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RESUMO

A serotonina é um neurotransmissor que regula diversos aspectos fisioldgicos e
comportamentais nos mamiferos. Sua sinalizagdo ocorre mediante ligacdo com seus
receptores. HTR2A e HTR2B sdo genes codificando receptores de serotonina que estdo
implicados com varios tracos comportamentais dos mamiferos: agressividade,
impulsividade, afiliacdo, desinibicdo, cooperacdo e varias doencas neuropsiquiatricas. O
objetivo do presente estudo € determinar varia¢fes espécie- ou grupo-especificas dos genes
HTR2A e HTR2B em espécies de mamiferos cujos genomas estdo disponiveis bem como,
avaliar se as variagdes encontradas sdo taxon-especificas e se as mesmas estariam
correlacionadas a comportamentos e outros tragos taxon-especificos. Além disso,
objetivou-se determinar os padrdes evolutivos das regides codificadoras destes genes.
Foram realizadas analises evolutivas das sequéncias das regides codificadoras dos genes
HTR2A e HTR2B de 90 espécies de mamiferos disponiveis nos bancos de dados Genbank e
Ensembl usando pacote Codeml do software PAML version 4.9. Foi compilado um
conjunto de tragos fenotipicos a partir de bancos de dados e realizadas andlises de
correlacdo entre as variantes genéticas e os tracos fenotipicos usando um script de matriz
de correlacdes implementado em R. Nossas analises determinaram que HTR2A encontra-se
sob selecdo purificadora, admitindo que alguns sitios estejam evoluindo com relaxamento
da pressdo evolutiva, enquanto HTR2B estd sob selecdo positiva. Este padrdo evolutivo
pode refletir tanto a amplitude de fendtipos para 0s quais 0s receptores de serotonina estao
envolvidos quanto as diferencas estruturais e funcionais dos dominios. Foram encontradas
muitas variacOes taxon-especificas que estavam associadas a multiplos tracos fenotipicos e
encontravam-se principalmente nas regides N-terminal e C-terminal dos dois genes. Das
variag0es encontradas somente aquelas nos sitios 62, 64, 447 e 457 de HTR2A e sitio 7 de
HTR2B foram significativas apds correcdo de Bonferroni para numero de filhotes. A
predominancia de variacOes taxon-especificas associadas a fendtipos nestes dominios
terminais que se encontram com relaxamento da pressdo evolutiva pode indicar que tais
alteracdes estdo ligadas a aquisicdo de novas funcdes para proteina sem alterar sua funcao

conservada.



ABSTRACT

Serotonin is a neurotransmitter that regulates various physiological and behavioral
aspects in mammals, and its signaling occurs through binding to its receptors. HTR2A and
HTR2B are genes that encode serotonin receptors implicated in various mammalian
behavioral traits: aggressiveness, impulsivity, affiliation, disinhibition, co-operation, and
various neuropsychiatric disorders. The aim of present study is to determine species- or
group-specific variations of HTR2A and HTR2B genes in mammalian species whose
genomes are available as well to assess if the variations found are taxon-specific and
whether they would be correlated to behaviors and other taxon-specific traits. In addition,
determine the evolutionary patterns of the coding regions of these genes. Evolutionary
analyzes of the sequences of the coding regions of the HTR2A and HTR2B genes from 90
mammalian species available in the Genbank and Ensembl databases using the Codeml
package of the PAML version 4.9 software were performed. We compiled a set of
phenotypic traits from databases and performed correlation analyzes between genetic
variants and phenotypic traits using a correlation matrix script implemented in R. Our
analyzes have determined that HTR2A is undergoing purifying selection admitting that
some sites are evolving with relaxation of evolutionary pressure while HTR2B is under
positive selection. This evolutionary pattern could reflect both the range of phenotypes to
which serotonin receptors are involved and the structural and functional differences of the
domains. Many taxon-specific variations were found that were associated with multiple
phenotypic traits and were found mainly in the N-terminal and C-terminal regions of the
two genes; only those at sites 62, 64, 447 and 457 of HTR2A and site 7 of HTR2B were
significant after Bonferroni correction for number of pups. The predominance of taxon-
specific variations associated with phenotypes in these terminal domains that are
undergoing evolutionary pressure relaxation could indicate that this changes are linked to

the acquisition of new functions for protein without altering its conserved function.



1 INTRODUCAO
1.1 A classe Mammalia: consideracdes gerais

Os mamiferos surgiram ha 225 milhGes de anos,

no Triassico, a partir dos

Cynodontia. Os cinodontes eram uma linhagem de répteis sinapsideos com locomogéo,

maxila e dentes semelhantes aos mamiferos, e que eram provavelmente endotérmicos

(Hunt et al. 2014). Porém os mamiferos s6 comecaram a diversificar ha cerca de 100

milhGes de anos. Por volta de 66 milhdes de anos, os mamiferos comecaram a ocupar 0s

nichos disponiveis ap6s o desaparecimento dos dinossauros, dando inicio a uma nova onda

de radiacdo adaptativa (Figura 1) (Springer et al., 2003; Bininda-Emonds et al., 2007; Zhe-
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Figura 1 Filogenia e diversificagdo dos grupos de mamiferos do

mesozoico (Zhe-Xi Luo 2007)



Os mamiferos caracterizam-se principalmente pela presenca de trés tracos que nao
sdo encontradas em outros animais: (1) ouvido médio formado pelos ossiculos martelo,
bigorna e estribo; (2) pelos; e (3) glandulas mamarias. Os ossiculos do ouvido médio sao
derivados dos ossos da mandibula dos ancestrais dos mamiferos e tem a funcdo de
transmitir as vibragcdes das ondas sonoras ao timpano no ouvido medio. Os pelos estdo
presentes em todos os mamiferos em pelo menos uma das fases do seu desenvolvimento, e
possuem diferentes funcdes como: isolamento térmico, padrdo de cores para camuflagem,
adverténcia e outras formas de sinalizacdo nas relacGes intra e entre grupos (costa prateada
dos gorilas machos, por exemplo), bem como auxilio aos sentidos como o tato. As mamas
sdo glandulas sudoriparas modificadas responsaveis pela producédo de leite nas fémeas para
a nutricdo da prole recém-nascida (Rowe, 1988; Klima and Maier, 1990; Vaughan, et al.,
2000).

Outra caracteristica marcante em mamiferos é a presenca do neocortex que esta
associado com aumento da funcdo cognitiva. O neocOrtex apresenta tamanho e formas
diferentes conforme a ordem, sendo notavel, seu aumento nos Primatas, principalmente em
humanos (Lui et al., 2011).

Os mamiferos sdo cosmopolitas e evoluiram para sobreviver em praticamente todos
0s ambientes terrestres e aquaticos do planeta. Podem viver em diferentes climas, como:
desertos, florestas tropicais e o pdlo artico. Dentro dessa classe de animais algumas
espécies apresentam adaptacfes para voar como 0S morcegos, para viver em ambientes
aquaticos como baleias e golfinhos e para se locomover e viver em arvores como diversos
primatas (Reichholf, 1990; Nowak, 1991; Vaughan, et al., 2000).

1.2 O hormonio Serotonina

A 5-hidroxitriptamina (5-HT), mais conhecida como serotonina, € um
neurotransmissor derivado do aminoacido triptofano que regula diferentes aspectos
fisiologicos dos vertebrados (Welsh 1968; Garattini & Valzelli 1968; Nichols & Nichols
2008; El-Merahbi et al., 2015; Ruble et al., 2016).

Esse neurotransmissor foi descoberto e descrito independentemente por dois
laboratorios. No ano de 1938, em Roma, Vittorio Erspamer isolou pela primeira vez a

endolamina, denominada enteroamina, a partir de células do trato gastrointestinal



(Erspamer & Asero, 1952). Em meados de 1948, uma substancia vasoconstritora foi
isolada do sangue por Maurice Rapport, Arda Green, e Irvine Page na “Cleveland Clinic”
(Rapport et al., 1947, 1948a, 1948b). Essa substancia foi denominada serotonina (do latim
“serum”, de onde foi encontrada e do grego “tonic”, por seu efeito constritor dos vasos
sanguineos). Posteriormente, em 1953, a serotonina foi descrita em extratos do cérebro
(Twarog & Page, 1953). Erspamer foi responsavel por descrever o ndcleo de endol na
enteramina e posteriormente Rappor determinou a estrutura da serotonina como

conhecemos sendo 5-hidroxitriptamina (Figura 2) (Rapport, 1949).
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Figura 2 Estrutura quimica da serotonina (Martins et al., 2010)

A serotonina é encontrada em diferentes organismos como fungos, plantas,
invertebrados e vertebrados (Srinivasan et al., 2008; Kang et al., 2009; Curran & Chalasani
2012). Nos vertebrados, ela é encontrada e sintetizada no cérebro e nos tecidos periféricos
de forma diferenciada por ndo ultrapassar a barreira hematoencefalica. A sua sintese é
realizada pela acdo das enzimas expressas pelos genes da triptofano hidroxilase 1 e 2
(TPH1 e TPH2), que se encontram nos tecidos periféricos e no cérebro, respectivamente
(Berger et al., 2009) (Figura 3).

