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INTRODUCAO

Os cetaceos, pertencentes as subordens Mysticeti (baleias com barbatanas) e Odontoceti (baleias
com dentes), constituem um grupo de mamiferos aquéticos altamente especializados, cuja historia
evolutiva ¢ marcada por notaveis transformagdes morfologicas, fisiologicas e comportamentais (Fordyce
& De Muizon, 2001). Entre os odontocetos, os representantes da familia Delphinidae destacam-se por
apresentarem elevado grau de encefalizacdo e comportamentos sociais complexos, como o uso de
ecolocalizacdo para orientagdo e forrageamento, comunicagdo acustica intrincada, uso de ferramentas e
manifestagdes epimeléticas' (Bearzi & Reggente, 2018; Kriitzen et al., 2005; May-Collado et al., 2007;
Turner & Notris, 1966) .

Curiosamente, evidéncias paleontoldgicas indicam que os primeiros cetaceos, pertencentes a
subordem extinta Archaeoceti, apresentavam baixos indices de encefalizacao (Thewissen et al., 2009).
Contudo, a partir do final do Eoceno e inicio do Oligoceno, ha aproximadamente 34 milhdes de anos,
observou-se um aumento significativo do volume cerebral relativo nas linhagens remanescentes (Barnes;
Domning & Ray, 1985). Entre os odontocetos, tal aumento foi intensificado por uma reducdo proporcional
do tamanho corporal, resultando em coeficientes de encefalizagdo® superiores a média dos demais
mamiferos (EQ = 2,88), exceto o Homo sapiens (EQ =~ 7) (Manger et al., 1998; Marino & McShea; Uhen,
2004). Estudos neuroanatomicos também corroboram essa tendéncia, revelando uma densidade de
neurdnios neocorticais superior aquela observada em qualquer outro mamifero de grande cérebro,
inclusive os humanos (Mortensen et al., 2014) .

Diversas hipoteses foram propostas para explicar as for¢as evolutivas responsaveis por esse padrao
de encefalizagdo, incluindo fatores como a ecolocalizacdo, as exigéncias cognitivas impostas por
estratégias de forrageamento em ambientes tridimensionais, a termorregulagdo em aguas frias e, mais
recentemente, a complexidade social (Manger, 2006; Marino, 1996; Wiirsig, 1989). Nesse contexto, a
Hipotese do Cérebro Social (do inglés Social Brain Hypothesis, SBH), originalmente formulada para
explicar a expansao encefalica em primatas, tem sido adaptada a realidade cetdcea, ao postular que a vida
em sociedades coesas e dinamicas impoe demandas cognitivas que favorecem o aumento do volume
cerebral (Fox et al., 2017; Humphrey & Ford, 1976; Silk, 2002).

A partir de avangos recentes na genOmica comparativa, tornou-se possivel investigar os
fundamentos moleculares subjacentes a encefalizacdo em cetaceos. Estudos demonstraram sinais de
selecdo positiva em diversos genes envolvidos no desenvolvimento e na organizacao do tecido neural.
Dentre os /loci com relevancia funcional identificados na literatura, destacam-se 4P4S1, TRNPI, TTR ¢
CNPY1, além de alguns genes do complexo de microcefalia como MCPHI, WDR62, CDK5RAP2, ASPM
e CEPI152, todos implicados em processos como proliferacdo neuronal, desenvolvimento e dobramento

! Acgdes de cuidado a conspecificos em situagdes de sofrimento ou obito (Bearzi & Reggente, 2018).

2 0 coeficiente de encefalizagdo (EQ) consiste em uma métrica empregada na avaliagdo do tamanho relativo do cérebro, correspondendo a relagao do tamanho
real do cérebro e o tamanho cerebral esperado a partir do tamanho corporal do organismo analisado (Jerison, 1973).

XXXIII Congresso de Iniciacio Cientifica da UNICAMP - 2025 1



cortical, montagem do centrossomo, manutencao das conexdes sinapticas € o aumento do volume
encefalico em mamiferos (Kliesmete et al., 2021; McGowen et al., 2012; Xu et al., 2012, 2017).

Diante desse panorama, este estudo se prop0s a analisar os padrdes de evolugao molecular de genes
associados a encefalizacdo em representantes da familia Delphinidae, com o intuito de identificar sinais
de pressao seletiva que possam ter sustentado a evolugdo da cognigdo nesses organismos € contribuir para
a compreensao dos mecanismos evolutivos que regem a encefalizacdo em Mammalia.

