UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
DEPARTAMENTO DE GENETICA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

GABRIELLE ROSA SILVA

ASPECTOS EVOLUTIVOS DO GENE LNPEP:
DE MAMMALIA A PRIMATES

PORTO ALEGRE, MAIO DE 2019.



GABRIELLE ROSA SILVA

ASPECTOS EVOLUTIVOS DO GENE LNPEP:
DE MAMMALIA A PRIMATES

Dissertacdo submetida ao Programa de Pds-Graduacdo em
Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Rio
Grande do Sul como requisito parcial para a obtencdo do grau de

Mestre em Genética e Biologia Molecular.

ORIENTADORA: DR? MARIA CATIRA BORTOLINI

PORTO ALEGRE, MAIO DE 20109.



ASPECTOS EVOLUTIVOS DO GENE LNPEP: DE MAMMALIA A PRIMATES

GABRIELLE ROSA SILVA

Esta dissertacdo foi apresentada em seminario publico ocorrido no Anfiteatro do
Departamento de Genética da UFRGS, no dia 02 de maio de 2019, e aprovada por todos
0s membros da banca examinadora, composta pelas professoras doutoras abaixo

relacionadas:

DRA. GISLENE LOPES GONCALVES
(PPGBM/UFRGS)

DRA. MARCIA PINHEIRO MARGIS
(PPGBM/UFRGS)

DRA. VANESSA RODRIGUES PAIXAO-CORTES
(UFBA)

Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil.
Maio de 2019.



Aos meus amados pais, Odila e Celso,

e aos meus sobrinhos preciosos, Ana Valentina e Jodo Pedro.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal do Rio Grande do Sul, que me acolhe desde a
graduacdo, pela perseveranca em todas as etapas do desenvolvimento cientifico — mesmo

guando o conhecimento geral peregrina timidamente em meio a trevas.

A Coordenagcéo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES),

pelo auxilio em todo o periodo deste mestrado e pela fungdo que exerce.

Ao EImo Cardoso, pela subsisténcia de virtudes humanas ainda que lhe seja
atribuido o papel mais impiedoso e indiferente aos apelos filantrépicos — 0 gerenciamento
do cerne burocratico de um departamento de pos-graduacdo —, 0 que € totalmente
espantoso.

A professora Eliane Kaltchuk, pela bondade, disponibilidade e pelos valiosos

conselhos que agora carrego comigo.
Ao Pedro Vargas-Pinilla, pelas revisdes e aprimorada visdo cientifica.

Ao Fernando Gazalle e a Muriel Kubiak, pelas mais sortidas propostas de
resolucdo de problemas. Agradeco imensamente a confianga e o suporte quimico.

A Ana Mastella, minha singular amiga, pelo estimulo criativo, amparo

incessante e pela compreensdo das minhas mais variadas formas de humor.

Aos meus irmdos Daniele e Eduardo e a Ingrid Bandeira, minhas sinceras

gracas pela acalentadora ajuda nos momentos mais frageis.

Ao Boni e a Brenda, pela amizade inestimavel e companhia a qualquer hora

do dia, pela alegria que me proporcionam e pelo amor com que sempre me recebem.

Ao Francisco, por ter me ensinado grandes licbes sobre a vida — e mostrado
que frequentemente é possivel restabelecer o que ja foi considerado perdido.

Aos meus pais, pela presenca carinhosa nos dias mais dificeis. Pelas
caminhadas nas tardes de sol que resgatavam o animo. Por cada gesto sutilmente afetuoso
e gentil.

A Ana Valentina e ao Jodo Pedro, por serem exatamente quem S&o.



SUMARIO

INDICE DE TABELAS ..ot seeaes s s s ix
INDICE DE FIGURAS ...t X
RESUMO ..ottt saessees 11
ABSTRACT ..ottt sttt s sttt ss st sn s s 12
L. INTRODUGAO ... 13
1.1.  PEPTIDASES — DOS FUNDAMENTOS A SISTEMATICA ......cooevervrreeeeeerena. 13
1.2.  LEUCIL-CISTINIL AMINOPEPTIDASE — DO GENE A ENZIMA..........ccccooueen.... 17
1.3.  BREVE EPILOGO EVOLUTIVO .....viieeeieieeeeeeeeeeeveesee s ee s ves s sen s, 23
1.4, JUSTIFICATIVA DO ESTUDO.......oouieeeeeeceeeeeeeeeeseeseesessesseessessss s sessase s 31
2. OBUIETIVOS ...t veeeeee e 32
2.1, OBJETIVO GERAL ..ot eeeeiee e es s 32
2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ooueeeeveieeieieeeeeessesees s 32
3. METODOS ..ot seee e esses s sasn s saessensnsanneas 33
3.1.  CONJUNTO DE DADOS INICIAIS .......ooeveeeeeeeeeeeeeeeeees e senase s 33
3.2, ANALISES EVOLUTIVAS.....ooiiieieeeeeeeeeeeeee s es s esaes s sssass s sssass s 33
3.3. EFEITOS DE MUTACOES SOBRE A ESTABILIDADE DA PROTEINA ............. 35
4. RESULTADOS E DISCUSSAOQ.......c.ooeieeeeeeeereeeeressessesses s ses s ses s ses s s s ssean 36
4.1. CONJUNTO DE DADOS E CONSIDERAGOES INICIAIS ......cooevereeerereeereneeeae. 36
4.2, ANALISE DAS TAXAS EVOLUTIVAS .....oooieeeeeeeeeeeeeeeee e ee s, 42
5.3. FILOGENIA EM MAMMALIA E ANCESTRAIS EM PRIMATES.........cccceevunenc. 46
6. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO .......oooviieereeteeeveeeee s 51

7. REFERENCIAS ......oooiceeeeeee ettt asans 52



INDICE DE TABELAS

TABELA 1. IDENTIFICADORES DOS MECANISMOS CATALITICOS SEGUNDO A IUBBMB ............. 14
TABELA 2. FAMILIA M1 DE METALOPEPTIDASES (HGNC ID: 1437) ...ccovviieiiecie e, 16
TABELA 3. VARIANTES DO PEPTIDEO OXT ENTRE PRIMATAS .....cciuiieiiiieee e e siiree e e sree e s snene e 25
TABELA 4. CLASSIFICACAO EM PLATYRRHINL ...vviitiiitieiti it et cte e eveeve e steesveesaeestaestaesreenneas 30
TABELA 5. TAXONS, REFERENCIAS E CLASSIFICACAOD .....vviiiitiiii ittt ettt 37
TABELA 6. RESULTADOS DOS MODELOS M8, M7 E MBA EM NSSITES .....cccovveiiieiiieiiiesieesinens 42
TABELA 7. SITIOS SOB SELEGCAOQ POSITIVA SEGUNDO O MODELO M8........ccooiiiiiiiiiitieiiee e, 42
TABELA 8. RESULTADOS ESTATISTICOS PARA O MODELO CLADE C ....oovvvivieciieciie et 45
TABELA 9. PROPORCAO DE SiTIOS SOB DIFERENTES TIPOS DE SELEGAO .....ccvvvviveeiveeereeireesreenean 45
TABELA 10. SUBSTITUICOES NAO SINONIMAS ENTRE AS LINHAGENS DE PRIMATAS ........ccve.u... 47

TABELA 11. VALORES ATRIBUIDOS A CADA CATEGORIA DE EFEITO SOBRE A ESTABILIDADE....48

TABELA 12. RESULTADOS DO PROGRAMA FOLDX. .. ciiitiieiitiiiee et ee ettt eean e e e e e reneeennnnnn s 49



INDICE DE FIGURAS

FIGURA 1. INFORMAGOES DO UNIPROT. .. .cutiiiitiieienieiisiesiesiesessesiesiesessestessessesessessesseseeseasessenses 17
FIGURA 2. DOMINIOS FUNCIONAIS DE LNPEP ......cccoiiiiiiieiece e 18
FIGURA 3. VISAO ESQUEMATICA DAS REGIOES DE LNPEP E DO SITIO DE CLIVAGEM................. 18
FIGURA 4. LINPEP SOLUVEL .....uciittitietiate ettt bbbt b bbbttt nees 18
FIGURA 5. O MOTIVO DE CLIVAGEM PARA A FORMA SOLUVEL DE LNPEP. ........ccccocoveviriinne, 19
FIGURA 6. SUPEREXPRESSAO DAS PROTEASES ADAMS SOBRE A LIBERACAO DE LNPEP......... 19
FIGURA 7. ESTRUTURA PRESUMIDA DAS PROTEASES .......ccueiviuiitiiteiteiereesessessessessssessessesesessesnes 20
FIGURA 8. DISPOSICAO DOS GENES DA SUBFAMILIA OXITOCINASE ....cvcvveverieieresiesiesieeereesenes 21
FIGURA 9. SUBFAMILIA OXITOCINASE.......cvititiiteiestesestessesiessesessessessessssessessessessssessessessssessesses 21
FIGURA 10. REGIAO DE INTERAGAO CATALITICA ENTRE OXT E LNPEP........cccoveiviveiceie 24
FIGURA 11. A ESTRUTURA DO NONAPEPTIDEO ENTRE VERTEBRADOS. ......cveiveierraieiiesieearnasenes 25
FIGURA 12. CLASSIFICAGAQO DOS SIMIFORMES.......coveuiitiiieiereerestesiessesesessessessessssessessessesassenses 29
FIGURA 13. TOPOLOGIA CONSENSO ....vtuviuvesiaresteteseseesessessessesassessessessesassessessessessssessessessssessenses 37
FIGURA 14. ALINHAMENTO DOS AMINOACIDOS DE LNPEP .......c.ccooviiieieiieeiecse e 38
FIGURA 15. PHE154 NAO E RESTRITO A FAMILIA HOMINIDAE ......ooiiiiiieiieieee e 39
FIGURA 16. VARIANTES NO MOTIVO GAMEN ..ot 40
FIGURA 17. GAMEN EM ERAPLEERAPZ ...ttt 41
FIGURA 18. OS VALORES DE Q EM LNPEP.......ccoiiiiiiieiiiseecese e 43
FIGURA 19. LOCALIZACAO DOS SITIOS SOB SELECAO POSITIVA ...ocviieeiiieeeitiee et e e etee e svvee e 43
FIGURA 20. VISAO ESTRUTURAL DE LINPEP.......coiiiiiiiieieecce e 44
FIGURA 21. FILOGENIA DE LINPEP. ..ottt 46


file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107607
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107608
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107609
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107610
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107611
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107612
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107613
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107614
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107615
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107616
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107617
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107618
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107619
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107620
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107621
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107622
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107623
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107624
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107625
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107626
file:///C:/Users/Gabrielle/Dropbox/MESTRADO_MARÇO/LUME%20QUASE%20PRONTO%20MESTRADO.docx%23_Toc10107627

