UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biolégicas

Programa de Pés-graduacao em Genética

Zandora Celeste Hastenreiter Ferreira Nunes

DOMINIOS PROTEICOS E SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS ASSOCIADOS
COM A EVOLUCAO DA MASSA CEREBRAL EM PRIMATAS

Belo Horizonte

2025



Zandora Celeste Hastenreiter Ferreira Nunes

DOMINIOS PROTEICOS E SUBSTITUICOES DE AMINOACIDOS ASSOCIADOS
COM A EVOLUCAO DA MASSA CEREBRAL EM PRIMATAS

Dissertagdo apresentada ao Programa de
Pos-Graduacao em Genética da Universidade
Federal de Minas Gerais, como requisito
parcial a obtencdo do titulo de Mestre em

Genética.

Orientador: Prof. Dr. Francisco Pereira Lobo
Coorientador: Prof. Dr. Fabricio Rodrigues dos

Santos

Belo Horizonte

2025



043

Nunes, Zandora Celeste Hastenreiter Ferreira.

Dominios proteicos e substituicdes de aminoacidos associados com a
evolucdo da massa cerebral em primatas [manuscrito] / Zandora Celeste
Hastenreiter Ferreira Nunes. — 2025.

68 f.: il.;29,5cm.

Orientador: Prof. Dr. Francisco Pereira Lobo. Coorientador: Prof. Dr. Fabricio
Rodrigues dos Santos.

Dissertagéo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolégicas. Programa de Pés-Graduacdo em Genética.

1. Genbmica. 2. Primatas. 3. Encéfalo. 4. Evolugédo Biolégica. I. Lobo,

Francisco Pereira. Il. Santos, Fabricio Rodrigues dos. Ill. Universidade Federal
de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 575

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecaria Fabiane C M Reis. CRB/6 - 2680




e, o
"',,, &% +'+u\“’ o

' L +.‘-+ R
lTETRD e

e gpant”

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
ICB - COLEGIADO DE POS-GRADUACAO EM GENETICA - SECRETARIA

ATA DE DEFESA DE DISSERTACAO

ATA DA DEFESA DE DISSERTA(;AO 371/2025
entrada

2°/12022
CPF: 093.877.706-80

Zandora Celeste Hastenreiter Ferreira Nunes

As quatorze horas do dia 24 de abril de 2025, reuniu-se a Comissdo Examinadora de
Dissertacao, indicada pelo Colegiado do Programa, para julgar, em exame final, o trabalho
intitulado: "Dominios Proteicos e Substituicbes de Aminoacidos Associados Com A
Evolucdo da Massa Cerebral em Primatas", requisito para obtencdo do grau de Mestre em
Genética. Abrindo a sesséo, o Presidente da Comissédo, Dr. Francisco Pereira Lobo, apés dar
a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a
palavra a candidata, para apresentacdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos
Examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo apds, a Comissao se reuniu, sem a
presenca da candidata e do publico, para julgamento e expedicdo de resultado final. Foram
atribuidas as seguintes indicacoes:

Prof./Pesq. Instituicao Indicacao
Dr. Francisco Pereira Lobo UFMG APROVADA
Dr. Fabricio Rodrigues dos Santos UFMG APROVADA
Dr. Gustavo Campos e Silva Kuhn UFMG APROVADA
Dra. Maria Catira Bortolini UFRGS APROVADA

Pelas indicagbes, a candidata foi considerada: APROVADA

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pelo Presidente da Comissédo. Nada
mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a reunido e lavrou a presente ATA, que sera
assinada por todos os membros participantes da Comissdo Examinadora.

Belo Horizonte, 24 de abril de 2025.

Dr. Francisco Pereira Lobo
Dr. Fabricio Rodrigues dos Santos
Dr. Gustavo Campos e Silva Kuhn




Dra. Maria Cétira Bortolini

sel g

eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Fabricio Rodrigues dos Santos, Professor do
Magistério Superior, em 25/04/2025, as 09:24, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

sel

eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Gustavo Campos e Silva Kuhn, Professor(a), em
25/04/2025, as 14:30, conforme horério oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

sel g

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Maria Catira Bortolini, Usuario Externo, em
28/04/2025, as 11:34, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

1
Sel L'il!
assinatura

eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Francisco Pereira Lobo, Professor do Magistério
Superior, em 06/05/2025, as 10:54, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
art. 5° do Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

A autenticidade deste documento pode ser conferida no site
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?

Referéncia: Processo n° 23072.225252/2025-68 SEI n°® 4152059


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

L bk L T
e
IR
"‘1!-.1‘.1"

* "._ INCIFTT WITA MOWVA
.l-"'l‘:'-..'l "‘.E"
L 3 T ""+-;|_ .
TR

LT TTY Lo

ot
-P;.""l-.-u-"
e

Ty
. H Y
ot

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
"Dominios Proteicos e Substituicoes de Aminoacidos Associados Com A

Evolucao da Massa Cerebral em Primatas"

Zandora Celeste Hastenreiter Ferreira Nunes

Dissertacao aprovada pela banca examinadora constituida pelos Professores:

Prof. Francisco Pereira Lobo
UFMG

Prof. Fabricio Rodrigues dos Santos
UFMG

Prof. Gustavo Campos e Silva Kuhn
UFMG

Profa Maria Céatira Bortolini
UFRGS

Belo Horizonte, 24 de abril de 2025.

eil Documento assinado eletronicamente por Fabricio Rodrigues dos Santos, Professor do
ﬂimm& L‘ily Magistério Superior, em 25/04/2025, as 09:24, conforme horario oficial de Brasilia, com
fundamento no art. 5° do Decreto n® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

eletrbnica

1.
Sel
assinatura L‘j
eletrbnica

Documento assinado eletronicamente por Gustavo Campos e Silva Kuhn, Professor(a), em
25/04/2025, as 14:29, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.



http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm

Documento assinado eletronicamente por Maria Catira Bortolini, Usuario Externo, em
28/04/2025, as 11:34, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no art. 5° do
Decreto n° 10.543, de 13 de novembro de 2020.

1
el
' ;
assinaiura
eletronica

eil Documento assinado eletronicamente por Francisco Pereira Lobo, Professor do Magistério
ﬂimm;ﬁ L‘ily Superior, em 06/05/2025, as 10:54, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
eletrénica art. 5° do Decreto n°® 10.543, de 13 de novembro de 2020.

Referéncia: Processo n°® 23072.225252/2025-68 SEI n°® 4152070


http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
http://www.planalto.gov.br/ccivil_03/_Ato2019-2022/2020/Decreto/D10543.htm
https://sei.ufmg.br/sei/controlador_externo.php?acao=documento_conferir&id_orgao_acesso_externo=0

Para Maria Eugénia e Zoey



AGRADECIMENTOS

Nao sei exatamente como estruturar estes agradecimentos, mas acredito que uma
forma de comegar ¢ descrever um cadinho o que foram esses 2 anos (e mais alguns meses) de
mestrado. Tanta coisa aconteceu, tanto academicamente e pessoalmente, ¢ alivio € o que eu
sinto ao pensar que esse ciclo vai se encerrar. Perdi uma amiga muito amada, a Maria Eugénia
e também perdi minha neném canina, a Zoey. As duas ndo estavam bem de satde durante o
periodo do mestrado e eu me preocupava diariamente. Essas duas sdo quem eu mais queria
agradecer s6 por terem me dado a honra de té-las na minha vida, queria poder abragar as duas
mais que tudo.

Esse mestrado ¢ dedicado principalmente a Maria Eugénia. Anos atras, o CMZ -
boiolinha’s club (grupo composto pela Clara, Mareu e essa que vos fala), planejava fazer o
mestrado junto, aqui na genética. Apesar da Mareu ter optado por fazer outra graduagdo
depois da biologia e ndo entrar no mestrado, conversando com a mae dela um tempo atrés, ela
mencionou que Mareu queria ter feito o mestrado sim, mas que por n razdes, ndo se sentia
fisicamente capaz. Por esse motivo, a minha dedicatoria deste trabalho € para ela.

Aos vivos, gostaria de agradecer minha irma, Zaira Clarice, por existir na minha vida.
Tenho por ela um amor incondicional e vé-la crescer me enche de alegria. O fato de que ela
fala muito de mim para as pessoas com as quais ela convive — fato este que talvez ela nao
admita facilmente — me faz acreditar que sou importante para ela e isso, literalmente, me da
vontade de viver. Agradego também a minha mae, Ediana, pelo apoio ao longo da minha
longa jornada tanto na UFMG como fora dela. Mae, obrigada por ser quem vocé € e por me
aceitar como eu sou.

Agradeco aos velhos e novos amigos. Tulio, obrigada por ser minha dupla pro que der
e vier. A vida ¢ engracada, num momento estamos voltando para casa na mesma van € no
outro ja se passaram 9 anos de amizade. Por mais 9, e mais 9, e mais 9 anos. Luis, boa sorte
na sua mais nova empreitada, espero que tudo dé certo. Clara, queria que as circunstancias
fossem melhores para nossa amizade no momento, mas ainda penso sempre em vocé€. Henry,
agradeco por todo o amparo e pedidos de socorro atendidos, principalmente nos ultimos
meses — obrigada também por me proporcionar a chance de ser sua madrinha de casamento!
Agradeco também ao Maycon e a Thais, por me permitirem chorar as pitangas em conjunto.

Agradeco ao Chico, pela mentoria e aten¢ao durante todos os anos em que estive no

LAB. Tenho grande admiragao pela pessoa que vocé é. Obrigada por me aceitar no LAB 14



nos primordios e me ajudar a realizar meu sonho inocente de caloura de “trabalhar com
genética”.

Agradeco também ao Fabricio, por quem tenho enorme apreco, € que aceitou me
co-orientar no meio do mestrado. Com a nova co-orientagao pude ir me agregando aos poucos
ao LBEM e eu sou imensamente grata a todos os membros do LBEM, principalmente Davi,
Isaac, Laura e Pedro que me recepcionaram com muito carinho e que, provavelmente sem
saber, me fizeram repensar em continuar na UFMG e eu pude relembrar como gosto daqui. Eu
ndo me via continuando nessas terras, mas me mudar para um laboratério habitado trouxe
brilho aos meus olhos novamente. Meu profundo obrigada!

Um abrago pro meu psiquiatra Bernardo que finalmente conseguiu acertar o combo de
medicacao perfeito para mim! E pra minha psicologa Isabella, que ainda hé de escutar muito
com o doutorado.

Mengao honrosa as minhas irmas e irmao felinos, Zuri, Ziggy e Zico, em quem posso
dar um cheirinho revitalizante no cangote.

Por fim, gostaria de agradecer novamente a todos — incluindo aqueles aqui ndo
nomeados — mas que estiveram e passaram pela minha vida nesses ultimos dois anos e

tornaram ela um pouco menos amarga e mais agradavel de se viver.

ooes)?



