macacos do Velho Mundo) e Hominoidea, esta ultima, por sua
vez, composta pelas familias Hylobatidae e Hominidae.

= Cebuella pygmaea
Subordem Strepsirhinii = Microcebus murinus s Callibella humilis

L - Mico saterei
Otolemur garnetii Familia { Mico humeralifer
Callitrichidae Mico melanurus
Tarsius syrichta Callithrix jacchus
Infra-ordem -t Callithrix geoffroyi
Tarsiiformes m Ccflimico goeldii
Saguinus niger
Soguinus martinsi
L Soguinus bicolor

_E Leontopithecus rosalio
Leontopithecus chrysomelos
J" Cebus robustus

b Cebus xanthosternos

Familio Cebidae
Callicebus coimbrai

Subordem Haplorrhini Cocajoo melanocephalus
Famia Prmecroe ULy opoies clinesys
Parvam‘.erﬁ ™ Alouatia sp.
Platyrrhini Familia Atelidae s Brachyteles arachnoides

Macaca mulatta

Infra-ordem - Papio sp. :
Familia b Mandrillus sphinx

Anthropoidea
g Cercopithecidaoe

Nomascus leucogenys

Familia Hylobatidae

Pongo abelii

Gorilla gorilla

Pan troglodytes
e Familia Hominidae D

Catarrhini Homo sapiens

Figura 4- Filogenia dos primatas estudados neste projeto. As espécies que
procedemos a analises in vitro estdo em vermelho. O genoma das espécies em
preto esta disponivel em banco de dados eletrénico. Figura construida com base
nas informacdes de Chatterjee et al., 2009 e Schneider, 2000.

A maioria das espécies de primatas tem por habitat as florestas tropicais ou
subtropicais, embora alguns poucos tolerem o clima das regides temperadas

(Myers, 2000). Eles sao em sua maioria generalistas, de habitos alimentares

22



onivoros. Mas também existem animais especialistas, com interessantes
modificacées morfoldgicas, como o [Emur aye-aye, que possui um dedo médio
alongado que utiliza na captura de larvas, ou ainda o macaco Colubus que possui
um grande estdbmago ruminante composto de varias camaras. Umas das grandes
diferengas entre os macacos do velho mundo e os demais mamiferos, e uma
importante inovacao, é a visao tricromatica, que possibilita a distingcdo através do
espectro visivel do azul, do verde e do vermelho. Esta caracteristica possibilita,
por exemplo, aos chimpanzés diferenciarem os brotos tenros, mais faceis de
digerir, das folhas mais velhas, que algumas vezes possuem toxinas (Carroll,
2006). A busca por nutrientes esculpiu a forma e a fisiologia, e deixou seu rastro
no genoma dos primatas. Outro aspecto que diferencia de forma marcante os
primatas dos demais vertebrados diz respeito a sofisticacdo de seus
comportamentos, que se revela seja no cuidado com a prole, em seu sistema de
acasalamento ou em sua hierarquia social (Animal Diversity Web, Tabela 1). Mais
ainda, a variagcdo comportamental intra-ordem é notavel, mesmo em espécies
evolutivamente tao préximas como Pan paniscus e Pan troglodytes. Deste modo,
nao se pode pretender que apenas os genes OXTR e OXT sejam 0s Unicos
responsaveis por tracos complexo de comportamento, € uma abordagem que
abrange a sua analise para outros genes da rede da oxitocina pode ser util para

elucidar aspectos relevantes sobre o tema.

A tabela 1 (abaixo) apresenta uma extensa compilacdo de dados sobre os
primatas no que diz respeito a locomocéo, dieta, estrutura social e sistema de
acasalamento de algumas espécies investigadas aqui, cujos dados puderam ser
compilados da literatura em particular através do site Animal Diversity Web e nas

referencias la contidas.
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2. Objetivos

Contribuir para o delineamento do cenario evolutivo em nivel molecular do
gene receptor da oxitocina (OXTR), bem como investigar padrées evolutivos
deste e demais genes da rede funcional da oxitocina (OXT). Para atingir este
objetivo geral, os seguintes objetivos especificos foram delineados:

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

b) Estimar indices que inferem padrdes evolutivos para o gene OXTR nos

primatas e outros vertebrados;

c) Determinar a rede funcional de genes associados com OXT, bem como

OXTR em primatas e outros vertebrados;

d) Comparar os padrdes evolutivos nos genes da rede nos primatas e
outros vertebrados.
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3. Material e Métodos

3.1 — Amostras

O projeto foi delineado considerando 22 espécies de primatas (Tabela 2),
que compde o banco de DNA do Laboratério de Evolugdo Humana e Molecular
(LEHM) do Departamento de Genética da UFRGS. A maioria das amostras de
primatas do Novo Mundo foram cedidas pelo Centro de Primatologia do Rio de
Janeiro —-CPRJ/FEEMA, cujo curador e veterinario responsavel € o Dr. Alcides
Pissinatti, que conta com um plantel de 158 individuos de diversos géneros,
através de um sistema de colaboracao firmado em agosto de 2007. Algumas das
amostras eram pertencentes ao banco de DNA da Universidade Federal de Minas
Gerais, que conta com uma colecao de amostras de mais de 400 espécies de
vertebrados, principalmente aves e mamiferos, e foram cedidas pelo prof. Fabricio
Santos, um dos curadores do banco.

O banco de dados foi ampliado através da busca de sequiéncias do gene
OXTR, e dos outros genes que compdem a rede da oxitocina (AVP, AVPRI1A,
AVPR1B, ESR1, FOS, OXT, PRL, PRLR, PRLH, HCRT e TRH) de outros 10
primatas (Callithrix jacchus, Gorilla gorilla, Homo sapiens, Macaca mulatta,
Microcebus murinus, Nomascus leucogenys, Otolemur garnettii, Pan troglodytes,
Pongo abelii e Tarsius syrichta), bem como de outros 30 vertebrados (Tabela 3)
depositadas no Ensembl (http://www.ensembl.org /index.html/) e no site UCSC
Genome Browser Home (http://genome.ucsc.edu/). As buscas foram realizadas
pela sigla do gene (busca textual) e também a partir da sequéncia de referéncia
humana, utilizando-se o algoritmo BLAT. Posteriormente foram escolhidos os
resultados identificados ou previstos como sendo ortdlogos aos genes de

interesse.
3.2 - Extracdo de DNA

O DNA genbémico foi extraido do sangue total de 22 das espécies de
primatas, coletado previamente por colaboradores (ver item 3.1) e estocado
congelado em nosso laboratério (Tabela 2). Foi utilizado o protocolo comercial
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QlAamp DNA MiniKit (Qiagen) para extragdo e purificacdo do DNA destas
amostras. Para algumas amostras, o DNA ja havia sido extraido pelos
colaboradores que nos enviaram uma aliquota para que o presente estudo fosse
realizado (ver item 3.1).

3.3-PCR

Foram amplificados os éxons 3 e 4, localizados na regiao codificadora do
gene OXTR. Os primers universais para amplificacdo foram desenhados para
flanquear os éxons em sua totalidade, por meio do software FastPCR (Tabela 4).
Como o grupo de espécies do estudo compde em sua maioria macacos do novo
mundo (NWM), os primers foram elaborados a partir de sequéncias degeneradas
de Callithrix jacchus, unico representante do grupo NWM cujo genoma ja é
conhecido, estando disponivel nos bancos publicos de genomas. Os fragmentos
de PCR contendo os éxons de interesse foram obtidos de um volume de reacéo
total de 10 ul contendo, além do tampao composto por Tris-HCI e KCI,
aproximadamente 25 ng de DNA gen6mico, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 mM
MgCl,, 10 pmol de cada primer e 25 U de Tag DNA Polimerase (Qiagen). Apés
um passo inicial de separacao de 3 min a 94°C e extensao de 3 min a 72°C, o
protocolo de PCR seguiu com 39 ciclos de 20 seg a 94°C, 20 seg de temperatura
variavel entre 58 e 62°C, de acordo com a espécie analisada, e 30 seg de 72°C,
concluindo com um passo de extensao final de 10 min a 72°C. Os produtos da
amplificagcdo foram montados e separados por eletroforese em gel de agarose a
2% com 0,003% de brometo de etidio.