METODOLOGIA:

Para analisar os padrdes de selecao evolutiva em genes associados a encefalizagdo em espécies da
familia Delphinidae, foram realizadas etapas envolvendo a aquisicdo e o alinhamento de sequéncias
ortdlogas, a construcao de arvores filogenéticas e a avaliagdo de modelos de evolugao molecular.

Inicialmente, foram obtidas sequéncias ortologas dos genes AP4E1, AP4S1, AP4B1, AP4M1, TTR,
CNPYI, ADCYAPI, TRNPI, além de genes do complexo de microcefalia, a partir do banco de dados
publico NCBI (do inglés National Center for Biotechnology Information). As sequéncias codificadoras de
proteinas foram alinhadas utilizando-se o software MACSE (do inglés Multiple Alignment of Coding
Sequences), que permite a realizacdo de alinhamentos multiplos com base na tradu¢ao dos nucleotideos
em aminoacidos (Ranwez et al., 2018). Para cada gene, foram realizados trés conjuntos de alinhamento:
(1) contemplando representantes das principais ordens de mamiferos placentarios (Eutheria); (ii) restrito a
ordem Artiodactyla; e (iii) exclusivo para espécies da familia Delphinidae. Os alinhamentos dos conjuntos
Eutheria e Artiodactyla foram utilizados em analises baseadas nos modelos de evolu¢do branch, branch-
site e BUSTED. Por sua vez, os alinhamentos referentes a Delphinidae foram empregados nas analises
com os modelos de sitio (site models) e FUBAR.

A construgdo das filogenias envolveu duas abordagens complementares. As arvores génicas foram
inferidas com base nos alinhamentos especificos de cada gene, por meio do software IQ-TREE, o qual
utiliza maxima verossimilhanca para reconstrucdo filogenética (Nguyen et al., 2015). Paralelamente,
foram utilizadas arvores de espécies extraidas de uma super-arvore de Mammalia, publicada por Upham
(2019) e disponibilizada no portal VertLife. A ado¢do dessas duas fontes filogenéticas visou mitigar os
efeitos de possiveis taxas evolutivas aceleradas em determinados genes, que poderiam comprometer a
topologia das arvores baseadas exclusivamente em sequéncias. Ambas as filogenias foram utilizadas como
topologias de entrada nos modelos de sele¢do, permitindo a comparagdo entre os resultados obtidos.

A etapa central da analise consistiu na avaliagdo da pressdo seletiva atuante sobre os genes-alvo,
por meio da razdo ® (6mega), definida como a taxa de substituigdes ndo sindnimas (dN) em relagdo as
substitui¢cdes sindonimas (dS). Os valores de ® foram estimados a partir de modelos de maxima
verossimilhanca implementados no software PAML (versao 4.4), utilizando o algoritmo codeML (Yang,
2007). Valores de o superiores a 1 indicaram sele¢cdo positiva, ao passo que valores inferiores a 1
sugeriram selecdo purificadora, e valores proximos de 1 apontaram para evolugdo neutra.

Para a identificacdo de sitios sob possivel selecdo positiva, foram empregados os modelos MO,
Mila, M2a, M7 e M8. Comparagdes entre esses modelos, mediante testes de razao de verossimilhanga (do
inglés Likelihood Ratio Tests, LRT), permitiram identificar padrdes de heterogeneidade seletiva entre os
sitios codificadores. Quando os modelos M2a e M8 apresentaram melhor ajuste, procedeu-se a anélise
bayesiana a fim de estimar a probabilidade posterior de sele¢ao positiva em sitios especificos. Os modelos
branch e branch-site também foram aplicados, com o intuito de detectar sinais de sele¢do positiva restritos
a determinadas linhagens de cetaceos ou a sitios especificos dentro dessas linhagens (Gingerich & Uhen,
1998; Yang & Nielsen, 1998; Yang, 2007).

Por fim, a anélise foi refinada com o uso do pacote HyPhy, por meio dos modelos BUSTED e
FUBAR (Kosakovsky Pond et al., 2019). O modelo BUSTED possibilitou a deteccao de variagdo na taxa
de substitui¢des ao longo de todos os ramos da filogenia, enquanto o modelo FUBAR utilizou métodos
bayesianos para identificar sitios sob selecdo positiva (o > 1) ou purificadora (o < 1).

