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RESUMO

O sistema da Oxitocina-Vasopressina (OXT-AVP) €& composto pelos
neurohorménios e seus quatro receptores (OXTR, AVPR1a, AVPR1b e AVPR2).
Além de suas relevantes funcgdes fisioldgicas durante o periodo reprodutivo e na
homeostasia este sistema desempenha fun¢des importantes na modulagéo de
comportamentos sociais complexos. No presente diferentes espécies de
mamiferos placentarios mamiferos placentarios foram analisadas para os seis
genes deste sistema buscando investigar o papel destes genes durante o
processo de domesticacdo animal. A comparacao entre espécies domesticadas
com seus ancestrais, quando disponivel, ou com espécies selvagens
filogeneticamente mais proximas revelou que este sistema esta potencialmente
envolvido na adaptacdo ao ambiente antropico. Como consequéncia, assinaturas
genéticas similares apareceram em espécies domesticadas pertencentes a
grupos taxonémicos distintos que foram sujeitos a similiar pressao de selecao
artificial. Especificamente AVPR2 mostra sinal de selecéo positiva possivelmente
pela alteracéo na disponibilidade de recursos hidricos e alimentares no ambiente
antrépico. AVPR1b também apresentou sinal de selecdo positiva demonstrando
sua possivel relevancia na reducéo da agressividade e maior controle sobre o
estresse, indispensavel para o processo de domesticacdo. Além disso,
fornecemos dados originais sobre a variabilidade de AVPR1b em primatas do

Novo Mundo, com destaque para a delecdo nas posi¢coes 245-248 da cadeia de

aminoacidos do receptor.



ABSTRACT

The Oxytocin-Vasopressin system is composed by two neurohormones (OXT and
AVP) and their four receptors (OXTR, AVPR1a, AVPR1b and AVPR2). In addition

to their important physiological functions in homeostasis and during reproductive
period, this system plays important role modulating complex social behaviors. In

the present study different species of placental mammals were analyzed for the six
genes of the neurohormones and receptors mentioned above, to investigate their

role in the animal domestication process. The comparison between domesticated
mammals species with their wild ancestral when avaliable or with their
phylogeneticaly closest wild relatives, reveled that this system is potentially
involved in the adaptation to the anthropic environment. As consequence, similar
genetic signatures appear in domesticated species belonging to distinct taxonomic
groups, which were subjected to a similar artificial selection pressure. Specifically,
AVPR2 shows signal of positive selection possibly due to differential food and

water resources in anthropic environment. AVPR1b also presented signal of
positive selection indicating the a possible relevance in the stress control and
aggressiveness, traits indispensable during animal domestication process.
Furthermore we presented original data regarding variability of AVPR1b in New

World primates, highlighting a deletion at positions 245-248 on this receptor amino
acid chain.
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ACTH- Horménio adrenocorticotréfico

AVP- Vasopressina

AVPR1a- Receptor de Vasopressina do tipo la
AVPR1b- Receptor de vasopressina do tipo 1b
AVPR2- Receptor de vasopressina do tipo 2
GPCRs- Receptores acoplados a proteina G
NP- Neurofisina

OXT- Oxitocina

OXTR- Receptor de oxitocina

PS- Peptideo Sinal

PVN- Nucleo Paraventricular

SNC- Sistema Nervoso Central

SON- Nucleo Supra-6ptico



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Snakeplot do Propeptideo dos neurohorménios OXT (a) e AVP (b)
(Fonte: http://wlab.ethz.ch/protter/start/; Omasits et al. 2014).

Figura 2. Snakeplot representando os receptores do Sistema OXT-AVP: a. OXTR;

b. AVPR1la; c. AVPR1b; d. AVPR2 (Fonte: http://wlab.ethz.ch/protter/start/;
Omasits et al. 2014).

Figura 3. Filogenia dos primatas do Novo Mundo utilizada nas analises de

evolucdo molecular do AVPR1b (Fonte: www.timetree.org; Kumar et al. 2017).

CAPITULO III.1.

Figure 1. Snake plot of (A) AVPR1b and (B) AVPR2 (Reference: www.gpcrdb.org).
Figure S1. Phylogenetic trees of 26 species of mammals based on the analysis of
AVP, 1. mirrored tree, 2: phylogenetic tree.

Figure S2. Phylogenetic trees of 32 species of mammals based on the analysis of
AVPR1a, 1: mirrored tree, 2: phylogenetic tree.

Figure S3. Phylogenetic trees of 36 species of mammals based on the analysis of
AVPR1b, 1: mirrored tree, 2: phylogenetic tree.

Figure S4. Phylogenetic trees of 30 species of mammals based on the analysis of
AVPR2, 1: mirrored tree, 2: phylogenetic tree.

Figure S5. Phylogenetic trees of 26 species of mammals based on the analysis of
OXT, 1: mirrored tree, 2: phylogenetic tree.

Figure S6. Phylogenetic trees of 26 species of mammals based on the analysis of

OXTR, 1: mirrored tree, 2: phylogenetic tree.

10



LISTA DE TABELAS

CAPITULO III.1.

Table 1. Sites within AVPR1B and AVPR2 with a high probability (> 90%) of being
under positive selection (w value > 1 for Model 8) in domesticated animals.

Table S1. Species of wild and domestic placental mammals available in genome
data banks and used in the analyses.

Table S2. Estimated parameters under different codon substitution models for
OXT and AVP system genes.*

Table S3. OXT-AVP system amino acid positions with moderately radical

Table S4. Results of the Clade D analysis.

CAPITULO III.1.

Tabela 1. Espécies de primatas analisadas e suas respectivas referéncias.

Tabela 2. Primers utilizados para amplificar a regido codificante do gene AVPR1b

em 20 espécies de primatas Platyrrhini através de reacdo de PCR

Tabela 3. Alinhamento de AVPR1b ilustrando a delecao nas posicfes 245-248. Os
pontos representam aminodacidos idénticos a sequéncia de referéncia Homo
sapiens, as delecdes sdo representadas por um traco, as espécies de primatas

Platyrrhini estdo destacadas em azul.

11



CAPITULO |

INTRODUCAO

l. 1. O sistema OXT-AVP

O sistema Oxitocina-Vasopressina (OXT-AVP) esta envolvido na
modulagéo de caracteristicas fundamentais em mamiferos placentario uma vez
que esta diretamente relacionado ao sucesso reprodutivo destas espécies,
atuando tanto em tracos fisiol6gicos durante o parto e amamentacdo quanto em
tracos comportamentais tais como a ligacdo entre os pares reprodutivos e o
cuidado parental (Rilling and Young, 2014). Este sistema é composto por seis
genes, 0 OXT e o AVP responsaveis pela transcricdo dos dois nonapeptideos
Oxitocina (OXT) e Vasopressina (AVP), além dos genes OXTR, AVPR1a, AVPR1b
e AVPRZ2 responsaveis pela expresséo dos quatro receptores. Os paralogo OXT e
AVP estdo presentes no mesmo cromossomo (20 em humanos; Gimpl and
Fahrenholz, 2001), porém sdo transcritos em dire¢cdes opostas (enquanto o OXT
encontra-se na fita foward, o AVP encontra-se na fita reverse) e apresentam uma
regido intergénica que & bem variavel entre os mamiferos placentarios (Zerbino et
al., 2018)Os dois genes possuem 3 exons codificantes responsaveis pela
transcricdo ndo s6 dos nonapeptideos mas também pela transcricdo do Peptideo
Sinal (SP), proteina importante para a sinalizac¢ao celular, e pela transcricdo da
Neurofisina (NF), proteina transportadora dos nonapeptideos; Koshimizu et al.,
2012). O OXT apresenta 375 pares de bases codificantes resultando em um
propeptideo com 125 aminoacidos, sendo que o0s primeiros 19 aminodcidos
correspondem ao PS, seguido pelo nonapeptideo OXT e pela Neurofisina | (Fig.
1.a). Ja o AVP possui 492 pares de bases codificantes resultando em um produto
de 164 aminoacidos onde os primeiros 19 aminoacidos traduzidos também
correspondem ao PS, seguido pela neurohorménio AVP, pela Neurofisina 2, e pela
Copeptina (Fig. 1.b). Os peptideos adjacentes aos neurohormdnios OXT e AVP

séo relevantes para o transporte e sinalizacdo dos nonapeptideos sendo parte
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importante no processo de distribuicdo tanto no sistema nervoso central quanto

no tecido periférico (Gimpl et al., 2001).