RESUMO

Primatas compreendem uma ordem de mamiferos conhecidos por sua capacidade cognitiva,
um fendtipo complexo que resulta, ao menos parcialmente, de uma massa cerebral maior do
que a esperada, dada sua massa corporal. Este fendtipo € recorrentemente descrito por valores
numéricos que visam caracterizar a direcdo e intensidade de sua variagdo. Dois estimadores
sdo frequentemente utilizados em vertebrados para medir a variacdo da massa cerebral
observada, dada a massa corporal: o quociente de encefalizacdo (EQ) e os residuos da massa
cerebral. A massa cerebral dos primatas apresenta enorme variacao, abrangendo mais de trés
ordens de grandeza, e este fenotipo € herdavel, ou seja, definido geneticamente. A gendmica
comparativa consiste em analisar caracteristicas genotipicas entre espécies para nos ajudar a
compreender a historia evolutiva de diversos fenotipos. Uma abordagem recorrente na
gendOmica comparativa ¢ a busca por relagdes de correlagdo entre genotipos e fenodtipos. Ao
realizar andlises desta natureza, ¢ imprescindivel considerar a relagdo filogenética entre as
espécies, pois as observagdes sdo dependentes do padrdo de ancestralidade compartilhada
entre cada par de espécies. Outra metodologia possivel € a procura por substituigoes
individuais de aminodcidos compartilhadas entre as espécies com os diferentes valores dos
fenotipos avaliados. Neste trabalho, integramos dados gendmicos, fenotipicos e filogenéticos
para identificar dominios proteicos e fungdes bioldgicas cuja expansao esteja associada com a
variagdo da massa cerebral em primatas. Procuramos também por substituicdes de
aminodcidos compartilhadas entre os primatas com maiores valores de EQ. Para tal,
obtivemos, a partir de genomas de primatas disponiveis publicamente, proteomas
ndo-redundantes anotados e de alta qualidade, bem como informagdo sobre a historia
evolutiva e as massas corporal e cerebral do grupo. Tais dados foram integrados para procurar
correlagdes entre a frequéncia dos termos de anotacdo e os valores de EQ e dos residuos.
Entre os dominios significativamente associados ao EQ ou aos residuos, destacamos o
dominio FAM72, com alta expressao em células tronco neuronais. Outro dominio notavel € o
Olduvai, com expansdo marcante no nimero de copias nos humanos e implicado no aumento
do tamanho cerebral nesta linhagem. Quanto as funcdes biologicas, diversas delas estdo
relacionadas com o metabolismo de proteinas. H4 ainda dominios e fun¢des que carecem de
informagdo para entender sua possivel relagdo com a massa cerebral. Entre os genes nos quais
existem substituicdes convergentes compartilhadas pelas espécies com maiores EQ (e ndo
pelas demais), houve enriquecimento de funcdes como neuron projection morphogenesis,
neuron differentiation e generation of neurons. Em suma, este estudo traz informagdes sobre
alteragdes genéticas associadas ao tamanho cerebral de primatas contribuindo para uma maior
compreensdo dos fundamentos moleculares da encefalizagdo em nossa linhagem.

Palavras-chave: genomica comparativa, evolugdo do cérebro de primatas, encefaliza¢ao



ABSTRACT

Primates form an order of mammals known for their cognitive abilities, a complex phenotype
that results, at least partially, from a larger-than-expected brain mass given their body mass.
This phenotype is frequently described using numerical values that aim to characterize the
direction and intensity of its variation. Two frequently used estimators are the encephalization
quotient (EQ) and the residuals of brain mass. Brain mass in primates exhibits enormous
variation, spanning more than three orders of magnitude, and this phenotype is a heritable
trait, therefore defined genetically. Comparative genomics is the comparison of genotypic
traits across species to identify similarities and differences and it helps us understand the
evolutionary history of various traits. A common approach in this field is searching for
correlations between genotypes and phenotypes within certain groups. When conducting such
analysis it is advisable to take into account the phylogenetic relationships between species,
given that they share common ancestry and are not independent entities — an assumption
often made in many statistical analyses. Another possible methodology is the search for
individual amino acid substitutions shared among species with the highest values of the
evaluated phenotypes. In this study, we integrated genomic, phenotypic, and phylogenetic
data to identify both protein domains and biological functions whose expansion is associated
with the variation in brain mass among primates. We also searched for amino acid
substitutions shared among primates with higher EQ values. To achieve this, we obtained
high-quality, non-redundant annotated proteomes from publicly available primate genomes,
along with information on the evolutionary history and body/brain masses of the group. These
data were integrated to investigate correlations between annotation term frequencies and EQ
and residual values. Among the domains significantly associated with EQ or residuals, we
highlight the FAM72 domain, which is highly expressed in neural stem cells. Another notable
domain is Olduvai, which shows a marked expansion in copy number in humans and has been
implicated in brain size increase in this lineage. Regarding biological functions, several are
related to protein metabolism. There are also domains and functions for which further
information is needed to understand their potential relationship with brain mass. Among the
genes in which convergent substitutions are shared by species with higher EQ (but not by
others), we found an enrichment of functions such as neuron projection morphogenesis,
neuron differentiation, and generation of neurons. In summary, this study provides insights
into genetic factors associated with primate brain size, contributing to a better understanding
of the molecular foundations of encephalization in our lineage.

Keywords: comparative genomics, primate brain evolution, encephalization
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1. INTRODUCAO

Os Primatas, a terceira ordem mais diversa dentro da classe Mammalia, sdo
popularmente conhecidos como tarsios, macacos, lémures e simios. A maioria dos membros
desta ordem habitam regides tropicais, especialmente florestas, nas Américas, Asia e Africa
(ORKIN; KUDERNA; MARQUES-BONET, 2021). O interesse cientifico e publico por esse
grupo ¢ notavel, sendo amplamente atribuido ao fato de que a nossa espécie também pertence
a essa ordem (VERACINI; WOOD, 2024). Nesse contexto, o estudo da diversidade
morfoldgica, comportamental e genética dos primatas oferece conhecimentos fundamentais
para a compreensao das origens evolutivas e das particularidades bioldgicas da nossa propria

espécie.

1.1. A Ordem Primata

A ordem Primata tem sua origem estimada em mais 65 milhdes de anos atrds, no
periodo do Cretaceo (JANECKA et al., 2007). O fossil mais antigo atribuido ao grupo ¢ o
Purgatorius, com aproximadamente 63 milhdes de anos e encontrado onde hoje ¢ a América
do Norte (MANTILLA et al., 2021). Atualmente, existem cerca de 500 espécies descritas de
primatas, sendo que cerca de 70% dessas estdo sob risco de extingdo (ESTRADA et al.,
2017).

A ordem dos primatas ¢ dividida em duas subordens: Haplorrhini e Strepsirrhini —
Haplorrhini significa “nariz simples” ou “nariz seco”, nome que reflete o fato de que o nariz
desse grupo ¢, de fato, “seco”, uma vez que ¢ recoberto por pelos. Ja Strepsirrhini, por sua
vez, significa “nariz molhado”, e o nariz desses animais ¢ imido, se assemelhando ao rinério
dos caes (HERITAGE, 2014). Os Haplorrhini s3o divididos em duas infraordens: Tarsiiformes
e Simiiformes. O taxon Tarsiiformes ¢ formado por uma Unica familia de tarsios nativos do
sudeste asiatico. Duas parvordens formam o grupo Simiiformes: Platyrrhini e Catarrhini. Os
Platyrrhini s@o popularmente conhecidos como macacos do Novo Mundo e sdo nativos das
Américas do Sul, Central e do Norte (sul do México). Os Catarrhini sdo popularmente
conhecidos como macacos do Velho Mundo, e sdo nativos da Africa e Asia. Duas
superfamilias compdem o grupo dos Catarrhini: Cercopithecoidea — macacos com cauda —e
Hominoidea, formada pelos gibdes e demais grandes primatas com cdccix (cauda vestigial),
incluindo Homo sapiens. Por fim, os Strepsirrhini sdo compostos pelos 1émures de

Madagascar, lorisideos do sul e sudeste da Asia e da Africa subsaariana e pelos galagos,
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também encontrados na Africa subsaariana (ORKIN; KUDERNA; MARQUES-BONET,
2021).

Além da sua considerdvel diversidade taxondmica e ampla distribui¢ao, ha ainda duas
caracteristicas marcantes dos primatas quando comparados aos demais mamiferos: sua

inteligéncia geral e o tamanho de seus cérebros (MELCHIONNA, M et al., 2019).

1.2. O cérebro dos Primatas

Primatas apresentam uma estrutura corporal geral conservada entre seus membros e
sem grandes especializagdes, diferentemente de outros grupos de mamiferos (morcegos, por
exemplo). Primatas, entretanto, apresentam consideravel variagdo no tamanho corporal. O
maior dos primatas, o gorila (Gorilla gorilla), pode chegar a pesar mais de 200 kg, enquanto o
menor deles, o 1émure-rato (Microcebus murinus) pode vir a pesar menos de 100 g
(FLEAGLE; BADEN; GILBERT, 2024). De forma concomitante, o tamanho cerebral da
ordem também apresenta uma enorme varia¢do, com massas cerebrais variando entre 1,6 g em
M. murinus até aproximadamente 1,3 kg em Homo sapiens (ROTH; DICKE, 2012). Além
disso, quando considerado o peso corporal dos organimos, os primatas apresentam o maior
tamanho cerebral relativo dentre os mamiferos (TSUBOI et al., 2018). Ainda sobre o tamanho
cerebral, este ¢ um tema recorrente de estudos, visto que o tamanho do cérebro parece ser um
dos principais fatores associados a inteligéncia, caracteristica notdria dos primatas e em
especial o Homo sapiens (MELCHIONNA, MARINA et al., 2025).

Existem diferentes métricas comumente utilizadas para descrever o tamanho relativo
cerebral em vertebrados. Uma medida amplamente utilizada ¢ o quociente de encefalizacao
(EQ, do inglés encephalization quotient) que leva em conta as relagdes alométricas entre o
aumento da massa corporal e da massa cerebral, sendo capaz de descrever o quanto a massa
cerebral real desvia do esperado dado um tamanho corporal (JERISON, 1973). Inicialmente,
propoOs-se que o expoente que descreveria o crescimento da massa cerebral em relagdo ao
aumento da massa corporal seria de aproximadamente %. Isso significa que, a medida que a
massa corporal aumenta, a massa cerebral aumentaria em uma propor¢ao de % da mesma
(GOULD, 1975; JERISON, 1985). Trabalhos posteriores, no entanto, reportaram que o
expoente no valor de % melhor descreveria a relacio de aumento entre as duas massas
(CAPELLINI; VENDITTI; BARTON, 2010). Ainda, o trabalho de Grabowski et al, 2016,
descreve um expoente de escalonamento de % para o aumento especifico da massa cerebral

dos primatas. Para alcancgar esse valor, os pesquisadores fizeram uso de métodos comparativos
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filogenéticos, descritos na proxima secdo, os quais visam considerar a historia filogenética
compartilhada entre espécies para realizar estudos de associagdo em organismos
filogeneticamente relacionados (FELSENSTEIN, 1985).