RESUMO

O gene LNPEP codifica a enzima oxitocinase, uma proteina de membrana zinco-
dependente com a propriedade de inativar os nonapeptideos oxitocina e vasopressina,
além de outros peptideos ciclicos. Apesar de suas potenciais atribuicOes fisiologicas, a
diversidade desse gene e de seu produto funcional permanece desconhecida na maioria
dos vertebrados. Nesta pesquisa, investigamos a evolugdo molecular do gene LNPEP e
da oxitocinase na classe Mammalia e entre a ordem Primates. Foram incluidas 45 espécies
de mamiferos, dos quais 26 sdo primatas. Identificamos variantes no motivo de ligacédo
ao substrato GAMEN em Callithrix jacchus, Saguinus midas (G428V) e em Saimiri
boliviensis (G428A). A variante G428A ocorre também em Phascolarctos cinereus, um
marsupial. O motivo de clivagem Phel54 | Alal55, considerado até 0 momento exclusivo
de Hominidae, esta presente nas familias Indriidae e Cheirogaleidae (ordem Primates),
em duas espécies em Arctiodarctyla e em uma espécie da ordem Afrosoricida.
Verificamos também selecdo positiva nas posi¢des 338, 793, 831, 838, 882, 884 e 1023
(P < 0.001). A proporcdo de sitios com selecdo adaptativa mostrou-se significativamente
maior em Platyrrhini em relacéo as outras espécies consideradas (P < 0.001). A diferenca
de energia livre de Gibbs (AAG) resultante das variantes do motivo GAMEN permite
classificar as mutagcdes como altamente estabilizadoras (P < 0.01). As muta¢fes no
motivo de ligagdo ao substrato séo exclusivas de LNPEP, ndo sendo observadas nas duas
outras proteinas da Subfamilia Oxitocinase, ERAP1 e ERAP2. Os resultados obtidos
neste trabalho evidenciam a relevancia evolutiva de LNPEP e indicam potencial
coevolucdo com seus peptideos substratos. Futuros estudos podem elucidar a
funcionalidade dessas variagdes sobre caracteristicas reprodutivas, especialmente na

subfamilia Callitrichinae (Cebidae, Primates).

Palavras-chave: Aminopeptidase placentaria, Familia M1, Metalopeptidases, Primatas

do Novo Mundo.
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ABSTRACT

The LNPEP gene encodes the enzyme oxytocinase, a zinc-dependent membrane protein
with the property of inactivating the nonapeptides oxytocin and vasopressin, in addition
to other cyclic peptides. Despite the potential physiological attributions, the diversity of
this gene and its functional product remains unresolved for other vertebrates. In this work,
we investigated the molecular evolution of the LNPEP gene and the oxytocinase in the
Class Mammalia and among the Order Primates. Were included 45 species of mammals,
of which 26 are primates. We identified variants in the substrate binding region, GAMEN,
in Callithrix jacchus, Saguinus midas (G428V) and Saimiri boliviensis (G428A). The
G428A variant also occurs in Phascolarctos cinereus, a marsupial. The cleavage motif
Phel54|Alal55, considered exclusive to Hominidae, is also present in the families
Indriidae and Cheirogaleidae (order Primates), in two species in Arctiodarctyla and in one
taxon of the order Afrosoricida. Additionally, we found positive selection at positions
338, 793, 831, 838, 882, 884 and 1023 (P < 0.001). The proportion of sites with adaptive
selection was significantly higher in Platyrrhini than in other species (P < 0.001). The
Gibbs free energy difference (AAG) resulting from the variants of the GAMEN motif
allows to classify the mutations as highly stabilizing (P < 0.01). Finally, mutations in the
substrate binding motif described here are exclusive of LNPEP and are not observed in
the two other proteins of the Oxytocinase Subfamily, ERAP1 and ERAP2. The results
obtained in this work show the evolutionary relevance of LNPEP and indicate potential
coevolution with its substrate peptides. Future studies may elucidate the functionality of
these variations on reproductive traits, particularly in the subfamily Callitrichinae
(Cebidae, Primates).

Keywords: Placental aminopeptidase, Family M1, Metallopeptidases, New World
Monkeys.
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1. INTRODUCAO

O proposito desta Introdugdo é apresentar a enzima oxitocinase, codificada
pelo gene LNPEP, mas n&do ser restrita simplesmente a uma descricdo de suas
caracteristicas. Optou-se, em vez disso, por contextualiza-la fisioldgica e evolutivamente
a fim de que sua importancia possa, a0 menos em parte, ser interpretada com maior
precisdo, o que teria potencial para disseminar um justo interesse pelo assunto. Da mesma
forma, busca-se esclarecer, ao longo da leitura, a escolha de LNPEP como tema desta
pesquisa. Para tanto, e empregando o maior didatismo facultado a esta autora, esta se¢do
parte de uma exposicdo das propriedades gerais de enzimas peptidases, incluindo os
critérios sob os quais séo classificadas, para entdo dedicar maior detalhamento a prépria
oxitocinase. A isso, segue-se uma revisao de caracteristicas gerais e reprodutivas da classe
Mammalia. Como ultimo topico introdutério, hd um panorama da variabilidade dos
substratos mais conhecidos da enzima, 0s nonapeptideos OXT e AVP. Esses peptideos
foram objetos de intensos estudos nos ultimos dez anos, periodo em que variagfes
funcionalmente relevantes em suas estruturas foram descobertas na ordem Primates,

especificamente na parvordem Platyrrhini.

1.1. PEPTIDASES — DOS FUNDAMENTOS A SISTEMATICA

Os processos bioquimicos que transcorrem nas células sdo, em geral,
sucessivas etapas de reacBes mediadas por catdlise enziméatica. Embora excecOes
compostas por RNA existam, as chamadas ribozimas, a ampla maioria dos catalisadores
bioldgicos € representada por enzimas, cuja natureza é essencialmente proteica. As
enzimas aumentam exponencialmente as taxas de reacdo ao reduzir a energia livre entre
substrato e produto (Watson, 2014). Essa propriedade é decorrente da configuracdo do
sitio ativo, regido onde a catalise ocorre. O sitio ativo é geralmente uma cavidade ou sulco
na superficie da enzima com propriedades complementares em forma e interacdo ao
estado de transicdo da reacdo. Os contatos favoraveis que se formam quando os reagentes
se associam a esse sitio compensam, em parte, a distorcdo a que sao submetidos (Voet,
Voet and Pratt, 2016). A especificidade enzimatica esta relacionada a precisdo com que

0 sitio ativo esta configurado em relacdo ao substrato.
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Até meados de 2018, eram reconhecidas seis classes de enzimas. A sétima e

nova classe, composta por translocases, foi incluida em agosto desse ano (Tipton, 2018).

Segundo as regras do Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e

Biologia Molecular (NC-IUBBMB), responsavel por essa sistematica, cada enzima é

descrita por uma sequéncia de numeros precedidas pelas iniciais “EC” (Enzyme

Commission). O primeiro numero, que indica o tipo de reacdo catalitica, corresponde a

uma das sete categorias propostas, resumidas na Tabela 1. As classes séo estruturadas,

assim, conforme o tipo de reagdo que seus membros catalisam.

Tabela 1. Identificadores dos mecanismos cataliticos segundo a IUBBMB

Identificador

Mecanismo Catalitico

EC1: Oxirredutases

EC 2: Transferases

EC 3: Hidrolases

EC 4: Liases

EC 5: Isomerases

EC 6: Ligases

EC 7:Translocases

Enzimas que catalisam reacdes de oxidacao-reducdo. O substrato

gue sofre oxidacdo é o doador de hidrogénio.

Enzimas que transferem um grupamento funcional de um composto

(o doador) para outro (aceptor).

Agrupa enzimas que catalisam a hidrélise de diversos tipos de
ligacGes covalentes. Inclui as peptidases, que hidrolisam ligagdes
peptidicas.

Catalisam a clivagem de ligages C-C, C-O, C-N, entre outras, por
hidrolise ou oxidacdo. Possuem dois substratos envolvidos em uma

direcdo e apenas um na direcdo oposta.

Catalisam alteracBes geométricas ou estruturais dentro de uma

molécula.

Catalisam a sintese de uma molécula a partir da ligagdo entre duas
outras moléculas, com a simultanea hidrdlise de ATP ou de outro
composto trifosfatado.

Catalisam o movimento de ions ou moléculas entre as faces (lados

1 e 2) das membranas ou dentro delas.

Tabela 1. Categorias de enzimas. Conforme o0 mecanismo catalitico, sdo reconhecidas sete classes
pela NC-IUBBMB. As categorias foram atualizadas em agosto de 2018 com a inclusdo de

translocases (EC 7).
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Pertencentes as hidrolases (EC 3), as enzimas que operam o catabolismo de
proteinas pela hidrolise de ligacGes peptidicas sdo identificadas como peptidases (EC
3.4). Varias linhagens em Vertebrata apontam evolucdo convergente em EC 3.4
(Rawlings and Salvesen, 2013). Desse modo, diferentes peptidases podem realizar a
mesma reacdo a partir de mecanismos cataliticos distintos. O banco de dados MEROPS
(Rawlings et al., 2018) mantém uma classificacdo evolutiva das peptidases, onde estas
sdo avaliadas e agrupadas de acordo com similaridades entre suas sequéncias de
aminoéacidos. Cada conjunto formado por peptidases homoélogas compde uma familia,
identificada por uma letra correspondente ao tipo catalitico das enzimas nela contidas e
por um numero Unico. As familias consideradas homologas — aquelas com relacGes
evolutivas evidenciadas por suas estruturas terciarias, pela ordem dos residuos de seus
sitios cataliticos na cadeia polipeptidica e/ou pelos motivos comuns ao redor desses
residuos — sdo, por fim, reunidas em um cla (o equivalente a uma superfamilia), nomeado
com duas letras referentes ao modo catalitico das familias incluidas. Ha, até o momento,

mais de cinquenta clas relacionados no banco de dados.’

O cla MA, por exemplo, refere-se as metalopeptidases, ou seja, peptidases
cujo mecanismo catalitico envolva um metal. Dito de maneira mais especifica, as
metalopeptidases sdo particularizadas pelo modo que operam o ataque nucleofilico: nelas,
um cation metal divalente — em geral, zinco; mas possivelmente, embora com menor
frequéncia, cobalto, manganés, niquel ou cobre — & o responsavel pela ativacdo da
molécula de agua. O ion metal é mantido no lugar por trés aminoacidos ligantes. Todas
possuem o motivo HEXXH, no qual os dois residuos de Histidina, His (H), sdo zinco-
ligantes; ao passo que o residuo Glutamato, Glu (E), tem funcéo catalitica. Esse motivo
ndo é exclusivo de metalopeptidases, mas em MA ha pormenores identificaveis: o0 motivo
HEXXH pode ser descrito com maior exatiddo como Xaa-Xbb-Xcc-His-Glu-Xbb-Xbb-
His-Xbb-Xdd, sendo Xaa hidrofébico ou uma Treonina (Thr); Xbb, neutro; Xcc é
qualquer aminoacido, exceto Prolina (Pro); e Xdd € hidrofébico. Essa disposi¢cdo também
¢ chamada de consenso de Jongeneel (Jongeneel, Bouvier and Bairoch, 1989),
pesquisador que legou, triunfante em sua luminosa simplicidade, este notavelmente

pratico e mneménico padrdo ao mundo cientifico.