COOH

a 00 06 = PTMS b c G0 B PTMs
. variants LI @ ™E) variants
. ® disulfide bonds g (\E') 3 disulfide bonds
0] @ signal peptide ¥ ' ® @ signal peptide
(E) N-term: Prlmbius @ > © N-term: Phobius
‘“ TMRs: UniProt 6 g ~COOH TMRs: UniProt
(F) @OXT s ©) AVP
(s) @)
@
125(R)

CoeERn SSCOCLLICOCOLIET
20EH*H2CERHMHEER0D a e%

B0#408 4000400000
Géﬁn $DEDEECDIEEN

s
n

PO0n OERCEERERREEE"

65@9 CCEEEDN "ECRNOEE)
eé@@@@ FEEROREEEDNEOED

extra extra

Figura 1. Snakeplot do Propeptideo dos neurohorménios OXT (a) e AVP (b)
(Fonte: http://wlab.ethz.ch/protter/start/; (Omasits et al. 2014).

Os genes OXT e AVP sao expressos no sistema nervoso central, em
neurdnios magnocelulares dos nucleos supradético (SO) e paraventricular (PV) do
hipotdlamo e sao liberados na corrente sanguinea através da glandula pituitaria
(Koshimizu et al., 2012). Desempenham funcdes fisiologicas relevantes e cada
vez mais despertam o0 interesse de pesquisadores pelo seu papel como
moduladores de comportamentos sociais complexos, como cuidado parental,
interacdo social, reconhecimento de pares, controle de ansiedade e agressividade
(Aspé-Sanchez et al., 2016; French et al., 2016; Feldman, 2017; French et al.,
2017). Estes neurohorménios e alguns de seus receptores sdo associados a
transtornos psiquiatricos associados a disfungdes sociais como o autismo,
esquizofrenia e depressao (Gimpl et al., 2001; French et al., 2016). Devido ao
diferente padréo de distribuigcdo das redes neuronais em machos e fémeas a
expressdo de comportamentos sociais pode apresentar diferentes padrbes de

acordo com o sexo (Goodson and Bass, 2001; Terranova et al., 2017).
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Diferentes estudos in vivo demonstram a importancia deste sistema em
uma série de comportamentos sociais complexos em roedores. A administracédo
de AVP em roedores foi capaz de estimular a agressividade em machos via
estimulacdo dos receptores AVPR1a assim como a administracdo do antagonista
€ capaz de reduzir a agressividade em machos (Ferris and Potegal, 1988).
Interessantemente em fémeas a administracdo do antagonista do receptor
AVPR1a ndo demonstrou reducéo na agressividade (Gutzler et al., 2010). Porém
tanto em machos quanto em fémeas a administracdo de AVP provocou um
aumento da agressividade e alteracdes na memaria social (Ferris et al., 1985; Le
Moal et al., 1987; Gutzler et al., 2010). A administracado de OXT também esta
relacionada a diferentes padrbes comportamentais em roedores, modulando a
memoria sexual, o cuidado materno e o comportamento sexual em fémeas (Gimpl
e Fahrenholzl, 2001 e referéncias inclusas)

O AVP foi detectado pela primeira vez em 1895 mas foi apenas em 1952
que Vigneaud e colegas foram capazes de isolar o nonapeptieo AVP (Oliver e
Schaefer, 1895; Du Vigneaud, 1952). Ja as fun¢des basicas da OXT durante o
trabalho de parto foram identificadas pela primeira vez em 1906 e em 1953 o
hormonio foi isolado. Porém a sua estrutura molecular so foi elucidada anos mais
tarde (Dale 1906; Du Vigneaud et al., 1953; Ivell e Richter, 1984), e desde ent&o
muitos estudos in vitro e in vivo vém elucidando suas diversas fungodes.

OXT e AVP séo peptideos ciclicos pois formam pontes bissulfidica entre os
dois residuos de Cys nas posicfes 1 e 6, sendo que eles diferem entre si nas
posicdes 3 e 8 (Koehbach et al., 2013). Estima-se que a familia génica destes
pequenos peptideos, compostos por apenas nove aminoacidos, tenham uma
origem antiga. Teriam surgido através de pelo menos dois eventos de duplicacéo
gendmica/génica a aproximadamente 600 milhdes de anos (Donaldson e Young,
2008; Di Giglio et al., 2017). E possivel encontrar peptideos homélogos ao OXT
(Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Leu-Gly) e a AVP (Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-
Arg-Gly) em grupos basais como invertebrados e ao longo de todos os grupos de
vertebrados. Em insetos a forma mais comum encontrada € a Inotocina (Cys-
Leu-lle-Thr-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly), ja& a Conopressina (Cys-Phe/lle-lle-Arg-Asn-
Cys-Pro-Lys/Arg-Gly) € encontrada em invertebrados como moluscos e
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sanguessugas e a Anepresssina (Cys-Phe-Val-Arg-Asn-Cys-Pro-Thr-Gly) em
anelideos(Donaldson e Young, 2008; Wallis, 2012). Em vertebrados a Vasotocina
(Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly) é considerada como ancestral de AVP e

OXT, sendo encontrada em diversos organismos como peixes, anfibios, répteis e

aves. Peptideos semelhantes a OXT também s&do encontrados em diferentes
vertebrados como a Isotocina (Cys-Tyr-lle-Ser-Asn-Cys-Pro-lle-Gly) encontrada

em alguns clados de peixes e a Mesotocina (Cys-Tyr-lle-GIn-Asn-Cys-Pro-lle-Gly)
presente em clados de anfibios, repteis e aves. Entre mamiferos placentarios

ainda ha variagcdes nestes peptideos, marsupiais apresentam a Fenilpressina
(Cys-Phe-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Arg-Gly), enquanto alguns clados de marsupiais

e espécies pertencentes a familia Suidae apresentam ainda uma outra variante de
AVP, a Lisipressina (Cys-Tyr-Phe-GIn-Asn-Cys-Pro-Lys-Gly; Gimpl et al., 2001;
Donaldson and Young, 2008; Stoop, 2012; Wallis, 2012). No que diz respeito a

OXT, uma surpreendente variacgdo em macacos do Novo Mundo quebrou o
paradigma de que OXT néo varia vem mamiferos placentarios (detalhes desses
achados serédo visto em item abaixo).

A presenca de uma Unica forma de nonapeptideo em peixes agnatos, a
Vasotocina € considerado como evidéncia de que a origem destes dois
nonapeptideos se deu por um evento de duplicacdo génica in tandem ocorrido a
aproximadamente ~600 milhGes de anos atras (Archer et al., 1995). A filogenia
dos receptores (AVPR1a, AVPR1b e AVPR2; OXTR, receptores de AVP e OXT
respectivamente) foi recentemente estabelecida por Yamashita e Kitano (2013).
Mais recentemente, nosso grupo de pesquisa (Paré et al., 2016) aprofundou as
relacbes e a histéria evolutiva dos 4 receptores indicando também possiveis
alterac6es com possivel significado evolutivo.