3.4 - Sequenciamento

As purificacées dos produtos amplificados foram feitas com as enzimas
exonuclease | e Shrimp Alkaline Phophatase, comercializadas pela GE
Healthcare, seguindo o0 protocolo recomendado pelo fabricante. O
sequenciamento de ambas as fitas do DNA foi realizado através do equipamento
ABI3730XL, de acordo com condi¢gdes descritas pelos fabricantes. Foi utilizado o
programa Codon Code Aligner (trial version) para verificar a qualidade das

sequéncias obtidas.
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Tabela 2: Amostras do banco de DNA de primatas do Laboratdrio de Evolugao Humana
e Molecular (LEHM)

Espécies

NO

Experimentos realizados

Am!)Iifica;éo AmPIificagﬁo Sequelnciamento Seque'nciamento
Exon 3 Exon 4 Exon 3 Exon 4

Alouatta sp. 2 2 2 0 0
roctrondes 2 : 2 0 0
me/ci?ocgejezzmus 2 2 2 0 2
Calibella humilis 1 1 1 0 0
Callimico goeldii 1 1 1 1 0
Callicebus coimbrai 1 1 1 0 0
Callithrix geoffroyi 7 7 7 6 6
Cebuella pygmaea 1 1 1 0 0
Cebus robustus 4 2 4 0 0
xantieol;:’:rnos 6 2 6 0 0
pres R 1 o o
Qe 1 o o
e 3 ; o z
Leonrlzspgltil;ecus 5 ) 5 0 0
Mandrillus sphinx 1 0 1 0 0
Mico melanurus 2 1 2 1 1
Mico saterei 1 1 1 0 0
Mico humeralifer 5 2 4 0 4
Papio sp. 1 1 1 0 0
Saguinus niger 7 3 5 0 3
Saguinus martinsi 3 2 3 1 2
Saguinus bicolor 6 2 4 1 3
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Tabela 3. Espécies de vertebrados incluidos nas analises da rede génica de oxitocina.

Nome comum

Nome cientifico

Ordem/Infraclasse/Classe

Chimpanzé
Gorila
Orangotango
Gibao
Macaco-Rhesus
Sagui
Camundongo
Rato
Porquinho-da-india
Coelho
Pika-americana
Golfinho
Vaca
Porco
Gato
Panda-gigante
Cachorro

Morcegos-de-orelhas-de-rato

Raposa-voadora
Ourico-terrestre
Elefante
Hirax
Tenrec
Preguica-de-Hoffmann
Gambé
Deménio-da-Tasmania

Ornitorrinco

Peru
Galinha
Mandarim
Ra
Baiacu verde pintado
Baiacu asiatico
Esgana-gata
Peixe-arroz
Peixe-zebra

Pan troglodytes
Gorilla gorilla
Pongo abelii

Nomascus leucogenys

Macaca mulatta

Callithrix jacchus

Mus musculus

Rattus norvegicus
Cavia porcellus
Oryctolagus cuniculus
Ochotona princeps
Tursiops truncatus
Bos taurus
Sus scrofa
Felis catus
Ailuropoda melanoleuca
Canis familiaris
Myotis lucifugus
Pteropus vampyrus
Erinaceus europaeus
Loxodonta africana
Procavia capensis
Echinops telfairi
Choloepus hoffmanni
Monodelphis domestica

Sarcophilus harrisii

Ornithorhynchus
anatinus

Meleagris gallopavo
Gallus gallus
Taeniopygia guttata
Xenopus tropicalis
Tetraodon nigroviridis
Takifugu rubripes
Gasterosteus aculeatus
Oryzias latipes
Danio rerio

Primata/Mamifero
Primata/Mamifero
Primata/Mamifero
Primata/Mamifero
Primata/Mamifero
Primata/Mamifero
Roedor/Mamifero
Roedor/Mamifero
Roedor/Mamifero
Lagomorfo/Mamifero
Lagomorfo/Mamifero
Cetaceo/Mamifero
Artiodactilo/Mamifero
Artiodactilo/Mamifero
Carnivoro/Mamifero
Carnivoro/Mamifero
Carnivoro/Mamifero
Quiréptero/Mamifero
Quiréptero/Mamifero
Erinaceomorfo/Mamifero
Afrotério/Mamifero
Afrotério/Mamifero
Afrotério/Mamifero
Xenartro/Mamifero

Didelfimorfo/Marsupial/Mamifero
Dasiromorfo/Marsupial/Mamifero

Monotremado/Mamifero

Galiforme/Ave
Galiforme/Ave
Passariforme/Ave
Anura/Anfibio

Tetraodontiforme/Actinopterigii/Peixe
Tetraodontiforme/Actinopterigii/Peixe
Gasteroteiformes/Actinopterigii/Peixe
Beloniformes/Actinopterigii/Peixe
Cipriniforme/Actinopterigii/Peixe




Tabela 4. Lista de primers confeccionados e utilizados para amplificacao do gene OXTR.

3.5 - Analises de dados
3.5.1. Comparacéao das mutagdes nao-sinénimas do gene OXTR em primatas

As sequéncias dos primatas estudados foram comparadas a sequéncia
nucleotidica humana do gene OXTR por meio do software MEGA 5.5. O efeito
potencial das substituicdes entre aminodacidos foi predito de acordo com a matriz
de Grantham (1974), que considera as diferencas encontradas nos aminoacidos
relativas a suas composi¢des, polaridades e volumes moleculares. Li (1984)
classificou estes valores (Grantham Score, GS) como: conservador (de 0 a 50),
moderadamente conservador (de 51 a 100), moderadamente radical (de 101 a
150) ou radical (=151). Adicionalmente a esta andlise quimica, em casos de
substituicdes em sitios de localizacao particularmente significativa, foi utilizado o
programa SIFT (http:/sift.jcvi.org/) para classificar as substituicbes como
toleradas ou deletérias, tendo por referéncia a proteina OXTR humana.

3.5.2. Comparacao das taxas evolutivas do gene OXTR em primatas e outros
vertebrados

A analise das sequéncias nucleotidicas dos genes ortélogos OXTR foi
realizada pelo programa PAML 4.4 (Yang, 2007), que se utiliza da estimativa por
maxima verossimilhancga, definindo que modelos estatisticos se ajustam melhor
para analisar a evolugcdo destes genes no conjunto de espécies estudado. A
funcdo CODEML deste pacote de algoritmos utiliza um modelo baseado em

cédons para detectar qualquer sinal de selegcdo positiva nas sequéncias

31



nucleotidicas, promovendo uma analise de w (razdo dN/dS, entre substituicdes
sinbnimas e nao-sinbnimas) nas sequéncias codificantes do receptor OXTR.

Os valores de verossimilhanca foram gerados para modelos em que se
permite uma variagao de w dentro do intervalo 0-1 (modelos neutros [MO e M1a] e
modelo discreto [M3]) e para modelos que permitem w > 1 para alguns sitios
(modelos de selecao [M2a e M8]), de acordo com Yang et al. (2000). Foram feitas
comparagbes por andlises de maxima verossimilhanca (LRT — “likelihood ratio
test”), utilizando-se o programa HyPhy (Pond et al., 2005) , entre os modelos MO e
M3, M1a e M2a, e M7 e M8 para determinar qual melhor modelo de substituigcao

de cbédons adequava-se aos dados fornecidos.

3.5.3. Determinagdo da rede funcional da oxitocina em primatas e outros

vertebrados

Utilizando-se uma abordagem de biologia de sistemas empregaram-se os
programas STRING 9.0 (http://string.embl.de/) e Cytoscape 7.0 para identificar
genes que estariam associados funcionalmente a oxitocina. Para a busca pelo
STRING 9.0 foi utilizado a busca textual pelo OXT humano, com o nivel de
confianca de 90%, e a inclusdo de 400 interagdes génicas e até 100 genes (nos -
whitenodes) independentes. No programa Cytoscape 7.0 foi utilizado o plugin
AllegroMCODE para encontrar o cluster funcional do OXT, e o plugin Pingo para
selecionar somente genes relacionados especificamente com o comportamento
maternal e de amamentacdo, entre outros (Especificamente: GO:0007617:
mating behavior; GO:0007619: courtship behavior; GO:0001967: suckling
behavior; GO:0042711: maternal behavior, GO:0060746: parental behavior;
GO:0019098: reproductive behavior).