1 Os clds e as respectivas familias podem ser visualizados em https://www.ebi.ac.uk/merops/cgi-
bin/statistics index?type=P.
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Dentre o conjunto MA, a familia M1 é composta por exopeptidases que agem

sobre 0 N-terminal de polipeptideos; seus membros, dispostos na Tabela 2, sdo, em geral,

identificados como aminopeptidases (EC 3.4.11), enzimas constitutivas de funcdes

celulares essenciais (Hernandez et al., 2015). Além de aminopeptidases citoplasmaticas,

M1 inclui enzimas de membrana. Nas peptidases ligadas a membrana, a regido N-terminal

citoplasmatica é seguida por um dominio transmembrana, e o restante da molécula é

extracelular e altamente glicolisado. Assume-se que a familia M1 estava presente no

ancestral de todos os eucariotos. De fato, seus membros sdo amplamente distribuidos,

presentes em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, Archaea, Protozoa, Fungi e

Animalia (Rawlings and Salvesen, 2013).

Tabela 2. Familia M1 de Metalopeptidases (HGNC ID: 1437)

Simbolo Nome Sinénimos Cromossomo RefSeq
ANPEP  alanyl aminopeptidase LAP1, gp150, p150 15926.1 -
C9orf3  Chr. 9 open C90RF3, FLI14675, 9g22.32 NM_032823

reading frame 3 APO, AOPEP, AP-O
ENPEP  glutamyl aminopeptidase gp160, CD249 4925 -
ERAP1  endoplasmic reticulum A-LAP, ARTS-1, 5q15 NM_016442
aminopeptidase 1 PILS-AP,
KIAAO525, ERAP1
ERAP2  endoplasmic reticulum L-RAP, LRAP 5q15 NM_022350
aminopeptidase 2
LNPEP  Leucyl/cystinyl aminopeptidase CAP, PLAP, P-LAP, 5q15 NM_005575
IRAP
LTA4H  leukotriene A4 hydrolase = 12923.1 NM_000895
LVRN laeverin APQ, FLJ90650, 5g23.1 NM_173800
AQPEP, TAQPEP
NPEPPS aminopeptidase puromycin PSA, MP100 17q21.32 NM_006310
sensitive
RNPEP  arginyl aminopeptidase APB 1932.1 NM_020216

RNPEPL1 arginyl aminopeptidase like 1 = 2937.3 NM_018226

TRHDE  thyrotropin releasing hormone PGPEP2, TRHDE, 12¢21.1 NM_013381
degrading enzyme PAP-II
TAF2 TATA-box binding protein TAFII150, CIF150 8g24.12 NM_003184

associated factor 2

Tabela 2. Familia M1 de metalopeptidases. M1 é formada por metalopeptidases zinco-dependentes nas
quais dois dos ligantes sdo histidinas, formando o motivo ‘HEXXH’. Em destaque, LNPEP.
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1.2. LEUCIL-CISTINIL AMINOPEPTIDASE — DO GENE A ENZIMA

O gene LNPEP codifica um produto com termos muitas vezes
intercambiadveis na literatura cientifica: Leucil-Cistinil Aminopeptidase (LNPEP),
Aminopeptidase Placentaria (P-LAP) e Cistinil Aminopeptidase (CAP)? sdo exemplos.
Em esséncia, todas essas denominagdes referem-se a mesma enzima — o produto proteico
do gene LNPEP, purificado primeiramente como uma proteina soltvel (Tsujimoto et al.,
1992) e homdloga a IRAP (insulin-regulated aminopeptidase) murina (Keller et al.,
1995). Em favor da precisdo conceitual, a enzima sera referida, neste trabalho, como
oxitocinase; nas vezes em que for abreviada serd denominada LNPEP. O termo
“oxitocinase” faz mengdo a propriedade de inativagao de oxitocina, resultado da clivagem
da ligacédo peptidica entre a cisteina N-terminal e o residuo adjacente de tirosina presente
no peptideo. Além de oxitocina (OXT), entretanto, arginina-vasopressina (AVP),
somatostatina, angiotensina Ill, Dinorfina A, Lys-Bradicinina e Met-Encefalina (Met-

Enk) sdo substratos passiveis de catalise (Rogi et al., 1996).

O transcrito originado do gene LNPEP possui 3078 nucleotideos. Apés a
traducdo, a proteina contém 1025 aminoacidos. Por modificagdo poés-traducional, é
possivel obter a forma sérica, gestacional, composta por 871 amino4cidos (FIGURA 1). A
FIGURA 2 mostra 0s sitios que limitam os dominios da proteina. A enzima LNPEP possui
110 residuos de aminoacidos em sua por¢cdo N-terminal citoplasmatica, regido seguida
por uma fracdo transmembrana com 21 residuos. O segmento C-terminal extracelular é
composto por 894 residuos de aminoacidos (UniProt Consortium, 2018). Estas
informacdes estdo apresentadas na FiIGURA 3. A forma gestacional, por fim, esta

representada na FIGURA 4.

Position(s) | Description Graphical view Length
1 - 1025 Leucyl-cystinyl aminopeptidase I 1025
155 - 1025  Leucyl-cystinyl aminopeptidase, pregnancy serum form _ 871

Figura 1. Informacdes do UniProt. A forma integral, com 1025 aminoé&cidos, pode sofrer
modificacdo pos-traducional e originar uma proteina solivel com 871 aminoacidos.

2 Nome adotado por MEROPS: cystinyl aminopeptidase.
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Abaixo, algumas ilustracdes baseadas na estrutura de LNPEP.

173 358 69 1008

| _ ]

| Pep. M1_N Pep. M1 ERAP1_C ]
392 610 1025

Figura 2. Dominios funcionais de LNPEP. As posicGes sdo baseadas na referéncia QUIQ6
(UniProt). Imagem construida com o programa DOG 2.0.

Regido C-terminal: 894 residuos

MEMBRANA

N-terminal citoplasmatica: 110 residuos

CITOPLASMA

HEEOOEEE0EREEREEEREEE
SEEE R MEEOREDEE

Figura 3. Visdo esquematica das regides de LNPEP e do sitio de clivagem. A seta indica
a localizacdo dos sitios 154 e 155. Imagem construida com o programa Protter.

Figura 4. LNPEP solavel. A enzima contém 871 aminoacidos ap6s modificacdo pds-
traducgdo. Imagem construida no programa Pymol.
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A liberacdo de LNPEP no plasma seria, segundo Pham et al. (2009), uma
caracteristica exclusiva da familia Hominidae. Esta conclusdo é baseada na observacéo
de que o sitio de clivagem Phe154 | Alal55 ndo estava conservado nas outras espécies por

eles analisadas, conforme mostra a FIGURA 5.

HUMAMN 141 CHEENQSIGLIQPFATHNGEKLFPWAQIRLP 169
CHIMPAMNZEE 141 CHEENQSIGLIQPFATHNGKLFPWAQIRLP 165
RHESLIS MOMKEY 292 CHEENQSIGLIQPIATNGEKLFPWAQIRLF 320
HORSE 141 CHEENQSMVLIQPLATNGELFPWAQIRLF 169
PIG 141 CHEENQSLGLIQPLATMGELFPWAQWVRELP 169
OPOS5LIM 190 CHEENQSMELIQPIATHNGEKLFPWAQIRLP 2138
DO 141 CHEENQSMCGVIQPLATHNCELFPWAQWVELP 169
RAT 141 CHETNQSAELIQPIATNGEVFPWAQIRELF 169
MOUSE 141 CHETNQSAELIQPVATHNCEVFPWAQIRELF 1689
Cow 163 CHENMNEFTEPIQPIATNGELFPWAQIELE 191
PLATYFUS 255 CHETNQSMEWTLPIATMNCEVEFPWAQLELP 253

Figura 5. O motivo de clivagem para a forma soltvel de LNPEP. Em negrito, o residuo
considerado exclusivo de Hominidae por Pham et al. (2009).

Atribui-se as metaloproteases ADAM9 e ADAMI12 a atividade de
reconhecimento da sequéncia de aminoacidos no sitio de clivagem de LNPEP e, por
consequéncia, o papel de converter a peptidase a forma soltvel a partir da conformacao
da proteina ligada & membrana (Ito et al., 2004). Essa relacdo funcional é resultante da
verificacdo de que o aumento da forma soltvel de LNPEP é precedido por superexpressao
dos genes ADAM9 e ADAM12, embora apenas ADAM12 seja expresso na placenta

(FIGURA 6).
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Figura 6. Superexpressdo das proteases ADAMs sobre a liberacdo de LNPEP. ADAM9 e
ADAM12 promovem maior liberacdo do dominio soluvel extracelular de LNPEP a partir de sua
estrutura integral ligada a membrana. Andlise densitométrica. VValores mostrados como média +
desvio padrdo. Adaptado de Ito et al (2004).
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Uma vez que proteases da familia ADAM agem na superficie celular e
liberam proteinas integrais da membrana, possivelmente contribuiriam também para a
liberagdo preferencial de LNPEP placentaria. A FIGURA 7, abaixo, ilustra a estrutura
genérica de uma protease como, por exemplo, ADAM, bem como o local onde essas

enzimas atuam para liberar a forma solivel de uma proteina de membrana.

Proteinade
membrana

Ectodominio
sollvel

L1

ADAM Substrato
(Ou outra protease)

Figura 7. Estrutura presumida das proteases. ADAM possui uma regido extracelular onde
esta localizado o dominio metaloprotease (MP). Ainda estdo presentes os dominios desintegrina
(Dis), EFG e o0 dominio rico em cisteina (Cys). O dominio citosolico é indicado por (C). ADAM
promove a liberagdo das partes sollveis extracelulares de proteinas de membrana (ectodominios
sollveis). TM: regido transmembrana. Adaptado de Reiss and Saftig (2009).

No gene LNPEP, os motivos de ligacdo ao zinco e de exopeptidase sdo
codificados pelos éxons 6 e 7, e a conservagado dentro deles é fundamental para a atividade
enzimatica. A funcionalidade dos residuos do sitio ativo foi estimada em um estudo de
analise mutacional sitio-dirigida, onde foi demonstrado que mutacGes nos residuos G428,
A429 e N432 alteraram a atividade catalitica. As mutacfes G428D, G428E e G428Q
aboliram a catélise de Leu-Enk; as mutagdes A429G e N432A resultaram em uma enzima
incapaz de catalisar Leu-Enk e AVP. Os resultados, em suma, mostraram que Met, Glu e
Asn sdo essenciais para a atividade catalitica, enquanto Gly e Ala sdo fundamentais para
a ligacdo ao substrato e também a inibidores (Ye et al., 2007). Em mais um estudo
baseado em mutagénese de LNPEP, substituicdes de Phe544 por alanina, isoleucina e
valina resultaram em alteracdo na velocidade de hidrdlise ou mesmo em perda completa
da atividade catalitica (Albiston et al., 2010).
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Analises estruturais e buscas por homologia basearam o estudo de Tsujimoto
e Hattori (2005), no qual propuseram que as aminopeptidases derivadas de adipocitos
(ERAPL) e as aminopeptidases derivadas de leucécitos (ERAP2) fossem reunidas a
LNPEP em um grupo distinto dentre a familia M1, nomeado Subfamilia Oxitocinase
(FIGURA 8). A identidade de LNPEP em relacdo a ERAP1 e ERAP2 é de 43% e 49%,
respectivamente. Os genes humanos que codificam essas enzimas estdo localizados de
modo contiguo na regido cromossémica 5q15, o que poderia indicar uma diversificagcdo
a partir de um unico gene ancestral (FIGURA 9). Os motivos de ligacdo ao zinco, de
estrutura HEXXH(X)1gE, e 0 motivo de exopeptidase GAMEN, estdo presentes nas trés

enzimas e sdo, segundo os autores, idénticos entre elas.