O funcionamento adequado de OXT e AVP esté intrinsicamente relacionado
a interacdo com seus receptores (Fig. 2.) que estao distribuidos em diversos
tecidos celulares de acordo com suas func¢des (Koshimizu et al. 2012; Koehbach
et al., 2013).0 Receptor de OXT (OXTR) e o receptor de AVP do tipo 1la (AVPR1a)
S&0 0s receptores que apresentam maior distribuicdo em tecidos periféricos além
do sistema nervoso central, como musculatura, pulmdes, e coracdo (Yamashita e
Kitano, 2013). Ja os receptores de AVP do tipo 1b (AVPR1b) e do tipo 2 (AVPR2)
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apresentam a sua distribuicdo mais restrita, enquanto o AVPR1b é expresso
principalmente no sistema nervoso central o AVPR2 tem sua distribuicao restrita

aos rins (Yamashita e Kitano, 2013).
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Figura 2. Snakeplot representando o0s receptores do Sistema OXT-AVP: a.
OXTR; b. AVPR1a; c. AVPR1b; d. AVPR2 (Fonte: http://wlab.ethz.ch/protter/start/;
Omasits et al., 2014).

Os genes responsaveis pela transcricdo destes receptores encontram-se
todos em cromossomos diferentes. OXTR encontra-se no cromossomo 3p25 em
humanos e possui 1167 pares de bases codificantes distribuidos em 4 exon
gerando um produto de 389 aminoacidos (Fig. 2.a.). OXTR é amplamente
expresso no Sistema Nervoso Central (SNC) e em tecidos periféricos como utero

e glandulas mamarias. Através da interacdo com OXT garante a contracdo uterina
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durante o parto e a ejecao do leite, bem como comportamentos como cuidado
parental, ligacdo entre pares, dentre outras caracteristicas relevantes para um
sucesso reprodutivo em mamiferos placentérios (Gimpl et al., 2001; Cavanaugh
et al., 2016). A expressdo do OXTR durante o periodo reprodutivo apresenta
variagbes, sendo duas vezes maior no Utero e este aumento é mantido nas
glandulas mamarias durante todo o periodo de lactacéo (Zingg e Laporte, 2003).
Nosso grupo de pesquisa descreveu variagdes taxon-especificas de OXTR em
macacos do Novo Mundo que estariam coevoluindo com variantes de OXT
descritas por nosso grupo de pesquisa (ver detalhes em itens abaixo; Vargas-
Pinilla et al., 2015).

Em humanos o AVPR1a esté localizado no cromossomo 12q14-15 e possui
1234 pares de bases distribuidos em 2 exons codificantes gerando um produto de
418 aminoacidos (Fig. 2.b.), € expresso também ndo s6 no SNC, mas
amplamente em tecidos periféricos. Através do AVP medeia uma série de
caracteristicas fisiolégicas e comportamentais como a contracdo da musculatura
lisa, atuando na regulacao da pressao arterial. Modificacado neste gene estao
relacionadas também a comportamentos sociais complexos como
reconhecimento e memoria social (Heckel e Fink, 2008; Koshimizu et al., 2012).
Polimorfismos associados a regibes ndo codificantes do AVPRla foram
associados a comportamentos sociais como monogamia social em roedores
(Barrett et al., 2013) e também a diferentes tracos de personalidade importantes
para a sociabilidade em primatas (Staes et al., 2015).

O AVPR1b esta localizado no cromossomo 1032 possui 1272 pb
codificantes distribuidos em 2 exons, que gera um produto de 424 aminoacidos
(Fig. 2.c.). O receptor AVPR1b tem uma distribuigcdo mais restrita ao sistema
nervoso central tento uma atuacgéo relevante em tracos comportamentais como o
comportamento social, agressividade e controle do estresse pois medeia a
liberagdo de hormoénio adrenocorticotrofico (ACTH; Caldwell et al., 2008;
Stevenson e Caldwell, 2012). A administracdo do antagonista de AVPR1b em
roedores bem como o0 nocaute do gene demonstraram uma reducdo da
agressividade e da capacidade de reconhecimento social (Wersinger et al., 2002;
Wersinger et al., 2007; Pagani et al., 2014).
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Jad o AVPR2, o unico localizado no cromossomo Xg28, possui 1113 pb
codificantes distribuidos em 4 exons, gerando um produto de 371 aminoacidos
(Fig. 2.d.). A expressédo de AVPR2 é restrita ao sistema renal e possui uma fungéo
primariamente fisioloégica, regulando a homeostasia, fundamental para a
manutencao da pressdo osmotica e vascular (Yamashita e Kitano, 2013; Juul et
al., 2014).

Devido ao alto grau de homologia entre os peptideos e os receptores ha
uma ligacéo cruzada entre OXT e os receptores de AVP, e vice-versa, porém com
diferentes graus de afinidade (Gimpl e Fahrenholz, 2001; Koshimizu et al., 2012).
Estes receptores, semelhantes a outros acoplados a proteina G, possuem sete
dominios transmembrana que além da funcdo estrutural e de ancoragem a
membrana séo relevantes na interacdo com o ligante (TM1-TM7), quatro alcas
extracelulares (N-terminal, ECL1-ECL3) que sao importantes para a interacao
com os peptideos e quatro algas intracelulares (C-terminal, ICL1-ICL3) que s&o
relevantes para a interacdo com a proteina G (Ocampo Daza et al., 2012; Wacker
et al., 2017). A via de sinalizacdo intracelular depende da interacdo com outras
proteinas como proteinas quinases, [-arrestinas, a qual promovem a
internalizacdo da membrana, e principalmente via proteina G, podendo assumir
diferentes respostas de acordo com a via de sinalizag&o intracelular, estimulando
tanto a via da Adenil ciclase e producdo do AMP ciclico através das subunidades
de proteina G, mobilizando a liberagcdo de célcio (Ca ™) do reticulo
endoplasmatico através das subunidades de proteina G 4 (Busnelli et al., 2012;
Koshimizu et al., 2012). E interessante observar que dos quatro receptores do
sistema apenas o receptor AVPR2 ativa a via do AMPc enquanto AVPR1a,
AVPR1b e OXTR possuem uma sinalizacdo através da liberagdo de "Ca
Recentemente o modelo de seletividade funcional, ou agonismo tendencioso
descrito por Costa—Neto e colaboradores (2016) em que moléculas diferentes
desencadeiam diferentes caminhos na cascata de sinalizagdo celular em um
determinado receptor.

Dados sobre o nivel da variabilidade dos genes OXT, AVP, OXTR e
AVPRla em macacos do Novo Mundo ja sédo relativamente bem conhecidos

devido aos esfor¢os de nosso grupo de pesquisa (ver mais detalhes no item
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abaixo; Vargas-Pinilla et al., 2015) e de outros pesquisadores (Ren et al., 2014;
Babb et al., 2015; Vargas-Pinilla et al., 2015; French et al., 2016).

I. 2. O comportamento social em primatas do Novo Mundo e o sistema
OXTIAVP

Tradicionalmente os primatas séo divididos em dois grandes subgrupos,
Strepsirrhini que abrange os lemuriformes, um grupo com atual distribuigdo na
Asia e Africa, e Haplorrhini que compreende os primatas Catarrhini e Platyrrhini.
Seus registro fésseis indicam uma origem antiga da ordem Primates a
aproximadamente 80-90 milhdes de anos (Tavaré et al., 2002). Primatas do Novo
Mundo divergiram de ouros grupos a aproximadamente 43 milhdes de anos (Fig.
3.). Atualmente apresentam uma ampla distribuicdo de fen6tipos comportamentais
considerando as 75 espécies e 16 géneros distribuidos em 3 familias (Cebidae,
Atelidae e Pithecidae) de primata conhecidos neste grupo (Perelman et al., 2011,
Schneider e Sampaio, 2015).

Com uma distribuicdo geografica que abrange toda a regiao Neotropical, os
Plathyrrhineos apresentam comportamentos raros dentre 0s primatas e 0s
mamiferos em geral como a monogamia social e o cuidado paterno da prole.