A porc¢do de serotonina sintetizada no cérebro representa aproximadamente cinco
por cento (5%) desse composto no organismo (Berger et al., 2009) e o restante é produzida
nos orgaos perifericos, nas células enterocromafins do trato gastrointestinal, celulas
pancredaticas do tipo P, adipocitos e osteoclastos. Aproximadamente dois por cento (2%) da
serotonina encontrada no sangue atua diretamente como horménio (Kim et al., 2010;
Paulmann et al., 2009; Stunes et al., 2011; Chabbi-Achengli et al., 2012) possuindo grande
importancia na sinalizacdo hormonal, agregacao plaquetéaria, contragdo dos musculos lisos,
processos inflamatorios, vasoconstricdo e dilatacdo (EI-Merahbi et al., 2015; Ruble et al.,
2016).
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Figura 3 Sintese e sinalizacdo da serotonina no cérebro e nos 6rgdos periféricos (modificado de El-Merahbi
et al., 2015).

Como neurotransmissor, a serotonina € responsavel pela regulacdo de diversos
aspectos fisiolégicos como a termorregulacdo, a respiracdo, o apetite, a homeostase da
glicose, 0 sono, e a dor. Entretanto, esse neurotransmissor também modula funces
cerebrais complexas, como a cognigdo e o comportamento emocional (Strac et al., 2016).
A ampla distribuicdo de neurbnios serotoninérgicos permite a modula¢do coordenada de
redes neurais localizadas em regides distantes do cérebro, 0 que é necessario para maioria
das funcbes cognitivas. No hipocampo o sistema serotoninergico esta relacionado com o0s
processos de memoria, navegacdo espacial, tomada de decisdes e relagdes sociais,
enguanto no cortex pré-frontal a serotonina esta relacionada a memoria de trabalho,
atencdo, tomada de decisdo e aprendizado reverso (Robbins 2000; Harvey 2003; Clark et
al., 2004; Buzséki & Moser 2013; Rubin et al., 2014; Glikmann-Johnston et al., 2015;
Spencer & Deneris 2017).

Alteraces no sistema serotoninérgico foram relacionadas a diferentes transtornos

comportamentais e doengas neurodegenerativas como transtorno bipolar (Lasky-Su et al.
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2005), ansiedade-depressdo (Sen et al. 2004), transtorno de personalidade (Savitz and
Ramesar 2004), esquizofrenia (Abdolmaleky et al.2004) e doenca de Alzheimer (Holmes
et al. 1998).

1.3 Os Receptores da Serotonina

A sinalizacdo da serotonina ocorre mediante sua ligacdo a pelo menos um dos seus
quatorze receptores descritos (EI-Merahbi et al., 2015). Os receptores de serotonina se
dividem em sete classes (HTR1, HTR2, HTR3, HTR4, HTR5, HTR6 E HTR7), e somente
a classe HTR3 é formada por receptores do tipo canal de célcio acoplado a ligantes. Todos
0s outros receptores de serotonina pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a
proteina G (GPCRs). A serotonina se liga as diferentes formas dessa proteina para iniciar
cascatas de sinalizacdo especificas de acordo com a sua fungédo (Noda, et al., 2004; Berger
et al., 2009).

Os receptores da serotonina GPCRs iniciam as trés cascatas canfnicas de
sinalizag¢@o via Gain, Gag11 € Gas (Nichols and Nichols 2008). Os receptores das classes
HTR1 e HTR5 acoplam a Guaio inibindo a adenilil ciclase e diminuindo o AMPc
intracelular (Bockaert et al., 1987; Lin et al., 2002). Os receptores da classe HTR2 acoplam
a Gogu ativando a fosfolipase C produzindo inositol Trifosfato (iP3) e diacilglicerol
(DAG) levando ao aumento de calcio intracelular (Roth et al., 1984; Roth et al., 1998). Os
receptores acoplados a Gos incluem as classes de HTR4, HTR6 E HTR7, podem ligar
positivamente a adelil ciclase elevando o AMPc sendo demonstrado no hipocampo de
cobaias (Cavia porcellus) (Bockaert et al., 1990). Entretanto, a ligacdo de serotonina via
esses receptores também pode resultar no aumento de calcio em midcitos atriais em
humanos (Ouadid et al., 1992, Ponimaskin et al., 2002) (Figuras 3 e 4 e Tabela 1).

Adicionalmente os GPCRs também estdo relacionados a uma sinalizacdo néo
canbnica através do recrutamento das arrestinas, fundamentais no mecanismo de
dessensibilizacdo dos GPCRs com grande importancia clinica na tolerancia a tratamentos

farmacoldgicos (Freedman and Lefkowitz, 1996, Violin et al.,2014).
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Figura 4 Representacdo esquematica das fungdes putativas da modulacio neuronal via receptores 5-HT em
modelo animal (Aplysia californica). Apos a estimulacéo, interneurdnios serotoninérgicos liberam serotonina
(5-HT) que se liga aos receptores de serotonina (5-HTgecr) has células a jusante como 0s neurdnios
sensoriais. O efeito final da 5-HT vai depender do tipo de receptor 5-HT e das moléculas sinalizadoras a
jusante expressas dentro das diferentes células. A ligagdo da 5-HT a um receptor acoplado a proteina Gois
estimula a enzima adenilil ciclase (AC; via rosa). A ativacdo desta enzima aumenta a concentracdo de
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) que induz a ativacdo da proteina quinase A (PKA). A proteina PKA
ativada pode fosforilar e modificar varias proteinas-alvo. PKA pode, por exemplo, recrutar a quinase
regulada por sinal extracelular (ERK) que se transloca para o ndcleo onde fosforila proteinas de ligagdo a
elementos de resposta a AMPc (CREBs). A fosforilagdo por ERK da isoforma repressora CREB-2 remove
sua inibicdo em CREB-1a, enquanto a fosforilagdo de CREB-1a induz a transcricdo de genes precoces/tardios
contendo elementos de resposta ao AMPc. A transcricdo destes genes pode levar ao crescimento de novas
conexdes sinapticas e potencialmente a liberagdo de neurotransmissores. O receptor acoplado a proteina Gas
também pode ativar EKR (via azul) por meio da transativacdo de receptores de tirosina quinases (Trk) ou
pela ativagdo direta da cascata de ERK. Para diminuir a liberacdo de 5-HT dos interneurdnios, receptores
acoplados a proteina Ga; nos proprios interneurdnios podem inibir a liberacdo de serotonina. Quando
expressos na superficie de neurdnios sensoriais, os receptores acoplados a proteina Ga; podem inibir a
ativacdo da adenilil ciclase e diminuir a cascata (via vermelha). Receptores acoplados a proteina Ga; podem
também ativar a via ERK por transativacdo de Tkr ou ativagdo direta de ERK. A serotonina também pode se
ligar aos receptores acoplados a proteina Gag que ativam a fosfolipase C (PLC; via bege). A enzima PLC
ativada produz diacilglicerol (DAG) e inositol Trifosfato (IP3) pela clivagem de fosfatidil inositol (PIP2).
Enquanto IP3 se liga a um receptor no reticulo endoplasmatico para liberar calcio (Ca?*) das reservas internas,
0 DAG permanece na membrana, onde ativa a proteina quinase C (PKC). Os receptores acoplados a proteina
Gog também podem melhorar a ativacdo da via ERK, por transativagdo de Trk ou diretamente (Barbas et al.
2003).