Outra medida tradicionalmente utilizada para descrever o tamanho cerebral relativo ¢
definida pela estimativa dos residuos da massa cerebral observada. Para obter esse valor,
estima-se a regressao linear entre os valores logaritmicos da massa cerebral e corporal para as
espécies de interesse. O residuo consiste na distancia entre o valor real da massa cerebral de
uma espécie e o valor predito da mesma de acordo com a equagdo do modelo linear. Espécies
com valores negativos tém uma massa cerebral menor do que a esperada, enquanto espécies
com valores positivos possuem massa cerebral maior do que a esperada (DEANER et al.,
2007; SHULTZ, 2010).

Dentro do clado dos primatas, existe uma tendéncia ao aumento do tamanho cerebral,
tendéncia esta que ¢ ainda mais exacerbada na linhagem dos hominineos — composta pelos
géneros existentes atualmente Homo e Pan (MELCHIONNA, M et al., 2019; PUSCHEL et
al., 2024; VENDITTI; BAKER; BARTON, 2024). Quanto as possiveis razdes que levaram ao
aumento da massa cerebral, existem algumas hipoteses. Entre elas estd a hipdtese do cérebro
social, que postula que a complexidade de diferentes estruturas sociais encontradas na ordem
levou a selecdo de cérebros maiores capazes de lidar satisfatoriamente com os requisitos de
convivéncia de grupos sociais complexos (DUNBAR; SHULTZ, 2017). Uma outra hipotese
postula que uma dieta frugivora implicaria na selecdo de cérebros maiores em resposta ao
desafio de encontrar frutos para se alimentar comparada a uma dieta herbivora dependente de
folhas, um alimento mais facilmente encontrado e portanto menos “cognitivamente exigente”
(DECASIEN; WILLIAMS; HIGHAM, 2017). Entretanto, levando em conta a complexidade
que o cérebro apresenta € que uma hipdtese ndo necessariamente exclui a outra, atualmente
ndo ha consenso sobre a influéncia que cada um desses possiveis cendrios teve sobre o
fenotipo que observamos hoje (CHAMBERS; HELDSTAB; O’HARA, 2021; DECASIEN;
BARTON; HIGHAM, 2022; GRABOWSKI et al., 2023).

O desenvolvimento do cérebro humano segue essencialmente o mesmo padrao de
desenvolvimento cerebral dos demais mamiferos durante a sua embriogénese. Entretanto,
observa-se que quase todas as etapas se apresentam prolongadas em relacdo as demais
espécies. Um exemplo consiste no maior periodo de proliferacdo de células progenitoras,
resultando em um nimero maior de células geradas e, consequentemente, um maior volume

final (POLLEN et al., 2023; SILBEREIS et al., 2016). Estagios de diferenciacao e maturacao
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de neurdnios também se mostram prolongados, levando tanto a neurdénios maiores como ao
aprimoramento de neuritos e sinapses (ZHOU; SONG; MING, 2024).

Muitos dos genes descritos como tendo papel no desenvolvimento cerebral dos
humanos estdo relacionados com a proliferagao celular (TYNIANSKAIA; HEIDE, 2024).
Entre estes, ressaltamos os genes ARHGAP11B (FLORIO et al., 2016; NAMBA et al., 2020),
NOTCH2NL (FIDDES et al., 2018; SUZUKI et al., 2018) e TBC1D3 (HOU et al., 2021).
Todos estes genes levam ao aumento da proliferacdo celular de células progenitoras neurais
(NPC) através de diferentes mecanismos. Estes sdo alguns exemplos de elementos descritos e
validados quanto a sua relacdo com a variagdo da massa cerebral, no entanto, certamente
ainda hd elementos a serem identificados. Na busca por estes elementos, o método
comparativo de maneira geral, e a gendOmica comparativa, em particular, sdo importantes
ferramentas para se estudar associagdes entre fenotipos e genotipos em contextos historicos

evolutivos.

1.3. O método comparativo e suas aplicacdes em genomica

Estudos comparativos sdo lugar comum na biologia, uma vez que seres Vivos
compartilham ancestrais comuns entre si — sejam ancestrais que viveram ha milhares, milhdes
ou bilhoes de anos (CORNWALLIS; GRIFFIN, 2024). O artigo Phylogenies and the
Comparative Method de Felsenstein revolucionou a metodologia comparativa na biologia
evolutiva ao introduzir o conceito de contrastes filogenéticos independentes (FELSENSTEIN,
1985). Publicado em 1985, esse método passou a exigir que os pesquisadores considerassem
as relagdes evolutivas entre as espécies ao analisar correlagdes entre caracteristicas, em vez de
ignora-las, como faziam os métodos estatisticos tradicionais. O trabalho destacou a
importincia de incorporar informagdes filogenéticas em estudos comparativos, a fim de evitar
vieses estatisticos decorrentes da ancestralidade comum.

O método proposto por Felsenstein, os contrastes filogenéticos independentes
(Phylogenetically Independent Contrasts - PIC), transforma os dados observados em espécies
atuais em diferencas (ou, na nomenclatura estatistica, em contrastes) entre pares de ramos
adjacentes em uma arvore filogenética. Esses contrastes sdo calculados para cada evento de
especiacdo (isto €, em cada no6 da arvore) e sdo normalizados pelo comprimento dos ramos de
uma filogenia de espécies onde estes representam tempo ou divergéncia evolutiva. Por
exemplo, se duas espécies irmas, A e B, possuem valores de uma caracteristica quantitativa

iguais a 10 e 14, respectivamente, e ramos de comprimento igual em uma arvore filogenética
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de espécies, entdo o contraste desse fendtipo desde o evento de especiagdo seria a diferenca
entre os valores (14 — 10 = 4), padronizada pela variancia esperada (proporcional ao
comprimento dos ramos), o que permite comparabilidade entre contrastes de diferentes partes
da arvore.

Cada contraste deve ser interpretado como uma estimativa da mudanga associada a um
unico evento de especiagdo, que, por definicdo, ¢ considerado estatisticamente independente
dos demais, uma vez que os eventos de especiagdo em si sdo independentes. Ao analisar essas
diferencas ao longo de toda a filogenia, € possivel aplicar testes estatisticos tradicionais (como
regressdo linear) de forma apropriada, sem violar pressupostos de independéncia entre
observagdes, removendo assim o viés causado pelo uso dos métodos comparativos
tradicionais que ignoram a filogenia. Assim, o PIC permite investigar associagdes entre
caracteristicas de forma estatisticamente robusta ao respeitar a histéria evolutiva
compartilhada entre as espécies. Com o surgimento e posterior aprimoramento de técnicas
moleculares que permitem o sequenciamento de genomas com maior acuracia e de forma cada
vez mais rapida, veio o advento do campo da gendémica comparativa. A gendmica
comparativa ¢ um campo de estudo que consiste essencialmente em comparar genomas de
diferentes espécies de modo a caracterizar semelhancgas e divergéncias entre as sequéncias — e
se possivel estabelecer qual a significancia funcional dessas varia¢des, considerando o padrdo
de ancestralidade comum. Ao comparar diferentes genomas ¢ possivel, por exemplo, inferir a
funcdo bioldgica de um gene em uma espécie baseado em sua anotagdo proveniente de uma
outra espécie, caso estes sejam suficientemente similares. Outra possibilidade ¢ inferir quais
mudangas podem estar relacionadas a variagdes fenotipicas em diferentes espécies. A
comparagdo pode ser feita entre diferentes elementos do genoma, entre eles regides
codificadoras de proteinas, dominios de proteinas, regides nao codificantes e elementos
repetitivos (ALFOLDI; LINDBLAD-TOH, 2013; NIH, 2020; HARDISON, 2003).

Por meio da gendmica comparativa, ¢ que houve a descricdo das “regides humanas
aceleradas” (HAR, do inglés Human Accelerated Regions), que se mostram conservadas nos
demais vertebrados, mas que apresentam acelerada taxa de substituigdes nucleotidicas nos
seres humanos (POLLARD et al., 2006). Houve também a descri¢do de inumeros genes sob
selecdo positiva, familias génicas expandidas e regides aceleradas na linhagem ancestral dos
Simiiformes (SHAO et al., 2023). Naturalmente, ferramentas de gendmica comparativa foram
utilizadas para se estudar o cérebro dos primatas (POLLEN et al., 2023), e os genes citados
mais acima (ARHGAPI11B, NOTCH2NL e TBC1D3) sdao um bom exemplo do conhecimento

derivado destes métodos.
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A anotagdo funcional, que visa atribuir significado bioldgico as sequéncias, ¢
altamente relevante para a identificacdo de genes associados a fenotipos complexos, como o
desenvolvimento cerebral (STEIN, 2001). Um popular software para anotacao de sequéncias
codificadoras ¢ o InterProScan (BLUM et al., 2025), que integra em si 13 bancos de dados,
com informagdes de familias e superfamilias de proteinas e informagdes afins. Entre estes
banco de dados, estd o Pfam (MISTRY et al., 2021), banco de dados que traz informagdes
sobre dominios de proteinas — unidades basicas que constituem as proteinas e sdo capazes de
se enovelar e funcionar independentemente (WANG et al., 2021). A anotagdo também retorna
informagdes sobre os termos de ontologia do Gene Ontology (GO), (THE GENE
ONTOLOGY CONSORTIUM et al., 2023) que descrevem a caracteristica funcional atribuida
a um certo gene independente da similaridade das sequéncias compartilhadas.

Por fim, os estudos de gendmica comparativa vém fornecendo conhecimentos
inestimaveis acerca da evolu¢do do cérebro. Com o sequenciamento e disponibilizagdo de
novos genomas realmente completos e de altissima qualidade, os estudos tendem a se
tornarem cada vez mais robustos — ainda que o estabelecimento da conexdo entre um
determinado gendtipo e o fendtipo que ele gera continua a ser um desafio, especialmente para
fendtipos complexos onde diversos fatores interagem entre si. Combinar genomas de alta
qualidade com dados fenotipicos e informagdes filogenéticas pode se mostrar promissor e

trazer novos conhecimentos acerca da evolucao da massa cerebral dos Primatas.

2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Buscar associagdes entre variagdes genomicas (nimero relativo de copias de dominios
proteicos e substituigdes convergentes de aminoacidos) associadas a variagdo da massa

cerebral relativa em primatas.
2.2. Objetivos especificos

- Obter dados fenotipicos de massa cerebral e corporal para espécies de primatas.

- Obter genomas de alta qualidade de primatas disponiveis de maneira publica.

- Obter arvores filogenéticas que reflitam a historia evolutiva de primatas.