Entre mamiferos placentarios a monogamia social ocorre em aproximadamente

6% das espécies e o cuidado paterno em somente 3-9% das espécies.
Interessantemente a prevaléncia de monogamia social em primatas do Novo
Mundo chaga a 62% das espécies (Lukas e Clutton-Brock, 2014; French et al.,

2016). E importante ressaltar que as espécies de primatas que aprestam estes
diferentes tracos reprodutivos também s&o espécies que apresentam uma
reducdo do tamanho corporal e parto gemelar, indicando um cenéario em que
comportamentos “cuidadores” poderiam representar vantagem adaptativa.

Enquanto a chamada Vasopressina Ar§AVP é bem conservada em
mamiferos placentarios apresentando somente uma variante Lys 2AVP em Suidae
descrita até o momento (Caldwell et al., 2008a; Wallis, 2012), seis novas variantes
de OXT foram descritas recentemente por nosso grupo de pesquisa e outros
autores em macacos do Novo Mundo: além da forma mais basal Leu 80XT, as
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variantes PrdOXT (diversos género da familia Cebidae) (Lee et al., 2011),
Val’Pro®OXT (familia Cebidae, género Saguinus), Ala®OXT e Thr®OXT (Pithecidae,
géneros Cacajao e Chiropotes) foram descritas por nosso grupo (Vargas-Pinilla et

al., 2015), enquanto Phe OXT (Atelidae, género Alouatta) foi descrita por Ren et

al (2015), o que definitivamente quebrou o paradigma de que Leu 3OXT estaria
presente em todos os mamiferos placentarios. Interessantemente, AVP tem a

mesma sequéncia de aminoacidos nos taxons de macacos onde as variantes de

OXT foram descritas. Algumas dessas variantes estariam com sinal de selecao
positiva e foram associadas a emergéncia de comportamentos reprodutivos
adaptativos como a monogamia social e o cuidado paterno, bem como parto

gemelar em clados de macacos do Novo Mundo particularmente nos
Callitrichineos (Ren et al.,, 2015; Vargas-Pinilla et al., 2015). Baseado no
postulado de Stoop (2012), pode-se argumentar que as alteracdes que Ssao
encontradas entre as variantes de OXT em primatas do Novo Mundo sédo mais
drésticas do que as mudancas encontradas entre a Mesotocina e a Isotocina por
exemplo, ja que a alteracéo de Leucina para uma Prolina, na posi¢cao 8 de OXT,
representa uma grande alteragéo na hidrofobicidade. Mais recentemente nosso

grupo de pesquisa conduziu experimentos in vitro e in vivo comparando duas
dessas variantes (a denominada Cebidae Pro 2OXT e a Saguinus Val *Pro®OXT)
com Lew’OXT e AVP (Parreiras-e-Silva et al., 2017). As variantes foram
sintetizadas e testadas com relacdo a varios parametros, considerando sua
interacdo com o0s receptores humanos OXTR e AVPR1la, disponiveis
comercialmente. Foi demonstrado que as variantes citadas acima sao agonistas
igualmente eficientes, quando comparadas com Leu8OXT, na mediacdo de rotas
dependentes da proteina G, mas que apresentam uma capacidade reduzida para

0 recrutamento das [-arrestinas 1 e 2, diminuindo ou mesmo impedindo a
internalizacdo de OXTR, tendo assim um possivel e relevante impacto na
dessensibilizacéo de todo o sistema (Parreiras-e-Silva et al., 2017). Saguinus
ValPPro®OXT também mostrou recrutamento reduzido de p-arrestinas apds a
interacdo com o receptor AVPR1a. A capacidade de ambas variantes estimular o
cuidado paterno em ratos também foi mostrada no nosso estudo (Parreiras-e-

Silva et al., 2017). Esses resultados apresentaram, pela primeira vez, um modelo
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natural para o conceito de agonismo com seletividade funcional (Costa-Neto, et

al., 2016), com provaveis implicacdes evolutivas (Parreiras-e-Silva et al., 2017).

Para os testes in vivo, as variantes foram administradas via spray intranasal em

48 casais de ratos WTG (Rattus norvegicus). De acordo com parametros e
protocolos bem estabelecidos para estudos de comportamento foi possivel
observar um aumento do comportamento materno, bem como cuidados paternos
incomuns em ratos, conforme medidos por testes especificos (Parreiras-e-Silva et

al., 2017).

Recentemente os achados de nosso grupo foram destacados e
corroborados por Mustoe e colaboradores (2018, in press) onde experimentos
com o receptor de primatas Callitrichineos demonstraram que a variante Pro ]OXT
também possui maior afinidade ao OXTR do que a Leu 3OXT. Em conjunto, esses
estudos demonstram a funcionalidade das variantes de OXT bem como os
diferentes padrdes de dessensibilizacdo e internalizacdo que as diferentes
variantes sédo capazes de induzir nos receptores OXTR e AVPR1a, o qual denota
sua funcionalidade e possivel impacto evolutivo.

Como visto acima, exceto pelos dados de genomas de algumas espécies
(Callithrix jacchus, Cebus capucinus, Saimiri boliviensis, Aotus nancymaae, todas
pertencentes a familia Cebidae), pouco se sabe sobre a variagdo em primatas do
Novo Mundo considerando os genes dos receptores AVPR1b e AVPR2. Desse
modo, um dos objetivos da presente Dissertacdo é produzir dados originais que
preencham essa lacuna, particularmente considerando o gene AVPR1b,

importante mediador de comportamentos sociais complexos.
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Figura 3. Filogenia com as espécies de primatas do Novo Mundo utilizada nas
analises de evolucdo molecular do AVPR1b (Fonte: www.timetree.org; (Kumar et
al., 2017).
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I. 3. O processo de domesticagcado animal

A domesticagdo, tanto de plantas quanto de animais, mudou
profundamente o curso da evolugdo humana, pois foi a partir do inicio deste
processo que as primeiras populacdes se tornaram sedentarias, gerando grandes
transformacdes nos seus modos de vida e dieta. Muitos pesquisadores defendem
gue foi na revolucao do Neolitico que se sedimentaram os alicerces para as
grandes civiliza¢des (Larson e Burger, 2013; Larson e Fuller, 2014).

Algumas espécies de animais tiveram extensivas modificagées ao longo do
processo de domesticagdo e adaptacdo ao ambiente antrépico devido a intensa
selecao artificial promovida pelo Homo sapiens moderno (Zeder et al., 2006),
desse modo é esperado a emergéncia de particularidades genéticas que fazem
dessas espécies alvos instigantes para a investigacao cientifica.

A domesticacdo ocorreu por diferentes interesses, pois visava suprir
diferentes necessidades, ndo s alimentares, mas também para a producao de
roupas, ferramentas e para a tracdo animal. Pode-se afirmar que ao longo do
processo motivacfes afetivas também contribuiram para a domesticagéo, ja que
alguns desses animais também sao desejados pela companhia, diversdo e
protecdo. Nesse processo evolutivo particular diversas espécies de animais se
tornaram adaptadas a vida préxima aos seres humanos, em especial devido a
uma reproducdo direcionada visando a manutencdo de caracteristicas de
interesse, em outras palavras, um processo que pode ser definido como de
selecdao artificial.

O processo selecionou animais que apresentavam caracteristicas
fenotipicas especificas, particularmente um repertério comportamental de menor
agressividade, maior facilidade de doma, maior flexibilidade na resposta ao
estresse, e ciclos de vida e reprodutivos relativamente rapidos comparados a dos
humanos (Driscoll et al., 2009). Neste contexto, alguns genes mostram-se bons
candidatos para serem estudados visto que podem ter sido cooptados durante o
processo de domesticagdo, justamente por seu ja conhecido papel na modulacao
de comportamentos relacionados com algumas das caracteristicas descritas

acima. A selegcdo artificial promovida pelos humanos que culminou com a
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domesticacdo de diferentes espécies animais ocorreu em locais e periodos
historicos distintos, com destaque para o Neolitico e regides do Oriente Médio,

atuais Iraque conhecido pelas terras férteis, ou Crescente Fértil, banhadas pelos

rios Tigres e Eufrates, bem como a Turquia (Zeder, 2012a).