PSA
APA
Oxytocinase Subfamily LNPEP
ERAP1
B ERAP2
) APN
TRH-DE
] APB
LTA4H

Figura 8. Subfamilia Oxitocinase. As relacdes filogenéticas dos integrantes das
peptidases M1, segundo Tsujimoto e Hattori. Em destaque, a Subfamilia Oxitocinase.
Adaptado do artigo original.

INPEP  ERAPZ ERAPT

—————— P —

Calpastatin

Figura 9. Disposicao dos genes da Subfamilia Oxitocinase. Os genes LNPEP, ERAP1
e ERAP2 sdo adjacentes na regido cromossdmica 5q15. Adaptado do artigo original de
Tsujimoto e Hattori (2005).
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A atividade da oxitocinase é acentuada no periodo gestacional, embora
permaneca baixa nos trés primeiros meses, a atividade sérica aumenta progressivamente
durante o segundo e terceiro trimestres, atingindo um valor méaximo com a proximidade
da parturicdo, quando entdo declina rapidamente (Nomura et al., 2005). A enzima estaria
presente na placenta e no soro materno como um mecanismo adjuvante de degradacdo e
sustentacdo de niveis apropriados de oxitocina e vasopressina nos tecidos fetais,
placentarios e maternos. Os peptideos OXT e AVP séo agentes uterotdnico e vasoativo,
respectivamente, e séo produzidos pelo feto no decorrer da gestagdo ou durante acidemia.
Assim, 0s niveis crescentes de oxitocinase na circulagdo materna previnem contracfes
uterinas prematuras e controlam a pressao sanguinea materno-fetal (Tian, Huang and
Wen, 2016). A propriedade de clivar ligac6es de cisteina em substratos sintéticos e a
capacidade de catalisar hormdnios peptideos sdo, por isso, os atributos mais evidentes e
mais bem estudados de LNPEP.

Enquanto a expressdo de LNPEP tem uma funcdo critica na manutencgéo da
dindmica de sinalizacdo apropriada durante a gestacdo, a proteina LNPEP e seus mMRNAs
sdo tambeém expressos em uma variedade de tecidos e 6rgaos, incluindo cérebro, rins e
coracdo. Essa ampla distribuicdo da expressdo de LNPEP atribui a proteina codificada
fungdes além daquelas envolvidas na gestacdo, e estudos nos ultimos anos forneceram
evidéncias para os papéis de LNPEP na lactacdo, cognicao, fungdo diurética renal e
resposta a estressores (Nakada et al., 2011; Elkins et al., 2017). Em humanos, a
oxitocinase ¢ detectavel em diversas regides cerebrais, incluindo o cortex (Matsumoto et
al., 2001), sendo responsavel pela degradacdo de OXT quando o peptideo ¢ liberado no
sistema nervoso central. Inibidores da atividade catalitica de IRAP intensificaram a
retencdo da memoria espacial e acentuaram a memoria aversiva em ratos (Albiston et al.,
2003). Com esse mesmo modelo animal, estudos demonstraram que IRAP esta presente
na amigdala, uma parte central do sistema limbico, e em areas cerebrais relacionadas mais

diretamente a cognicdo, incluindo hipocampo e cortex (Fernando et al., 2005).
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1.3. BREVE EPILOGO EVOLUTIVO

De Oxitocinase ao nonapeptideo OXT

A enzima LNPEP libera um aminoacido N-terminal, Cys|Xaa, no qual a
metade da cistina é envolvida em uma ponte dissulfeto (FIGURA 10). Sabe-se que
oxitocina, vasopressina, somatostatina, angiotensina Il e Met-encefalina séo substratos
da aminopeptidase e, assim, sujeitos a clivagem; por outro lado, calcitonina e endotelinas
ndo o sdo. Os peptideos OXT, AVP e Met-Enk estdo envolvidos em uma grande variedade
de funcdes fisioldgicas e comportamentais. A modulacdo da memoria € um dos aspectos
ja estudados (YYeatman et al., 2008). Por exemplo, o desenvolvimento de inibidores de
LNPEP foi apontado como uma alternativa terapéutica a doencas associadas a perda de
memdria. O mecanismo que sustentaria a aplicacdo de LNPEP nessa dindmica envolve
0s agentes neuroenddcrinos ja citados. No caso da oxitocina, para tomar um modelo
apenas, ha uma meia-vida de aproximadamente 20 minutos no fluido cérebro-espinhal
(Ludwig and Leng, 2006) e de trés minutos no plasma (Gazis, 1978). A inibigéo da
oxitocinase ampliaria a meia-vida desse hormonio, bem como a de outros neuropeptideos

que influenciam o aprendizado e a memdria.

O gene OXT possui trés éxons e codifica uma pré-proteina formada por 125
aminoacidos, a chamada pro-proteina oxitocina-neurofisina I. Da clivagem desse produto,
apenas nove residuos de aminodcidos originam o peptideo denominado oxitocina,
enquanto todo o restante constitui a neurofisina I, uma proteina carreadora (Gimpl and
Fahrenholz, 2010). OXT é liberado na circulacdo a partir da neurohipofise, onde é
armazenado apds ser produzido no hipotalamo: é, portanto, produzido no cérebro, mas
sua atuacao € sistémica. Por conta disso, é reconhecido tanto como horménio quanto por
neurotransmissor (Wallis, 2012; Haas, Anderson and Smith, 2013; Olazébal, 2014). A
oxitocina tem importancia destacada em varios aspectos que particularizam a classe
Mammalia; entre eles, a lactacdo e a viviparidade, estando também associada a
comportamentos sociais complexos (Pond, 1977; Lee et al., 2010; Yamashita and Kitano,
2013).

23



A figura a seguir exibe simplificadamente a ligacdo de OXT que é clivada
pela enzima LNPEP.

/ Gly
Leu ~ 9
Lt 8
Pro
.7
'-.
Ci_,|s LNPEP
6 Cys }
i : 1 ! [
NS Pro—Leu= Gly —=NH, - .
o Asn Tyr
5 2
- - L ] L
Oxitocina ‘e Gin :
4 ae. lle .+
z

Figura 10. Regi&o de interacéo catalitica entre OXT e LNPEP. Nessa ilustracdo, baseada
na literatura, o peptideo oxitocina é mostrado a direita. J& a esquerda, é assinalada a regido

clivada pela enzima LNPEP. A linha vermelha indica a ligacao dissulfeto.

A sequéncia consenso de nove aminoacidos da oxitocina (Cys-Tyr-lle-Gln-
Asn-Cys-Pro-Leu-Gly) era considerada idéntica entre os eutérios até 2011. Esta nocao,
entretanto, foi desfeita com a descoberta de uma substituicio na posicio 8 (Pro®OXT)
(Lee et al., 2011) em quatro espécies de Primatas do Novo Mundo — Saimiri sciureus,
Cebus apella, Callithrix jacchus e Aotus nancimae. Em 2015, novas variantes foram
identificadas (Vargas-Pinilla et al., 2015), além da observacdo de que a presenca de
ProBOXT na familia Cebidae é generalizada, o que indica que a distribuicdo desta variante
€ mais abrangente do que aquela previamente observada por Lee et al. (2011).
Posteriormente essa variabilidade foi ampliada com o registro de Phe?0OXT em Alouatta
caraya (familia Atelidae). A Tabela 3 resume as variantes descobertas entre primatas e

a FIGURA 11 apresenta as estruturas do nonapeptideo encontradas em diversas espécies.
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Tabela 3. Variantes do peptideo OXT entre primatas

Posi¢Oes no nonapeptideo OXT

Variantes Espécies  Ref.
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Consenso Cys Tyr lle GIn Asn Cys Pro Leu Gly a i
Pro®OXT Cys Tyr lle GIn Asn Cys Pro Pro Gly b ii
ValPPro®OXT Cys Tyr Val GIn Asn Cys Pro Pro Gly c
Ala®OXT Cys Tyr lle GIn Asn Cys Pro Ala Gly d iii
Thr2OXT Cys Tyr lle GIn Asn Cys Pro Thr Gly e
Phe?OXT Cys Phe lle GIn Asn Cys Pro Leu Gly f iv

Tabela 3. Panorama das variantes de OXT. Espécies: a) Homo sapiens; b) Saimiri sciureus,

Cebus apella, Callithrix jacchus e Aotus nancimae; ¢) Saguinus bicolor, Saguinus martinsi e

Saguinus niger; d) Cacajao melanocephalus, Chiropotes utahikae; €) Chiropotes albinasus;

f) Alouatta caraya. Referéncias: i) Tuppy et al., 1953) ii) Lee et al., 2011; iii) Vargas-Pinilla

et al., 2015; iv) Ren et al., 2015.
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Figura 11. A estrutura do nonapeptideo entre vertebrados. Imagem apresentada em

Banerjee et al. (2017).
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De Mammalia a Primates

Antes de restringirmos nossa visdo aos entes mamalianos, € interessante
assinalar que uma pesquisa relativamente recente abordou a evolucéo de LNPEP em uma
espécie de peixe, Cyprinodon salinus (Elkins et al., 2017). O tema — praticamente inédito
— resultou em alguns achados relevantes. Os transcritos codificantes da enzima LNPEP,
concluiram os autores, foram identificados com relativa abundancia nas génadas,
hipotalamo, prosencéfalo, coliculo superior, branquias e musculo esquelético de C.
salinus adultos. Uma avaliagdo posterior revelou que os mMRNAS de LNPEP estavam em
concentracdes elevadas no hipotalamo de animais subordinados socialmente. Em relacédo
aos sexos desses especimes com fenotipo comportamental caracterizado por dominancia,
os transcritos permaneceram em menor quantidade no cérebro dos machos. Essas
informagdes sugerem uma associacdo entre comportamento e transcricdo de LNPEP no
hipotdlamo (Ebstein et al., 2012; Elkins et al., 2017). De modo inteiramente fortuito,
ainda, durante as buscas por demais espécies em bancos de dados, 0s autores notaram que
havia uma alteracdo do motivo GAMEN em Python bivittatus: nessa espécie, ha uma
ligeira modificacdo na ordem dos residuos — AGMEN. Essa disposi¢do dos residuos do

motivo de ligacao parece ser a norma na subordem Serpentes (ordem Squamata).