- Integrar dados filogenéticos, genotipicos e fenotipicos para a avaliagdo de correlagdes

entre as variaveis gendtipo e fenotipo.
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- Verificar se existem dominios de proteinas cuja frequéncia apresenta variacdo de
forma linear com a variagdo de fen6tipos quantitativos.

- Verificar se existem fungdes biologicas cuja frequéncia apresenta variacdo de forma
linear com a variagao de fenotipos quantitativos.

- Identificar substitui¢des convergentes de aminoacidos presentes em primatas com alto

EQ e ausentes nas demais.

3. MATERIAIS & METODOS
3.1. Obtencio de genomas

Os genomas utilizados provém majoritariamente do banco de dados RefSeq do NCBI.
O RefSeq (abreviagdo de Reference Sequences - sequéncias de referéncia) ¢ um banco de
dados publico e disponibiliza sequéncias de referéncias que, para serem consideradas tal,
devem cumprir requerimentos relacionados a sua qualidade (O’LEARY et al., 2016). Também
obtivemos genomas a partir do artigo de Shao et al., 2023, que reportou o sequenciamento de
27 novos genomas de primatas até entdo nao publicados no Refseq.

A partir dos genomas encontrados, obtivemos os proteomas nao-redundantes preditos,
onde somente a isoforma mais longa para cada locus codificador ¢ mantida. Essa sumarizag¢ao
por locus ¢ feita para evitar possiveis vieses decorrentes do fato de que locus sdo mais ou
menos caracterizados e, portanto, podem apresentar discrepancia no numero de isoformas

descritas.

3.2. Controle de qualidade

O controle de qualidade dos genomas ¢ uma etapa que visa garantir a integridade e
qualidade geral dos dados, ¢ mesmo aqueles originados a partir do RefSeq foram também
submetidos a esta etapa. Fizemos uso do software BUSCO v5.2.2 (Benchmarking Universal
Single-Copy Orthologs) que avalia a presenga ou auséncia de genes ortdlogos de copia Uinica
quase universais nos genomas analisados. Sua métrica de qualidade leva em conta ndo
somente aspectos técnicos da montagem de um genoma e sim parte da historia evolutiva dos
organismos avaliados. Para distinguir os ortélogos de copia tinica, o0 BUSCO conta com
bancos de dados curados destes genes que devem estar presentes em grupos especificos (e.g.
genes presentes em quase todos os vertebrados, artrépodes ou primatas). O descritivo “quase

universais” ¢ referente ao fato de que, durante a construcdo dos datasets pelos
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desenvolvedores do BUSCO, ndo era necessario que os ortélogos de copia unica estivessem
presentes em absolutamente todas as espécies analisadas, bastava que estivessem presentes
em pelo menos 90% destas espécies. Esta ¢ uma forma de considerar eventuais auséncias de
um ortélogo devido, por exemplo, a erros técnicos no momento de sequenciamento e

montagem de um genoma, e ndo a sua real auséncia (MANNI et al., 2021).

3.3. Anotac¢ao genémica

A anotacdo de novo dos proteomas nao-redundantes foi feita utilizando o InterProScan
(BLUM et al., 2025), uma ferramenta capaz de prover informagdes relevantes quanto a
funcdo e classificagdo das proteinas. O InterProScan integra diferentes bancos de dados
relacionados a anotac¢do funcional e faz uso de modelos preditivos — descritos também pelo
termo “assinaturas” — para, com base nas informagdes providas por cada banco de dados,
classificar proteinas em diferentes familias, superfamilias, encontrar diferentes dominios
proteicos, e também descrever demais sitios de importancia.

A anotagdo funcional pelo InterProScan pode levar a uma certa redundincia nas
informagdes providenciadas visto que um mesmo sitio pode ser anotado por diferentes bancos
de dados. A forma com a qual o software lida com tal circunstancia ¢ a atribuigdo de um
termo unificador que agrega as diferentes informag¢des de uma mesma sequéncia sob um

mesmo identificador — o cddigo IPR seguido de uma sequéncia numérica.

3.4. Dados fenotipicos e imputacio de dados faltantes

Os dados fenotipicos fundamentais para a nossa analise (a massa corporal e cerebral
das espécies) foram obtidos através da curadoria da literatura cientifica. As informacdes sobre
a massa corporal foram obtidas no banco de dados AnAge (DE MAGALHAES et al., 2023) e
as massas cerebrais obtidas a partir do artigo de Herculano-Houzel, 2019.

E razoavel esperar que, ao se trabalhar com um grupo relativamente grande de
organismos, ndo encontramos informagdes fenotipicas disponiveis para todas as espécies que
possuam o genoma disponivel. Uma possivel solugdo seria excluir das andlises as espécies
para as quais os dados de interesse ndo existem. Porém, uma outra alternativa existente e que
seguimos ¢ a imputacdo de dados faltantes de modo a evitar a exclusdo de espécies nas
analises comparativas. (PENONE et al., 2014)

A imputacgdo foi feita utilizando o pacote Rphylopars, desenvolvido na linguagem de

programacdo R (GOOLSBY; BRUGGEMAN; ANE, 2024; R CORE TEAM, 2024). Este
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pacote executa a imputacdo dos dados faltantes de acordo com um determinado modelo
evolutivo — Brownian Motion, no caso deste estudo. Como parametro para a estimativa dos
dados faltantes e entrada para a fun¢do utilizada, fornecemos os dados fenotipicos de cerca de
200 espécies de primatas que recuperamos na literatura j& mencionada e uma arvore
filogenética que reporta a relagdo entre estas espécies e aumenta a robustez da imputagao.

De posse dos dados fenotipicos (massa corporal e cerebral), utilizamos ambos os
valores para calcular o EQ, obtido a partir da equacdao 1 (GRABOWSKI; VOJE; HANSEN,
2016), e os valores residuais do tamanho cerebral, obtidos ao calcular uma regressao linear da
massa cerebral em relacdo a massa corporal (valores logaritmizados no caso da regressao

linear).

ECV

3
=(BM) — 1.40
e

Equaciao 1: E Q —_

Todo o processamento dos dados fenotipicos foi executado por meio da linguagem R

(R CORE TEAM, 2024).

3.5. Arvores filogenéticas

Para as diferentes etapas do presente trabalho, diferentes arvores filogenéticas de
primatas compostas por numeros distintos de espécies foram utilizadas e as recuperamos a
partir da ferramenta online TimeTree of Life. O TimeTree of Life compila informagdes
filogenéticas a partir de milhares de artigos e nele é possivel recuperar arvores filogenéticas
ultramétricas — onde o comprimento dos ramos equivale ao tempo evolutivo das linhagens, a
partir de uma lista de espécies (KUMAR et al., 2022). Para eventuais tratamentos e

processamento das arvores obtidas, fizemos uso do pacote phytools do R (REVELL, 2024).

3.6. Processamento e adequacio de arquivos para uso do CALANGO

Na etapa de andlise de correlagdes, utilizamos o CALANGO, um software para
analises de gendmica comparativa desenvolvido por nosso grupo de pesquisa. Com ele ¢
possivel calcular correlagdes entre genotipos e diferentes fendtipos de relevancia em modelos
que integram dados evolutivos, gendmicos e fenotipicos, de modo a incorporar a

ancestralidade comum no procedimento de inferéncia estatistica (HONGO et al., 2023).
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Os arquivos de entrada do CALANGO consistem em 1) uma arvore filogenética
ultramétrica; 2) arquivos de anotacdo funcional referentes a cada espécie; 3) um arquivo com
os valores dos dados fenotipicos de interesse. A criacdo destes arquivos € feita utilizando
scripts internos que t€ém como entrada os arquivos de anotacdo de cada genoma e uma flag
que indica qual feature (e.g. termo Pfam, GO ou IPR) deve ser extraida destes arquivos. O
dicionario com a identificacdo dos termos Pfam ou IPR mais a descricdo desses termos
também ¢ criado utilizando os arquivos de anotagao.

Um procedimento importante executado pelo CALANGO compreende estabelecer a
independéncia estatistica entre os dados fenotipicos e gendmicos analisados. Grande parte das
analises estatisticas tradicionais t€ém como pressuposto a independéncia entre os dados,
suposi¢do essa que nao € real visto que as espécies apresentam ancestralidade compartilhada e
portanto sdo relacionadas entre si, sendo que essas relagcdes sao representadas pelas filogenias
(IVES; ZHU, 2006). Para contornar este impasse o CALANGO computa as correlagdes
considerando a filogenia através da metodologia dos contrastes filogeneticamente
independentes (PIC), proposta por Felsenstein (FELSENSTEIN, 1985). O método
essencialmente transforma os valores fenotipicos dos ramos — dados nao independentes — em
contrastes, valores que derivam da diferenca entre os valores observados em espécies irmas e
sao independentes entre si. Além disso, 0 CALANGO também calcula os usuais coeficientes
de correlagdo como pearson e spearman.

Dada a natureza das andlises de busca por associacdes entre centenas ou milhares de
elementos e um fendtipo quantitativo, surge o cendrio do teste de multiplas hipoteses
(GOEMAN; SOLARI, 2014). Incontaveis testes individuais sao realizados durante a busca, ¢
em decorréncia do enorme numero de hipoteses testadas simultaneamente, espera-se que, ao
acaso, possam surgir associagdes significativas que na realidade nao sdo (resultados
falso-positivos). A titulo de exemplo: ao serem executados 20 testes distintos (cada teste
corresponde a um termo analisado) para sabermos se hd ou ndo correlagdo entre o termo e a
variagdo da massa cerebral, e fazendo uso de um valor p < 0,05, pelo menos uma associagao
sera falso-positiva, ou seja, uma associacao significativa onde nao ha associacao de fato. Ao
considerar a enorme escala dos dados gendmicos utilizados, onde dezenas de milhares de
genes sdo testados para associagdes, espera-se que um numero expressivo de termos
erroneamente significativos sejam encontrados. Uma das correcdes mais habitualmente
utilizadas para lidar com este cenario € a correcao de Bonferroni, que ¢ relativamente simples.
Em um cenario onde 1000 hipoteses estdo sendo testadas e o valor considerado de

significancia para rejeitar a hipdtese nula ¢ 0,05, a correcdo ¢ feita de modo que o novo valor
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de significancia seja o valor de significancia dividido pelo nimero de hipoteses testadas, neste
caso, o novo valor de significancia seria 0,05/1000, que resulta em 5x10e-5. Entretanto, a
corregdo de Bonferroni se mostra exageradamente estringente em estudos de associagao
genOmica, uma vez que ela corrige considerando a possibilidade de uma unica associagao
falso-positiva. Outra abordagem menos estringente ¢ o FDR (do inglés False Discovery Rate).
Essa ¢ uma medida estatistica utilizada para controlar a propor¢do de resultados
falso-positivos (erros do Tipo 1) em testes multiplos de hipdteses. Ela € especialmente util em
contextos nos quais diversos testes sao realizados simultaneamente, como em estudos de
expressao génica em larga escala ou em estudos de associagdo gendmica ampla (genome-wide
association studies). O objetivo do FDR ¢ equilibrar o compromisso entre o controle de erros
do Tipo I e a manutengdo do poder estatistico. Nesse estudo, utilizamos a abordagem FDR
conforme implementada no CALANGO. Apds a corregdo para o cendrio de teste multiplo de
hipoteses, consideramos como associados os termos que possuem valores p corrigidos < 0.05

para as analises que utilizam os contrastes filogeneticamente independentes.