A relacdo entre os humanos e outros animais € antiga, mas até a
domesticacdo do cao (Canis lupus familiaris) ela era basicamente relacionada
com a caca, sendo fortuita qualquer outra forma de interacdo. O céo foi a primeira
espécies animal a ser domesticada em um periodo em que o modo de
subsisténcia ainda era baseado na cacga e coleta e as popula¢cées humanas nao
haviam passado pelo processo de sedentarizacéao (Larson et al., 2012). Estima-se
gue a divergéncia entre caes e lobos (Canis lupus) ocorreu a pelo menos a
27.000 anos (Skoglund et al., 2015), porém a datacéo e a localizacdo geografica
dos eventos de domesticacdo s&o constantemente discutidos. Atualmente
considera-se que houve eventos de domesticacdo do cdo em diferentes pontos
geogréaficos, pelo menos um na Europa e outro na Asia (Morey, 2014). Os
ancestrais das demais espécies domesticadas encontradas atualmente, incluindo
caprinos, bovinos, felinos, e pequenos roedores datam de épocas mais recentes,
especialmente durante a chamada revolucdo Neolitica (entre 12 e 6 mil anos
antes do presente; Zeder, 2012b).

Registros arqueoldgicos e dados moleculares cada vez mais tém
permitindo resgatar detalhes e particularidades da domesticagdo, inclusive
mostrando que houve multiplos eventos a partir da mesma espécie selvagem e
gue houve também periodos de fluxo génico entre os animais domesticados e
nao-domesticados (Freedman et al., 2014; Larson et al., 2014; Frantz et al.,
2016). Como ja mencionado, a emergéncia dos cdes domeésticos a partir dos
lobos € o evento mais antigo de domesticacao ja registrado, ocorrendo antes da
sedentarizacdo dos humanos modernos. Vila et al., (1997) propbs que a
domesticacgéo de linhagens de lobos ocorreu a cerca de 100.000 anos atras,
através de analises de mtDNA. Esta controversa hipétese foi contestada por
diversos pesquisadores; Freedman et al., (2014) comparando o genoma de lobos
com racas caninas mais antigas datam a divergéncia em épocas bem mais

recentes, entre 11.000-16.000 anos atras. Mais recentemente, a partir do
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sequenciamento do paleogenoma de um lobo de 35.000 anos foi possivel sugerir

gue a domesticacao de caes ocorreu entre 27.000-40.000 anos (Skoglund et al.,
2015). Ja Frantz et al., (2016) datou a divergéncia entre cées e lobos entre 20.000

e 60.000 anos e revelou uma separacao profunda entre racas caninas modernas

do leste da Asia e da Europa. Os Ultimos autores também sugeriram que o fluxo
génico entre as diferentes linhagens pode ter fornecido parte do repertério
genético para o extraordinario grau de diversidade fenotipica do cdo doméstico, e

gue a selecao de racas caninas para fungdes especificas comecou por volta de

5.000 anos atrés. Foi na era Vitoriana, no entanto, que emergiu 0 maior nimero

de racas hoje reconhecidas.

Bovinos, caprinos e suinos, por sua vez, tiveram processos de
domesticacdo semelhantes, com provaveis multiplos eventos e posteriores
migragc6es com popula¢cdes humanas, dando origem as atuais linhagens. Pinturas
rupestres ja indicavam a importancia do gado para a humanidade com a
representacéo do Auroch (Bos primigenius), ancestral dos bovinos domesticados
atuais Bos taurus e Bos indicus. Pelo menos um evento de domesticacao dos
bovinos ocorreu por volta de 10.000 anos no vale do Eufrates. Edwards et al.,

(2007) através do sequenciamento de DNA gendémico e mitocondrial sugeriram

gque as diferentes linhagens de bovinos podem ter surgido de eventos de
cruzamento entre Auroch selvagens e animais domesticados ap0s esse primeiro
evento de domesticacéo, enquanto Beja-Pereira et al., (2006) mostrou que houve
eventos de domesticacédo independentes de Aurochs na Africa.

Ha indicios que apontam que os primeiros rebanhos de caprinos ja existiam
a aproximadamente 10.000 anos no Crescente Fértil, e que esses animais
domesticados tornaram-se comuns na regido provendo fonte constante de 14,
couro, carne e leite. Por volta de 5.000 anos caprinos domesticados ja tinham
chego ao Mediterraneo (Price, 2002; Zeder et al., 2006). A domesticagdo de
suinos (Sus domesticus), por sua vez, ocorreu por volta de 9.000 anos na regiao
de Anatdlia, atual Turquia, a partir da espécie selvagem sus scrofa (Driscoll et al.,
2009). Analises moleculares permitiram identificar sua presenca na Europa por
volta de 7.500 anos e um fluxo génico entre linhagens ja domesticadas e
selvagens (Larson et al., 2007; Larson e Burger, 2013; Frantz et al., 2015). Teriam
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ocorrido ainda outros eventos de domesticacao independente a aproximadamente
5.000 anos no sudeste da Asia, na China e provavelmente na india (Kanginakudru
et al., 2008).

De acordo com evidéncias arqueoldgicas e genéticas a domesticacao dos
cavalos atuais (Equus caballus) também se deu multiplas vezes ao longo do
tempo na regido central da Eurasia por volta de 5.500 anos atras (Vila et al., 1997,
Levine, 1999; Lindgren et al., 2004). Os estudos ainda sugerem eventos de fluxo
génico entre populagdes domesticadas e o ancestral selvagem (Equus ferus),
hoje extinto (Warmuth et al., 2012). Gatos (Felis silvestris catus) também
apresentam uma antiga relacdo com o homem. Os primeiros registros
arqueologicos apontam que h& aproximadamente 9.700 anos no Crescente Feértil,
0s gatos ja habitavam recintos juntos com humanos. Teriam sido domesticados a
partir do gato selvagem african(Felis silvestris lybica; Driscollet al., 2009;
Montague et al., 2014). Diferente de outros animais, foram esses felinos que
elegeram habitats urbanos, pois existia uma enorme oferta de roedores que Ihes
proporcionava alimento abundante. Ao mesmo tempo, a proximidade com
humanos, afugentava predadores naturais e Ihes conferia abrigo. Populacdes
humanas, em seus inicias e insalubres nucleos urbanos, os toleravam e até os
desejavam, pois, 0s gatos serviam como agentes eficientes no controle das
pragas, em especial de ratos (Zeder, 2012b). A evolugao para um animal de
companhia se deu posteriormente. Interessantemente, estudos genéticos indicam
gue durante a domesticacao dos gatos, houve forte presséo de selecéo para
genes relacionados a caca, em especial aqueles ligados a visédo, audicéo e olfato
(Zeder et al., 2006; Driscoll et al., 2009; Montague et al., 2014).