RESULTADOS E DISCUSSAO:
As andlises de evolu¢do molecular ndo identificaram sinais de selecdo para genes AP4AM1, AP4S1,
TRNP1 ¢ ADCYAPI1. Em contraste, AP4B1, AP4E1, CNPYI, TTR e diversos genes associados a
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microcefalia (MCPHI ao MCPHI10) exibiram evidéncias de selecdo diferencial nas linhagens de
Delphinidae.

Entre os componentes do complexo AP-4, AP4B1 e AP4E1 apresentaram sinais de selecao positiva
para os modelos branch (AP4E1), branch-site (AP4B1, AP4E1), sites (AP4E1) e BUSTED (AP4E1). Esse
complexo desempenha papel essencial na modulagdo da plasticidade sinaptica, ao regular a exocitose de
receptores do tipo AMPA (Matsuda et al., 2008, 2008; Moretto et al., 2023). Sua disfun¢do compromete
a fixacdo da memoria e os processos de aprendizagem, indicando que alteragdes estruturais nestes genes
possam ter favorecido o aprimoramento das habilidades cognitivas e comportamentais observadas em
Delphinidae.

O gene TTR, também sob sele¢do positiva nos modelos branch e branch-site, codifica a proteina
transtirretina, responsavel pelo transporte de hormoénios tireoidianos no plasma e no liquido cerebrospinal,
além de atuar em conjunto com a proteina de ligacdo ao retinol (RBP) no transporte de vitamina A. Essa
proteina possui ainda propriedades antiamiloidogénicas, exercendo fungdes neuroprotetoras e
participando ativamente na regulagdo do metabolismo energético cerebral (Liz et al., 2020). A selegdo
diferencial sobre 7TR pode estar associada a preservacao da integridade funcional e morfologica do
encéfalo em golfinhos.

Adicionalmente, diversos genes associados a microcefalia primaria hereditaria autossomica
recessiva (do inglés Microcephaly Primary Hereditary, MCPH) apresentaram sinais consistentes de
selecdo positiva na linhagem de Delphinidae, como demonstrado na Tabela 1.

O gene MCPHI1 codifica uma proteina que regula o ciclo celular e a divisdo simétrica das células
progenitoras neurais, etapas criticas para a produ¢do de neurdnios durante o desenvolvimento embriondrio
(Kristofova; Ori; Wang, 2022). De maneira complementar, MCPH5 (ASPM) influencia diretamente a
dinamica do fuso mitdtico em neuroblastos, sendo considerado um dos principais determinantes do
tamanho cortical em mamiferos (Bond et al., 2002). MCPH?7 (STIL), por sua vez, estd envolvido na
duplica¢do dos centriolos e na manutencdo da integridade cromossomica, equilibrando proliferagcdo e
diferenciagdo celular (Patwardhan et al., 2018). J& MCPHY participa da organizagdo dos microtubulos e
da funcionalidade do centrossoma, assegurando a orienta¢do mitdtica adequada durante a divisdo celular
(Faheem et al., 2015).

Tabela 1 — Resultados significativos parciais de codeML e BUSTED para os genes associados a
microcefalia.