Em relacdo aos mamiferos, precisamente primatas, a analise do genoma de
Callithrix jacchus, alvo continuo de estudos originados e derivados de concepcdes
evolutivas acerca de minulcias genéticas subjacentes ao comportamento (ver, por
exemplo, Worley et al. 2014; Harris et al. 2014; Saito 2015; Garber et al. 2015), indicou
selecdo adaptativa na regido cromossomica que inclui o gene LNPEP (Worley et al.,
2014). A motivagdo desses estudos envolvendo esse modelo primata recai sobre as
caracteristicas incomuns dos calitriquineos e as decorrentes adaptacdes fisiologicas e
comportamentais. Existe uma alta fecundidade, frequente gemelaridade, e a organizacéo
social inclui cooperacéo entre machos e fémeas. Em cada grupo familiar ha, em geral,
apenas uma fémea ativa reprodutivamente, considerada dominante. A ovulagdo, e

consequente reproducéo, é suprimida nas demais fémeas (Aristide et al., 2015).
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A reproducdo, de fato, esta entre os parametros distintivos entre os trés
principais grupos que formam a classe Mammalia. Em uma classificacdo geral, pode-se
distinguir duas subclasses: Prototheria e Theria. Prototheria, representada apenas pela
ordem Monotremata, retém o carater ancestral de postura de ovos. A subclasse Theria é
ainda subdividida em duas infraclasses: Metatheria e Eutheria (Murphy et al., 2001). Em
Metatheria estdo os chamados marsupiais; os mamiferos placentarios, por outro lado,
compdem a infraclasse Eutheria. As diferencas entre as infraclasses de mamiferos térios

recaem sobre o desenvolvimento e a duracdo do periodo gestacional.

Embora nem todas as espécies em Metatheria apresentem marsupio, todos os
marsupiais nascem em um estagio de desenvolvimento precoce apds um rapido periodo
de crescimento embrionario (Murphy et al., 2001; Gundling and Wildman, 2015). O
desenvolvimento intrauterino permite a viviparidade dos mamiferos placentarios. Como
todos os amniotas, mamiferos térios tém fertilizacdo interna. Adicionalmente, hd um
sistema reprodutivo especializado. A clivagem é Unica porque desenvolve uma populagéo
celular especializada no embrido que permite a integracdo no tecido uterino materno. Com
essa integracdo, um novo 6rgdo, a placenta, é formado e permite um desenvolvimento
embrionario prolongado no utero (Wildman et al., 2006). Marsupiais sdo também
viviparos; contudo, muito da organogénese do neonato ocorre durante a lactacdo — a
gestacdo, na qual a nutricdo materna é suprida pela placenta, € muito curta (cerca de duas

semanas).

A forma de placentagdo é muito varidvel entre os mamiferos. Primatas
antropoides geralmente exibem implantacao superficial, com aderéncia a parede uterina
pelo trofoblasto, mas sem penetragdo endometrial completa ou invasdo das camadas mais
profundas da parede uterina, como acontece em Homo sapiens. Humanos tém uma
implantagdo mais invasiva, com remodelacdo completa dos vasos uterinos. Em todas as
placentas de primatas antropoides, entretanto, a camada de trofoblasto fetal (ou corion)
estd em contato direto com o suprimento sanguineo materno, o que € chamado de
placentagdo hemocorial (Gundling and Wildman, 2015) Uma associacdo entre corion e
membrana vitelina parece ser a condigdo ancestral em amniotas. Essa condigdo esta

presente em alguns géneros viviparos da ordem Squamata.
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Os integrantes atuais da ordem Primates sdo classificados dentre as subordens
Strepsirrhini e Haplorrhini, e a divergéncia entre esses clados ocorreu ha
aproximadamente 75 milhGes de anos (Pozzi et al., 2014). Strepsirrhini, ou prossimios,
compreendem as infraordens Lemuriformes, Lorisiformes e Chiromyiformes. Integram
esses grupos, respectivamente as infraordens citadas, os lémures, galagos e aye-ayes
(Mittermeier, R.A., Rylanads, A.B. & Wilson, 2013). Os prossimios conservam
caracteres ancestrais dos mamiferos: habito de vida solitario, comunicagao especialmente
dependente de sinais olfativos e vocais, presenca de tapetum lucidum (membrana ocular
que reflete a luz e melhora a visdo em condigOes de baixa luminosidade) e baixa taxa
metabdlica (Mittermeier, R.A., Rylanads, A.B. & Wilson, 2013).

A segunda subordem primata, Haplorrhini, é composta pelas infraordens
Tarsiiformes e Simiiformes. Os membros da infraordem Tarsiiformes, como Carlito
syrichta, habitam o Sudeste Asiatico. Apresentam caracteristicas comuns a prossimios e
a antropoides (Mittermeier, R.A., Rylanads, A.B. & Wilson, 2013). Entre as similaridades
com Strepsirrhini, nota-se a presenca de garras em alguns dedos dos pés (em Tarsiiformes,
as garras estdo no segundo e no terceiro dedos podais), multiplos mamilos e Utero
bicornado. A interface placentaria, no entanto, € hemocorial — anéloga a de varios
antropoides e distinta daquela encontrada em I1émures, por exemplo. As fémeas passam
por ciclos reprodutivos mensais (Martin, 2008). O periodo gestacional tem duracdo de
seis meses e da origem a apenas um filhote, que nasce com 30% do peso materno e é
amamentado por dois meses. Durante esse tempo, no qual também desenvolve
habilidades de captura de presas, o cuidado provido é exclusivamente materno — ndo h4,
portanto, registro de cuidado paternal ou aloparental (Mittermeier, R.A., Rylanads, A.B.
& Wilson, 2013).

Apesar das similaridades com prossimios e antropoides, os Tarsiiformes séo,
em si, no minimo insolitos: o tamanho extremamente grande dos olhos (que, a proposito,
sd0 maiores que o proprio cérebro) é absolutamente singular. Contudo, além dos olhos,
existem ainda outras peculiaridades menos evidentes: embora sejam de habito noturno,
Tarsiiformes ndo possuem tapetum lucidum, mas sim uma fovea retinal, caracteristica de
animais com atividade diurna. Dentre os Simiiformes, ou antropoides, o habito diurno €
generalizado: ainda que existam excec0es, € o padrdo da ampla maioria das espécies. O
olfato é comparativamente reduzido em relagdo as outras infraordens, mas a visdo é

relativamente aprimorada (Mittermeier, R.A., Rylanads, A.B. & Wilson, 2013).
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Entre os antropoides, a infancia é prolongada, ha geralmente um forte vinculo
materno. Quanto a classificacdo, Simiiformes sdo divididos em duas parvordens:
Catarrhini e Platyrrhini (veja a FiGUrRA 12). A parvordem Catarrhini inclui as
superfamilias Cercopithecoidea (Macacos do Velho Mundo) e Hominoidea
(hominideos): compreende, portanto, todos 0s simios dos continentes asiatico, africano e
europeu, 0 que, é claro, inclui a espécie humana. Os Macacos do Velho Mundo
constituem um grupo monofilético. Apesar de contar com apenas uma familia,
Cercopithecidae, sdo o0 grupo mais diverso entre os primatas. A superfamilia Hominoidea,
composta pelos “grandes primatas”, é dividida em duas familias: Hylobatidae e
Hominidae. Duas subfamilias compdem Hominidae: Ponginae e Homininae (Fleagle,
2013).

Hominidae

[
Parvordem ) ) Hylobatidae
¢ Catarrhini

[ Cercopithecidae

Haplorrhini

o Atelidae

Parvordem

. . Cebid
Platyrrhini -0 ehldas
o Pithecidae

Figura 12. Classificagdo dos Simiiformes. Primatas antropoides do Velho e do Novo Mundo.
llustracdo baseada nos estudos filogenéticos de Perelman et al. (2011), Schneider & Sampaio
(2015) e Pozzi et al. (2014).

29



Os Platyrrhini, por fim, sdo agrupados em trés familias — Cebidae, Atelidae e

Pitheciidae (Schneider and Sampaio, 2013). O grupo monofilético Callitrichinae, uma

subfamilia de Cebidae, apresenta caracteristicas incomuns aos primatas antropoides.

Além do pequeno tamanho e da baixa massa corporal (que costuma variar entre 115 e 600

gramas), calitriquineos também sdo conhecidos pela gemelaridade, resultante da

liberacdo de mdaltiplos 6vulos por ciclo (Harris et al., 2014). Ha predominio de gémeos

dizigoticos. A Tabela 4, abaixo, retrata a classificacdo da parvordem Platyrrhini, com

destaque para a subfamilia Callitrichinae (Cebidae).

Tabela 4. Classificagdo em Platyrrhini

Familias Subfamilia Géneros Espécies
Cebuella 1
Mico 15
Callithrix G
Callitrichinae callimico 1
Saguinus 15
Cebidae Leantopithecus 4
Saimirinae Saimiri 5
Cebinae Cebus 4
Sapajus 8
Apctinas Aotus 10
Callicebinas Callicebus 28
Pithecia 5
Pitheciidae ]
Pithedinae Chiropotes ]
Cacajao 3
Alouattinnae Alouatta 14
Ateles 7
Atelidae Atelinae Brachyteles 2
Logothrix 5

Tabela 4. Trés familias compdem a parvordem Platyrrhini. Em Cebidae, a subfamilia
Callitrichinae é caracterizada por fendtipos comportamentais e reprodutivos Gnicos entre 0s

primatas.
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1.4. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Os membros da familia do nonapeptideo OXT exercem funcdes fisioldgicas
essenciais em vertebrados e até mesmo em invertebrados. Como vimos até aqui, diversas
caracteristicas reprodutivas e comportamentais em mamiferos sdo moduladas por OXT.
Assim, outros genes envolvidos na biodisponibilidade desse horménio nos tecidos-alvo
devem apresentar padrdes evolutivos relacionados. Diante dos elementos que compdem
esse repertdrio genético, é preciso ressaltar a funcionalidade da oxitocinase. Dada a
intensa interatuacdo de OXT e LNPEP, o gene LNPEP tornou-se, enfim, um nitido
candidato para esse estudo. A evolugcdo de LNPEP e de seu produto funcional em
mamiferos continua praticamente inexplorada. Esta pesquisa aborda, entdo, a evolucao
molecular do gene LNPEP na classe Mammalia, com especial aten¢do a ordem Primates.
Existiria alguma modificacio molecular que implicaria diferencas estruturais e
potencialmente funcionais em LNPEP? Em Primates, haveria variabilidade taxa-

especificaem LNPEP correspondente aquelas encontradas em OXT e AVP?
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a evolucdo molecular do gene LNPEP e da oxitocinase na ordem

Primates e em outros grupos da classe Mammalia.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1: Verificar as taxas evolutivas da regido codificadora do gene LNPEP;

Obijetivo 2: Inferir modificacGes estruturais de LNPEP a partir de sequéncias homologas;

Obijetivo 3: Investigar a variagdo em dominios funcionais de LNPEP em Primates, com

especial atencdo a parvordem Platyrrhini.
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3. METODOS

Em linhas gerais, todas as informacdes que fundamentaram a pesquisa estéo
publicamente dispostas em bancos de dados especializados. Ja as analises foram
desenvolvidas em ferramentas de bioinformética apropriadas, considerando sequéncias
de DNA e de aminoédcidos, estrutura e fungdo proteicas e taxas evolutivas entre as
espécies. Os resultados, exceto aqueles puramente descritivos, foram ponderados

matematicamente.