De qualquer modo, a presséo de selecéo artificial na domesticacao animal
envolve inicialmente comportamento. Animais domesticados apresentam menor
agressividade, reducao do medo, menor resposta de fuga, maior facilidade de
doma e menor comportamento exploratério que seus respectivos selvagens
(Price, 1999; Albert et al., 2009). Torna-se entdo extremamente desafiador, a
busca por elementos que fazem parte do repertorio genético por tras de tracos de
comportamento especialmente selecionados em processos de domesticagao

animal.
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1.4. Bases genéticas da domesticacao animal

O extensivo processo de domesticagdo animal deixou marcas
profundas nas principais espécies de animais domesticados. Diversos autores
defendem que durante 0 processo 0 conjunto de caracteristicas comuns
encontradas nas espécies que passaram por este processo pode ser denominada
como fendtipo da domesticacdo ou sindrome da domesticacdo. Este conjunto de
caracteristicas morfolégicas e comportamentais sdo resultados da intensiva
selecdo por individuos mais ddéceis com facilidade de doma e que portavam
outras caracteristicas de interesse. Mesmo quando sédo analisadas espécies de
mamiferos filogeneticamente distantes como Carnivoros ou Artiodactilos
domesticados pode-se encontrar um conjunto de caracteristicas comuns como
uma reducdo do volume corporal, gracilizacdo do esqueleto, coloracdo de
cobertura mais conspicua e manchada, pelos mais enrolados, rabos e orelhas
caidas (Zeder, 2012b; Larson et al., 2014). Esses fatos denotam que h& por tras
do processo de domesticacdo dos mamiferos um similar repertorio genético que
foi cooptado diante de uma pressao seletiva similar.

Sendo assim, muitos estudos tém buscado desvendar as bases genéticas
da domesticacdo. Uma das abordagens usadas é a comparac¢ao entre linhagens
domesticadas e seus ancestrais selvagens. Partindo do pressuposto que as
espécies selvagens representam um repertorio génico ancestral e as espécies
domesticadas representam as caracteristicas genéticas derivadas € possivel
identificar elementos genéticos conectados com o chamado fenétipo da
domesticagdo. No entanto, muitas das espécies ancestrais dos principais animais
domesticados estdo extintas ou sdo desconhecidas o que representa um desafio
nesse tipo de estudo. Assim, o uso de espécies filogeneticamente préximas, ou
mesmo algumas linhagens domesticadas conhecidas por ainda preservarem
caracteristicas da espécie ancestral sdo utilizadas nas investigacoes.

Porém, identificar o conjunto completo de variantes genéticas envolvidas
na domesticacao, bem como detectar sinal de selecdo nos genomas das espécies
domesticadas, ndo sdo tarefas triviais, visto a complexidade do cenario.
Basicamente, a domesticagdo, via selecdo artificial pode ocorrer por trés
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mecanismos ndo mutuamente excludentes: 1) Mudancas nas frequéncias de
alelos de pequeno efeito em muitos l6cus, como previsto no tradicional modelo
genético quantitativo; 2) Mudanca em poucos genes de maior efeito e 3)
Mudancas fisicas, que néo alteram a sequéncia do DNA, como modificacdes
epigenéticas herdaveis (Christie et al., 2016).

Alguns genes envolvidos em tracos morfoldgicos, fisioldgicos e/ou
comportamentais envolvidos no processo de domesticagéo ja foram identificados.
Por exemplo, os genes relacionados com a rota da pigmentacdo, MCIR e KIT,
apresentam forte sinal de selecdo em animais domesticados (Wiener e Wilkinson,
2011), sendo a coloracéo conspicua e malhada considerada por muitos autores
um dos fenodtipos da domesticacdo. O papel de véarios genes de interesse
agropecuario também ja € bem documentada. Por exemplo, Wiener e Wilkinson
analisaram dados genéticos de nove racas de gado e propuseram que o gene da
miostatina (GDF-8) foi cooptado durante a selecéo artificial para producao de
carne, assim como ha sinal de selecao nos genes ABCG2 e DGAT1 em gado
leiteiro (Wiener e Wilkinson, 2011), o primeiro codificador de uma proteina
transmembrana associada entre outras coisas a protecdo do feto contra
xenobidticos, enquanto o segundo € codificador de uma proteina envolvida na
sintese de trigliceridios essencial para a formacéo de tecido adiposo.

A busca por genes relacionados ao comportamento também é um foco
constante, ja que uma conduta docil na presenca de humanos é uma condicdo
basica para iniciar a domesticacdo de uma espécie selvagem. Albert et al., (2009)
compararam 0sS niveis de expressao génica cerebral entre ratos (Rattus
norvegicus) submetidos a um modelo de domesticacdo (selecionados para a
docilidade durante mais de 60 geracdes). Eles identificaram algum locus para
tracos quantitativos (QTL) associados a mansidao/agressao, e niveis diferentes
de neurotransmissores, horménios, além de mudanc¢as morfolégicas quando ratos
“domesticados” foram comparados com selvagens.

A domesticacao de raposas da espécie selvagem Vulpes vulpes iniciou na
década de 1950 através de selecéo artificial promovida pelo pesquisador russo
Dimitri Belyaev. Buscando entender a domesticacao de caes a partir de lobos, o

Dr. Belyaev ja postulava que o elemento inicial chave a ser selecionado era a
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domabilidade para com os humanos. Uma vez que as bases do comportamento

sdo genéticas, a selecdo de mansiddo significaria a selecdo de alteracbes
genéticas que promoviam alteracdes fisiologicas em especial nos sistemas
neuroquimicos que modulam o comportamento. Dr. Belyaev decidiu entéo testar

sua teoria domesticando o raposas Vulpes wvulpes, em particular, a raposa
prateada, uma linhagem diferenciada daquela da cor da raposa vermelha. Ele
submeteu uma populacéo destas a forte pressao de selecao para domesticidade
inerente (Belyaev et al., 1985). De acordo com Trut et al., (2009), Dr. Belyaev
separou as raposas em trés categorias: Classe Ill, envolvia as raposas que fogem
da domesticacdo, mordiam e eram ariscas; as de Classe Il deixavam-se pegatr,

mas nao manifestavam resposta emocional amigavel, enquanto as de classe I,

além de deixarem-se pegar, balangcavam a cauda e choramingavam, buscando
atencdo para poder lamber e cheirar os pesquisadores. Os experimentos
prosseguem até hoje, sendo que de 70-80% dos filhotes da classe | ja nascem
doceis e com caracteres secundarios associados a domesticacdo. De acordo com
Trut et al., (2009), como previa o Dr. Belyaev, demonstraram a importancia do

papel dos neurohormdnios nesse processo, pois constataram que as raposas
domesticadas tinham uma diminuicéo da resposta ao estresse relacionada ao

eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) em relagdo a seu ancestral selvagem.

Vale lembrar que os produtos dos genes que codificam neurotransmissores e
receptores relacionados ao eixo HPA estao relacionados dentre outras coisas ao
estresse, humor e emocoes.

Terenina et al., (2013), na mesma diregdo, demonstraram que ha uma
correlacao entre a expressédo de neurohormoénios e seus receptores no padrao de
carcagas de porcos. Os autores encontraram uma associagao significativa entre
SNPs nos genes HTR2C, SLC6A4, MAOA, DRD3, CRHR1, AVPR1a, AVPR1b,
CREM e NR3C1 e qualidade de carcagas. Nesse mesmo trabalho houve
associacao do gene AVPR1b, codificador de um dos receptores da vasopressina
(AVP), com o nivel de cortisol no plasma ao abate, bem como a presenca de
SNPs que estdo associados a um maior grau de agressividade, isto porque AVP

modula a comunicagédo entre neurdnios, via eixo HPA (Terenina et al., 2013).
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A importancia de AVP e de OXT na modulacédo de comportamentos sociais
em caes domesticados foi também evidenciada por MaclLean et al., (2017). Os
autores demonstraram que caes selecionados para docilidade apresentaram
maiores indices plasmaticos de OXT e cédes com maior frequéncia de
comportamento agressivo apresentaram maiores indices de AVP plasmaticos
guando comparados ao grupo controle. Esses achados como um todo colocam o0s
genes do sistema OXT-AVP como candidatos para estudos sobre o repertorio
genético da domesticacao animal.
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CAPITULO Il

OBJETIVOS

Il. 1. Objetivos gerais

Descrever a diversidade e o padréo de evolugdo molecular para o sistema
OXT-AVP analisando as variagdes nos neurohormonios OXT e AVP bem como de
seus receptores (OXTR, AVPR1a, AVPR1b e AVPR2) em contextos de selegéo

natural e artificial (domesticacao).