Gene Alinhamento | Arvore Modelo 2AL w0 wl SSp
Eutheria Gene 41,197+ 0,157 12,149 T13%% 732%%
Cetartiodactyla 64,514%* 0,133 17,752 689%* 709%* 71| ** 7] 2%+
Branch- 689%* 709%* 7] | ** 7]2%% 785%*
Eutheria Espécic site 115,948%* | 0,157 24,626 787+
803%*
Cetartiodactyla 118,585%* | 0,184 25430 T13%% 745%* gOO** g1 ** §O7+*
. Gene 3,842+ 0,536 0,736 -
Eutheria Especic | Crh 41 330 0,524 0,748 -
Eutheria 137,495%* | 0,779 | 9999999171,596 -
MCPHL 5 artiodactyla | 9 BUSTED | 126:039%* | 0,652 3015,245 -
Eutheria Espécic 156,515%* | 0,527 840,303 -
Cetartiodactyla 126,961%* 0,521 506,567 -
Gene Mla X 30,582%* 0 14,199 6834 7] 5%
Espécie M2a 47,355%* 0,539 28,574
. Gene 0,006 <
mSites 30,593+ 15,966 683+ 71 5%*
Espéci M7 X M8 0<08,7036m
pécie ,
49.366° | "0 005 37,496 683+ 700%* 7] 5%+
Eutheria G 148,895 | 0,151 50 506+ 692%* 727+ 728%* 939%*
Cetartiodactyla | —° 148,706%* | 0,130 44 499%% 680** 715%% 716%* 927+
MCPH5 Eutheria bopici Branch-site | 187,576** 0,150 42 506*T064922**:2742279****73258*5**?‘39**
Cetartiodactyla 189,43 1% 0,128 38 499*;36580::2771951*:*73106 4*8**227**
Eutheria Gene Branch 9,164* 0,393 0,503 -
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Cetartiodactyla 12,574%* 0,412 0,651 -
Eutheria Eevdel 14,026%* 0,393 0,574 -
Cetartiodactyla | P 24707%% | 0,410 0,627 -
Eutheria G 100,522%* 1 9999999171,596 -
Cetartiodactyla | —o° BUSTED | 44697 0 23,727 -
Eutheria i 84,835%+ 1 9999999171,596 -
Cetartiodactyla | P '€ 39,347+ 0 16,788 -
Gene 112,850%* | 0,329 27,191 e oges qoiaen
MCPH5 Mla X M2a 495%% T6** T1 %% 712%% 923%*
Espécie 171271%% | 0317 34,711 1034%% 2234%% 2394+ 2787%*
mSites 3044%* 4013%*
Gene 135,010 | 0005 =0 32,836 T11%% 923%%
M7 X M8 018’5039
Y] N ()
Espécie 1745885 |00 40,579 TII#* T12%% 903 %%
Eutheria Gone 45,786% 0,155 30,140 73 1%
Cetartiodactyla 52,540%* 0,130 28,712 T27F* T29%*
553%% 56G** S67F* G4 ¥ 723%*
Eutheria Branch- | 204,086** | 0,155 92,859 T2AKK TRERH TO9RK T3 R 05T
» site 1324%
Espécie S66¥* SET** 639%* T2 ** 720%*
Cetartiodactyla 203381%* | 0,129 90,167 TAHK TOTHE 29K GOTHR 05 ] *+
1311 %
Eutheria Gene 11,828+ 0,364 0,759 -
Cetartiodactyla Branch 10,522%* 0,374 0,745 -
Eutheria . 14,772% 0,354 0,855 -
Cetartiodactyla | C*Peci® 17,444%* 0,366 0,839 -
Eutheria 42,898%* 0,025 24,023 N
MCPH7 [ Cetartiodactyla | ™ BUSTED |_46.399* 1 57,639 -
Eutheria Espécic 92,405%* 1 87,834 -
Cetartiodactyla 70,532%* 0,2358 90,418 -
Gene 64,549%* 0,057 38,848 560%* 721%* 723%*
Mla X 560%% 561%* 563%* 633%% 7] 5%+
Espécie | M2a | 186,215%* | 0,049 87,679 TLEH* TI§** 721 %% 723%% 7304+
1044%
0.005 <0 560%% 633%* 721 %% 723%% 730%+
mSites Gene 64,127+ | > 34,878 T32H% 8T % 9T0%* 044**
<2217 1471%+
M7 X M8 560%% SG1** 562%* 563%* 33%+
. < sksk sksk skk ko skok
Espécie 183,755 272(3)451,980()) 68,633 773105** 72126** 879118** 977201** 1702434**
1286%*
Eutheria Gone 50,184+ 0,166 23,667 973%* 1776%* 2146** 2363+
Cetartiodactyla Branch- | 45,672%* 0,170 18,990 1771%* 1865%* 2350%*
Eutheria Eepécic site 86,549%* 0,167 23478 1776%* 1870%* 2146%* 2363**
Cetartiodactyla 78,516%* 0,164 22,164 1771%* 1865+ 2091** 2350%*
Eutheria Gone 9,131%* 0,420 0,681 -
Cetartiodactyla Branch 6,009* 0,454 0,676 -
Eutheria Espécic 12,006** 0,420 0,718 -
Cetartiodactyla 7,091 ** 0,454 0,690 -
Eutheria Gone 36,037+ 0,643 | 9999999171,596 -
Cetartiodactyla 6,465* 0 7,040
MCPHY Eutheria Espéic BUSTED 75, 036+ 1 1187,774 -
Cetartiodactyla 7,872%* 1 468,050 -
Gene | oo | 44823%* | 036587 18,565 799 1734; 111512*7** 2095%
N M2a 962%* 1734%% 1827%* 2053%*
e Espécie 62,352%* 0 25.347 2095%% 231 #*
Gene 34000%s | 0005<0 5755 T99%* 1734%* 1827%% 2095+
M7 X M8 < 1,839 2311
Espécic 23550 | 14203 <0 21706 962%* 1734%% 1827%* 2053%+
’ <2679 ’ 2095%* 23] **