3.1. CONJUNTO DE DADOS INICIAIS

As sequéncias de DNA da regido codificadora do gene LNPEP foram obtidas
no banco de dados NCBI GenBank (Benson et al., 2013). Quando necessario, as
referéncias canonicas foram consultadas na base de dados UniProt (UniProt Consortium,
2018). Do UniProt e dos dados de DNA compilados também foram derivadas as
sequéncias de aminoacidos da proteina LNPEP. A filogenia consenso das espécies foi
verificada na base de dados TimeTree (Kumar S, Stecher G, Suleski M, 2017). Estruturas
derivadas de cristalografia por difracdo de raio-X e depositadas no RCBS Protein Data

Bank (http://www.rcsb.org) também compuseram os dados iniciais.

3.2. ANALISES EVOLUTIVAS

Alinhamentos

O alinhamento das sequéncias de DNA foi construido com o programa
MAFFT (Katoh, Rozewicki and Yamada, 2017) por método iterativo baseado na
transformacéo de Fourier (FFT-NS-i), retendo Homo sapiens como referéncia. Obteve-
se, também, a tradugdo das sequéncias com o programa AliView (Larsson, 2014), no qual
o alinhamento foi editado manualmente para aprimorar a correspondéncia entre os cédons

e aumentar a acuracia dos resultados das etapas seguintes.
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Verificacéo de selecéo positiva

Para estimar as taxas evolutivas, duas abordagens foram implementadas no
programa CODEML/PAML 4.9h (Yang, 2007), tendo como parametro a taxa de
substituigdes nao-sinénimas/sinénimas (dN/dS = w, sendo w > 1 indicativo de selecdo
positiva, enquanto a neutralidade é sugerida por um w = 1): (1) Modelo de selegdo
positiva em NSsites, que permite estimar diferentes valores de w entre as colunas (ou seja,
entre sitios) de um dado alinhamento multiplo de DNA, enquanto admite uma taxa
constante ao longo dos ramos da filogenia correspondente e (2) Clade Model C, que
verifica a disparidade de w entre um grupo filogenético estipulado previamente —

denominado foreground — e o conjunto de taxons restantes, considerados background.

Em NSsites foram aplicados os modelos M8 (modelo alternativo), M7 e M8a

(modelos nulos). O modelo M8 assume 11 categorias de w para os sitios: 10 delas seguem
uma distribuigdo beta com valores w <1, enquanto a 112 categoria permite w > 1 (isto é,
admite selegado positiva). O modelo M8a possui também 11 categorias de valores w, sendo
10 deles beta distribuidos e menores que 1 (w < 1), enquanto a 112 categoria é fixada em
1 (w =1). O modelo M7 admite 10 categorias de valores w com distribuicdo beta, todos

menores ou iguaisa 1 (w <1).

Para determinar se 0 modelo nulo deveria ser rejeitado em favor da admissao
do modelo alternativo, que assume w > 1, o teste de razado de verossimilhanca (LTR) foi
aplicado comparando M8 — M7 e M8 — M8a com 2 graus e 1 grau de liberdade,
respectivamente. A abordagem Bayes Empirical Bayes (BEB) (Yang Z, Wong WS,
2005), que calcula a probabilidade posterior de que um sitio pertenga de fato a categoria

de codons com w > 1, identificou os sitios sob selegdo positiva.

Em Clade Model C, a linhagem correspondente a Platyrrhini foi indicada
como foreground. Havendo dois tipos de clados, o modelo presume cinco parametros na
distribuicdo w (p0, pl, w0, w2, e w3) e 0 < w0 < 1. O modelo M22 (M2a_rel) foi o
parametro nulo para o calculo deste LRT, que assumiu 1 grau de liberdade, conforme

recomendado Weadick and Chang (2012).
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Filogenia

A filogenia de LNPEP, baseada no alinhamento dos aminoacidos, foi
construida no programa MEGA X (Kumar et al., 2018) por Maximum Likelihood com o
modelo de substituicdo JTT (Jones, Taylor and Thornton, 1992). Uma distribuigéo
Gamma discreta foi utilizada para modelagem das diferencas nas taxas evolutivas entre

sitios com distribuicdo Gamma (5 categorias (+G, parameter = 0.5457).

Reconstrucdo de sequéncias ancestrais

A filogenia e as sequéncias de amino&cidos foram as informacdes de entrada
para a reconstrucdo das sequéncias ancestrais, hipotéticas, com o programa CODEML. O
objetivo desta reconstrucdo foi acessar 0s eventos evolutivos (substituicbes de
aminoacidos) ao longo das linhagens e na base de Primates. Adicionalmente,
substituicdes foram avaliadas conforme a distancia de Grantham (Grantham score), que
considera trés propriedades (composic¢do, polaridade e volume molecular) para classificar
as alteracbes como conservativas (0 — 50), moderadamente conservativas (51 — 100),

moderadamente radicais (101 — 150) ou radicais (>151).

3.3. EFEITOS DE MUTACOES SOBRE A ESTABILIDADE DA PROTEINA

Mutacdes referentes aos sitios com indicios de selecéo positiva ou localizadas
em regides criticas para a funcdo enzimatica foram simuladas no programa FoldX com
base em um modelo tridimensional da proteina candnica. A estabilidade de uma proteina
é dada pela energia livre (AG), expressa em kcal/mol. Quanto menor a energia livre, mais
estabilidade é atribuida a proteina. Por sua vez, AAG ¢ a diferenca na energia livre entre
os tipos selvagem (wt) e mutante (mut). Uma mutacdo que acrescenta energia (AAG > 0)
tendera a desestabilizar a estrutura, enquanto uma mutacao que reduza a energia (AAG <
0) estabilizara o sistema.

O programa opera em duas etapas. Na primeira, a estrutura original PDB é
otimizada pela funcdo RepairPDB. Na segunda fase, a funcdo BuildModel é utilizada para
efetuar as mutacgdes indicadas na estrutura reparada. A precisdo reportada do programa
FoldX é 0.46 kcal/mol. Ou seja, o desvio padrdo da diferenca entre AAGs calculada pelo
programa e os valores experimentais é de 0.46 kcal/mol. Sendo assim, é possivel estimar
o efeito de uma dada mutacdo assumindo sete categorias gradativas, com valores
extremos correspondendo a uma mutagdo Altamente Estabilizadora (-3¢) ou Altamente

Desestabilizadora (30).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CONJUNTO DE DADOS E CONSIDERACOES INICIAIS

Foram compiladas para as analises as sequéncias da regido codificadora do
gene LNPEP de 45 taxons da classe Mammalia. As espécies e as familias a que eles
pertencem sdo apresentadas na Tabela 5, bem como as referéncias ao GenBank. Um
Unico representante de Prototheria foi incluido. As demais espécies pertencem a
infraclasse Theria. Da ordem Primates, estdo presentes 26 espécies. A topologia consenso
correspondente a todo esse conjunto de tdxons é mostrada na FIGURA 13 (a esquerda da

Tabela 5, na pagina seguinte).

O alinhamento dos nucleotideos teve como referéncia a sequéncia de Homo
sapiens (NM_005575.3). A FIGURA 14 €& uma visdo geral do alinhamento dos
aminoacidos de LNPEP. E possivel observar que as sequéncias sio, em grande parte,
conservadas. Na parte superior da figura, dois indices gréaficos exibem as médias de

hidrofobicidade e de identidade de cada sequéncia em relacdo aquela de H. sapiens.

Duas informacOes derivadas desses alinhamentos contrapdem o
conhecimento corrente sobre LNPEP. A primeira é relativa ao sitio de clivagem para a
liberacdo da forma soltivel da proteina, Phel154|Alal55. De acordo com Pham et al.
(2009), esse motivo seria restrito a familia Hominidae. Contudo, essa conclusao foi
derivada de um conjunto de 11 taxons, dos quais apenas dois sdo hominideos (FIGURA
5, secdo 1.2). No presente trabalho, conforme os dados detalhados na FIGURA 15,

percebe-se que esse padrdo ndo € uma exclusividade de Hominidae.
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Tabela 5. Taxons, referéncias e classificacdo

Espécie Referéncia CDS Familia

Homo sapiens NM_005575.3 77-3154

Pan paniscus XM_014344937.1 35-3343

Pan troglodytes XM_009449397.3 101-3382 Hominidae
Gorilla gorilla XM_019027962.1 234-3311

Pongo abelii XM_024246950.1 531-3608

Nomascus leucogenys XM_003277197.3 531-3611 Hylobatidae
Mandrillus leucophaeus XM_011989410.1 533-3610

Cercocebus atys XM_012049641.1 106-3183

Papio anubis XM_003899947.3 544-3621

Theropithecus gelada XM_025387272.1 534-3611

Macaca mulatta XM_001092287.3 534-3611

Macaca fascicularis XM_005557431.2 1012-4089

Macaca nemestrina XM_011745139.1  545-3622 Cercopithecidae
Chlorocebus sabaeus XM_007979244.1 543-3620

Rhinopithecus roxellana XM_010357238.1  934-4011

Rhinopithecus bieti XM_017858842.1 529-3606

Piliocolobus tephrosceles XM_023212204.1 529-3606

Colobus angolensis XM_011944296.1 529-3606

Saguinus midas NA NA

Callithrix jacchus XM_002744784.3 907-3981 :

Saimiri boliviensis XM_003920729.2  995-4072 Cebidae

Cebus capucinus XM_017507323.1 913-3987

Carlito syrichta XM_008055047.2 172-3249 Tarsiidae
Otolemur garnettii XM_003788938.3 45-3122 Galagidae
Propithecus coquereli XM_012638839.1 512-3589 Indriidae
Microcebus murinus XM_012773726.1 519-3596 Cheirogaleidae
Cavia porcellus XM_003479447.4 1782-4859 Caviidae

Rattus norvegicus NM_001113403.2 72-3149

Mus musculus NM_172827.3 78-3155

Mus caroli XM_021186305.1  78-3155 Muridae
Meriones unguiculatus XM_021654956.1 214-3291

Nannospalax galili XM_008830542.2 132-3209 Spalacidae
Vicugna pacos XM_006212956.2 54-3134

Camelus dromedarius XM_010993973.1  582-3662 Camelidae

Sus scrofa NM_001105291.1 598-3678 Suidae

Ovis aries XM_012121045.2  141-3221 Bovidae
Balaenoptera acutorostrata XM_007197483.1 688-3765 Balaenopteridae
Lipotes vexillifer XM_007466866.1 591-3668 Lipotidae
Tursiops truncatus XM_019929663.1 93-3164 .
Orcinus orca XM_004263510.2  62-3133 Delphinidae
Desmodus rotundus XM_024563311.1 63-3140 Phyllostomidae
Eptesicus fuscus XM_008144521.2 129-3206 Vespertilionidae
Sarcophilus harrisii XM_012541125.2 196-3273 Dasyuridae
Phascolarctos cinereus XM_021009147.1 206-3286 Phascolarctidae
Ornithorhynchus anatinus XM_007669122.2 22-3057 Ornithorhynchidae

Figura 13. Topologia consenso (Esquerda). Representacdo da topologia consenso dos taxons exibidos
na Tabela 4. Topologia baseada no banco de dados TimeTree (http://www.timetree.org/).