3.7. Alinhamento de genes ortologos

A etapa de andlise de substituicdes convergentes, descrita na se¢ao seguinte, necessita
de alinhamentos de maultiplas sequéncias de aminoacidos dos genes ortdlogos. Para a
descoberta dos ortologos utilizamos o software Orthofinder (EMMS; KELLY, 2019), que
como input recebe sequéncias proteicas das espécies a serem avaliadas (proteomas
nao-redundantes), e produz como resultados grupos de genes homologos. Descobertos os
genes ortdlogos, partimos para o alinhamento destes, utilizando o software MAFFT com os

parametros padroes (KATOH; STANDLEY, 2013).

3.8. Analise de sitios de substituicoes convergentes de aminoacidos

A andlise de sitios de substituigdes convergentes de aminoacidos que utilizamos ¢
baseada na metodologia de Farré ef al., 2021. O estudo busca por substitui¢des convergentes
de aminodcidos compartilhadas entre os mamiferos mais longevos e t€ém como foco genes
associados com a longevidade. No presente estudo, procuramos por genes que apresentam
substituigdes convergentes de aminodcidos (ou CAAS, do inglés convergent amino acid
substitutions) compartilhadas entre os primatas com maiores valores de EQ. O software
CAAStools (BARTERI et al., 2023), publicado pelo grupo do trabalho mencionado, funciona

procurando em alinhamentos multiplos de sequéncia (MSA, do inglés multiple sequence
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alignment) de genes ortdlogos codificadores de proteinas por substituicdes que sao
compartilhadas entre espécies de dois grupos distintos pré-estabelecidos pelo usuario. Uma
posi¢do ¢ considerada como uma substituigdo convergente de aminodcido quando ela ¢
compartilhada pelas espécies de um grupo e nao estao presentes no outro grupo.

A selegdo pelas espécies que compdem os grupos da etapa de descoberta foi feita
ordenando as espécies de acordo com o seu quociente de encefalizagdo e escolhendo 5 valores
nos dois extremos (totalizando 10 espécies). No entanto, como os valores extremos do EQ
geralmente se concentram em determinadas familias — por exemplo, os maiores valores de
EQ se encontram na familia Hominidae — decidimos por permitir que apenas um
representante de cada familia estivesse presente no grupo de descoberta. A tabela 1 mostra
quem compde os dois grupos utilizados, o grupo das espécies com os maiores EQ ¢ referido
como o foreground (FG) e o grupo com os menores valores de EQ ¢ referido como

background (BG).

Tabela 1: Espécies do grupo de descoberta de CAAS.

Foreground: espécies com
maiores valores de EQ

Background: espécies com
menores valores de EQ

Homo sapiens

Nycticebus bengalensis

Sapajus apella

Galago moholi

Macaca nemestrina

Lemur catta

Hylobates moloch

Propithecus coquereli

Ateles geoffroyi

Microcebus murinus

Executado o CAAStools, um arquivo de resultado relativo a cada um dos arquivos
MSA ¢ gerado, a etapa seguinte envolveu o processamento destes arquivos a fim de obter um

unico arquivo com a informacao do nome dos genes onde ha a presenga de CAAS.

3.9. Anailise de enriquecimento

As andlises de enriquecimento sdo uma forma comum de se integrar e interpretar
dados gerados em experimentos de Omicas, uma vez que estes experimentos usualmente
geram uma grande quantidade de listas génicas, e focar em genes Unicos pode se mostrar um
grande desafio. Com as andlises de enriquecimento, ¢ possivel identificar processos e vias

bioquimicas com maior representacdo do que o esperado — enriquecidas — em um certo
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conjunto de genes. Esse tipo de andlise também se mostra relevante quando diversos genes,
desempenhando fung¢des semelhantes, contribuem individualmente com efeitos pequenos no
fenodtipo de interesse, porém, como atuam em grande nimero € por mecanismos parecidos,
seu impacto combinado pode ser significativo, algo que uma analise focada em genes isolados
poderia ndo detectar (HUNG et al., 2012; SUBRAMANIAN et al., 2005).

Para a andlise de enriquecimento utilizamos a ferramenta online WebGestalt
(WEB-based GEne SeT AnaLysis Toolkit) (ELIZARRARAS et al., 2024). Os parametros
utilizados foram: Method of Interest: Over-Representation Analysis; Organism of Interest:
Homo sapiens, Functional Database: geneontology, Biological Process; Select Reference Set:

genome-protein coding e Significance Level: FDR < (.05.

4. RESULTADOS & DISCUSSAO
4.1. Obtencao de genomas

A busca por genomas de referéncia de primatas nos retornou, ao todo, 57 genomas: 31
provenientes do banco de dados RefSeq e os demais 26 novos genomas sequenciados por
SHAO et al., 2023, e que até entdo ndo estavam classificados como dados RefSeq. Estes
pertencem a 15 diferentes familias de primatas e ¢ possivel visualizar as espécies obtidas na
figura 1. O proximo passo consistiu na obten¢do dos proteomas nao redundantes a partir dos
genomas encontrados utilizando um script em Per/ rotineiro em nosso laboratorio, todos os 57
apresentaram por volta de 20 mil sequéncias tnicas. Com os proteomas nao-redundantes

disponiveis, partimos para a analise de completude usando o BUSCO.

4.2. Controle de qualidade e anotacio dos genomas

Utilizamos o BUSCO versdao 5.2.2, no modo protein ¢ com o dataset de ortélogos
primates_odb10 que conta com 13780 ortdlogos de copia tnica comum a (quase) todos os
genomas de primatas utilizados na constru¢do do dataset.

Dos 57 genomas encontrados, 38 apresentaram completude maior que 90% (Homo
sapiens com o maior indice de completude com 99%), 11 apresentaram completude entre 87 e
90%, os 8 genomas restantes apresentaram completude menor que 85%, sendo que apenas um
destes tinha a completude abaixo dos 80% (especificamente 78,6% da espécie Pithecia

pithecia, um primata da América do Sul). Na etapa das andlises de correlagdo pelo
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CALANGQO, o cutoff de qualidade escolhido foi o de 85% de completude, totalizando 49
genomas.

A figura 1 foi construida utilizando — com alteragdes — o script busco figure.R
originalmente fornecido pelos desenvolvedores do BUSCO, e sumariza o resultado da
avaliacdo de qualidade. Ela mostra a porcentagem de ortélogos encontrados em copia Unica e
os ortdlogos duplicados, assim como o valor dos ortélogos faltantes e fragmentados para cada
genoma obtido.

Em relacdo a anotacdo funcional dos genomas, o InterProScan nos retornou ~6900

termos Pfam tunicos, ~15800 termos IPR tunicos € ~3500 termos GO tnicos.



25

Homo sapiens

Pan troglodytes

Gorilla gorilla

Macaca mulatta

Pan paniscus

Macaca fascicularis
Pongo abelii

Macaca thibetana
Saimiri boliviensis
Theropithecus gelada
Rhinopithecus roxellana
Nomascus leucogenys
Chlorocebus sabaeus
Nycticebus coucang
Hylobates moloch

Cebus imitator
Callithrix jacchus
Piliocolobus tephrosceles
Lemur catta

Cercocebus atys

Papio anubis

Macaca nemestrina
Microcebus murinus
Trachypithecus francoisi
Otolemur garnettii
Colobus angolensis
Mandrillus leucophaeus
Propithecus coquereli
Daubentonia madagascariensis
Macaca assamensis
Lophocebus aterrimus
Chlorocebus aethiops
Cephalopachus bancanus
Aotus nancymaae
Cercopithecus albogularis
Pongo pygmaeus

Papio hamadryas
Colobus guereza
Erythrocebus patas
Macaca silenus
Hylobates pileatus
Cebus albifrons

Ateles geoffroyi

Sapajus apella
Nomascus siki
Mandrillus sphinx
Saguinus midas

Loris tardigradus
Rhinopithecus strykeri
Pygathrix nigripes
Hoolock leuconedys
Trachypithecus crepusculus
Nycticebus bengalensis
Galago moholi
Carlito syrichta
Symphalangus syndactylus
Pithecia pithecia
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Figura 1: Controle de qualidade dos genomas utilizados. O valor de completude escolhido no
trabalho foi de 85%, indicado pela linha pontilhada.
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4.3. Dados fenotipicos

As massas cerebral e corporal foram obtidas a partir de dois bancos de dados que
reunem informacdes compiladas a partir de diferentes referéncias. O conjunto de dados que
continha as informacdes referentes as massas cerebrais (HERCULANO-HOUZEL, 2019)
listava um total de 174 espécies de primatas, das quais 84 apresentavam informagao sobre a
massa cerebral. O conjunto de dados com os valores de massa corporal (DE MAGALHAES et
al., 2023) listava também coincidentemente 174 espécies, porém ndo as mesmas. Ao
integrarmos os dois conjuntos de dados em um Unico conjunto, obtivemos um total de 218

espécies de primatas para as quais possuimos valores de massa cerebral e/ou massa corporal.

4.4. Imputacio de dados faltantes

De posse das 218 espécies com informagdes fenotipicas, obtivemos uma arvore
filogenética para estas espécies. A arvore se faz necessaria durante o processo de imputacao
de dados faltantes, porque o Rphylopars leva em conta a relagdo entre as espécies no
momento da imputacdo de modo a melhorar sua acuracia. Em relagdo a estas espécies, 177
delas estavam presentes na ferramenta do TimeTree of Life e foram utilizadas nas analises
posteriores. Destas, 24 delas foram excluidas do dataset, pois ndo havia dados de massa
corporal, cerebral € nem genoma disponivel (a razao destas espécies estarem nos nossos dados
compilados se da pelo fato de que os dois bancos de dados inicialmente utilizados as listava
junto com informagdes que ndo fizemos uso). Também excluimos as espécies para as quais
tinhamos informagdes sobre a massa corporal, mas ndo sobre a massa cerebral e nem o
genoma, visto que estas ndo contribuiriam para as analises posteriores. Ao final dessa etapa,
nosso conjunto de dados a ser utilizado para a imputacao dos dados faltantes contava com 102
espécies. Para as espécies com genomas disponiveis, imputamos as massas corporais e
cerebrais para 16 e 28 destas, respectivamente. De maneira geral, consideramos os resultados
da imputacdo coerentes quando comparados as espécies filogeneticamente proximas com

dados reais disponiveis (figura 2).
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Figura 2: Dados fenotipicos e imputagio de dados faltantes. O painel Primate Tree representa
as espécies utilizadas na etapa de imputacdo. As espécies presentes na arvore sdo aquelas com
informagdo sobre massa corporal e cerebral e espécies sem essas informagdes, mas com o genoma
disponibilizado. Os painéis Brain Mass, EQ e Brain Size Residuals representam, respectivamente, a
massa cerebral (em log(gramas)), o valor do quociente de encefaliza¢do ¢ os residuos da massa
cerebral correspondente as espécies representadas nos ramos da arvore do primeiro painel. O ultimo
painel, /mputation, traz a informagdo se as informagdes de massa cerebral e corporal — necessarias
para calcular os indices fenotipicos — sdo reais ou imputadas (A massa corporal imputada; o massa
cerebral imputada).