Legenda: No teste de razdo de verossimilhanga (LRT), o valor de 2AL ¢ comparado a distribuigdo qui-quadrado (X12), com valores criticos de 3,84 para 95%
e 6,63 para 99% de confianga. Para os modelos de sitio (M2a e M8), a distribuig¢do qui-quadrado (X22) tem valores criticos de 5,99 para 95% e 9,21 para 99%

XXXIII Congresso de Iniciacio Cientifica da UNICAMP - 2025 4



de confianga. 2AL: duas vezes a diferenga entre os logaritmos da verossimilhanga dos modelos nulo e alternativo; w0: taxa estimada para todos os ramos,
exceto as espécies de interesse; wl: taxa estimada para as espécies da familia Delphinidae; SSP: sitios sob selegdo positiva, onde * equivale ao valor de p <
0,05 e ** Valor de p <0,01. ® (dN/dS) representa razdo entre as taxas de substitui¢do ndo sindnimas (dN) e sindnimas (dS), estimando a intensidade da pressao
seletiva: ® > 1 = selegdo positiva; ® < 1 = sele¢o purificadora; ® = 1 = evolugdo neutra.

Além dos genes apresentados na Tabela 1, outros /oci do complexo de microcefalia também
exibiram sinais de selecao positiva.

O gene MCPH?2 atua na duplicagdo centriolar dependente do centriolo-mae e na migragdo
neuronal, ambos processos essenciais para a formac¢ao adequada das camadas corticais (Kodani et al.,
2015; Yu et al., 2010). De maneira semelhante, MCPH3 regula o checkpoint mitdtico, o acoplamento dos
centriolos e a nucleacdo de microtibulos, além de controlar a maturagdo centrossomal por meio da
interagdo com proteinas da matriz pericentriolar (Bouguenina et al., 2017; Mori et al., 2015); enquanto
MCPH4 codifica um componente do complexo KNL1 do cinetocoro externo, essencial para a ligacao
estavel dos microtibulos ao cinetdcoro e para a ativagdo do ponto de checagem do fuso mitotico,
contribuindo diretamente para a segregagao cromossoOmica ¢ a progressao adequada da mitose (Bajaj et
al., 2018; Obuse et al., 2004; Petrovic et al., 2016).

Outros genes, como MCPH6 e MCPHS, desempenham fungdes centrais na biogénese e elongagao
de centriolos, atuando como reguladores do crescimento microtubular e da coesdo centriolar. Esses genes
também sdo responsdveis pela organizacdo da ancoragem de proteinas satélites centriolares,
indispensaveis a estabilidade estrutural do centrossoma (Chang et al., 2016; Kraatz et al., 2016; Tang et
al., 2011; Zheng et al., 2016).

Diferentemente dos demais, MCPH 10 apresenta um papel predominante na regulacio epigenética
da expressdo génica, mediada por complexos metiltransferases de histonas. Essa atuagdo ¢ determinante
para a autorrenovagdo ¢ proliferagdo de progenitores neurais, além de influenciar vias transcricionais
associadas ao desenvolvimento encefélico e a manuten¢do da plasticidade cerebral (Yang et al., 2012).

Em conjunto, os sinais de sele¢do positiva identificados nesses genes sugerem a ocorréncia de
pressdes adaptativas em vias celulares criticas para a expansao do cortex cerebral, refletindo possiveis
aprimoramentos funcionais relacionados a complexidade cognitiva observada nas linhagens de
Delphinidae.

CONCLUSOES:

As evidéncias de selecdo positiva em genes relacionados ao complexo AP-4, a fungdo
neuroprotetora (77R) e ao desenvolvimento cortical (MCPH-associated genes) indicam que a linhagem
de Delphinidae foi submetida a pressdes seletivas voltadas a modula¢do de processos celulares e
moleculares essenciais a neurogénese e a plasticidade siniptica. A auséncia de sinais seletivos em
determinados genes sugere uma adaptacdo funcionalmente direcionada, e ndo generalizada. De forma
integrada, os dados sustentam a hipotese de que a evolugdo das capacidades cognitivas € comportamentais
em Delphinidae resultou, ao menos em parte, de modificagdes adaptativas em genes reguladores da
neurogénese € da divisdo celular em contextos especificos do desenvolvimento, contribuindo para a
amplia¢do do volume encefalico e para a complexificagdo da arquitetura neural do grupo.
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