Tabela 5. Conjunto de dados. Diferentes ordens de Eutheria. Cinza: Primates; amarelo: Rodentia. Verde
claro: Artiodactyla; laranja: Cetacea. Verde escuro: Chiroptera. Metatheria: S. harrisii e P. cinereus.
Prototheria: O. anatinus. Cebidae, destacada entre os primatas, corresponde ao clado considerado
foreground (ver Tabelas 8 e 9). CDS: Coding sequence; os nimeros indicam inicio e fim da regido
codificadora. NA: sequéncia inferida a partir do exoma SRX039412 — S. midas).
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Abaixo, na FIGURA 15, as espécies que também compartilham o motivo de
clivagem Phel54]Alal55, em uma imagem semelhante a FIGURA 5, destacando a

presenca de Phel154 entre as mais variadas familias.

o 140 154 172
Homosapiens GCHERNQSIGLIQPFRATNGRLFPWAQIRLPTAYVW
Panpaniscus GCHEENQSIGLIQPFATNGELEFPWAQIRLPTAYW
Pantroglodytes G CHERENQSIGLIQPHFATNGERELEFPWAQIRLPTAYW
Pongoabelli GCHEENQSIGLIOQPHFRATNGRELEFPWAQIRLPTARI
Gorillagorila GCHEERNQSIGLIQEHFARTNGRLFPWAQIRLPTARY

___Nomas"-'u”e”mge”}‘s GCHERNQSIGLIQPHNFATNGERELFPWAQIRLPTAI

Propithecuscoquereli G C K E R NQSMRLIQPFRATNGRLFPWAQIRLPTAI
Microcebusmurinus G CE R ENQPMELIQYFRATNGRLFPWAQIRLPTAI
Camelusdromedarius GCHEENQSMRLIQPFATNGRLFPWAQIRLPTAI
Vicugnapacos GCHRRENQSMRLIQEFFATNGRELFPWAQIRLPTAI
Echinopstelfaii GCHQRNQSMRLIQHFATNGELFPWAQIRLPTAI

Figura 15. Phel54 ndo é restrito a familia Hominidae. Em vermelho, a posi¢cdo 154Phe(F).
Hominideos estdo mostrados em colchetes verdes. Esta assinalado a esquerda, em azul, a
superfamilia Hominoidea.

Além de Nomascus leucogenys (familia Hylobatidae), os estrepsirrinos
Propithecus coquereli e Microcebus murinus (familias Indriidae e Cheirogaleidae,
respectivamente), e os artiodactilos Camelus dromedarius e Vicugna pacos (Camelidae)
compartilham o motivo. Uma pesquisa adicional nos bancos de dados mostra que Phel54
estd presente também em Echinops telfairi (XM_004703474.1, ndo incluido nas demais

analises). E. telfairi ¢ uma espécie do clado Afrotheria (familia Afrosoricida).

Segundo Pham et al. (2009), a auséncia de IRAP/LNPEP na circulacdo de
ratos e de outras espécies no periodo gestacional seria uma consequéncia da
impossibilidade de conversdo a forma sollvel da oxitocinase a partir de sua forma integral
ligada a membrana. Por essa hipdtese, a clivagem da oxitocinase seria dependente de uma
protease que reconheceria apenas e especificamente o motivo Phe154 | Alal55. N&o esta
claro, contudo, se existe de fato essa inabilidade de conversdo a forma soltvel caso o
motivo ndo seja conservado ou se todas as espécies listadas na FIGURA 15, e certamente

outras mais, também apresentam LNPEP sérica durante a gestacéo.
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A segunda informacao relevante é a existéncia de variantes no motivo de
ligacdo ao substrato, GAMEN, precisamente no sitio 428. Esse motivo é considerado
conservado em todos os mamiferos. Assim, dentre a quase absoluta homogeneidade da
sequéncia GAMEN entre as espécies, as dissonancias se destacaram facilmente no
alinhamento. Variantes foram descobertas nas espécies Callithrix jacchus e Saguinus
midas, nas quais ha uma substituicdo da glicina por uma valina (G428V), e em Saimiri
boliviensis, espécie na qual uma alanina ocupa a posicdo (G428A). Curiosamente, a
variante G428A também é observada no marsupial Phascolarctos cinereus, o popular

coala. As estruturas sdo mostradas na FIGURA 186.
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Cédon Codon Codon
428 1282 1283 1284 428 1282 1283 1284 428 1282 1283 1284
G G G A \ G T A A G C A
Consenso Callithrix jacchus Saimiri boliviensis
Saguinus midas Phascolarctos cinereus

Figura 16. Variantes no motivo GAMEN. G428V em C. jacchus e S. midas e G428A em
Saimiri boliviensis e P. cinereus.

As modificagcdes nesses motivos sdo provavelmente funcionais, dadas as
particularidades reprodutivas dessas espécies e também suas variantes taxa-especificas
em peptideos substratos. Essa questdo é um interessante tema para estudos futuros. E
também essencial ressaltar que as substituicdes mostradas na figura anterior sao restritas
a enzima LNPEP: C. jacchus, S. midas, Saimiri boliviensis e P. cinereus mantém a
habitual conservacao nas proteinas ERAP1 e ERAP2, que também possuem o motivo de
exopeptidase GAMEN. Esse fato da sustentacédo a ideia de que a variacdo em LNPEP esta

associada aguelas em seus substratos, notavelmente nos peptideos da familia OXT/AVP.
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A FIGUrA 17 exemplifica a restricdo das variantes G428V e G428A a

LNPEP. As sequéncias na imagem sdo de Callithrix jacchus e Saimiri boliviensis.
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Figura 17. GAMEN em ERAP1 e ERAP2. Superior: C. jacchus. Inferior: Saimiri
boliviensis. A glicina na posicdo 428 é mantida em ERAP1 e ERAP2 (apresentam o motivo
GAMEN conservado). As substituicdes G428V e G428A sb estdo presentes em LNPEP
(VAMEN em C. jacchus e AAMEN em S. boliviensis).
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4.2. ANALISE DAS TAXAS EVOLUTIVAS

A Tabela 6 apresenta os resultados dos testes no programa CODEML para 0s
modelos M7 e M8a (nulos) e M8 (alternativo). Com os valores de significancia apresentados, 0s
dois testes permitem admitir os resultados do modelo M8. Os sitios sob sele¢do positiva indicados

por esse modelo estdo, entdo, listados na Tabela 7. O valor médio de dN/dS, considerando

todos os sitios, foi w = 0.2687.

Tabela 6. Resultados dos modelos M8, M7 e M8a em NSsites

InL NuUmero de Parédmetros Valor P
InL Modelo M8  —24951.853675 93
InL Modelo M7  —24983.914171 91
InL Modelo M8a  —24966.237970 92
LRT M7 | M8 64.1210 2 1.188e-14
LRT M8a | M8 28.7686 1 8.156e-08

Tabela 6. Modelos M8, M7 e M8a. Valores de cada modelo em NSsites, teste da razdo de
verossimilhanca (LRT) e a significancia estatistica.

Tabela 7. Sitios sob selecédo positiva segundo 0 modelo M8

Posicdo e Aminoéacido? BEB dN/dS + Desvio Padrao
338V 0.977* 1.486 + 0.094
793 T 0.976* 1.485 +0.098
831 N 0.959* 1.474 +£0.129
838 T 0.958* 1.474+0.128
882 1 0.984* 1.490 + 0.080
884 1 0.983* 1.490 + 0.081
1023 W 0.998** 1.499 + 0.028

Tabela 7. Sitios sob selecdo positiva. Valores de cada modelo em NSsites, teste da razdo de
verossimilhanca (LRT) entre modelos e a significancia estatistica. BEB: probabilidade posterior
de acordo com a andlise Bayes Empirical Bayes. *: P > 95%; **: P > 99%. o = dN/dS.
LAminoacidos correspondentes a sequéncia de Homo sapiens.
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A FIGURA 18 mostra os valores de dN/dS estimados para cada sitio. O valor

médio de o = 0.2687 reflete a extrema conservacdo da enzima.

dN/dS

Figura 18. Os valores de ® em LNPEP. A linha laranja indica o valor ® = 1, o que indicaria

idealmente a neutralidade. A maior parte dos sitios esta préxima a 0.

Considerando a localizagéo dos sitios sob forte indicio de selecdo adaptativa,
chegamos a FIGURA 19. Nela, podemos observar que a maioria dos sitios esta localizada
no dominio ERAP1 _C. Apenas um sitio pertence a regido M1 N. Um aspecto
interessante, e que ressalta a importancia das variantes descobertas em GAMEN, é a
auséncia de qualquer sitio com valor de ® > 1 no dominio de peptidase M1. Ou seja, sdo
variagOes em regides extremamente conservadas. Mais uma vez, podemos deduzir uma

forte implicagao funcional.

831 838

338 882 884 1023

154 T93
392 / 89 | 100
[ __Pep. M1 N | Pep. M1 ERAP1_C

173 358 610 1025

[=1]

Figura 19. Localizagdo dos sitios sob selecéo positiva. A ampla maioria estd em ERAP1_C.
Um sitio apenas pertence a regido M1_N. Sitios com valores de ® > 1 estdo ausentes no dominio

de Peptidase M1, onde esta localizado o motivo GAMEN.
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A FIGURA 20 complementa a figura anterior. Os mesmos sitios séo exibidos

e as cores dos dominios sdo preservadas.

Figura 20. Visdo estrutural de LNPEP. Os pontos vermelhos apontam os sitios que
mostraram valor o significativamente alto. Os dominios estdo indicados com as mesmas
cores da Figura 11.

Os resultados do teste de razdo de verossimilhanca entre Clade Model C e
M22 sdo exibidos na Tabela 8. A proporc¢édo de sitios em cada categoria nas linhagens
Platyrrhini (foreground) e as demais espécies (background) é mostrada na Tabela 9. O
valor significativo em LRT entre M22 e Clade Model C permite assumir os resultados da
Tabela 9. As linhagens em Platyrrhini possuem uma propor¢do maior de sitios sob
selecdo adaptativa em relacdo as demais espécies de mamiferos. Essa informacgéo
corrobora a ideia de que LNPEP comp®e o cenario adaptativo desses primatas em relacéo

as funcionalidades do sistema de regulacdo dos peptideos OXT/AVP.
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Tabela 8. Resultados estatisticos para 0 modelo Clade C

np Valor P
InL Clade Model C —24892.337161 94
InL M22 (M2a_rel) —24967.093093 93
LRT M22 | Clade Model C 149.5119 1 <0.0001

Tabela 8. Clade Model C. Valores do teste Clade Model C e M22, teste de razdo de

verossimilhanga (LRT) e significancia estatistica.

Tabela 9. Proporcdo de sitios sob diferentes tipos de selegdo

Classe 0 Classe 1 Classe 2
Proporcéo 0.49544 0.12360 0.38096
Background 0.02471 1.00000 0.25165
Foreground 0.02471 1.00000 1.60764

Tabela 9. Valores para cada classe em Clade Model C. Classe 0: sitios conservados (0 < ®0 <1);
Classe 1: sitios neutros (m = 1); Classe 2: sitios sob selecdo positiva nas diferentes linhagens.