Growth | —— <
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Tabela 1 Receptores de serotonina e mecanismos de acdo

Receptor Estrutura Sistema de sinalizagéo Sistema de transducgéo
HTR1A  GPCR Gaifo | AMPc¢
HTR1B  GPCR Guip | AMPc
HTRID  GPCR Guip | AMPc
HTR1E  GPCR Guip | AMPc
HTR1F GPCR Guip | AMPc
HTR2A  GPCR Gogn1 1 PLC
HTR2B  GPCR Gogni 1 PLC
HTR2C  GPCR Gogn1 1 PLC
HTR3A Canal idnico Condutancia idnica (K*, Na*, Ca2*)
HTR3B Canal idnico Condutancia idnica (K*, Na*, Ca2*)
HTR3C Canal idnico Condutancia idnica (K*, Na*, Ca2*)
HTR3D Canal idnico Condutancia idnica (K*, Na*, Ca2*)
HTR3E Canal i6nico Condutancia idnica (K*, Na*, Ca2*)
HTR4 GPCR Gos 1T AMPc¢
HTR5A  GPCR Gaifo | AMPc¢
HTR6 GPCR Gos 1T AMPc¢
HTR7 GPCR Gas 1 AMPc

O foco da presente Dissertacdo sédo os genes HTR2A e HTR2B de modo que abaixo,

mais detalhes sobre os mesmos, seus produtos, variabilidade e fungéo serdo descritos.

1.3.1 Receptores HTR2

Os receptores HTR2A, HTR2B e HTR2C possuem aproximadamente 50% de

identidade nas suas sequéncias de aminoacidos, e demonstram similaridades nas suas

estruturas moleculares, farmacoldgicas e nos sinais de transducdo. HTR2A e HTR2C séo

sintetizados amplamente no cérebro, enquanto a expressdo de HTR2B é restrita a poucas

regides do cerebro, como cerebelo, septo lateral, hipotalamo dorsal, hipocampo e amigdala
medial (Duxon et al., 1997; Masson et al., 2012).

14



1.3.1.1 HTR2A

O HTR2A é uma proteina de 471 aminoacidos com sete dominios transmembranas,
sendo transcrito em humanos pelo gene HTR2A que esté localizado no cromossomo 13q14-
g21 e que possui quatro exons que abrangem mais de 65kB (Ruble et al., 2016). O gene
HTR2A é expresso em diferentes tecidos como cérebro, plaquetas, sistema cardiovascular e
fibroblastos (Durk et al., 2005). A expressdao de HTR2A no cérebro tem implicado este
gene no mecanismo de acdo de alucin6genos e em doencas mentais como esquizofrenia e
depressdo (Nichols, 2004; Meltzer & Roth, 2013).

Diferentes estudos demonstraram que os polimorfismos rs6313 (102T/C), rs6311 (-
1438A/G) e rs6314 (His452Tyr ou 1354C/T) de HTR2A estéo relacionados com a variacao
na expressdo dessa proteina (Serreti et al., 2007; Ruble et al.,, 2016). Em estudos
farmacogenéticos esses polimorfismos apresentam efeito na variacdo da resposta de
medicamentos antipsicoticos e antidepressivos (Arranz et al 1995, 1998, 2000; Yu et al.,
2001; lane et al., 2002; Hofer et al.,, 2016). Em humanos, esses polimorfismos sdo
associados a sintomas e suscetibilidade das desordens de humor, transtornos alimentares,
esquizofrenia, transtorno do déficit de atencdo e hiperatividade, ansiedade, suicidio e
doenca de Alzheimer (Norton 2005; Roth, 2006; Serretti et al 2007; Jin et al., 2013; Zhao
et al., 2014; Lacerda-Pinheiro et al 2014; Sinopoli et al., 2017).

Polimorfismos no gene HTR2A também estdo associados a tracos do
comportamento em humanos. Banlaki et al. (2015) demonstraram que o alelo T do SNP
rs7322347 localizado no intron 2 do gene HTR2A estd associado com tragos de
agressividade em individuos sem histérico de transtornos psiquiatricos da Hungria. Esse
polimorfismo possui um desequilibrio de ligagdo com o polimorfismo rs6314, ja
relacionado a expressao dessa proteina (Ruble et al., 2016).

Hapldtipos dos genes HTR2A em conjunto com o gene SLC6A4 (solute carrier 6
member 4; anteriormente denominado 5-HTT), estdo associados com o comportamento de
cooperagdo em modelos de jogos econémicos. Nesses jogos, individuos portadores do
haplotipo HH1 (alelos rs6311G e rs6313C) do gene HTR2A apresentaram um
comportamento de maior contribuigdo se existe punicdo para quem ndo faz a cooperacao.
Da mesma forma, esses individuos apresentam maior estresse ao participarem de tais jogos
(Schroeder et al., 2013).
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Outro estudo avaliando interacbes sociais em um grupo de americanos com
ancestralidade asidtica demonstrou que homens portadores do alelo -1438G (rs6311)
apresentaram um maior sucesso em um exercicio de encontro rapido (speed-dating) (Wu et
al., 2016). Da mesma forma esse alelo tem sido associado com a afiliacdo social entre
jovens do sexo masculino, estando relacionado com a popularidade de individuos por
comportamentos de transgressao de regras e agressividade (Burt 2008, Burt 2009; Dijkstra
et al., 2013). Esse polimorfismo também estd associado com o comportamento de busca
por novidades (Nakamura et al., 2010; Saiz et al., 2010).

O polimorfismo rs6313 esta associado a modulacdo do comportamento afetivo em
adultos de acordo com o grau de cuidado materno. Individuos homozigotos TT para esse
polimorfismo sdo mais influenciados pelo cuidado materno comparados com 0s outros
gendtipos. Um maior cuidado materno esta relacionado a uma maior dependéncia de
recompensa e maior facilidade em relacionamentos afetivos, enquanto que, um menor
cuidado materno esté relacionado aos comportamentos inversos nesses individuos (Salo et
al., 2011). Esse polimorfismo estd associado com a evitacdo de danos considerando o
ambiente de cuidado materno superprotetor em uma populacdo japonesa e o perfil
socioeconémico dos pais em uma populagéo finlandesa (Nakamura et al., 2010; Jokela et
al., 2007). Em uma amostra de alcoolistas, os homozigotos para o alelo C desse
polimorfismo apresentam em um maior comportamento de impulsividade (Jakubczyk et
al., 2012).

Os polimorfismos rs9534511, rs6314, rs2770296 e rs927544 estdo associados a
diferentes caracteristicas comportamentais. O alelo do G do SNP rs9534511 do HTR2A
estd relacionado ao comportamento de maior desinibicdo social em adolescentes
americanos de origem mexicana (Archer et al., 2014). J4, homozigotos para o alelo G do
polimorfismo rs6314 apresentam maiores indices de retraimento social (Rubin et al.,
2013). Os polimorfismos rs2770296 e rs927544 estéo associados a procura por novidade e
extravagancia em uma populacdo saudavel da Alemanha (Heck et al., 2009).

1.3.1.2 HTR2B

O HTR2B ¢ uma proteina de 481 aminoacidos com sete dominios transmembranas,

sendo transcrito em humanos pelo gene HTR2B que esta localizado no cromossomo
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2036.3-037.1 e possui trés exons (Le Coniat et al., 1996). O HTR2B ¢ expresso no figado,
rins, estbmago, intestinos, pulmfes e tecidos cardiovasculares, com uma limitada
expressao no cérebro (Bonhaus et al., 1995; Nichols & Nichols, 2008). O receptor HTR2B
desempenha um importante papel no desenvolvimento embrionario e na respiracdo (Choi
et al., 1997; Nebigil et al., 2000; Nebigil et al., 2001; Tadros et al., 2007). Este receptor é
também implicado em diferentes distUrbios neurolégicos como esquizofrenia, autismo,
enxaqueca e depressdo (Kim et al., 2000; Corominas et al., 2010; Hervas et al., 2014;
Pitychoutis et al., 2015; Nautiyal and Hen 2017).

O HTR2B esta associado ao comportamento de impulsividade e agressividade em
animais e em humanos. Camundongos com esse gene deletado (Htr2b-/-) apresentam
comportamentos de hiperatividade e déficit de inibicdo a resposta ao susto, interacdo
social, memoria e atencdo e aumento de impulsividade e agressividade (Pitychoutis et al.,
2015; Delprato et al., 2018). Mutac¢des no gene HTR2B estdo associadas a0 comportamento
agressivo em porcos (Chu et al., 2017) e em peixe-zebra (Danio rerio) (Theodoridi et al.,
2017).

Em humanos, Bevilacqua et al. (2010) descreveram em um grupo de finlandeses
com tendéncias a violéncia e impulsividade uma mutacdo de parada prematura em HTR2B.
O alelo HTR2B Q20* oriundo desta mutacao foi associado ao comportamento violento e
impulsivo associado ao consumo de alcool, e também as tentativas de suicidio. Os
individuos portadores desse alelo possuem uma baixa expressdo do receptor HTR2B e
apresentam um aumento no comportamento agressivo contra si mesmos e outros, um
aumento da préatica de atividades ilicitas, um aumento no abuso de substancias ilicitas, um
aumento na ocorréncia de suicidios e depressdo especialmente apds o uso de alcool
(Bevilacqua & Goldman, 2013; Tikkanen et al., 2015). Outra variagdo encontrada no exon
2 do gene HTR2B (542A>G, GInll) foi associada com a vulnerabilidade ao abuso de

drogas em uma populacdo caucasiana dos Estados Unidos (Lin et al., 2004).