Tabela 2: Dados fenotipicos dos primatas utilizados nas analises.

Espécie residuos EQ | Espécie residuos EQ
Aotus nancymaae -0.14 1.14 | Macaca silenus 0.64 2.11
Ateles geoffroyi 0.92 2.29 | Macaca thibetana -0.17 1.67
Callithrix jacchus 1.13 1.42 | Mandrillus leucophaeus -0.53 1.63
Cebus albifrons 1.42 2.27 | Mandrillus sphinx -0.77 1.56
Cebus imitator 1.56 2.37 | Microcebus murinus -0.66  0.63
Cephalopachus bancanus 1.12 1.25 | Nomascus leucogenys 0.99 2.27
Cercocebus atys -0.19 1.69 | Nomascus siki 0.97 2.27
Cercopithecus albogularis 0.20 1.74 | Nycticebus coucang -0.72 094
Chlorocebus aethiops -0.18 1.51 | Otolemur garnettii -0.76  0.98
Chlorocebus sabaeus -0.02 1.62 | Pan paniscus 0.21 2.37
Colobus angolensis -0.81 1.31 | Pan troglodytes 0.80 2.94
Colobus guereza -0.78 1.36 | Papio anubis -0.32 1.72
Daubentonia

madagascariensis 0.72 1.77 | Piliocolobus tephrosceles -0.50 1.49
Erythrocebus patas 0.59 2.07 | Papio hamadryas -0.33 1.74
Gorilla gorilla -1.07 1.90 | Pongo abelii -0.01 2.29
Homo sapiens 3.63 7.88 | Pongo pygmaeus -0.21 2.23
Hylobates moloch 1.00 2.29 | Propithecus coquereli -2.40  0.67
Hylobates pileatus 1.02 2.28 | Rhinopithecus roxellana -0.85 1.41
Lemur catta -1.50  0.85 | Rhinopithecus strykeri -0.82 1.41
Lophocebus aterrimus -0.08 1.73 | Saguinus midas -048 094
Loris tardigradus 0.11 1.00 | Saimiri boliviensis 1.82 2.07
Macaca assamensis -0.35 1.55 | Sapajus apella 1.72 2.54
Macaca fascicularis -0.30 1.48 | Theropithecus gelada -0.58 1.57
Macaca mulatta -0.04 1.69 | Trachypithecus francoisi 0.50 1.99
Macaca nemestrina 1.00 2.38
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4.5. Arvores filogenéticas

Além da arvore ja mencionada, mais duas arvores filogenéticas foram utilizadas ao
longo da execucdo do presente estudo. A primeira delas era composta pelas espécies de
primatas das quais encontramos informacdes da massa cerebral e/ou corporal, independente se
estas tinham o genoma disponivel ou ndo, somadas com as espécies que encontramos o
genoma — independente se elas tinham informagao fenotipica ou ndo. A segunda arvore, era
composta pelas espécies que tinham a porcentagem de completude de BUSCO maior que

85%, nosso filtro de qualidade, e que seriam utilizadas nas anélises do CALANGO.

4.6. Analise de correlacoes CALANGO

De posse dos arquivos de entrada utilizados pelo CALANGO, realizamos as analises
de correlacdo genotipo-fenodtipo. Foram feitas, ao todo, 6 analises: trés delas empregando
como fenotipo quantitativo o quociente de encefalizacdo e outras trés utilizando os residuos.
O programa CALANGO oferece uma grande flexibilidade na modelagem da informagao
codificada em um genoma. Com esse programa ¢ possivel representar diferentes regides de
um genoma, tais como regides promotoras, dominios conservados ou grupos de genes
homoélogos. Adicionalmente, estes elementos gendmicos podem ser anotados utilizando
dicionarios que refletem diversos aspectos bioldgicos, tais como relagdes de homologia ou
similaridade funcional. Assim, o CALANGO utiliza pares de elementos genomicos € seus
termos anotadores na busca por associagdes. Para cada um dos dois fendtipos utilizados,
representamos a informagao gendmica em trés niveis: 1) dominios de proteina (representados
por pares de dominios conservados distintos identificados nos proteomas nao-redundantes
anotados utilizando o banco de dados Pfam), fungdes bioldgicas (representadas por genes
anotados para seus termos GO, quando disponiveis) e identificadores IPR (representando
expansdes de genes contendo regides homologas conservadas).

As se¢des seguintes trazem alguns dos termos encontrados associados aos fenotipos,
bem como a sua contextualizagdo biologica. Os resultados completos de termos
significativamente associados com a variacdo dos fendtipos avaliados se encontram no

apéndice A ao final do documento.
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4.6.1. Dominios de proteinas associados com a variacao do EQ

Encontramos 17 dominios de proteinas cuja frequéncia estavam associadas a variagao

do EQ (a tabela 3 contém as associagdes utilizadas na discussao abaixo).

Tabela 3: Exemplos de dominios de proteinas associados com a variacio do EQ.

Identificador q-value Anotacio
PF10520 9.37E-16 Lipid desaturase domain
PF10574 9.37E-16 Arp2/3-interacting proteins Arpin
PF15803 4.54E-10 Zinc-finger of sodium channel modifier 1
PF15682 LO7E-08 Musc.uloskeletal, temporally activated-embryonic nuclear
protein 1
PF07683 2.38E-05 Cobalamin synthesis protein cobW C-terminal domain
PF00128 1.43E-04 Alpha amylase, catalytic domain
PF06758 7.12E-04 Olduvai domain
PF14976 2.22E-03 FAM72 protein
PF02806 5.22E-03 Alpha amylase, C-terminal all-beta domain

O dominio PF14976 (figura 3), descrito como FAM72 protein (family with sequence
similarity 72), compdoe um gene codificador de proteina que apresenta quatro copias no
genoma humano, enquanto os demais primatas apresentam uma Unica cdpia — as copias
duplicadas ja foram propostas como um possivel biomarcador do Homo sapiens (HO et al.,
2017). Interessantemente, FAM72 exibe expressdo especifica em células tronco neuronais
(RAMESH et al., 2024). Dada a sua natureza de expressao, este dominio ja foi sugerido, junto
ao gene SRGAP2 (SLIT-ROBO Rho GTPase—activating protein 2), como um master gene
neural (-SRGAP2-FAM72A-|) devido ao compartilhamento de um promotor localizado em
sua regido intergénica. Este par de genes funcionaria como um regulador da proliferacdo e
migracao de células tronco neurais (NSC) (HO; KUTZNER; HEESE, 2017, 2019).

A hipotese corrente para o mecanismo de acdo do master gene € de que FAM72 estaria
ativo e vinculado a proliferacdo e renovacdo de células progenitoras neuronais (NPC)
(enquanto SRGAP2 estaria inativo), j4 o SRGAP2 estaria ativo durante a migragdo e
diferenciagdo das NPC, além de impactar na maturacdo neural e realizar importante papel

durante a sinaptogénese (FOSSATI et al., 2016; HO et al., 2017; RAMESH et al., 2024).
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Contrasts for annotation frequency

Figura 3: Correlacio entre a frequéncia do
dominio FAM72 (PF14976) e o EQ.

0 )
contrasts for phenotype

O dominio Olduvai (figura 4), anteriormente nomeado de DUF1220 (do inglés
Domain of Unknown Function 1220), ganhou seu nome definitivo em referéncia ao sitio
arqueoldgico Olduvai Gorge, no leste do continente africano (SIKELA; VAN ROY, 2018). O
dominio Olduvai apresenta uma expansdo no nimero de copias marcante na linhagem dos
grandes simios: Homo sapiens apresenta entre 250 e 300 copias do dominio, chimpanzés
cerca de 130, gorilas e orangotangos entre 90 e 100, e os demais primatas por volta de 30
copias. Fora da ordem dos primatas o numero de cépias ¢ ainda menor, com espécies de
mamiferos apresentando uma ou nenhuma cépia do dominio (DUMAS et al., 2012; HEFT et
al., 2020).

Além da grande variagdo no niimero de copias entre primatas, existe também variagao
do numero de copias (CNV) dentro da espécie humana. A dosagem do dominio j& foi
vinculada a diversos caracteres cerebrais, principalmente aqueles que t€ém alguma relagdo com
o tamanho cerebral (KEENEY, JONATHON G.; DUMAS; SIKELA, 2014). Um numero
maior de copias estaria implicado, por exemplo, com maior severidade do transtorno do
espectro autista (DAVIS et al., 2014, 2019), enquanto diferentes quantidades de determinados
subtipos do dominio podem estar associados a severidade de diferentes sintomas da
esquizofrenia (SEARLES QUICK et al., 2015). Ha ainda indicativos de uma relagdo entre a
dosagem e fendtipos como micro e macrocefalia (DUMAS et al., 2012).

Embora o mecanismo de agdo do dominio Olduvai ainda ndo seja totalmente
elucidado, um estudo de 2015 (KEENEY, J. G. et al., 2015) analisou os padrdes de expressao
deste dominio ao longo do periodo gestacional e demonstrou fortes sinais de expressao entre
11 e 15 semanas, periodo associado com a formacao das camadas corticais. Além disso, foi

demonstrado que células tronco neurais humanas, quando expostas a expressao exogena do
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dominio, mostraram um aumento marcante de proliferagdo, em compara¢do ao controle
utilizado. O mesmo grupo de pesquisadores, em 2024, descreveu em um artigo ainda em
preprint, que a fungdo do dominio envolve a regulagdo negativa da atividade mitocondrial
(KEENEY, JONATHON G. et al., 2024).

O dominio Olduvai faz parte da familia génica NBPF (Neuroblastoma Breakpoint
Family), que recebeu este nome pois sua identificacdo inicial ocorreu em um paciente com
neuroblastoma (VANDEPOELE ef al., 2005). De maneira interessante, a localizacdo da
maioria dos genes NBPF e seus dominios Olduvai ¢ adjacente a copias humano-especificas do
NOTCH2NL, na regido 1q21.1, local no cromossomo 1 do genoma humano que ¢
reconhecidamente instavel (DUMAS et al., 2012; FIDDES et al., 2019) e trabalhos recentes
demonstraram agao coordenada entre NBPF14 e NOTCH2NLB na manutenc¢ao e proliferacao

de células progenitoras basais (ESIYOK et al., 2025).