Foreground: Platyrrhini; Background: restante das espécies.
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5.3. FILOGENIA EM MAMMALIA E ANCESTRAIS EM PRIMATES

A FIGURA 21 corresponde a filogenia estimada de LNPEP nas 45 espécies
relacionadas. Para investigar em quais pontos ao longo da evolugdo primata
provavelmente ocorreram as substituicfes nos sitios 154, 428 e naqueles sob selecéo
positiva, o programa CODEML foi utilizado desta vez a fim de reconstruir sequéncias

ancestrais na ordem Primates.

Homo sapians

Pan paniscus

Pan froglody fas
Gorilla gonlla

Pongo abeli
Nomascus leucogeny s

Homnoldea\g
Macaca namesinna
Macaca fazsciculans
Catarrhini Macaca mulaita
EF’apicn anubis
Theropithecus gelads
Cercocebus afys
Mandrilus leucophaeus
Chlorocebus sabaeus
I: Rhinopithecus biafi
Rhingpithecus roxellans
Colobus angolansis

Piliocolobus lBphrosceles

Saimiri boliviensis
Platyrrhini { Cebidae; P
1y { ! Callitrichinae — Saguinus midas
Callithrix jacchus

Cebug capucinus

Simiiformes

Ancestral Primates

st irthini Lcmurﬁormcs[ Microcebus murinus
repsirmini FPropithecus coguarall
e — Otolemur garneffii

Carlilo syrichia
Desmodus rofundus
Eplasicus fuscus
Sus scrofa
I: Camelus dromedarius
Wicugna pacos
Owviz anes
Balaengpliera aculorosirala
Lipotes vexilifer
I: Orcinus orca
Tursiops fruncalfus
Nannospalax galili
Mernones unguic walus

Ratius nonvegicus
E Mus caml

Mus musculus

Cavia porcelius
= Sarcophius hamrisii
\— Phascolarctos cineraus
Ornithorhiynechus anafinus

Figura 21. Filogenia de LNPEP. As linhagens ancestrais, denominadas ao longo dos
ramos, foram reconstruidas.
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A Tabela 10 exibe as provaveis modificagdes que ocorreram, portanto, nos
sitios 154, 428, 338, 831, 838, 882 e 884 durante a evolucao das linhagens apontadas na

figura anterior. O residuo W1023 ndo sofreu variagao entre esses taxons; por esse motivo,

ndo esta relacionado.

Tabela 10. Substituicdes ndo sindbnimas entre as linhagens de primatas

Residuo Substituicdes Grantham score Classificacéo

L154 L154F em Strepsirrhini 22 Conservativa
L154F em Hominoidea 22 Conservativa

G428 G428V em Ca_llit_ri_chinfae_ _ 109 Mod. Radical _
G428A em Saimiri boliviensis 60 Mod. conservativa

L338 L338V em Catarrhini 32 Conservativa

T793 T793V em Callitrichinae 69 Mod. conservativa

831 S831N em Catarrhi_ni_ 46 Conserva_tiva
S831K em Platyrrhini 121 Mod. radical

T838 L838A em Strepsirrhini 96 Mod. conservativa
V882M em Strepsirrhini 21 Conservativa

V882 V8821 em Catarrhini 29 Conservativa
V882N Platyrrhini 133 Mod. radical

V884 V884l em Simiiformes 29 Conservativa
1884S em Callitrichinae 142 Mod. radical

Tabela 10. SubstituicGes ndo-sindnimas e Grantham score. As sequéncias ancestrais foram

reconstruidas com o programa CODEML. Classificagdo das substituicbes segundo a

distancia de Grantham: conservativas (0 — 50), moderadamente conservativas (51 — 100),

moderadamente radicais (101 — 150) ou radicais (>151).

A distancia de Grantham (Grantham score) considera composigéo, polaridade

e volume para categorizar as alteracbes em conservativas (0 — 50), moderadamente

conservativas (51 — 100), moderadamente radicais (101 — 150) ou radicais (>151). A

substituicdo de glicina por uma valina na posicdo 428, ocorrida no ancestral

Callitrichinae, foi considerada moderadamente radical. Outra informagdo mostrada,

derivada dessa analise, é que a substituicdo de leucina por fenilalanina na posicdo 154

ocorreu duas vezes, independentemente: nos ancestrais Strepsirrhini e Hominoidea.
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5.4. EFEITO DE MUTACOES SOBRE A ESTABILIDADE

A finalidade desse experimento foi verificar o efeito de cada mutacdo sobre a
estabilidade da estrutura. Foram consideradas as mutacGes presentes em sitios que
apresentaram valores significativos de sele¢do positiva. Também foram consideradas as
variantes do sitio de ligacdo ao substrato (G428V e G428A). A estrutura utilizada é
identificada pelo PDB ID 5MJ6 (obtida por cristalografia de raio X com resolucdo de
2.53A), que primeiramente foi reparada pelo programa. As mutagdes foram classificadas
em sete categorias, de acordo com o efeito sobre a estabilidade:

1. Mutacdo Altamente Estabilizadora

2. Mutacdo Estabilizadora

3.Mutacdo Ligeiramente Estabilizadora

4. Mutacao Neutra

5.Mutacéo Ligeiramente Desestabilizadora
6. Mutacdo Desestabilizadora

7. Mutacdo Altamente Desestabilizadora

Tal classificacdo é baseada nos respectivos valores de AAG e no desvio
padréo do programa FoldX (0.46 kcal/mol). Veja a Tabela 11.

Tabela 11. Valores atribuidos a cada categoria de efeito sobre a estabilidade

Categoria 1 l AAG < —1.84 kcal/mol

Categoria 2 —1.84 kcal/mol < AAG < —0.92 kcal/mol
Categoria 3 —0.92 kcal/mol < AAG < —0.46 kcal/mol
Categoria 4 —0.46 kcal/mol < AAG < + 0.46 kcal/mol
Categoria 5 + 0.46 kcal/mol < AAG < +0.92 kcal/mol
Categoria 6 +0.92 kcal/mol < AAG < +1.84 kcal/mol
Categoria 7 AAG > +1.84 kcal/mol

Tabela 11. Para melhor visualizagdo dos resultados expostos, a cada grupo mostrado foi atribuida

uma cor, que se repete na pagina seguinte.
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Tabela 12. Resultados do programa FoldX

Sitio Aminoacido (ref.) Substituigdo

AAG Categoria

Isoleucina
Leucina
Prolina
Serina
Treonina

338 Valina

Alanina
Glicina
Isoleucina
Metionina
Asparagina
Serina
Valina

793 Treonina

-0.489127 3

Acido Aspartico
Glicina
Histidina

Lisina

Arginina

Serina

831 Asparagina

-0.790292

w

Alanina

Acido glutamico
Lisina
Metionina
Glutamina
Valina

838 Treonina

Alanina
Glicina
Metionina
Asparagina
Serina
Treonina
Valina

882 Isoleucina

Glicina
Leucina
Metionina
Serina
Valina

884 Isoleucina

-0.765225

w

Alanina
Fenilalanina
Lisina
Leucina
Glutamina
Serina
Tirosina

1023 Triptofano

Alanina

*
428 Valina

Glicina

Tabela 12. Resultados do programa FoldX. Valores estimados de AAG para cada mutagao.

As cores correspondem aquelas vistas na Tabela 11.
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A estabilidade de uma proteina é definida pela energia livre, expressa em
kcal/mol. Quanto menor o valor de AG, mais estavel é a estrutura. AAG ¢ a diferenca de
energia entre a forma canodnica e aquela resultante de uma determinada mutacao.
Conforme os resultados dispostos na Tabela 12, a maioria das muta¢des encontradas nos
sitios sob selecdo positiva foi considerada neutra em relacéo ao efeito sobre a estabilidade.
Entre os sitios com (0 > 1, 55.81% das mutagdes sao neutras nesse contexto. No entanto,
pode-se perceber a disparidade das mutacfes no sitio 428, pertencente ao motivo de
ligacdo ao substrato GAMEN. As variantes G428A e G428V possuem valores que se
distanciam de 99.9% dos achados, e configuram um incremento significativamente alto
na estabilidade estrutural. Por outro lado, ndo foram encontradas variantes consideradas

altamente desestabilizadoras.

A evolvabilidade — a capacidade de evolucdo contida em uma dada proteina
— é favorecida pela estabilidade. Embora a selecdo continue neutra sobre a funcédo
proteica, existe uma grande importancia indireta: a estabilidade confere a proteina uma
robustez mutacional, ou seja, um “amortecimento” do efeito suscitado por variagdes entre
os aminoacidos e que poderiam refletir na estrutura. Proteinas mais estaveis toleram
melhor possiveis mutacGes. O que decorre desse fato é o que em ultima analise importa
nesse contexto: algumas das mutacGes que sdo desestabilizadoras sdo também,
ocasionalmente, benéficas; mas s6 poderiam ser sustentadas e mantidas por uma proteina

relativamente estavel.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSAO

“ll faut imaginer Sisyphe heureux”.

— Albert Camus, em Le Mythe de Sisyphe.

Esta pesquisa assumiu uma abordagem biol6gica puramente baseada em
modelos computacionais. Tal metodologia é justificada perante o ineditismo da tematica
e da auséncia de dados efetivos. Os modelos e anélises construidos e verificados neste
estudo permitiram que questdes relevantes fossem originadas; tais topicos podem ser
temas para estudos futuros. Sendo assim, a partir de diferentes experimentos e de uma
amostra maior e mais variada de espécies, as seguintes questdes podem ser elucidadas:
(i) As variacdes do gene LNPEP e da oxitocinase possuem implicacdo funcional sobre as
particularidades reprodutivas da subfamilia Callitrichinae (Primates, familia Cebidae)?;
(if) As variantes de LNPEP coevoluem com aquelas observadas em seus peptideos
substratos?; (iii) LNPEP e padrdes morfologicos da placenta (interface, formato e

interdigitacdo) entre as ordens e familias da classe Mammalia estariam correlacionados?

O objetivo principal deste estudo foi caracterizar o gene LNPEP e a enzima
oxitocinase entre primatas e demais mamiferos. Para isso, a pesquisa avaliou as taxas
evolutivas da regido codificadora do gene e construiu um panorama da variabilidade entre
suas sequéncias homologas. Foi demonstrada a existéncia de variacGes em regides criticas
para a funcionalidade catalitica da oxitocinase. Essas modificacGes implicam alteragdes
relativas a estabilidade estrutural da proteina e indicam uma alteragdo funcional taxa-
especifica. A exclusividade atribuida a familia Hominidae em relacédo a presenca da forma
placentaria da enzima foi descartada. Por fim, a parvordem Platyrrhini obteve mais uma
vez uma relevancia evolutiva em proteinas que interagem com 0s nonapeptideos
oxitocina e vasopressina. Os resultados mostraram que, na subfamilia Callitrichinae, ao
menos duas modificagdes ndo-sinbnimas ocorreram no motivo responsavel pela ligacdo
ao substrato, 0 que € no minimo instigante ao considerar a extrema conservacdo dessa

regido ndo apenas em Mammalia, mas em todo subfilo Vertebrata.
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