17



2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A serotonina possui ampla distribuicdo nos seres vivos e um importante papel na
regulacdo desses organismos, seja atuando como um hormdénio ou como um
neurotransmissor (Garattini e Valzelli 1965; Erspamer 1966, Welsh 1968). Nos mamiferos,
a serotonina e seus receptores sdo importantes na regulacdo do funcionamento adequado de
multiplos 6rgaos e na regulacdo de praticamente todas as funcbes cerebrais (Berger et al.,
2009; El-Merahbi et al., 2015). Nessa classe animal, a funcdo serotoninérgica elevada esta
associada niveis maiores de socializagdo, habilidades sociais, lideranga e/ou dominancia
social (Higley et al. 1996; Edwards & Kravitz 1997). Em humanos o aumento da
serotonina € associado ao aumento da dominancia em homens e mulheres, a diminuicdo da
impaciéncia ou sarcasmo, maior altruismo e cooperacdo (Moskowitz et al. 2001; Tse &
Bond 2002).

Devido ao papel marcante da serotonina em varios aspectos comportamentais e
neuropsiquiatricos é provavel que alteracGes dentro do sistema serotoninérgico possam
estar relacionadas a variabilidade comportamental de diferentes espécies de mamiferos. Os
receptores de serotonina HTR2A e HTR2B possuem um importante papel na regulacdo do
sistema nervoso por esse neurotransmissor estando relacionados a diferentes
comportamentos nos mamiferos, como: impulsividade, agressividade, afiliacéo,
desinibicdo e cooperacdo. Estudos de evolucdo molecular nos genes HTR2A e HTR2B
podem ajudar a elucidar o papel do sistema serotoninérgico na variabilidade do padrdo de
comportamento dentro da classe Mammalia. Dessa forma, o presente trabalho possui os

objetivos descritos abaixo:

2.1 Objetivos:

a) Determinar variacfes espécie- ou grupo-especificas dos genes HTR2A e HTR2B em

espécies de mamiferos cujos genomas estdo disponiveis;
b) Determinar os padrdes evolutivos das regides codificadoras dos genes HTR2A e HTR2B,;

c) Avaliar se as variagGes encontradas séo taxon-especificas e se as mesmas estariam

correlacionadas a comportamentos e outros tragos taxon-especificos.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Sequéncias e alinhamentos

No estudo, foram utilizadas as sequéncias das regides codificadoras dos genes

HTR2A e HTR2B de mamiferos
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) e Ensembl (http://www.ensembl.org) (Tabela 2).

Tabela 2. Lista de espécies e cddigos de acesso para banco de dados

Species

HTR2A

HTR2B

Acinonyx_jubatus
Ailuropoda_melanoleuca

Aotus_nancymaae

Balaenoptera_acutorostrata_scammoni

Bison_hison_bison
Bos_indicus

Bos_mutus

Bos_taurus
Bubalus_bubalis
Callithrix_jacchus
Camelus_dromedarius
Capra_hircus
Cavia_porcellus
Cebus_capucinus_imitator
Ceratotherium_simum_simum
Cercocebus_atys
Chinchilla_lanigera
Chlorocebus_sabaeus
Chrysochloris_asiatica
Colobus_angolensis_palliatus
Condylura_cristata
Cricetulus_griseus
Dasypus_novemcinctus
Dipodomys_ordii
Echinops_telfairi
Elephantulus_edwardii
Eptesicus_fuscus
Equus_asinus
Equus_caballus
Equus_przewalskii

Erinaceus_europaeus

XM_015068908
XM_002914977
XM_012465157
XM_007186840
XM_010854645
NM_001001157
XM_019971259
XM_005896741
XM_006072566
XM_017971527
XM_010980835
XM_005687443
XM_003477480
XM_017535967
XM_004433653
XM_012064326
XM_005387547
XM_007960372
XM_006837636
XM_011939759
XM_004680258
NM_001246728
XM_004472872
XM_013036627
XM_004714061
XM_006887805
XM_008152051
XM_014838913
XM_014732013
XM_008524892
XM_007521214

XM_015087695
XM_019797731
XM_012434129
XM_007184706
XM_010836972
NM_001205448
XM_019978472
XM_005887033
XM_006050127
XM_002749883
XM_010985651
XM_005676671
NM_001172962
XM_017529045
XM_004427671
XM_012072604
XM_005395400
XM_007966608
XM_006866737
XM_011951984
XM_004674205
XM_007626075
XM_004451412
XM_013010593
XM_004701671
XM_006893481
XM_008160205
XM_014836055
XM_001498084
XM_008530051
XM_007519416

recuperadas dos bancos de dados Genbank
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Felis_catus
Fukomys_damarensis
Gorilla_gorilla_gorilla
Heterocephalus_glaber
Hipposideros_armiger
Homo_sapiens
Ictidomys_tridecemlineatus
Jaculus_jaculus
Lipotes_vexillifer
Loxodonta_africana
Macaca_fascicularis
Macaca_mulatta
Macaca_nemestrina
Mandrillus_leucophaeus
Manis_javanica
Marmota_marmota_marmota
Mesocricetus_auratus
Microtus_ochrogaster
Miniopterus_natalensis
Monodelphis_domestica
Mus_musculus
Mustela_putorius_furo
Myotis_brandtii
Myotis_davidii
Myotis_lucifugus
Nannospalax_galili
Octodon_degus
Odobenus_rosmarus_divergens
Orcinus_orca
Ornithorhynchus_anatinus
Orycteropus_afer_afer
Oryctolagus_cuniculus
Otolemur_garnettii
Ovis_aries

Pan_paniscus
Pan_troglodytes
Panthera_pardus
Panthera_tigris_altaica

Pantholops_hodgsonii

Peromyscus_maniculatus_bairdii

Physeter_catodon
Pongo_abelii

Propithecus_coquereli

XM_003980393
XM_010637007
XM_004054487
XM_004844194
XM_019630380
NM_000621

XM_005330191
XM_004665876
XM_007466444
XM_003412616
XM_005585828
XM_015120877
XM_011756551
XM_011973622
XM_017665258
XM_015484026
XM_013114000
XM_005355612
XM_016199505

ENSMODG00000011274

NM_172812

XM_004759184
XM_005861390
XM_006774191
XM_006083596
XM_008824371
XM_004633082
XM_004412221
XM_004274591

ENSOANG00000015564

XM_007946366
XM_008273798
XM_003803358
XM_004012066
XM_003811414
XM_000522752
XM_019447561
XM_007085398
XM_005964487
XM_016006895
XM_007102517
NM_001133446
XM_012643830

XM_003991248
XM_010608095
XM_004033342
XM_004868046
XM_019629867
NM_000867

XM_005326441
XM_004662949
XM_007462739
XM_003417917
XM_005574572
XM_015111331
XM_011728174
XM_011998078
XM_017679754
XM_015481535
XM_005082535
XM_005361766
XM_016204680

ENSMODG00000010720

XM_006529145
XM_004773454
XM_005882969
XM_006760412
XM_014463637
XM_008838065
XM_004637306
XM_004396037
XM_004262604

ENSOANG00000009328

XM_007942029
XM_017343191
XM_003784872
XM_012148490
XM_003821860
XM_001144172
XM_019445610
XM_007082955
XM_005979092
XM_016002726
XM_007107995
XM_009238216
XM_012652202
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Pteropus_alecto

Pteropus_vampyrus

Rattus_norvegicus

Rhinolophus_sinicus
Rhinopithecus_bieti
Rhinopithecus_roxellana
Rousettus_aegyptiacus
Saimiri_boliviensis_boliviensis

Sarcophilus_harrisii

Sorex_araneus
Sus_scrofa
Tarsius_syrichta

Trichechus_manatus_latirostris

Tupaia_chinensis

Tursiops_truncatus

Ursus_maritimus

XM_006916436
XM_011372026
NM_017254

XM_019748070
XM_017862063
XM_010358103
XM_016129335
XM_010330057
XM_012545294
XM_004604572
XM_013980517
XM_008052751
XM_004376585
XM_006140646
XM_019936576
XM_008706848

XM_006906639
XM_011381037
XM_017596306
XM_019739783
XM_017886360
XM_010362000
XM_016134693
XM_010341154
XM_003770261
XM_004610809
XM_005672269
XM_008055065
XM_004389505
XM_006171119
XM_019923523
XM_008690354

As sequéncias de 90 espécies de mamiferos utilizadas no estudo representam

dezoito ordens mamalianas, e abrangem todas as trés grandes linhagens dessa classe:

Monotremados (mamiferos mais basais que ainda pdem ovos), Marsupiais (mamiferos

onde 0s neonatos prematuros se desenvolvem no marsdpio, uma bolsa externa no abdémen

da mée) e Placentarios (mamiferos que possuem placenta, responsavel por alimentar o feto

durante o desenvolvimento que ocorre dentro do Utero) (Tabela 3).