_ Contrasts for annotation frequency

Figura 4: Correlacio entre a frequéncia do
dominio Olduvai (PF06758) e 0 EQ.

contrasts for phenotype

A variagdo no numero de copias (CNV) do gene da a-amilase (figura 5) ¢
documentada tanto entre diferentes espécies de primatas, quanto entre diferentes individuos e
populacdes de Homo sapiens (JANIAK, 2016). A amilase ¢ uma enzima capaz de digerir
amido, um importante carboidrato presente em diversas dietas humanas. Existem duas
variagdes do gene: AMY1, a amilase salivar — presente na saliva e a principal quando se
menciona a variacdo entre populacdes humanas; AMY2, gene da amilase pancredtica
(PERRY et al., 2007).

A dosagem de AMY1 esta diretamente ligada aos niveis de amilase encontrados na

saliva e populacdes que dependem majoritariamente de dietas derivadas de praticas de
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agricultura, ao contrario de, por exemplo, sociedades com dietas pastorais e/ou pesqueiras,
apresentam um numero maior de coépias da amilase (PERRY et al., 2007). Ainda que o
surgimento da agricultura e posterior difusdo da mesma tenha contribuido para a fixagao do
nimero maior de copias, o Homo sapiens ja apresentava copias duplicadas de amilase antes
mesmo de sua expansao fora da Africa (BOLOGNINI et al., 2024; YILMAZ et al., 2024).
Uma das hipdteses sobre a expansdo do tamanho cerebral — ndo s6 em primatas —
postula que, levando em conta o alto custo energético do cérebro, qualquer aumento da massa
cerebral deve estar acompanhado do aumento da obtengdo de energia, i.e. obtencdo de
alimento ou de realocagdo de energia de outras fungdes corporais para a manutencdo do
cérebro. Esta hipotese ¢ denominada Expensive Brain Hypothesis (ou Hipotese do “cérebro
caro”) (ISLER; VAN SCHAIK, 2009). Apesar da ndo popularidade desta hipotese, o cérebro ¢
tradicionalmente considerado um o6rgdo altamente custoso do ponto de vista metabdlico
(HELDSTAB et al., 2022), e ha evidéncias da importancia de uma dieta rica em amido como
um fator importante a se considerar durante a evolu¢do humana (HARDY et al., 2015). A
expansao da alfa-amilase também poderia ser vista sob a oOtica da hipotese do aumento do

cérebro baseada na dieta frugivora.

Contrasts for annotation frequency

Figura 5: Correlacio entre a frequéncia do
Alpha Amylase, catalytic domain (PF00128) e o
. EQ.

contrasts for phenotype

4.6.2. Dominios de proteinas associados com a variacio dos residuos da massa

cerebral

Encontramos 10 dominios de proteinas associados com a variagdo nos residuos da

massa cerebral, todos encontrados também na analise anterior. A tabela 4 traz alguns destes
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dominios — dois deles, FAM72 e amilase, foram descritos na se¢do anterior, ¢ os demais serao

discutidos a seguir.

Tabela 4: Exemplos de dominios de proteinas associados com a variaciao dos residuos da
massa cerebral.

Identificador q-value Anotacao
PF10520 3.92E-05 Lipid desaturase domain
PF10574 3.92E-05 Arp2/3-interacting proteins Arpin
PF15632 1 95E-04 Musc.uloskeletal, temporally activated-embryonic nuclear
protein 1
PF07683 1.26E-03 Cobalamin synthesis protein cobW C-terminal domain
PF14976 2.22E-03 FAM?72 protein
PF02806 5.22E-03 Alpha amylase, C-terminal all-beta domain

As dessaturases lipidicas (figura 6) sdo enzimas que realizam a insaturagdo das cadeias
longas de 4cidos graxos das membranas plasmaticas, em seu estado insaturado, essas cadeiras
sdo responsaveis pela fluidez das membranas plasmaticas (YEAGLE, 2016). No cérebro, um
orgdo com enorme contedo lipidico, as cadeias poli-insaturadas de &cidos graxos
desempenham diversos papéis em diferentes processos — ainda que o mecanismo da maioria
deles ainda ndo esteja totalmente conhecido — desde neurogénese, fungdo sindptica e
inflamac¢ao no cérebro (BAZINET; LAYE, 2014; BJORNEVIK et al., 2023).

Duas patologias degenerativas e inevitavelmente fatais, a esclerose multipla lateral e a
deméncia frontotemporal (ELA/DFT), demonstraram em analises de lipidomica um padrao
reduzido de fosfolipidios contendo 4cidos graxos em sua forma insaturada. A inducgdo da
expressdo das dessaturases lipidicas em modelos de ELA/DFT em Drosophila, e em
neurdnios iPs, acarretou, respectivamente, em um aumento na expectativa de vida e redugdo

da morte celular induzida por estresse (GIBLIN et al., 2025).
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Figura 6: Correlaciao entre a frequéncia do
dominio Lipid Desaturase (PF10520) e os
residuos de massa cerebral.

4.6.3. Funcoes bioldgicas associadas com a variacio do EQ

Utilizamos a anotagdo de pares de genes e seus respectivos termos GO para buscarmos

pela expansdo de genes funcionalmente equivalentes associada com a variacdo do EQ, e

encontramos 33 associagdes significativas (tabela 5). Diversas destas sdo relacionadas com os

termos Pfam, tais como os termos GO:0004556 ¢ GO:0016160, respectivamente, alpha

amylase activity e amylase activity, diretamente ligados aos dominios Alpha amylase,

catalytic domain (PF00128) e Alpha amylase, C-terminal all-beta domain (PF02806).

Tabela 5: Exemplos de func¢des biologicas associadas com a variacao do EQ.

Identificador g-value Anotacao

G0:0018343 1.43E-15 protein farnesylation

GO:0051126 1.43E-15 negative regulation of actin nucleation
G0:0005965 1.43E-15 protein farnesyltransferase complex
G0:0042288 1.81E-09 MHC class I protein binding
G0:0035988 1.05E-08 chondrocyte proliferation
GO:0004556 1.95E-05 alpha-amylase activity
GO:0016160 1.95E-05 amylase activity

G0:0002062 3.72E-03 chondrocyte differentiation
G0:0006325 8.18E-03 chromatin organization
GO:0006338 8.67E-03 chromatin remodeling
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Termos relacionados a farnesilagdo de proteinas surgiram nas analises de fungdes
bioldgicas e nos termos IPR, tanto associados com o EQ, quanto com os residuos. O processo
de farnesilacdo de proteinas ¢ uma modificacdo pods-traducional onde um grupo farnesil ¢
adicionado a uma cisteina. Esse processo, um tipo de prenilacdo, adiciona moléculas
hidrofébicas as proteinas e sdo essenciais para o ancoramento destas nas membranas
plasmaticas (JUNG; BACHMANN, 2023). No sistema nervoso, a plasticidade sinaptica e
morfologia dos dendritos sdo alguns dos processos onde a prenilagdo tém relevancia (QU et
al., 2021). A desregulagdo deste processo ¢ implicada em diferentes doencas e disturbios,
entre eles, a doenca de Alzheimer (JEONG et al., 2018, 2021).

Um outro termo que apareceu de forma recorrente entre as andlises ¢ relacionado a
inibicdo do complexo Arp2/3. Sdo eles o termo GO:00551126 descrito como negative
regulation of actin nucleation, o termo PF10574, descrito como Arp2/3-interacting proteins
Arpin, e o [PR018889, nomeado Arpin. O complexo Arp2/3 ¢ responsavel pela nucleacao dos
filamentos de actina, componentes de uma rede ramificada de actina — parte do citoesqueleto
— que ¢ essencial para a motilidade celular (DING ef al., 2022). A Arpin tem papel inibitorio
sob este complexo (DANG et al., 2013) e um dos efeitos que essa inibi¢ao gera ¢ a pausa do
movimento de migragdo celular que entdo induz uma mudanca na dire¢do para a qual a célula
migra (FREGOSO et al., 2022). A regulacdo do citoesqueleto de actina ¢ crucial para a
morfogénese neuronal normal (LUO, 2002) e PICK 1, um outro inibidor do complexo Arp2/3,

quando depletado in vitro levou a morfologia neuronal aberrante (ROCCA et al., 2008).

4.6.4. Funcoes bioldgicas associadas com a variacdo dos residuos da massa cerebral

Em contraste as numerosas fungdes bioldgicas encontradas como associadas a
variagdo do EQ, encontramos apenas cinco fungdes bioldgicas associadas com a variagdo dos
residuos da massa cerebral (tabela 6). Assim como nas analises de dominios de proteinas, em
que os termos eram comuns aos dois fenotipos avaliados, as fungdes aqui presentes também
estavam presentes na andlise com o quociente de encefalizacdo e em parte ja descritos

anteriormente..
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Tabela 6: Funcées biologicas associadas com a variagao dos residuos da massa cerebral.

Identificador q-value Anotacio

G0:0018343 1.20E-04 protein farnesylation

GO:0051126 1.20E-04 negative regulation of actin nucleation
G0:0005965 1.20E-04 protein farnesyltransferase complex
G0:0035988 4.83E-04 chondrocyte proliferation
G0:0042288 5.42E-03 MHC class I protein binding

4.6.5. Termos IPR associados com a variacdo do EQ

O total de termos IPR associados com a variacdo do EQ foi de 55 termos (exemplos na
tabela 7). Diversos destes compreendem aspectos bioldgicos ja capturados pela anotagao

utilizando os bancos Pfam e GO. A discussao dos termos inéditos segue abaixo.

Tabela 7: Exemplos de termos IPR de anotacio associados com a variaciao do EQ.

Identificador q-value Anotacio
IPR042869 3.25E-18 Rho GTPase-activating protein 11
IPR0O18889 3.01E-17 Arpin
IPR019547 3.01E-17 Lipid desaturase domain
IPR026872 3.01E-17 Protein farnesyltransferase subunit beta
[PR041404 3.01E-17 Protein of unknown function DUF5588

IPRO47374 3.01E-17 Ankyrin repeat al'nd KH domain-containing protein 1, type [ K
homology domain

IPR031394 6.56E-10 Musculoskeletal embryonic nuclear protein 1
IPR039842 8.74E-07 TBC1 domain family member 7

IPR006046 1.25E-05 Alpha amylase

IPR0O16649 3.59E-05 Glial cell line-derived neurotrophic factor

IPR0O31319 6.35E-04 Alpha-amylase, C-terminal domain

IPR026768 9.31E-04 Protein FAM72

IPR006048 9.31E-04 Alpha-amylase/branching enzyme, C-terminal all beta
IPR039045 2.79E-03 Schwannomin interacting protein 1

IPR017433 6.96E-03 Dystrophin-related protein 2
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O termo IPR042869 (figura 7), descrito como Rho GTPase-activating protein 11, é
referente aos genes ARHGAP11A e ARHGAPI11B. O segundo deles, ARHGAP11B, ¢ um
gene especifico do Homo sapiens que surgiu a partir da duplicacao parcial do ARHGAP11A e
posterior divergéncia funcional (FLORIO et al, 2016). Em humanos, ARHGAP11B, tém
papel durante a expansdo do neocortex induzindo o aumento da quantidade e proliferagao de
progenitoras basais neurais, especificamente as células basais da glia (NAMBA et al., 2020).