3.5.4. Comparagao da conservagao da rede funcional da oxitocina em primatas e

outros vertebrados

Investigamos o nivel de conservagao deste conjunto de genes ao longo das

linhagens evolutivas, realizando uma analise comparativa entre a sequéncia de
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aminodcidos presentes no homem e de outras 36 espécies de vertebrados. Para
o calculo do nivel de identidade entre as sequéncias protéicas, foi utilizado o
programa LALIGN [http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_form.html],
utilizando o algoritmo de alinhamento local e a matriz de comparacao default,
BLOSSUM50. A variagdo da conservacao dos genes, da rede funcional, dentro
das espécies foi avaliada de um teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, através
do programa SPSS16.

4. Resultados e Discussao

4.1 - Sequenciamento do gene OXTR

Houve um sucesso relativo no sequenciamento do gene OXTR. Somente
nove espécies de macacos do novo mundo (Cacajao melanocephalus, Callimico
goeldii, Callitrix geoffroyi, Leontopithecus chrysomelas, Mico humeralifer, Mico
melanurus, Saguinus bicolor, Saguinus martinsi e Saguinus niger), de um total de
22 primatas cujas amostras estavam disponiveis para o estudo, tiveram
resultados que puderam ser aproveitados total ou parcialmente nas andlises
(Tabela 2). Dificuldades técnicas relativas ao sequenciamento, como o desenho
de um primer universal a todas as espécies estudadas, podem explicar tais
limitacoes. A cobertura do sequenciamento foi de 58,4% para o éxon 3 e 51,8%
para o éxon 4, compreendendo 57% (222/389) da sequéncia total de aminoacidos
codificados pelo gene (Tabela 5). Durante o processo de amplificacdo dos
fragmentos, a porgao do éxon 3 ofereceu maior resisténcia, sendo realizado PCR
com dois conjuntos de primers: OXTRE3 e OXTRE3_2. Este ultimo conjunto de

primers nao obteve sucesso em nenhuma amplificagao.
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Tabela 5 - Resultados obtidos no sequenciamento do gene OXTR

Exon 3 4
Residuos AA 1-308 309-389
Tamanho total 308 81
Posi¢cdes analisadas 25-204 325-366
Fracao do total 0,584 0,518

Usando como referéncia a estrutura espacial da proteina, que possui sete
dominios transmembrana (TM), quatro regides extracelulares (EC) e quatro
regides intracelulares (IC), o sequenciamento do gene OXTR efetivamente cobriu:
44 1% (19/43) de EC1, a totalidade de EC2 e 96,7% (30/31) de ECS3; a totalidade
de TM1, TM2, TM3, TM4 e 30% (6/20) de TM7; e a totalidade de IC1, IC2 e 61%
(36/59) de IC4 (Figura 5). Os demais dominios (EC4, TM5, TM6 e IC3) nao foram
sequenciados.

MEGALAANWSAEAANASAAPPGAEGNRTAGPPRRNEALARVEVAVLCLILLLALSGNACVLLALRTTROKHSRLFFFMKHLSIADLVVAVFQVLPQLLWD 100
ITFRFYGPDLLCRLVKYLQVVGMFASTYLLLLMSLDRCLAICQPLRSLRRRTDRLAVLATWLGCLVASAPQVHIFSLREVADGVFDCWAVFIQPWGPKAY 200
ITWITLAVYIVPVIVLAACYGLISFKIWQNLRLKTAAAAAAEAPEGAAAGDGGRVALARVSSVKLISKAKIRTVEMTFIIVLAFIVCWTPEFFFVOMWSVIW 300

DANAPKEASAFIIVMLLASLNSCCNPWIYMLFTGHLFHELVQRFLCCSASYLKGRRLGETSASKKSNSSSFVLSHRSSSQRSCSQPSTA

Figura 5 — Sequéncia primaria da proteina OXTR humana. Os sitios que
apresentaram variacées no presente estudo estdo destacados em amarelo. As
sequéncias sublinhadas nao foram cobertas por sequenciamento. As cores indicam
os dominios da proteina. Extracelular (EC) em azul, transmembrana (TM) em
vermelho e intracelular (IC) em verde.

4.2 - Variagdes nao-sinbnimas do gene OXTR

Com o intuito de se ampliar a analise dos achados de sequenciamento
obtidos em nove espécies de macacos do Novo Mundo (veja item 4.1), suas
sequéncias foram comparadas com as de nove outros representantes da ordem
Primates, de genoma ja conhecido (Callithrix jacchus, Gorilla gorilla, Homo

sapiens, Macaca mulatta, Nomascus leucogenys, Otolemur garnetii, Pan
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troglodytes, Pongo abelii, e Tarsius syrichta). Nao obtivemos sucesso na busca
da sequéncia homoéloga de Microcebus murinus. Vale lembrar que, usando a
sequéncia humana como referéncia, a notagdo G—A, por exemplo, ndo indica a
direcdo da mutacdo, ou seja, que o nucleotideo “G” corresponde ao alelo
ancestral e que o “A” é o derivado. Significa somente que na sequéncia do Homo
sapiens existe um “G” na posicdo em questdo, enquanto na outra espécie de

primata, aparece um “A”.

Deste modo, tendo por referéncia a sequéncia nucleotidica humana, foram
observadas variacbes que resultaram em 30 trocas de aminoacidos, como
resultado de 34 mutacdes nas diversas espécies estudadas (Tabela 6) Neste
estudo, foi observada a variabilidade nao-sindnima de 22 cédons do cDNA do
gene OXTR. Interessante notar que os sitios mais variaveis entre as espécies de
primatas pertencem a porgao intracelular proxima a terminacao carbéxi-terminal
da proteina (IC4), com quatro substituicoes diferentes nos sitios 355 (Arg —Lys,
Arg — Asn, Arg — Ser e Arg— Thr), e trés substituicbes nos sitios 357 (Leu —
Gln e Leu — Pro, que surge por conseqiéncia de dois eventos mutacionais
diferentes no codon) e 362 (Ala — Thr, Ala —Phe e Ala — Val). Esses sitios
podem representar hot spots mutacionais devido a um relaxamento de pressao da
selecao purificadora, pois erros metodolégicos, particularmente na geracado das
sequéncias, ndo seriam parcimoniosos, visto tratar-se de dados recorrentes em
estudos gendémicos independentes, cuja cobertura é vasta. Esta mesma porcéo
da proteina (IC4) acumula outros sitios variaveis, compreendendo 31,8% do total
encontrado. Em contraste, as por¢gdes transmembrana 2 e 3 (TM2 e TM3), assim
como da porcdo extracelular 2 (EC2), embora cobertas integralmente pelo
sequenciamento, nao exibiram nenhuma variagdo nao-sindnima para as espécies
analisadas. No que se refere a localizagdo protéica das variacbes observadas
(Figuras 5 e 6), a porgao intracelular apresentou 0 maior nimero de mudancgas
(16), seguidas pela presentes nas regides extracelulares (8) e transmembrana (6)

Embora dentre as espécies de primatas que disponibilizamos as
sequéncias do gene OXTR, Otolemur garnetii (subordem Strepsirrhinii) e Tarsius

syrichta (infra-ordem Tarsiiformes) apresentem as maiores distancias filogenéticas
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do Homo sapiens, o maior numero de variagdes foi observado em macacos do
Novo Mundo, que apresenta um tempo de divergéncia inferior, de 43 milhdes de
anos atras (Chatterjee et al., 2009). Isto pode ser compreendido pela grande
variabilidade do gene OXTR nas duas espécies nao pertencentes a infra-ordem
Anthropoidea (Figura 4), o que impediu a comparagao da por¢cdo do éxon 3,
codificante de aproximadamente 75% do cDNA. Dos macacos do Novo Mundo
estudados, destaca-se Mico melanura com um total de 16 variagdes de coédons
nao-sindnimas, quando comparadas ao Homo sapiens. Claramente ha sinais
filogenéticos, como as mutacées dos dominios EC1 (33Arg—Gin e 35Asn—Asp),
TM4 (169A—Val e 172Val->Met) e EC3 (193GIn—»Glu e 197Pro— Ser),
observadas em todos os macacos da parvordem Platyrrhini investigados para os

éxons correspondentes.