Tabela 3. Classificacdo das espécies

Subclasse Infraclasse Magnordens  Superordens Ordens Espécies
o Chrysochloris_asiatica
Afrosoricida . o
Echinops_telfairi
g . Macroscelidea Elephantulus_edwardii
= Afrotheria _ -
= Proboscidea Loxodonta_africana
c
= Sirenia Trichechus_manatus
<
Tubulidentata Orycteropus_afer_afer
{5+
. I Xenarthra Cingulata Dasypus_novemcinctus
Theria S
kS Lagomorpha Oryctolagus_cuniculus
o
Aotus_nancymaae
5+
S Callithrix_jacchus
1=
§ Euarchontoglires . Cebus_capucinus_imitator
2 Primates
g Cercocebus_atys

Chlorocebus_sabaeus

Colobus_angolensis
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Gorilla_gorilla
Homo_sapiens
Macaca_fascicularis
Macaca_mulatta
Macaca_nemestrina
Mandrillus_leucophaeus
Otolemur_garnettii
Pan_paniscus
Pan_troglodytes
Pongo_abelii
Propithecus_coquereli
Rhinopithecus_bieti
Rhinopithecus_roxellana
Saimiri_boliviensis

Tarsius_syrichta

Cavia_porcellus
Chinchilla_lanigera
Cricetulus_griseus
Dipodomys_ordii
Fukomys_damarensis
Heterocephalus_glaber
Ictidomys_tridecemlineatus
Jaculus_jaculus
Rodentia
Marmota_marmota_marmota
Mesocricetus_auratus
Microtus_ochrogaster
Mus_musculus
Nannospalax_galili
Octodon_degus
Peromyscus_maniculatus_bairdii
Rattus_norvegicus

Scandentia Tupaia_chinensis

Laurasiatheria

Acinonyx_jubatus
Ailuropoda_melanoleuca
Felis_catus
) Mustela_putorius_furo
Carnivora
Odobenus_rosmarus
Panthera_pardus
Panthera_tigris

Ursus_maritimus

Balaenoptera_acutorostrata
Cetartiodactyla Bison_bison_bison
Bos_indicus
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Bos_mutus
Bos_taurus
Bubalus_bubalis
Camelus_dromedarius
Capra_hircus
Lipotes_vexillifer
Orcinus_orca
Ovis_aries
Pantholops_hodgsonii
Physeter_catodon
Sus_scrofa
Tursiops_truncatus

Eptesicus_fuscus
Hipposideros_armiger
Miniopterus_natalensis
Myotis_brandtii
Chiroptera Myo-tis_dévidii
Myotis_lucifugus
Pteropus_alecto
Pteropus_vampyrus
Rhinolophus_sinicus

Rousettus_aegyptiacus

Condylura_cristata
Eulipotyphla Erinaceus_europaeus
Sorex_araneus

Ceratotherium_simum_simum
. Equus_asinus
Perissodactyla
Equus_caballus

Equus_przewalskii

Pholidota Manis_javanica
Ameridelphia Didelphimorphia Monodelphis_domestica
Australidelphia Dasyuromorphia Sarcophilus_harrisii
Australosphenida Monotremata Ornithorhynchus_anatinus

As sequéncias foram exportadas em formato FASTA, e alinhamentos mdaltiplos
foram realizados no servidor Guidance2 utilizando o algoritmo MAFFT versdo 7 (Sela et
al., 2015). Os alinhamentos foram visualizados e editados manualmente utilizando os
programas MEGA versdo 6.0 (Tamura et al., 2013) e Geneious R 8.1 (Kearse et al., 2012).
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3.2 Anélises Evolutivas

Uma arvore filogenética foi elaborada a partir do servidor TimeTree

(www.timetree.org). (Figura 5).

200
Figura 5. Arvore filogenética das 90 espécies de mamiferos

O pacote Codeml do software PAML version 4.9 foi utilizado para realizar as
analises evolutivas. A selecdo natural afeta principalmente substituicdes ndo sindnimas
(dN), enquanto substituicdes sindnimas (dS) estariam sob evolucdo neutra. Deste modo,
espera-se que genes sob neutralidade tenham uma razdo dN/dS (ou ®) por sitio igual a 1.
Assim, ® > 1 reflete uma seqliéncia sob sele¢@o positiva, enquanto ® < 1 reflete uma
sequéncia sob selecdo purificadora (Yang, 2007). Foram utilizados os modelos que
permitem testar a evolucdo adaptativa em sitios de codons (NsSites): Mla (neutro), M2a
(selecéo positiva). Comparamos o0 modelo neutro (nulo) que ndo permite selecéo positiva
com modelo alternativo que permite selecdo positiva. A comparacdo estatistica foi
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realizada através de um teste de razdo de verossimilhanca (LRT) para inferir o melhor
modelo entre Mla e M2a. O Mla é um modelo neutro que permite duas categorias de
classes o (wo <1 e w1 = 1), sendo comparado com modelo alternativo M2a que permite trés

categorias, as duas anteriores com adi¢do de uma categoria com ® > 1.

3.3 Associacao Fenotipica

Compilamos uma lista de 20 tracos fenotipicos morfolégicos e comportamentais

para realizar analises de associacdo com as mutacdes encontradas (Tabela 4).

Tabela 4. Tragos fenotipicos morfoldgicos e comportamentais usados nas analises de associacao

Tragos fenotipicos

Estrutura social

Sistema de acasalamento

Cuidado paterno

Infanticidio pelo macho

Sexo dominante

Sexo migrante

Tamanho do grupo social

Dieta

Cacador

Média do nimero de filhotes

Razdo entre periodo de gestacdo e tempo de vida
Razdo entre intervalos entre partos e periodo de gestacao
Razdo entre periodo de desmame e tempo de vida
Razéo da maturidade sexual entre fémeas e machos
Razéo do comprimento entre machos e fémeas
Razdo do tamanho corporal entre machos e fémeas
Razéo do tamanho cerebral entre machos e fémeas
Ciclo de atividade

Habitat

Tipo principal de locomocgéo

Os dados foram obtidos a partir de bancos disponibilizados online; como “Animal

Diversity” (Myers et al., 2006; The Animal Diversity Web http://animaldiversity.org) e
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“AnAge” (AnAge: The  Animal  Ageing and  Longevity = Database
http://genomics.senescence.info/species) bem como banco de dados PanTHERIA (Jones et
al., 2009); e também de tabelas compiladas por outros autores (Lukas & Clutton-Brock
2013). Esses bancos de dados utilizados oferecem dados padronizados para 0s tracos
fenotipcos estudados para as diferentes espécies de mamiferos. Foi utilizado um script de
matriz de correlacfes implementado em R com testes de Fisher e Kruskal-Wallis para
analisar a correlacdo entre as variantes genéticas e os tracos fenotipicos de interesse
(pacote superwise v0.1 do R Core Team, 2017). O teste de Fisher foi aplicado para
comparar os tragos qualitativos e o teste de Kruskal-Wallis foi usado para comparar duas
ou mais populagdes quanto a tendéncia central dos dados. A correcdo de Bonferroni foi
usada para corrigir o valor de a (nivel de significancia global) pelo numero de testes

realizados.

Nas analises de associacdo utilizamos as classificacdes de taxons para simplificar a
discussdo dos resultados. Desse modo, 0 uso dos taxons como Rodentia e Primatas, por
exemplo, estdo refletindo os resultados observados somente para as espécies que
pertencem a esses taxons dentre as 90 amostradas. Os resultados foram baseados nas
analises realizadas nas espécies amostradas em nosso estudo e ndo generalizam

necessariamente a vasta diversidade dentro das ordens mamalianas.
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4 RESULTADOS

As analises realizadas demonstraram que o0 gene HTR2A encontra-se sob selecédo
purificadora nos mamiferos (p = 1; Tabela 5). O modelo M1a explica a evolu¢do molecular
deste gene com dN/dS médio igual a 0.22. A maioria dos sitios encontra-se sob selecdo
purificadora (= 81% com ® = 0.033; Tabela 5), entretanto alguns sitios estdo evoluindo
sob neutralidade ou com relaxamento da pressdo evolutiva, principalmente nas regides N-
terminal e C-terminal (Figura 6). De outro modo, o gene HTR2B esta sob selecéo positiva
na andlise de evolucdo molecular. Sendo que o0 modelo M2a com dN/dS médio igual a 0.35
é 0 melhor modelo para explica-la. Neste gene, 73.5% dos sitios encontram-se sob selecdo
purificadora, enquanto 26.2% encontram-se sob neutralidade e 0.3% sob selegéo positiva
(Tabela 5). Este resultado é confirmado pela anélise do teste Bayes Empirical Bayes (BEB)
do modelo M2a onde o sitio 31 apresenta mais de 95% de probabilidade de estar sob
selecdo positiva. Este receptor também apresenta relaxamento da pressdo evolutiva nas

regides N-terminal e C-terminal (Figura 7).