Il. 2. Objetivos especificos

(a)Analisar se o padrdo de diversidade molecular encontrado entre espécies
de mamiferos domesticados e seus possiveis ancestrais selvagens, bem como
suas possiveis implicacdes fisiolégicas e comportamentais durante a adaptacao

ao ambiente antropico.
(b)Efetuar a caracterizagdo do AVPR1b em 20 espécies de primatas do novo

mundo que nao possuem genoma publicado e compreender 0S processos

evolutivos que atuam no receptor AVPR1b .
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CAPITULO 1l

RESULTADOS

lll. 1. ARTIGO NO PRELO.

Revista: Genetic and Molecular Biology
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lll. 2. DADOS ADICIONAIS:

AVPR1b variation and the emergence of adaptive phenotypes in platyrrhini

monkeys

Abaixo pode ser encontrado dados originais para 0 gene do receptor
AVPR1b, em amostras de macacos do Novo Mundo, que foram gerados para a
presente Dissertacdo e cujas analises estdo em andamento. Como Vvisto
anteriormente, AVPR1b é um dos receptores de AVP. Varios estudos com
camundongos nocauteados para AVPR1b e outras investigacdes que aplicaram
antagonistas de AVPR1b demonstraram uma diminui¢éo da liberacdo de ACTH e
corticosterona, bem como algumas mudancas comportamentais, incluindo um
menor nivel de agressao, ansiedade e estresse, particularmente em homens.
Curiosamente, outros comportamentos permaneceram inalterados (Koshimizu et
al., 2012; Pagani et al., 2014; Roper et al., 2010; Roper et al., 2011; Stevenson
and Caldwell, 2012; Tanoue et al., 2004; Wersinger et al., 2002, Witchey et al.,
2016). Além disso, os camundongos nocauteados para AVPR1b, seja em machos
ou fémeas, diferiram em sua ativacdo de &reas cerebrais relacionadas a
comportamentos agressivos e memoria de reconhecimento social (Witchey et al.,
2016), reforcando a idéia de que o papel de AVPR1b é sexo-especifico.

Com base nesses achados, pode-se postular a hipotese de que a
capacidade de controlar a agressdo e a ansiedade pode ser essencial num
contexto em que os machos - ambos relacionados e nao relacionados - prestam
cuidados diretos aos filhotes, colocando o gene AVPR1b como alvo potencial para
mudancas de provavel impacto funcional e evolutivo. Assim investigamos a
variagdo de AVPR1b em 20 espécies de Platyrrhini.

Foram investigadas amostras de sangue e / ou tecido de 20 individuos
representando 20 espécies de macacos do Novo Mundo e mais dados obtidos de
bancos publicos (Tabela 1). Dezessete delas foram fornecidos pelo Centro de
Primatologia do Rio de Janeiro (CPRJ). Uma amostra de tecido de um individuo
de Alouatta guariba foi fornecida por Alexandre Uarth Christoff, curador do Museu
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de Ciéncias Naturais da Universidade Luterana do Brasil (ULBRA-Canoas). Este
projeto foi registrado no sistema oficial brasileiro, que permite a coleta de material
biolégico de unidades de conservacgéao para fins de pesquisa (SISBIO nimero
63551462). Também foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (data da aprovacao: 25 de novembro de 2014).0
DNA foi extraido usando o QuiagenDNeasy Blood & Tissue Kit® de acordo com
as instrucdes do fabricante. Os primers foram projetados para flanquear todos os
exons deAVPRI1b, usando os programas FastPCR e Primer3 (Tabela 2). A
amplificagdo por PCR foi realizada nas seguintes condigdes: um passo de
desnaturacao inicial a 94 ° C durante 5 minutos precedeu 35 ciclos de 30s a 94 °
C, 30s a cada temperatura de recozimento do iniciador e um passo de extensao
de 45s a 72 ° C, seguido por uma extenséo final por 10 minutosa 72 ° C. O
sucesso da amplificacdo foi verificado por eletroforese em um gel de agarose a
2%, corado com GelRedTM, seguido por um exame sob luz ultravioleta. Um
marcador molecular de baixa massa de 100 pb foi utilizado como controle. Os
produtos amplificados foram purificados ap0s a exonuclease | e os protocolos de
fosfatase alcalina (Amersham Biosciences).

As leituras foram obtidas na plataforma lllumina e verificadas através do
Codon Code Aligner (verséo 4.0). Nossas analises incluiram ainda as sequéncias
codificadoras de AVPR1b de 34 espécies de outros primatas, bem como de duas
espécies de ordens de mamiferos placentarias filogeneticamente proximas aos
Primatas, que foram utilizadas como grupos externos (Tupaia chinensis,
Scandentia, Galeopterus variegates, Dermoptera). Os dados foram coletados da
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov), Ensembl (). As sequéncias foram alinhadas
usando o algoritmo MUSCLE conforme implementado no MEGA 6.0 (Edgar, 2004;
Tamura et al, 2013). A comparacdo das sequencias originais e da literatura
mostraram varias modificacdes, dentre as quais uma delecdo nas sequéncias de
AVPR1b dos macacos do Novo Mundo, nas posi¢cdes de aminoacidos 245 e 248
(Tabela 3).

Analises e estudos futuros, a partir desses achados,irdo investigar a

relevancia funcional e evolutiva dos mesmos. Além disso, esses achados irdo
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integrar analises considerando os dados de outros genes do sistema OXT/AVP

para as mesmas especies.

Tabelal. Espécies de primatas analisadas e suas respectivas referéncias.

Grupo Espécie AVPR1b Grupo Espécie AVPR1b
Cercocebus atys XM_012039814.1 Callithrix geoffroyi This study
Chlorocebus sabaeus XM_007988695.1 Callithrix jacchus XM_002760726.2
Colobus angolensis XM_011937372.1 Callithrix kuhlii N/A
Gorilla gorilla XM_004028271.2 Callithrix penicillata N/A
Homo sapiens NM_000707.3 Cebuella pygmaea This study
Macaca fascicularis NM_001287703.1 Chiropotes albinasus This study
Macaca mulatta NM_001246222.1 Chiropotes chiropotes N/A
Macaca nemestrina XM_011746878.1 Chiropotes utahicki This study

E Mandrillus leucophaeus XM_012001007.1 Lagothrix lagotricha N/A

E Nomascus leucogenys XM_003272950.3 Lagothrix poeppiggi N/A

8 . Leontopithecus )
Pan paniscus XM_003822930.3 This study

chrysomelas

Pan troglodytes XM_525039.5 Leontopithecus rosalia This study
Papio anubis XM_003893207.2 € Mico argeta N/A
Papio hamadryas N/A § Mico humeralifer This study
Pongo abelii XM_009238636.1 f—s Mico melanura This study
Pongo pygmaeus N/A Mico saterei This study
Rhinopithecus bieti XM_017880841.1 Pithecia pithecia N/A
Rhinopithecus roxellana XM_010362490.1 Propithecus coquereli XM_012657858.1
Alouatta caraya N/A Saguinus bicolor This study
Alouatta guariba This study Saguinus martinsi This study
Aotus azarai N/A Saguinus midas N/A
Aotus nancymaae XM_012459204.1 Saguinus niger This study
Ateles belzebuth N/A Saimiri boliviensis XM_003930448.2
Ateles geoffroyi N/A Saimiri sciureus N/A

E Brachyteles arachnoides This study Sapajus apella N/A

%\ Brachyteles hypoxanthus N/A Sapajus capucinus XM_017525482.1

o Cacajao calvus N/A Sapajus robustus This study
Cacajao melanocephalus This study Sapajus xanthosternos This study
Callibella humilis This study E Microcebus murinus XM_012761001.1
Callicebus coimbrai This study 'E Otolemur garnettii XM_003792217.1
Callicebus cupreus N/A % Tarsius syrichta XM_008053930.1
Callimico goeldii This study Dermoptera Galeopterus variegatus XM_008573081.1

Scandentia Tupaia belangeri chinensis

XM_006159267.1
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Tabela 2. Primers utilizados para amplificar a regido codificante do gene AVPR1b

em 20 espécies de primatas Platyrrhini através de reacao de PCR.