A presenca de uma fenilalanina (Phe) na posicdo 51 da cadeia de
aminoacidos, localizada dentro do dominio TM1, é observada em todos os
primatas cujas sequéncias foram analisadas para o éxon 3, com a unica excegao
do Homo sapiens, que apresenta um residuo de leucina (Leu) neste sitio. Uma
busca nos genomas de hominideos extintos permitiu identificar a presenca da
leucina também entre o espécime da caverna de Denisova (com relacdo aos
neandertais ndo foi possivel fazer a comparacdo devido a uma lacuna na
seqUéncia nesta regiao do genoma disponivel deste hominideo). O chamado povo
de Denisova, que teria uma relagao filogenética proxima aos neandertais, teria
uma linhagem ancestral que se separou daquela dos humanos modernos ha
cerca de 400 a 800 mil anos antes do presente (Green et al., 2010, Reich et al.,
2010). Deste modo, a mutagao nao-sinénima que codificou a leucina ocorreu ha
pelo menos a 400-800 mil anos atras (na linhagem ancestral dos humanos e dos
neandertais/denisovanianos), e seria caracteristico do género Homo, nao
somente da espécie Homo sapiens. Curiosamente, na posicdo 69 da cadeia de
aminoacidos, localizada no dominio IC1, uma glutamina (GIn) esta presente
somente nos humanos, chimpanzés e gorilas. Como o aminoacido histidina (His)
esta presente nos orangotangos (Pongo abelii) e demais primatas estudados, é
possivel que a mutagao His — GiIn tenha ocorrido apds a separacao da linhagem

dos orangotangos das linhagem dos demais grandes macacos (Homo, Pan e
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Gorilla), por volta dos 15 a 10 milhdes de anos atras. Foi possivel observar ainda
que existem 14 mutacdes espécie-especificas, como aquela vista somente na

espécie Macaca mulatta (27Arg —Cys).

No que se refere a radicalidade das substituicbes de aminoacidos, baseada em
parametros quimicos (Grantham, 1974), a substituicdo 27Arg—Cys, localizada no
dominio IC1 exclusivamente na proteina OXTR de Macaca mulatta, foi a Unica
considerada radical, com valor GS de 180. Em seguida, foram observadas
substituicbes moderadamente radicais, de GS 113 (sitios 357 e 362), 112 (sitio
47) e 110 (sitios 149 e 355). Interessante observar que trés destas ultimas
substituicdes se encontram no dominio IC4, porcao da proteina que parece sofrer
menor pressao seletiva. Os outros dominios afetados sdo o TM1 e o IC2, sendo
importante ressaltar que estas substituicbes podem implicar em modificacdes
estruturais e funcionais da proteina OXTR.

Interessante perceber que todos os macacos do Novo Mundo estudados
para o éxon 3 apresentaram substituicdo dos sitios 33 (Arg—Gin) e 35
(Asn—Asp). Embora consideradas conservadoras por critérios quimicos (GS de
43 e 23, respectivamente), estas substituicoes flanqueiam o sitio 34Arg,
conservado em todas as espécies até o momento observadas, e de grande
importancia funcional. De fato, Wesley et al. (2002) observou que uma alteracao
deste sitio por truncamento ou substituicdo representa a perda de afinidade de
2000 vezes ao receptor OXTR pela oxitocina. Desta forma, é possivel que estas
duas substituicoes, exclusiva aos platirrineos estudados, podem exercer um efeito
cumulativo, alterando a afinidade da porcao amino-terminal do receptor ao seu

ligante nestas espécies.

Dentre as espécies de macacos do Novo Mundo, Cacajao melanocephalus
apresenta uma variacdo exclusiva no residuo 345 (Leu —Met), substituicao
considerada conservadora por critérios quimicos (GS 15). Embora este sitio
esteja compreendido no dominio IC4, j& descrito anteriormente como bastante
variavel, a sua posicao € notavel por se localizar ao lado de dois residuos de
cisteina (Cys), bastante conservados ao longo da evolucdo da classe dos
receptores associados a proteina G (Schilein et al., 1996), e que se acreditam
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sofrer prenilacdo, ou seja, a adicdo de moléculas hidrofébicas ao seu radical,
permitindo dessa forma a ades&o do receptor a face interna da membrana
plasmatica, fendmeno de “ancoramento” ja observado no receptor de
vasopressina, proteina homdéloga ao OXTR. Sadeghi et al. (1997), utilizando-se
de marcadores isétopos, indicaram que o impedimento da prenilacdo nestes
sitios, pela substituicdo dos aminoacidos cisteina por serina (Ser), reduziu a
expressao dos receptores na superficie celular, mas nao afetou a afinidade do
receptor com o ligante, nem a resposta do receptor aos segundos mensageiros.
De maneira semelhante, Schiilein et al. (1996) observaram uma reducao de 30%
dos locais de ligacdo de vasopressina a superficie celular mediante procedimento
analogo, o que sugere uma deficiéncia do transporte e internalizagdo destes
receptores mutantes a membrana plasmatica, uma vez impedidos de realizar a
prenilacdo. Se a hipétese de que a mutacao observada no sitio 345 de Cacajao
melanochephalus possa ter algum efeito funcional sobre a expressdo do OXTR na
superficie celular seja confirmada por estudos adicionais, podemos conjecturar se
os achados comportamentais exclusivos desta espécie (Tabela 1), como a
estrutura social multimacho-multifémea, a formag¢do dos maiores grupos sociais
(entre 20 e 30 individuos) das espécies consideradas nesta analise, ou o tempo
mais longo para a maturidade sexual (43 meses), teriam alguma relagdo causal
com este achado bioquimico. Em relagdo ao investimento parental desta espécie,
pouco se sabe, uma vez que ndao tem havido sucesso na reproducao destes
animais em cativeiro. No entanto outra espécie do género, Calcajao clavus, exibe
extremo cuidado parental, incluindo longos periodos de lactacdo (Barnett, 2005).
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Tabela 6 . Diferengas ndao-sindnimas no gene OXTR entre humanos e outros primatas.

Subordem Haplorrhini

Mutagbes no gene OXTR Lémur Parvordem Platyrrhini (Macacos do Novo Mundo) Parvordem Catarrhini
Tarsio
Faml'lia Cal/itrichidae F. Pitheciidae F. Cercopithecidae F. Hylobatidae F. Hominidae
s w X = @ =
g g 3 8§ 8 &£ 8 £ 58,58 3 < & §
£ S S 5§ 3 § 8 £t & gs v S w 9 S = X
5 S S & & S & ©§ T L3 o o < g 8 32 ¢ T
5 S 9 5 ) S S S B S35 |2 o
E ¢ & x 3 E 9w . $55s §8 § § 88 S 5 3
s~ -
Dominio da 8o 3 @ g & g 3 2 3 £ § § 2 S § 33 € 9 S S o
proteina Nucleotideo Aminodcido £ Q E g § S 8 o § § 3 s £ § O3 S € g 3 S 'g -:
dificad | T n ° S = = = 9 o) S @ O J® Y] ~ a S
(codificado pelo) G 6_ S 8 8 S S 3, g a9 8 g (G] S
C->T (IGC)® 27Arg->Cys 180 ? ? ? ? 0?2 0 ? 1 0 0 o0
G->A (CAC)® 27Arg->His 29 ? ? i 1 ? 1 1 ? ? 0 ? 0 0
Extracelular 1 G->T 29Ala->Ser 99 ? ? 1 0 0 ? 0 0 ? ? 0 ? 0 0 0 0 o0
(éxon 3)
G->A 33Arg->GIn 43 ? ? 1 1 1 ? 1 1 ? ? 1 ? 0 0 0 0 0
A->G 35Asn->Asp 23 ? ? 1 1 1 ? 1 1 ? ? 1 ? 0 0 0 0 0
G->A 41Val->lle 29 ? ? 0 0 1 ? 0 0 ? ? 0 ? 0 0 0 0 0
G->C 47Cys->Ser 112 ? ? 1 1 1 ? 1 1 ? ? 1 ? 0 0 0 0 0
Transmembrana 1 C->G 48Lley->Val 32 ? ? o 0 0 ? 1 0 ? ? 0 ? 0 0 0 0 o0
(éxon 3) c>T Slleu->Phe 22 ? ? 1 1 1 ? 1 1 ? ? 1 ? 1 1 1 1 1
C->T 58Ala->Val 64 ? ? 0 1 1 ? 1 1 ? ? 1 ? 0 0 0 0 0
Intracelular 1 G->C 69GIn->His 24 ? ? 1 1 1 ? 0 1 ? ? 1 ? 1 1 1 0 0
(éxon 3)
Intracelular 2 C->A 149Arg->Ser 110 ? > 1 1 1 2 0 1 ? 2?2 o0 ? 0 0 0 0 o0
(éxon 3)
Transmembrana 4 C->T 169Ala->Val 64 0 0 1 1 1 *? 1 1 ? ? 1 ? 0 0 0 0 o0
(éxon 3) G->A 172val->Met 21 0 0 1 1 1 ? 1 1 *? ? 1 ? 0 0 0 0 o0
Extracelular 3 C->G 193GIn->Glu 29 0 0 1 1 1 ? 1 1 ? ? 1 ? 0 0 0 0 o0
(éxon 3)
C->T 197Pro->Ser 74 0 0 1 1 1 ? 1 1 ? ? 1 ? 0 0 0 0 0