Tabela 5. Pardmetros estimados para modelos de substitui¢cdo de cddons para HTR2A e HTR2B

Gene Modelo Parametros Estimados ] Valor p

HTR2A MlavsM2a Mla po=0.807 (©=0.033 -20485.725 1
p1=0.193 ®;=1.000
M2a po=0.807 o =0.033 -20485.725
p1=0.163  ©;=1.000
p2=0.029 ®,=1.000
HTR2B MlavsM2a Mla pg=0.736 ®u=0.103 -22669.160 0.019
p:=0.263  ©:=1.000
M2a po=0.734 ©=0.103 -22665.232
p:=0.262 ®;=1.000
p2=0.003 ®;=2.951
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Figura 6. Probabilidades para cada sitio na sequéncia do gene HTR2A de estarem sob selecdo: purificadora
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Figura 7. Probabilidades para cada sitio na sequéncia do gene HTR2B de estarem sob selecdo: purificadora

(azul), neutra (verde) e positiva (vermelho). (*) indica o sitio 31 com mais de 95% de probabilidade de estar

sob selecdo positiva.
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O receptor HTR2A apresenta alguns sitios com alteracbes téxon-especificas,
principalmente no nivel taxondmico de ordem (Figura 8; Tabela 6). Na ordem Carnivora
sdo observadas variacBes nos residuos Cys5Phe e Thr9Ala que compdem a regido N-
terminal desse receptor. Da mesma forma, na ordem Perissodactyla ocorrem mudancas nos
residuos 14 e 36, também na regido N-terminal. Estes residuos apresentam variacoes
dentro das outras ordens, mas as quatro espéecies de Perissodactyla apresentam as variantes
Thrl4 e Asp36. Em Eulipotyphla, o sitio 61 foi alterado para histidina nas trés espécies
analisadas. Na maioria das espécies da ordem Rodentia analisadas neste estudo, ocorre as
variantes Pro62 e Thr64 e a variante Cys457 na regido C-terminal. Em Primatas
Haplorhine e Perissodactyla, encontra-se a variante Leu66. Enquanto a maioria das ordens
placentarias possui a variante Cys443 na regido C-terminal, os carnivoros carregam a

variante Tyr443.
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Figura 8. Snakeplot do receptor HTR2A. Representagdo bidimensional do receptor HTR2A humano
destacando residuos aminoacidos com variacfes taxon-especificas (em verde) e correlacionados com nimero

de filhotes (em amarelo).
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Tabela 6. Alteracdes taxon-especificas de HTR2A

Clado

Ordens

Espécies

N° de filhotes
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Sorex_araneus 6 C TS E|H|S P F C T P
Ceratotherium_simum_simum 1 cC T({T DL S P|L|JC A P
. Equus_asinus 1 c T(T DL S P|L|C A P
Perissodactyla
Equus_caballus 1 cC T({T DL S P|L|JC A P
Equus_przewalskii 1 cC T({T DL S P|L|JC A P
Pholidota Manis_javanica 1 cC TM™MEWLSPF C A P
. .. | Didelphimorphia Monodelphis_domestica 9 VIS T E L AP Y Y D P
Marsupialia - - —
Dasyuromorphia Sarcophilus_harrisii 2.5 vis T E L AP Y Y D P
Prototheria Monotremata Ornithorhynchus_anatinus 2 C S TEULTWPN N S S
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Entre os sitios com relaxamento da presséo evolutiva no receptor HTR2B, o sitio 24
na regido N-terminal apresenta poucas variagdes entre as 90 espécies, mas todos 0s
Primatas Haplorhine analisados apresentam uma valina na posicdo 24 (Asp24Val; Figura
9; Tabela 7). Também na regido N-terminal os sitios 47 e 49 estdo deletados em
Marsupiais, enquanto em Carnivora ocorre a variante GIn49. Na regido ECL2, ocorrem
varias alteragOes taxon-especificas como Ala208 em Afrotheria, Val208 em Primatas e
Carnivora, e Gly208 em Cetartiodactyla. A regido C-terminal apresentou a variante
Asn414 na maioria das espécies em Laurasiatheria, e também um sitio com varias
modificacbes tdxon-especificas incluindo Lys429 em Primatas, 11e429 em Chiroptera, e
Val429 em Marsupiais. Esta regido também abrigou as variantes Leu458 em Perissodactyla
e Thr458 em Marsupiais.

Alguns dos sitios com selecdo purificadora também apresentam alteracdes taxon-
especificas. Na regido N-terminal, as variantes Val7 em Primatas Haplorhine e Met7 em
Rodentia e Eulipotyphla. A variante Phe8 ocorre na maioria da ordem Cetartiodactyla,
enguanto Ser8 ocorre na maioria das outras espécies de mamiferos do estudo. Nos Primatas
Haplorhine ocorre a insercdo de um residuo de leucina no sitio 10 da proteina HTR2B.
Dentro de TM4, o sitio 188 apresenta na maioria dos mamiferos o residuo isoleucina,
entretanto a maioria das espécies da ordem Chiroptera apresenta a variacdo Val188. O sitio
194 dentro de ECL2 estd conservado nos mamiferos com o residuo glicina, com excecao
da ordem Perissodactyla que apresenta o residuo alanina. Em ECL3, a maioria das ordens
de mamiferos apresenta o sitio 348 com residuo valina, enquanto a variante Ala348 ocorre
na ordem Rodentia. Na regido C-terminal, o residuo valina em 478 que ocorre na maioria

dos mamiferos é substituido por 11e478 em Cetartiodactyla.
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Figura 9. Snakeplot do receptor HTR2B. Representacdo bidimensional do receptor HTR2B humano
destacando residuos aminoacidos com variagdes tdxon-especificas (em verde), correlacionados com nimero

de filhotes (em amarelo) e o sitio sob sele¢do positiva (em vermelho).
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Tabela 7. Alteracdes taxon-especificas de HTR2B
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Os testes de associacdo encontraram 138 sitios de HTR2A associados a pelo menos
uma das caracteristicas fenotipicas. Os tracos com maior numero de sitios associados
foram ciclo de atividade com 70 sitios, razdo entre periodo de gestacdo e tempo de vida
com 49 sitios, média do numero de filhotes com 48 sitios e dieta com 42 sitios. Dos 138
sitios com associagdo, nove (9) estavam associados com pelo menos sete (7) caracteristicas
fenotipicas. Estes sitios estavam distribuidos nas regides N-terminal e C-terminal do
receptor. Apos a correcao de Bonferroni para multiplos testes apenas os sitios 62, 64, 447 e
457 associados com o numero de filhotes permaneceu significativo (p < 0,001; Tabela 8).

HTR2B possui 210 sitios associados a alguma das caracteristicas fenotipicas.
Alguns tracos apresentaram associagdo com varios sitios. O numero de filhotes foi
associado a 98 sitios, a dieta com 89 sitios e o ciclo de atividade com 87 sitios. Dos 210
sitios associados, dezessete (17) estdo associados com pelo menos sete (7) caracteristicas
fenotipicas. Somente o sitio 7 permaneceu significativo apds a correcdo de Bonferroni (p <
0,001), sendo associado com numero de filhotes (Tabela 8).
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Tabela 8. Testes de associacdo entre os fenotipos e variantes de HTR2A e HTR2B.