Foward (5°-3") Reverse (3°-5") Amplicon
ATCCACACCCTCCCTCCATC CATGTAGGTGGAGGCGAACA 416
ACATCACCTTCCGCTTCCAG ATGAAGACCTGAGGGAGGCT 229
ACGGGTCTACCTYACCTGGA CGGACCACATCTGGACACTG 229
TCCATGCTTTTGGGCAACCT CACTGAGGGTTAGGCTGAGG 229

Tabela 3. Alinhamento do AVPR1b ilustrando a delecao nas posices 245-248. Os
pontos representam aminoacidos idénticos a sequéncia de referéncia Homo
sapiens, as delecdes sdo representadas por um traco, as espécies de primatas

Platyrrhini estdo destacadas em azul.
243 244 245 246 247 248 249 250 251 252 253 254 255 256 257

Homo sapiens G W R T W D R P S P S T L A A
Pan paniscus \Y S

Pan troglodytes \Y . . . S .
Pongo abelii . . . . . H S \
Gorilla gorilla . S
Papio anubis A S
Rhinopithecus bieti A S
Rhinopithecus roxellana A S
Mandrillus leucophaeus A S
Cercocebus atys A S
Macaca fascicularis A S
Macaca mulatta A S
Macaca nemestrina A S
Colobus angolensis A S
Chlorocebus sabaeus . . . A S .
Nomascus leucogenys . . . . . N S A S \
Cebuella pygmaea N - - - - R A P \Y
Callibella humilis N - - - - R A P \
Callithrix jacchus N - - - - R A P \
Callithrix geoffroyi N - - - - R . A P \Y
Callimico goeldii N - - - - R L A P \
Mico melanura N - - - - R A P \
Mico saterei N - - - - R A P \
Mico humeralifer N - - - - R A P \Y
Saguinus martinsi N - - - - R A P \Y
Saguinus bicolor N - - - - R A P \
Saguinus niger N - - - - R A P \
Leontopithecus chrysomelas N - - - - R A P \
Leontopithecus rosalia N - - - - R A P \
Aotus nancymaae S - - - - R A P \
Saimiri boliviensis S - - - - R A P \Y
Sapajus capucinus S - - - - R A P \
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CAPITULO IV

CONCLUSAO

Um dos maiores desafios das Ciéncias Biomeédicas na atualidade é
conseguir conectar variagcdes em nivel do genoma com aquelas em nivel de
fendtipos. Somado a isso, o0 desafio se torna ainda maior quando se busca
conectar esses achados com cendrios evolutivos. Nosso grupo de pesquisa tem
contribuido nessa area de conhecimento através de diferentes estudos com o
sistema OXT-AVP, onde foi possivel conectar mudancas genéticas taxon-
especificas com fenotipos adaptativos taxon-especificos (Vargas-Pinila et al.,
2015, 2017; Parreiras-e-Silva et al., 2017).

Seguindo essa mesma linha de investigagdo e considerando ainda a
estratégia de genes (ou sistemas genéticos) candidatos, os estudos apresentados
na presente Dissertacdo buscaram identificar variacbes no repertério genético de
diferentes espécies de mamiferos placentarios em pelo menos dois instigantes e
relativamente diferentes cenarios evolutivos: considerando espécies sob o rigor
da selecdo artificial e outras representando animais selvagens. Para isso foi
analisado o padrao de diversidade dos genes OXT e AVP, bem como de seus
receptores (OXTR, AVPR1a, AVPR1b e AVP2).

O capitulo 11l da presente Dissertacdo apresenta discussdes especificas
referentes aos resultados obtidos sobre o papel dos genes acima mencionados
durante o processo de domesticacdo de mamiferos placentario. E importante
ressaltar o desafio que é trabalhar com as bases genéticas do processo de
domesticacdo animal, uma vez que a maioria das espécies ancestrais das
principais espécies de animais estdo extintas ou sdo desconhecidas. Além disso,
€ esperado que um conjunto de genes (e suas variantes e combinacdes) sejam
responsaveis pelo fenétipo da domesticacao.

Neste projeto foi possivel explorar sequéncias codificadoras genes

candidatos de espécies ancestrais (paleogenomas) de algumas importantes
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espécies de mamiferos domesticados através da recuperacdo de bancos de
dados. Aléem disso, espécies de mamiferos selvagens proximamente relacionadas
aquelas domesticadas foram também consideradas

Vale destacar alguns achados, como por exemplo que mudancas
genéticas taxon-especificas nos receptores AVPR1b e AVPR2 estariam sob
selecdo positiva comparando quando o0 conjunto de espécies domeésticas €
comparado com aquele de espécies selvagens. Com base na funcao conhecida
desses genes, esses achados podem ser associados a modificacdes fisiologicas
e/ou comportamentais necessarias para que animais domesticados possam
coexistir e coevoluir com os seres humanos em seus nichos construidos. Por
exemplo, descrevemos a presenca de uma serina na posi¢cao 257 de AVPR2 em
67% das espécies domesticadas consideradas, sendo que elas sao identificadas
com diferentes grupos taxon6micos (Ordens Rodentia e Lagomorpha). Esse
exemplo ilustra como variantes nos mesmos genes é uma maneira parcimoniosa
de fenoétipos particulares emergirem quando populacdes de diferentes espécies
sdo submetidas a pressdo seletiva similar. Por outro lado, também foram
observadas algumas diferencas instigantes no repertério genético da
domesticacédo, o que também é esperado quando ocorre evolucéo paralela.

Nossas analises mostraram também que os genes OXT, AVP e AVPR1a
estdo sob um padréo geral de selecao purificadora. OXTR parece estar sob uma
restricdo evolutiva no conjunto de mamiferos considerados aqui, corroborando
nossos estudos anteriores (Paré et al., 2016). No entanto, apesar deste padrao
geral em mamiferos placentarios, ha evidéncias de que tanto OXT quanto OXTR
estejam sob selec&o positiva em alguns ramos de macacos do Novo Mundo, onde
formas novas e possivelmente adaptativas de OXT e de OXTR foram descritas
(Vargas-Pinilla et al., 2015, 2016; Parreiras-e-Silva, 2017).

Como um todo esses achados forneceram novos dados sobre o papel
desempenhado por essa familia génica durante o processo de domesticacao.

Onde, provavelmente atuou mediando caracteristicas primordiais como docilidade
e tolerancia ao homem, bem como em caracteristicas fisiolégicas como

homeostase de agua e controle do estresse.
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J& os achados brevemente apresentados no capitulo Ill, e que nao foram
discutidos aqui foram introduzidos no corpo da presente Dissertacéo co o objetivo
de salientar o esforco empregado para que mais informacdes sobre 0s receptores
sejam conhecidas em espécies de primatas ndo representadas em bancos de
dados publicos. Buscou-se assim suprir uma lacuna na literatura cientifica sobre a
variacdo molecular de AVPR1b, pois apenas Callithrix jacchus, Cebus capucinus,
Saimiri boliviensis, Aotus nancymaae (todas espécies pertencentes a familia
Cebidae) tem seu genomas conhecidos.

Sendo assim, dados parciais sobre a diversidade de AVPR1b de 20
espécies de primatas Platirrinos foram apresentados. Destaque para a delecéo
nas posicoes 245-248 de AVPR1b, presente somente em macacos do Novo

Mundo. Futuros estudos irdo determinar a relevancia destes e outros achados.
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