Cont.

39



Tabela 6. Cont.

Subordem Haplorrhini

Mutacges no gene OXTR Lémur Tarsio Parvordem Platyrrhini (Macacos do Novo Mundo) Parvordem Catarrhini

Familia Callitrichidae F. Pitheciidae F. Cercopithecidae F. Hylobatidae F. Hominidae
@ 5 9 . 3 5 T 2 @
S 5. £ Tas5 5T Sa,858% 3 . 22 5 % %
Dominio da b 2= 'S S S35 § § 32 € <o § S s S = o S €2 g 8
£ €9 = S 2 8 Y £EE »w B8 E = o S B w v S S 2
proteina Nucleotideo Aminoécido g X £ - X EEX o § S 3t 3 2¢ 3 g 3 3 g e S ©
(codificado pelo) < S8 S £ 3 9 g < £ %’ E '3 28 E S & S € S S g’ = 5
€ O > @ EOS 8 o 39 & § £ = © s 29 S S =
S = = .S S 9o © T ] QL S
& S S5 3 “ =8 E s
C->A 345Leu->Met 15 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
G->T 349Ala->Ser 99 1 1 1 1 1 1 1 1 1 ? 1 0 0 0 0 0
A->G 353Lys->Arg 26 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0 1
G->A (AAA)° 355Arg->lys 26 ? 1 1

G->A+ A->C (A&)a 355Arg->Asn 86 1 1 1 1 1 1 1 1 ? 1 1 1 1

A->C (AGC)® 355Arg->Ser 110 1 ?
Intracelular 4 A->C+G->C (ACC)®*  355Arg->Thr 77 1 ?
(éxon 4)

T->A 357Leu->GIn 113 0 0 1 1 0 1 0 0 ? 0 0 0 0 0 0
T->C + C ->G (CCG) @ 357Leu->Pro 98 1 0 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0 0
T->C+ C->A(CCA)® 357Leu->Pro 98 1 0 o 0 0o 0 2 0 0 0 0 0 0
C->T 360Thr->Met 81 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0 0 0 1 0 0
G->A (ACC) @ 362Ala->Thr 58 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0 1 0 0 0 0
G->T + C->T (TTC)*® 362Ala->Phe 113 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0
C->T (GIC)a 362Ala->Val 64 1 0 0 0 0 0 0 0 0 ? 0 0 0 0 0

® Cédon considerando a fita de DNA. Foram considerados as diferencas encontradas somente nas porg¢des do gene cuja sequéncia pode ser seqiienciada na nossa amostra (ver figura 5). O
numero “1” representa a presenca de um alelo diferente daquele visto nos humanos, enquanto o “0” indica o posto. Nas espécies com mais de um individuo estudado nao foi encontrado
nenhuma variagao intra-especifica. Pontos de interrogacdo indicam dados faltantes. Dados das espécies Callitrix geoffroy, Mico melanura, Mico humeralifer, Saguinus bicolor, Saguinus
martinsi, Saguinus niger, Leontopithecus chrysomelas, Cacajao melanocephalus, Callimico goeldii foram gerados para o presente estudo, enquanto para os demais utilizou-se dados de
bancos gendmicos (isso inclui as sequéncias da espécieGorilla gorilla), ja que ndo houve sucesso na amplificacdo da mostra desta espécie que tinhamos disponivel para o presente estudo

(ver tabela 1).
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4.3 - Comparagao das taxas evolutivas do gene OXTR em vertebrados

Na primeira andlise evolutiva do gene OXTR, quarenta e quatro espécies e
750 sitios puderam ser comparados, entre elas as nove espécies de primatas
sequenciados. Os resultados dos calculos das taxas de substituicbes, bem como
0s modelos, encontram-se na tabela 7. Quando os modelos de substituicdo sédo
comparados (MO — M3, M1a — M2a e M7 e M8), o que melhor se adapta aos
dados é o M3 (p < 0,001), que admite variacao nas classes de w. A taxa média de
substituicdes sinbnimas e nao-sinbnimas (dN/dS - w = 0,0332) é um valor
significativamente menor que um, sinalizando que a principal forca agindo é,
como esperado, selecao purificadora, porém também observamos a presencga de
alguns sitios (6%) com um leve relaxamento da pressao seletiva purificadora
(dN/dS - w = 0,25483).

Em uma segunda andlise diminuimos o niumero de espécies, para trinta e
oito, 0 que possibilitou aumentar o nimero de sitios analisados para 1014 (de um
total de 1227 nucleotideos). O exame de um maior nimero maior de sitios
confirmou a primeira andlise (tabela 7), indicando a adequacdo do modelo
discreto (M3- p < 0,001). Neste caso, houve a ratificacdo de que a selecao
negativa é a maior forga agindo sobre o gene OXTR, porém ha uma identificacao
de um numero maior de sitios (10%) com um possivel relaxamento da constricdo
funcional (dN/dS - w = 0,34398).

Vale destacar que a analise ndo levou em conta os ramos da filogenia
separadamente, e sim a variagdao cddon-por-cédon (NSsites), o que pode
camuflar pressoes seletivas diferentes da purificadora em ramos especificos da
arvore filogenética dos vertebrados analisados.
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Figura 6 — Estrutura secundaria da proteina OXTR humana, indicando quatro
porcdes extracelulares (EC), sete porcdes transmembrana (TM) e quatro porcoes
intracelulares (IC). Residuos de aminoacidos em amarelo indicam sitios em que
foi encontrada variagao. Adaptado de Gimpl G, Fahrenholz F (2001).

De qualguer modo, nédo se pode pretender que fenétipos complexos sejam
produto da agdo de poucos genes de grande efeito, embora isso possa ser
encontrado em espécies sujeitas a selecao artificial (Wayne & vonHoldt, 2012).
Tratando-se de populagdes naturais, os fenétipos complexos normalmente séo
produzidos pela acdo de um grande nimero de genes de pequeno efeito, sujeitos
a penetrancia incompleta, expressividade variavel e pleiotropia, seja para criar
caminhos neurais, seja para interpretar estimulos e gerar respostas
comportamentais. Deste modo, € possivel especular que os diversos tipos de
comportamentos relacionados aos cuidados parentais e outras condutas
relacionadas em vertebrados podem também ser em consequéncia de mudancas
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em outros genes da rede funcional da oxitocina € ndo sé no préprio gene da

oxitocina ou no gene de seu receptor.

Tabela 7 - Parametros estimados sobre diversos modelos de substituicao de cddons para o gene OXTR.