Fendtipos HTR2A HTR2B
Sitio de variacéo Sitio de variagéo
62 64 447 457 7
Estrutura social ns ns ns ns p <0,05
Sistema de acasalamento ns p <0,05 ns ns ns
Cuidado paterno ns p <0,05 ns p <0,05 ns
Infanticidio pelo macho ns ns ns ns ns
Sexo dominante ns p<0,05 p<005 p<0,05 p <0,05
Tamanho do grupo social ns p <0,05 ns ns ns
Dieta p<0,05 p<005 p<005 p<0,05 p <0,05
Cacador ns ns ns ns ns
NUmero de filhotes p<0,001* p<0,001* p<0,001* p<0,001* p <0,001*
Gestacdo/tempo de vida p <0,05 ns ns ns ns
Partos/gestagéo ns ns ns ns ns
Desmame/tempo de vida ns p<0,05 p<0,05 ns ns
Maturidade sexual fémeas/machos ns ns ns ns ns
Tamanho corporal machos/fémeas p<0,05 p<0,05 p<005 p<0,05 p<0,05
Tamanho cerebral machos/fémeas Ns ns ns ns ns
Ciclo de atividade p<0,05 p<005 p< 0,05 ns p<0,05
Habitat ns p<0,05 p<005 p<0,05 p <0,05
Tipo principal de locomocéo ns p<005 p<0,05 p<0,05 p <0,05

*Valores p com corre¢do de Bonferroni. ns = N&o estatisticamente significativo.
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5 DISCUSSAO

Os mamiferos iniciaram sua diversificagdo ha 100 milhdes de anos e,
posteriormente ocuparam os nichos disponiveis apds o desaparecimento dos dinossauros.
Isso deu inicio a uma nova onda de radia¢do adaptativa (Bininda-Emonds et al., 2007). A
ocupacdo destes novos nichos acarretou em uma alta variagdo morfologica e
comportamental. Estudos recentes tém demonstrado a importancia da mudanca das taxas
evolutivas de diferentes genes para variagdo fenotipica nos tadxons mamalianos
(Montgomery & Mundy, 2014; Agaba et al., 2016; Hu et al., 2017). Do mesmo modo, 0s
genes dos receptores de serotonina tém evoluido sob diferentes taxas evolutivas (Andrés et
al., 2007).

Nossas analises revelaram que enquanto o gene HTR2A encontra-se sob selecao
purificadora, mas admitindo que alguns sitios estejam evoluindo com relaxamento da
pressdao evolutiva, o gene HTR2B esta sob selecdo positiva. Este padrdo evolutivo
provavelmente reflete o amplo espectro de fungdes mediadas por estes receptores. A
serotonina esta envolvida na regulacdo de mecanismos basicos como funcgdes cardiacas,
gastrointestinais e do desenvolvimento que possuem conservacdo de sua funcdo e vias
funcionais através de espécies altamente divergentes. Mas a serotonina também esta
envolvida em fun¢Bes como comportamento e aprendizagem que sao largamente variaveis
entre as espécies (Andrés et al., 2007).

Além disso, ambos os genes HTR2A e HTR2B possuem relaxamento da pressao
evolutiva principalmente nas regides N-terminal e C-terminal, enquanto as regides
transmembranas estdo geralmente sob selecdo purificadora. Esta heterogeneidade de
evolucdo dentro do gene pode refletir as diferencas estruturais e funcionais dos dominios.
As regides transmembranas estdo sob forte restricdo para mudangas em sua sequéncia, de
aminoacidos, estrutura e funcdo, e por isso é esperado que evoluam sob selegédo
purificadora estrita. Os dominios globulares e terminais tém alta flexibilidade estrutural e
um grande conjunto de possiveis aminoacidos e, portanto, tem um maior relaxamento na
restricdo de sua sequéncia.

Estudos tém revelado que dele¢des ou polimorfismos no segmento N-terminal de
HTR2A ndo afetam a funcdo do receptor (Dewkar et al., 2008). Esta tolerancia a

modificagdes no segmento N-terminal pode justificar a maior variabilidade encontrada
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nesta regido nos dois genes aqui estudados. A regido ECL2 de HTR2B apresenta alguns
sitios com relaxamento da pressdo evolutiva, sendo que o sitio 208 apresenta alteracdes
taxon-especificas. Este dominio parece estar envolvido com a seletividade ao ligante e
portanto, as variagdes aqui encontradas, principalmente aquelas taxon-especificas
poderiam representar alteragdes funcionais. As 90 espécies estudadas de mamiferos
apresentam o dominio TM2 da proteina HTR2A totalmente conservada. Esta maior
restricdo pode ser devido a menor tolerancia da regido para mutacdes. Por exemplo, as
mutacgdes nos residuos de TM2 tém abolido a afinidade com agonistas ou a acoplagem com
a proteina G (Westkaemper & Roth, 2006).

Dos polimorfismos encontrados no receptor HTR2A, observados em estudos com
humanos, muitos estiveram associados com tracos fenotipicos sem a correcdo de
Bonferroni e foram também taxon-especificos podendo explicar fenotipos compartilhados
por espécies dentro de um mesmo taxon. A variante Ala9 encontrada nos carnivoros foi
associada a algumas de suas caracteristicas fenotipicas como sua estrutura social solitéria,
0 que neste caso se torna altamente correlacionado ao tamanho do grupo social, outra
caracteristica também associada com a variante. Outros dois aspectos de vida dos
carnivoros sdo sua dieta e o habito de cacador que também sdo correlacionados. Carnivoros
também tém mais de um filhote por ninhada, o que também foi associada a variante Ala9.
O tamanho do grupo social, dieta carnivora e habito de cacador também foram associados
com a variante Tyr443 encontrada nesta ordem.

As variantes Thrl4 e Asp36 em Perissodactyla foram associadas a diferentes
caracteristicas. Thrl4 est4 associada com a estrutura social poligdmica deste grupo e com
uma ninhada de apenas um filhote. Ambas as variantes também sdo associadas com
auséncia de dimorfismo sexual do tamanho corporal.

Os roedores apresentam as mutagOes Pro62, Thr64 e Cys457 que estdo associadas
com a dieta herbivora e auséncia de dimorfismo sexual do tamanho corporal da maioria das
especies aqui estudadas. O sitio 64 teve 0 maior nimero de associa¢fes, com destaques
para alguns tracos comportamentais como sistema de acasalamento ndo monogamico e
auséncia de cuidado paterno. Além disso, estes trés sitios permaneceram significativos
apos a correcdo de Bonferroni para o numero de filhotes por ninhada que geralmente é

maior que um, chegando a nove filhotes por ninhada em ratos (Rattus norvegicus).
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A variante Leu66 foi encontrada em dois tdxons distintos Primatas Haplorhine e
Perissodactyla. Em Primatas, esta variante foi associada com tamanho do grupo social
relativamente grande neste taxon. A associacdo com dieta ndo parece clara, pois, enquanto
Perissodactyla sdo herbivoros, os Primatas estdo divididos em dois grupos quanto ao habito
alimentar: herbivoros e onivoros.

O sitio 447 foi associado com a dieta, o dimorfismo sexual quanto ao tamanho
corporal, o ciclo de atividade, o habitat e o tipo de locomogdo. Este sitio geralmente
conservado (residuo alanina) nos mamiferos apresenta mutacdes em algumas espécies da
ordem Chiroptera, e alta variabilidade entre os roedores. Na anélise molecular este sitio
apresentou relaxamento da pressao evolutiva, 0 que pode sugerir que esteja evoluindo para
aumentar a diversidade fenotipica dentro destas ordens. Além disso, este sitio também
permaneceu significativo apds a correcdo de Bonferroni para o numero de filhotes por
ninhada. Os sitios 462 e 463 que estdo sob relaxamento da pressdo evolutiva foram
associados a oito tracos fenotipicos. Muitos dos tragos sdo compartilhados entre os dois
sitios. Mesmo com muitas variacdes ao longo dos mamiferos, estes sitios apresentam certas
variantes taxon-especificas como Asp462 e Gly463.

Para o receptor HTR2B, o sitio 7 foi associado com numero de filhotes mesmo apos
a correcdo de Bonferroni. A variante Val7 foi encontrada nos Primatas Haplorhine
enquanto Rodentia e Eulipotyphla apresentam Met7. Os Primatas geralmente apresentam
ninhadas com apenas um filhote, enquanto Rodentia e Eulipotyphla apresentam ninhadas
maiores. Cabe ressaltar que embora estudos tenham revelado que as delec¢des na regido N-
terminal ndo afetem a funcdo dos receptores, algumas mutacfes podem alterar a dinamica
da ligacdo da serotonina em HTR2B. Por exemplo, os polimorfismos Arg6Gly e Glu42Gly
no HTR2B humano levam ao aumento na afinidade do receptor pelo ligante e
dessensibilizacdo do receptor (Belmer et al., 2013). E predito que o0 segmento N-terminal
atue como um modulador negativo para interacdo ligante-receptor, e estes residuos
mencionados acima sejam importantes para esta modulacdo. Curiosamente, as espécies
Chrysochloris asiatica e Echinops telfairi apresentam a mesma mutacdo Glu42Gly em
HTR2B, podendo indicar que nestas espécies também ocorra alteragcdo na modulacdo desse
receptor.

Os Primatas Haplorhine possuem a inser¢édo de um residuo de leucina no sitio 10 e

a variante Val24 que estdo associados com a dieta, numero de filhotes, razdo entre o
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desmame e o tempo de vida, dimorfismo sexual quanto ao tamanho corporal, ciclo de
atividade, habitat e tipo de locomocgdo. A insercdo no sitio 10, Unica de Primatas, esta
relacionada a estrutura social sendo que os Primatas aqui estudados apresentam em sua
maioria uma estrutura com muitos machos e muitas fémeas.

As variantes Phe28, Gly47 e GIn49 encontradas em Carnivora foram associadas
juntas com a dieta carnivora e o numero de filhotes. O tamanho do grupo social foi
associado com as variantes Phe28 e GIn49 considerando que esses animais possuem
habitos solitarios. Da mesma forma em Marsupiais, que também apresentam estrutura
social solitéria os sitios 47 e 49 estdo deletados em Marsupiais.

Os Perissodactyla apresentam a variante Arg36 que estd associada com dieta,
namero de filhotes e estrutura social. Este tdxon possui dieta herbivora e um filhote por
ninhada, ele também apresenta uma estrutura social com um macho e muitas fémeas, ou
seja, sao poligamicos. O fenotipo poligdmico também foi associado as variantes Gly194 e
Leu458 nesta ordem. Entretanto os marsupiais que possuem habitos solitarios apresentam a
variante Thr458.

A variante 11e188 encontrada na ordem Chiroptera foi associada com ciclo de
atividade, sendo que as espécies de morcegos possuem um ciclo de atividade noturno.

O sitio 208 que apresentou diversas variantes taxon-especificas foi associado com a
estrutura social, o habito de cacador, o numero de filhotes, a razdo entre gestacdo e o
tempo de vida, o dimorfismo sexual no tamanho corporal e o tipo de locomoc¢do. A
variante Ala208 é encontrada em Afrotheria, mas este tdxon apresenta variagdo nos
fendtipos associados. A variante Val208, encontrada em Primatas e Carnivora, se torna
discrepante quanto aos tipos de fen6tipos. Enquanto Primatas tem normalmente um filhote
por ninhada, carnivoros apresentam mais de um. Primatas tém uma estrutura social
bastante diversificada, mas a maioria das espécies aqui estudadas tem muitos machos e
muitas fémeas, enquanto carnivoros sd@o geralmente solitarios. Um fendtipo similar
encontrado entre as duas ordens portadoras da variante Val208 é o dimorfismo sexual. Em
ambos 0s taxons, geralmente o macho se apresenta maior que a fémea. Em Cetartiodactyla,
a variante Gly208 esté associada ao traco do tamanho da ninhada, com geralmente apenas
um filhote. Os roedores apresentam a variante Ala348 associada com o numero de filhotes
e o dimorfismo sexual. Esta ordem geralmente tem ninhadas grandes e a auséncia de

dimorfismo sexual.
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O sitio 414 apresentou associa¢do com dieta, numero de filhotes, ciclo de atividade,
habitat e tipo de locomogdo. A variante Asn414 encontrada neste sitio na maioria das
espécies em Laurasiatheria parece ndo estar envolvida com estes tracos, dada a grande
variacdo fenotipica encontrada neste taxon. O sitio 429 que apresentou varias modificacdes
taxon-especificas, também foi um dos que teve maior nimero de associa¢cdes, como
cuidado paterno, sexo dominante, tamanho do grupo social, dieta, nimero de filhotes,
razdo entre desmame e tempo de vida, dimorfismo sexual no tamanho corporal, ciclo de
atividade, habitat e tipo de locomocdo. A variante Lys429 em Primatas pode estar
relacionada aos grupos sociais grandes e ninhadas pequenas deste taxon, enquanto
Marsupiais apresentam Val429 e ndo tem grupos sociais, mas apresentam ninhadas
grandes. Chiroptera por sua vez, tem 1le429 e podem apresentar grupos sociais com
centenas a milhares de individuos. Cetartiodactyla possuem grupos sociais grandes o que
pode estar associado com a presenca da variante I11e478 nesta ordem.

Dentre as espécies que apresentam variantes em HTR2A e HTR2B e associagdes
com fendtipos, existe um grande contraste entre espécies com grandes ninhadas
(Rodentia), e pequenas ninhadas (Perissodactyla, Cetartiodactyla e Primatas). Este
contraste comportamental se ajusta bem a teoria ecoldgica da selecédo r e selecdo K. Nesta
teoria, a estratégia r consiste em direcionar os recursos disponiveis para reproducdo, com a
menor quantidade possivel em cada filhote e produzir o maior nimero possivel de
progénies. Esta estratégia predomina em ambientes instaveis ou imprevisiveis, onde a
mudanca ambiental continua diminui os efeitos de densidade e competicdo. Enquanto a
estratégia K consiste em canalizar os recursos disponiveis para a manutencao e a producdo
de alguns descendentes extremamente adequados. A estratégia K predomina em ambientes
saturados de organismos onde a competicdo se torna mais intensa (Pianka, 1970).

As espécies de roedores aqui estudadas, além dos grandes tamanhos de ninhada,
também apresentam tempos de gestacdo relativamente curtos (em torno de um més de
gestacdo em sua maioria), desmame em cerca de um més e alguns dias e pequeno tamanho
corporal. Estes tracos fenotipicos os caracterizam como espécies r-estrategistas, ou seja,
favorecem a alta fecundidade (grandes ninhadas) enquanto disponibilizam pouca energia
para os filhotes (gestacdo e desmame curtos). No outro extremo deste continuum de
estratégias ecoldgicas estdo os Perissodactyla com gestacdes mais longas (em torno de 12

meses), 0s Cetartiodactyla que variam em seus tempos de gestacdo de 4 meses (em
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espécies com ninhadas maiores) a até 15 meses (em espécies com um unico filhote) e os
Primatas (entre 5 a 9 meses de gestacdo). Além disso, estas ordens apresentam grande
tamanho corporal e expectativas de vida mais longas. Também é notavel em algumas
espeécies destas ordens o longo tempo de desmame que pode ultrapassar 1 ano como em
humanos, equinos e algumas baleias. Estas caracteristicas os definem como K-
estrategistas, ou seja, favorecem menor fecundidade (pequenas ninhadas) enquanto
disponibilizam mais energia para o filhote (gestacdo e desmame mais longos).

Nossos resultados demonstraram que 0s genes HTR2A e HTR2B sofrem diferentes
taxas evolutivas, e que os diferentes dominios dentro dessas proteinas estdo sob pressoes
evolutivas distintas. Estas diferencas podem refletir tanto a amplitude de fenétipos para os
quais os receptores de serotonina estdo envolvidos quanto as diferencas estruturais e
funcionais dos dominios. Além disso, sugerimos que certas variantes estdo associadas a
fendtipos especificos, com destaque para tamanho da ninhada. Foram observados em nosso
estudo, um relaxamento da pressdo evolutiva nas regides N-terminal e C-terminal e
diferentes variantes taxon-especificas associadas ao tamanho da ninhada. Podemos inferir
que tais alteracGes podem estar ligadas a aquisicdo de novas funcdes para proteina sem
alterar sua fungdo conservada. Isso ilustra a prépria dualidade de funcbes destes receptores,
de mecanismos fisiol6gicos basicos conservados a fendtipos comportamentais largamente
variaveis.

Este trabalho fornece informaces inéditas sobre a evolucdo molecular dos genes
HTR2A e HTR2B em um grande numero de espécies distribuidas ao longo da maioria das
ordens de mamiferos e, faz refletir sobre a contribuicdo de algumas dessas variantes taxon-
especificas para fen6tipos comportamentais mamalianos.

Finalmente, nossos resultados fornecem uma base para investigagOes futuras sobre
comportamento dos mamiferos. Novas analises da evolugdo molecular tdxon-especifica
usando modelos Branch-Sites para as ordens que apresentaram modificacdes associadas a
diferentes fendtipos em conjunto com analises para averiguar como as variantes
encontradas afetam a funcdo dessas proteinas poderdo adicionar novos elementos para a
melhor compreensdo do papel da modulacdo do sistema serotoninérgico no comportamento
dos mamiferos. Além disso, vale destacar que somente estudos funcionais, tanto in vitro

quanto in vivo poderdo indicar se os achados aqui apresentados representam uma

48



associacao causal entre um determinado repertdrio genético taxon-especifico e fenotipos

taxon-especificos relacionados aos dois receptores sob investigacao.
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