3

Modelo * dN/ds’ Parametros estimados ¢ 4 p-value
MO: one-ratio(1 0,0281 w =0,02813 )
9 W 8390,543442
G 06549 100,00208 , 01 <0,001
o o AP =y, , WU =0, , W )
3 M3: discrete (5)  0,0332 ~0,03919 w2 = 0,25483 8089,64127
(]
@ / p0 =0,95000 , (p1 = 0,05000); (w0 -
9 M1a: neutral (1) 0,093 =0,02035 ), (w1 =1) 8264.873940
§ M2a:selection(3 p0=0,95024, p1=0,02875 , 0,999
a:.selection -
0,0691  (p2=0,02100) (w0 =0,02033), (w1 =1),
3) P ) (w0 =0,02033), (w1=1), @564 017057
| w2=1
- -
M?7: beta (2 0,0409 =0,26188 q 5,65195
T 2) P . 8100,296834
3 pO= 0,99999 (pl= 0,00001) p= 0,99
C M8: beta&w (4)  0,2405 0,48692 = 1,51943 w = §
cta&w (4) O, ' A= L319430w=" 9544 336424
2,95257
MO: one-ratio(1)  0,0482 w = 0,04816 -1196735543
a p0=0,59854 , p1=0,29385 , (p2 - <0,001
= M3:discrete () 0,0620 =0,10761); w 0=0,00637 , wl 11429.07569
;’_’ =0,07193 w2 = 0,34398 1
5 p0 =0,89318, (p1 = 0,10682); (w0 -
T Mia: neutral (1)  0,1378 =0,03471), (w1 =1 11679.91971
) 6
[}]
‘S p0=0,95024, p1 =0,08170 , - 0,999
'8 M2a:selection3)  0,1378  (p2=0,02512) (w0 =0,03471), (w1=1), 11679.91971
8 w2=1 6
g -
I M7: beta (2) 0,0718 p= 0,28257 q= 3,44165 11426,79518
N 3
= pO= 0,99999 (pl= 0,00001) p= - 0,999
3 M8:beta&w (4) 0,3912  0,93552 q= 1,44973 w=2,63689  13289,29833
o

@]

nlimero apos o cddigo modelo, entre parénteses, é o numero de parametros livres na distribuicdo de

w. ® 0 valor dN/dS ratio é um valor médio de todos os cédons presentes no alinhamento do gene OTXR .

‘o0s parametros em parénteses n3o sdo pardmetros livres; w dN/dS ratio; p, proporcdo de cédons na
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4 4 - Desenho da rede funcional de oxitocina

A busca por genes funcionalmente relacionados ao gene OXT humano no
browser STRING 9.0 (http://string.embl.de/), com o nivel de confianca de 90%,
retornou um total de 147 genes. No programa Cytoscape 7.0 foi utilizado o plugin
AllegroMCODE para encontrar o cluster funcional do OXT. O programa
determinou um cluster inicial com 58 genes e 255 conexdes (escore = 4,397). O
plugin Pingo foi utilizado para refinar o cluster, selecionando somente genes que
possuiam anotacoes quanto a funcéo no GeneOntology
(http://www.geneontology.org/), associados especificamente com 0
comportamento de corte, acasalamento e reprodutivo, cuidado parental e
maternal e amamentacao (GO:0007619: courtship behavior GO:0007617: mating
behavior; GO:0019098: reproductive behavior.; GO:0060746: parental behavior;
GO:0042711: maternal behavior; GO:0001967: suckling behavior). Este
refinamento resultou em uma rede com 12 genes funcionalmente relacionados

apresentados na tabela 8.
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Tabela 8 - Descrigcdo dos 12 genes que participam da rede funcional da oxitocina.

Simbolo Descrigao

Cro Fita

Inicio

Término

PB

Sumario do EntrezGene

Fun¢do UniProt

AVP Vasopressina 20

AVPR1A  Receptorde 12
vasopressina

1A

3063202

63539014

3065370

63546590

2168

7576

Este gene codifica uma proteina precursora composta por vasopressina e duas proteinas
associadas, neurofisina 2 e um glicopeptideo, copeptina. A vasopressina € um hormonio da
hipofise posterior que é sintetizado no nucleo supra-éptico e no nucleo paraventricular do
hipotalamo. Em conjunto com sua proteina carreadora, neurofisina 2, ela é empacotada no
interior de vesiculas neurosecretorias e transportada através dos axonios para as terminagées
nervosas na neurohipofise, onde sdo armazenadas ou secretadas na corrente sanguinea.
SupGe-se que o precursor seja ativado ao longo de seu transporte axonal até a hipofise
posterior. A vasopressina age como um fator de crescimento pela otimizagdo da regulagdo do
pH por meio de sistemas de transporte acido-basico. Ela tem uma ag¢do antidiurética direta
sobre o rim, e também causa vasoconstrigdo dos vasos periféricos. Este hormdnio pode
contrair musculos lisos durante o parto e lactagdo. Também esta associado a cognigdo,
tolerancia, adaptagdo e comportamentos sexuais e maternais complexos, assim como a
regulacdo de excregao hidrica e fungdes cardiovasculares.

A proteina codificada por este gene age como receptor para a vasopressina. Este receptor
pertence a subfamilia dos receptores associados a proteina G, que inclui os receptores
AVPR1B, V2R e OXT. Sua atividade é mediada por proteinas G que estimulam o sistema de
segundo mensageiro fosfatidil-inositol-calcio. O receptor medeia a contragdo e proliferagdo
celular, a agregagao plaquetaria, a liberagdo de fatores de coagulagdo e a glicogendlise.
(Fornecido por RefSeq)

SwissProt: P01185 # A vasopressina tem
uma agao antidiurética direta sobre o
rim, ela também causa vasoconstrigdao
de vasos periféricos.

SwissProt: P37288 # Receptor para a
vasopressina. A atividade deste receptor
é mediada por proteinas G que ativam o
sistema de segundo mensageiro
fosfatidil-inositol-cdlcio. Foi associada a
comportamentos sociais, incluindo
afiliagdo e envolvimento.

AVPR1B Receptor de 1 206223976 206231639 7663 A proteina codificada por este gene age como receptor para a vasopressina. Este receptor SwissProt: P47901 # Receptor de
vasopressina pertence a subfamilia dos receptores associados a proteina G, que inclui os receptores vasopressina. A atividade deste receptor
1B AVPR1A, V2R e OXT. Sua atividade é mediada por proteinas G que estimulam o sistema de é mediada por proteinas G que ativam o
segundo mensageiro fosfatidil-inositol-cdlcio. O receptor esta primariamente localizado na sistema de segundo mensageiro
hipdfise anterior, onde estimula a liberagdo de ACTH. Ele é bastante expresso em adenomas fosfatidil-inositol-calcio.
de hipofise secretores de ACTH, assim como em carcinomas brénquicos responsaveis pela
sindrome de ACTH ectdpica. Um transcrito antisenso processado (spliced) deste gene foi
registrado, mas a sua fungdo é desconhecida. (Fornecido por RefSeq)
ESR1 Receptor de 6 151977826 152450754 472928 Este gene codifica um receptor de estrogénio, um fator de transcri¢do ativado por ligante SwissProt: P03372 # Receptor de
estrogénio 1 composto por diversos dominios importantes para a ligagdo hormonal, ligagdo de DNA e hormonio nuclear. Os hormonios
ativacdo de transcrigdo. A proteina se localiza no nucleo onde ela deve formar um esteroides e seus receptores estdo
homodimero ou heterodimero com o receptor de estrogénio 2. O estrogénio e seus receptores envolvidos na regulagdo da expressdo
sdo essenciais para o desenvolvimento sexual e a fungdo reprodutiva, mas também génica eucaridtica e afetam a
desempenham fungdes em outros tecidos, como o 6sseo. Os receptores de estrogénio proliferagao e diferenciagdo celular em
também estdo envolvidos em processos patoldgicos que incluem o cancer de mama, o cancer  tecidos alvo. Podem ativar a atividade
endometrial e a osteoporose. Processamentos (splicing) alternativos resultam em diversos transcricional de TFF1.
variantes de transcri¢do que diferem em suas porg¢des 5' UTRs e utilizam diferentes
promotores. (Fornecido por RefSeq)
Cont.

45



Tabela 8 — Continuagdo

Simbolo Descrigao Cro Fita Inicio Término PB Sumario do EntrezGene Fungao UniProt
FOS Homodlogodo 14 + 75745481 75748937 3456 A familia génica Fos consiste em 4 membros: FOS, FOSB, FOSL1, and FOSL2. Estes  SwissProt: P01100 # Fosfoproteina
oncogene viral genes codificam proteinas com ziper de leucina que podem dimerizar com nuclear que forma um complexo de
de proteinas da familia JUN, desta maneira formando o complexo de transcrigdo AP-  ligagdo firme mas ndo covalente com o
osteosarcoma 1. Desta maneira, as proteinas FOS foram implicadas na regulagdo de fator de transcricdo JUN/AP-1. No
murino FBJ proliferagao, diferenciacdo e transformacao celular. Em alguns casos, a expressdo heterodimero, cada regido basica de FOS
do gene FOS também foi associada com a morte celular apoptdtica. (Fornecida e JUN/AP-1 parece interagir com meio
por RefSeq) sitios simétricos de DNA. Tem uma

fungdo critica na regulagdo do
desenvolvimento de células destinadas a
formagdo e manutencio do esqueleto. E
portanto, associada a transducdo de
sinal, proliferagdo e diferenciagdo

celulares.
HCRT Precursordo 17 - 40336078 40337470 1392 Este gene codifica uma proteina precursora de um neuropeptideo hipotalamico SwissProt: 043612 # Neuropeptideos
neuropeptideo que origina dois neuropeptideos maduros, orexina A e orexina B, por protedlise. A associados significativamente na
hipocretina orexina A e a orexina B, que se ligam aos receptores 6rfaos HCRTR1 e HCRTR2, regulacdo da ingesta alimentar e no ciclo
(orexina) associados a proteina G, funcionam na regulagdo da vigilia e do sono. Este sono-vigilia, possivelmente coordenando
conjunto de neuropeptideos também pode ter alguma fungdo no comportamento as complexas respostas
alimentar, metabolismo e homeostase. (Fornecido por RefSeq) comportamentais e fisioldgicas destas
fungGes homeostdticas complementares.
Uma fungdo mais ampla na regulagdo
homeostatica do metabolismo
energético, fungGes autondmicas,
equilibrio hormonal e na regulagdo de
fluidos corporais também foi sugerida. A
orexina-A se liga com alta afinidade
tanto a OX1R como OX2R, enquanto
orexina-B se liga apenas a OX2R com alta
afinidade semelhante.

OXT Pre-pro- 20 + 3052266 3053163 897 Ha duas proteinas codificadas por este gene, oxitocina e neurofisina I. Este SwissProt: P01178 # A oxitocina provoca
peptideo de horménio contrai o musculo liso durante o parto ou lactagdo. Também estd contragdo do musculo liso do Utero e da
oxitocina envolvido na cognigdo, tolerancia, adaptacao e comportamentos sexuais e glandula mamaria.

maternais complexos, assim como na regulagdo da excrec¢do hidrica e fungdes
cardiovasculares. (Fornecido por RefSeq) .
OXTR Receptor de 3 - 8792094 8811314 19220 A proteina codificada por este gene pertence a familia de receptores associados a  SwissProt: P30559 # Receptor de
oxitocina proteina G e age como recptor de oxitocina. Sua atividade é mediada por oxitocina. A atividade deste receptor é
proteinas G que ativam o sistema de segundo mensageiro fosfatidil-inositol- mediada por proteinas G que ativam o
calcio. O sistema oxitocina-receptor de oxitocina tem uma importante fungdo sistema de segundo mensageiro
sobre o Utero durante o parto. (Fornecido por RefSeq) fosfatidil-inositol-calcio.

Cont.
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Tabela 8 — Continuag¢ao

Simbolo Descrigao Cro Fita Inicio Término PB Sumario do EntrezGene Fung¢ao UniProt
PRL Prolactina 6 - 22287475 22303082 15607 SwissProt: P01236 # A prolacina age
primariamente na glandula mamaria
promovendo a lactagdo.
PRLH Horménio 2 + 238475217 238475818 601 SwissProt: P81277 # \ Estimula a
liberador de liberagdo de prolactina (PRL) e regula a
prolactina expressao de prolactina através de seu
receptor GPR10. Pode estimular
lactotrofos diretamente para a secregdo
de PRL.
PRLR Receptor de 5 - 35048861 35230794 181933 Este gene codifica um receptor para o hormdnio prolactina, da hipdfise anterior, e SwissProt: P16471 # Este é um receptor
prolactina pertence a familia de receptores de citocinas do tipo I. A sinalizagdo dependente  para o horménio da hipéfise anterior
de prolactina ocorre como resultado da dimerizagdo induzida por ligante do prolactina (PRL). A isoforma 4 é incapaz
receptor de prolactina. Diversas variantes de transcritos por processamentos de transmitir a sinalizagdo de
(splicing) alternativos codificando diferentes isoformas ligadas a membrana ou proloactina. A isoforma 6 é incapaz de
soltveis foram descritas para este gene, e podem funcionar na modulagdo de transmitir a sinalizagdo de prolactina.
efeitos enddcrinos ou autdcrinos da prolactina em tecidos normais ou malignos.
(Fornecido por RefSeq)
TRH Hormoénio 3 + 129693114 129696781 3667 Este hormonio é responsavel pela regulagdo e liberagdo do horménio estimulador  SwissProt: P20396 # Funciona como
liberador de da tiredide, assim como da prolactina. A deficiéncia deste hormonio foi associada  regulador da biosintese de TSH na

tireotrofina

ao hipotireoidismo hipotalamico. (Fornecido por RefSeq)

hipéfise anterior, e como
neurotransmissor/neuromodulador nos
sistemas nervosos centrais e periféricos.
Pode promover alongamento da fibra
capilar, prolonga a fase de crescimento
do ciclo capilar (andgena) e antagoniza
as suas terminagoes por TGFB2. Também
pode aumentar a proliferagdo e a
apoptose inibida de querandcitos da
matriz do cabelo.

Cro: Cromossomo; PB: pares de base, o tamanho dos genes;
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4.5 - Comparagéo da rede funcional de oxitocina

A investigacao do nivel de conservacdo do conjunto dos 12 genes, que
compdem a rede funcional da oxitocina nas 36 espécies de vertebrados esta
apresentada na tabela 9.

De um modo geral, como esperado, todos os 12 genes da rede funcional
sao extremamente conservados em primatas, com um valor médio de identidade
em torno de 96%. Mas quando se observa os mamiferos como um todo, outro
padrdao emerge: parece haver dois grupos de genes: os agrupados com a
oxitocina (Grupo 1 - AVP, AVPR1A, AVPR1B, ESR1, FOS, HCRT e OXTR) e
outro com a prolactina (Grupo 2 - PRLH, PRLR e TRH).

A identidade média do grupo dos mamiferos, excluindo os primatas, para o
grupo 1 (AVP, AVPR1A, AVPR1B, ESR1, FOS, HCRT, OXTR e OXT) é cerca de
82% enquanto que para o grupo 2 (PRL, PRLH, PRLR e TRH) fica em torno de
65%. Esse padrao fica mais claro quando comparamos a variacdo do grupo 1
contra 0 2, em cada uma das espécies do estudo, através do teste de Mann-
Whitney. Ou seja, quando todas as amostras da ordem dos roedores, dos
lagomorfa, dos morcegos e do grande grupo dos cetartiodactilos (cetaceos e
artiodactilos) sdo analisadas, diferem significativamente quando os grupos 1 e 2
sdo comparados. Outros mamiferos como o cachorro € o0 hirax também
apresentam valores significativos quando comparados. Além disso, outros
vertebrados como a ra e duas espécies de peixes também apresentam este
mesmo padrao de diferenciacdo. Resumindo, a andlise encontrou um distinto e
significante padrdo envolvendo o0s genes agrupados com a oxitocina (mais
conservados) daqueles da prolactina (mais diversos) em varios clusters de
espécies.

Deste modo, é importante ressaltar alguns aspectos envolvendo a
prolactina. Inicialmente esse horménio foi associado a producao de leite materno
em humanos. Porém estudos posteriores revelaram que a prolactina estd na
verdade envolvida com mais de 300 fungdes em diversos vertebrados, incluindo
efeitos no balanceamento dos liquidos e sais (pressdao sanguinea), no
desenvolvimento e crescimento, sistema endocrino, metabolismo, fungdes

cerebrais e comportamentais, reproducao, sistema imune, contribuindo ainda para
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sintese do surfactantes pulmonares no feto, e na tolerancia imune materno-fetal
(Bole-Feysot et al, 1998; Craven et al, 2006). Tem sido descrito também que
existem varias formas variantes da prolactina mesmo dentro de uma mesma
espécie. Espécies de peixes, por outro lado, apresentam o gene duplicado,
enquanto em muitos outros vertebrados, incluindo os humanos, proteinas
relacionadas as somatolacitinas, cuja estrutura € muito similar a prolactina,
também sao encontradas (Amemiya et al, 1999; Rand-Weaver et al, 1992). Talvez
a presenca das diversas variantes e hormdnios similares (somatolactinas), ou
ainda, o fato da prolactina interagir com o seu receptor (PRLR) e também com um
grande numero de diferentes outros receptores, permitiu que a prolactina, bem
como aquelas proteinas relacionadas funcionalmente a esta (0 grupo 2 da
presente analise), estivessem sujeitas a um relaxamento da selecao purificadora.
Adicionalmente podemos estar diante de pressao seletiva do tipo darwiniana, ou
positiva, visto o padrdo da variacdo ser também cluster-especifico. No entanto,

estas hipoteses deverao ser testadas em estudos adicionais.

Finalmente, a compilacdo apresentada na Tabela 1 da uma idéia da
extensdo da diversidade comportamental dos primatas investigados aqui. Nao é
diferente com outros vertebrados. Qualquer associacdo dessas caracteristicas
com os resultados aqui encontrado devem ser considerados com cautela, visto
que ainda estamos longe de entender a conexao entre gendétipos e fendtipos
complexos, bem como as causas genéticas das variagdes normais do
comportamento encontradas dentro e entre espécies de vertebrados, incluindo
primatas. Isso se deve basicamente ao fato de que em espécies que evoluem em
condicOes naturais, fenétipos complexos resultam da interagéo intrincada de uma
rede de genes de pequeno efeito, e que ainda podem apresentar penetrancia
incompleta, expressividade variavel e pleiotropia. Neste contexto,
comportamentos normais relativos aos cuidados parentais e outras agdes
relacionadas encontradas no reino animal estdo evidentemente inseridos. Além
disso, quando se trata de comportamento, ndo se pode negligenciar o fato de que
animais com meméria e cognicdo notaveis como 0s primatas, possuem a

capacidade de aprendizado que pode ser transmitido e perpetuado ao longo de
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geragbes (Avital & Jablonka, 2000), promovendo circulos virtuosos de co-

evolucao gene-cultura.
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Tabela 8. Comparagdo da Conservagao da Rede Funcional da Oxitocina

Ordem/ Infraclasse/ Gene AVP AVPR1A AVPR1B ESR1 FOS HCRT OXT OXTR PRL PRLH PRLR TRH P-value
Classe (164 aa) (418 aa) (424 aa) (595aa) (380aa) (131aa) (125aa) (389aa) | (227aa) (87aa) (622aa) (242aa) (ClassixClass2)
Classe 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Chimp 94,5 99 99 99,2 99,7 99,2 98,4 99 99 ND 100 97,5 0,921
@ Gorilla 89,9 95 99 99 99,7 100 96 99 97,8 98,9 98,7 91,7 0,368
B Orang 97 98 96 99 99,5 98,5 96 98 99 98,9 98,4 97,5 0,461
g Gibbon 97 98 97 98 98,9 97,7 95,2 99 98 95,4 98,6 96,7 0,683
& Macaque 97 96,4 96 99 98,4 95,4 97,6 97 98 92 96 91,7 0,154
Marmoset 93,9 92 90 97 88,7 68,7 88,8 94 90 82,8 88,4 78,1 0,109
o » Mouse 79,8 82 80,9 89 93,7 81,7 87,2 92 60 70,1 67,2 52,6 0,004
4] ‘*g Rat 78,6 82,1 81,4 89 94,2 83,2 88 92 62 61,1 59,8 51,7 0,004
S £ Guinpig 82,3 84,2 80,9 86 95,8 80,9 86,4 89 55 60,9 65,9 36,8 0,004
S % Rabbit 88,7 86,6 84,4 91 93,9 90,1 84,4 88,3 79 75,9 75,3 78,3 0,04
== Pika 77 ND 81 89 91,3 85,5 67,2 89,7 76,6 64,8 68,6 63,4 0,024
(%]
.'—; Dolphin 82,8 83,1 84 87 93,4 80,2 56,8 92,1 78,7 66,7 71,4 74,9 0,048
(8]
[
% E Cow 89,2 79,3 81 90 96,3 90,1 88 90,3 72,5 66,3 64,6 72 0,004
w -~ +
o c =
:E—’ § § Pig 88,1 83,3 84,4 ND 96,8 90,1 86 ND 79,5 ND 72 76,5 0,024
g ~ S Cat ND 88 75 ND 97,1 69,5 29,6 93 71,2 68,2 60,1 52,9 0,171
>
2 c 8 Panda 59,8 85,4 79,7 90 97,4 ND 43,2 87,4 65,9 40,2 73,3 76,6 0,164
S Dog 86,1 81,1 76,3 76 97,1 89,3 81,7 88,2 76,7 59,2 75 79 0,028
3 Microbat ND 78,9 84,7 84 93,7 88.5 ND 88 62,2 49,4 67,4 80,2 0,032
§ Megabat 73,5 86,4 83 89 95,5 86,4 72 84,3 67 59,8 74,1 55,7 0,016
Hedgehog 63,4 ND 81 71 84,5 81,7 ND 84,3 72,2 ND 62,1 ND 0,286
.2 Elephant 80,8 86,1 84 ND 75,3 75,6 47,2 88,1 66,2 55,1 72,6 71,6 0,073
% Hyrax 72,1 83,3 81 ND 93,4 86,3 79,2 91,3 51,5 59,1 41,5 ND 0,017
< Tenrec ND 76,5 81,5 73 50,8 81,7 ND 85,2 68,6 ND 58,8 66,3 0,167
Xernathras Sloth ND 84 86 ND 34,2 ND 62,4 90 76 ND 42,4 ND 0,571
M . Opossum 70,6 80,3 74 86,6 89 66,4 77 75,1 75 ND 64,5 35,8 0,085
arsupiais
P Tasdevil 53 79,3 74 86,6 74,8 67,9 35,3 75,7 73,8 ND 67,4 40,5 0,279
Monotremata  Platypus 65,5 67,6 73 73 77,2 ND 73 78 70 ND 58 21,1 0,067
Cont.
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Tabela 8. Cont

Gene AVP AVPR1A AVPR1B ESR1 FOS HCRT (131 OXT OXTR PRL PRLH PRLR ;I'ZIZI-ZI P-value
Ordem/ Infraclasse/ Classe (164 aa) (418 aa) (424 aa) (595 aa) (380 aa) aa) (125aa) (389aa) | (227aa) (87aa) (622 aa) 2a) (Class1 x Class 2)
Classe 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2
Turkey 57,9 ND 59 78,7 ND 49,7 65,4 65 65 ND 37,4 33,7 0,167
§ Chick ND 71 66 78,2 ND ND ND 79 67,7 ND ND ND 0,8
<
Zebra Finch AVP 71 61 77,7 ND ND ND 40,4 68 ND ND ND 0,99
(164 aa)
v
2
5@ Frog 53 63,8 53,5 70 64,4 38,9 64,8 65,9 60 26,9 47,2 29,8 0,048
c
<
Tetradon 49,7 57,9 ND 45,9 56,2 33,3 ND 62 33,3 ND ND 32,4 0,071
@ Fugu ND 56,3 ND 43,6 53,1 20,6 ND 61,9 30 ND 34,7 30,9 0,25
-E Strback 50,6 53,3 ND 47,1 40,7 20,6 ND 61 30,6 ND 27,9 33,2 0,167
o Medaka ND 56,2 ND 45,7 45,3 36,1 ND 62 32,2 ND 33,1 33,3 0,036
Zebfish 46,4 53,6 53,8 47,7 54,5 31,2 46,1 62,3 33,3 24,8 34,2 36,2 0,026

A variacao da conservacao entre os grupos 1 e 2, dos genes, foi verificada por um teste de Mann-Whitney.
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