Este gene, quando expresso junto de seu promotor humano em fetos de Callithrix
jacchus (popularmente conhecido como mico-estrela), promoveu a expansdo do neocortex e
induziu o dobramento cortical do mico que, naturalmente, ndo apresenta giros e sulcos
(HEIDE et al., 2020). Em organoides cerebrais de chimpanzé, a expressio do ARHGAP11B
humano duplicou os niveis de progenitoras basais, enquanto nos organoides cerebrais
humanos sob a deplecdo do gene, a quantidade de células progenitoras basais se equiparavam

aos niveis normais do chimpanzé (FISCHER et al., 2022).

Contrasts for annotation frequency

Figura 7: Correlacio entre o Rho
GTPase-activating protein 11 (IPR042869) e EQ.

10 15

contrasts for phenotype

4.6.6. Termos IPR associados com a varia¢ao dos residuos da massa cerebral

Foram 24 termos IPR associados com a variacdo dos residuos da massa corporal. A

tabela 8 lista alguns deles.
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Tabela 8: Exemplos de termos IPR de anotacdo associados com a variacdo dos residuos
da massa cerebral.

Identificador q-value Anotacio
IPR042869 1.76E-05 Rho GTPase-activating protein 11
IPR018889 1.76E-05 Arpin
IPR019547 1.76E-05 Lipid desaturase domain
IPR026872 1.76E-05 Protein farnesyltransferase subunit beta
IPR041404 1.76E-05 Protein of unknown function DUF5588
IPR044632 1.76E-05 DnalJ homolog subfamily C member 25-like

Ankyrin repeat and KH domain-containing protein 1, type [ K

IPR047374 1.76E-05 .
homology domain

IPR031394 6.82E-05 Musculoskeletal embryonic nuclear protein 1
[PRO11629 7.87E-04 Zinc chaperone CobW-like, C-terminal
IPR036627 7.87E-04 CobW-like, C-terminal domain superfamily
IPR042414 8.52E-04 T-cell surface glycoprotein CDS beta chain
IPR039842 1.67E-03 TBC1 domain family member 7

IPR0O16649 8.12E-03 Glial cell line-derived neurotrophic factor

Muitos dos termos encontrados entre as diferentes analises tém conexdo entre si. E o
caso do termo PF15682 (Musculoskeletal, temporally activated-embryonic nuclear protein 1),
os termos GO:0002062 (chondrocyte differentiation) e GO:0035988 (chondrocyte
proliferation) e o termo IPR031394 (Musculoskeletal embryonic nuclear protein I; figura 8).
Todos estes termos estdo ligados a familia de proteinas Mustang (ou Mustn1). Proteinas desta
familia sdo pequenas (~80 aminodcidos) e altamente expressas durante o desenvolvimento,
especificamente, em tecidos musculo-esqueléticos. Em adultos, sua expressdo ¢ restrita a
tecidos Osseos em processo de regeneracdo devido a fraturas. Embora seu papel na
proliferagdo de condrécitos pareca ser mais evidente nos membros em desenvolvimento,
Mustnl também foi detectado na regido craniofacial (DUCOMMUN et al., 2024; GERSCH;
HADIJIARGYROU, 2009). Em Xenopus laevis, um anuro, o knockdown de Mustnl levou a
severos defeitos de desenvolvimento da regido craniofacial (GERSCH et al., 2012).

A modificacdo da musculatura e estrutura 6ssea craniofacial decerto se faz necessaria
com a varia¢do da massa cerebral, e agentes que atuam na morfologia destas estruturas sao

interessantes de serem explorados (LESCIOTTO; RICHTSMEIER, 2019).
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embryonic nuclear protein 1 (IPR031394) e os
. residuos de massa cerebral.
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Outro termos interessantes sao o IPR016649, Glial cell line-derived neurotrophic
factor, que compreende um conjunto de fatores neurotréficos que promovem e mantém o
crescimento, a sobrevivéncia e funcionamento de diferentes populagdes neuronais em
desenvolvimento e assim como neuronios maduros (KOTLIAROVA; SIDOROVA, 2021;
SKAPER, 2018). O termo IPR047374 (Ankyrin repeat and KH domain-containing protein 1,
type I K homology domain) compreende uma proteina associada as proteinas Ankyrin que em
neurdnios destinam outras proteinas para o segmento axdnico inicial ou até as espinhas
dendriticas (YOON; PIGUEL; PENZES, 2022).

A duplicacdo génica (paralogia) seguida de neofuncionalizagcdo ¢ um mecanismo que
aparenta ter uma forte importancia na evolu¢do humana (KUZMIN; TAYLOR; BOONE,
2022). A busca por correlagdes entre a abundancia de certos elementos com a variacdo dos
fendtipos aqui avaliados, pode mostrar genes ¢ dominios que aumentaram sua frequéncia
junto do aumento da massa cerebral dos primatas.

Interessantemente, diversos dos elementos que descrevemos sdo explicitamente
ligados a fendtipos cerebrais, como ¢ o caso do dominio Olduvai, por exemplo. Outros, em
contraste, ndo tém inicialmente qualquer associacdo clara com fendtipos exclusivamente
cerebrais. Ha ainda dominios de proteinas com funcao desconhecida, os quais compreendem
importantes alvos para caracteriza¢do experimental futura.

Quanto aos elementos que a principio ndo t€ém func¢do direta sobre o fenotipo cerebral,
cabe levantarmos algumas possibilidades. A primeira delas envolve o fato de que muitas
vezes a selecdo de um certo caractere pode ter efeito sob outro caractere ndo necessariamente

relacionado (FUTUYMA; KIRKPATRICK, 2017). A selecdo artificial que ocorreu em
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animais domesticados (principalmente o cdo) sdo bons exemplos disto. Inicialmente, a seleg@o
destes animais possivelmente se deu pelo seu comportamento. Entretanto, essa sele¢do causou
a selegdo espuria de fenotipos ndo-relacionados causados por outros loci, como a cor do
pelagem e tamanho cerebral (HANSEN WHEAT et al., 2019). Do ponto de vista molecular,
diferentes loci podem estar fisicamente ligados (/inkage), e havendo sele¢do em uma regido,
regides adjacentes ao loci selecionado podem se fixar sem ter um papel no fendtipo alvo da
sele¢do natural (conceito denominado em inglés de hitchhiking, pois um loci “pega carona”
no loci vantajoso proximo dele e ambos podem eventualmente se fixar) (CHARLESWORTH;
JENSEN, 2021). Uma segunda possibilidade seria a existéncia de genes pleiotropicos
associados ao aumento do tamanho cerebral. A pleiotropia ocorre quando um gene atua e tem
efeito em mais de um fenotipo (MACKAY; ANHOLT, 2024). Além disso, ha também a
possibilidade de que os elementos encontrados sejam correlagdes espurias que nao
representam qualquer correlacdo causal na realidade. Entretanto, espera-se que a taxa de
falso-positivos em nossa andlise seja de aproximadamente 5%, uma vez que realizamos a
corregdo para testes multiplos de hipdteses.

Por fim, um dos motivos que pode explicar o fato que, consistentemente, mais
elementos estdo significativamente associados com a variagdo do quociente de encefalizagdo
em comparacdo aos elementos associados com os residuos, € a propria variacdo dos indices.
Enquanto o EQ tem amplitude de variagdo entre ~0.5 e 8, os residuos da massa cerebral tém
menor amplitude de variagdo entre -1,5 e 3,5 e, portanto, s3o menos dispersos, o que pode vir
a dificultar o encontro de correlagdes significativas.

De maneira geral, consideramos estes resultados promissores, uma vez que
encontramos tanto elementos sabidamente conhecidos como tendo papel no aumento da

massa cerebral, como elementos que podem se tornar interessantes alvos de estudos futuros.

4.7. Alinhamento de genes ortologos

Utilizamos o output do programa OrthoFinder, que compreende, dentre outros
arquivos, um arquivo para cada orthogroup — ou conjunto de genes ortélogos. O alinhamento,
pelo MAFFT, destes ortdlogos de 53 espécies de primatas resultou em 11.186 alinhamentos
multiplos de sequéncias, cada um equivalente a um gene ortélogo. Destes, 10.582 contavam

com sequéncias também encontradas no Homo sapiens.
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4.8. Analise de sitios de substituicdes convergentes de aminoacidos

A ferramenta “discovery” do CAAStools divide os CAAS em 3 padrdes: pattern 1
consiste em um aminodcido conservado nas espécies com maiores EQ e outro aminoacido
conservado nas espécies com menores EQ; pattern 2 consiste em um aminoacido conservado
no grupo das espécies com maiores EQ e aminoacidos variados nas espécies com menores
EQ, porém distintos do aminoécido conservado no outro grupo; pattern 3 corresponde a um
aminoacido encontrado no grupo das espécies com menores EQ e aminoacidos variados no
grupo dos maiores EQ. Aqui em diante, destacamos os genes homodlogos nos quais
encontramos os padrdes 1 e/ou 2.

Dos 11.186 arquivos de alinhamentos de genes ortdlogos, a ferramenta “discovery” do
CAAStools, encontrou posi¢gdes consideradas como CAAS em 1634 destes. 1606 contavam
com ambos os padrdes (listados no apéndice B), 319 contavam com apenas substitui¢des

convergentes no padrao 1 e 21 apresentavam apenas o padrao 2.

4.9. Analise de enriquecimento

Utilizando a ferramenta online WebGestalt procuramos por categorias de fungdes
bioldgicas (definidos como termos GO) enriquecida no conjunto de genes onde existem
substituicdes convergentes de aminoacidos nos grupos com maiores ou menores valores de
EQ (1606 genes).

A figura 9 demonstra as 11 categorias que estavam enriquecidas no conjunto avaliado:
ventricular septum development (FDR = 0.025, ER = 3.03), cardiac septum development
(FDR = 5.41E-03, ER = 2.82), cell morphogenesis (FDR = 5.41E-03, ER = 1.51), ventricular
septum development (FDR = 2.55E-02, ER = 3.03), plasma membrane bounded cell
projection morphogenesis (FDR = 3.31E-02, ER = 1.56), cell projection morphogenesis (FDR
= 3.56E-02, ER = 1.55), neuron projection morphogenesis (FDR = 3.77E-02, ER = 1.55), cell
projection organization (FDR = 3.77E-02, ER = 1.32), neuron differentiation (FDR =
3.77E-02, ER = 1.35), cardiac chamber development (FDR = 3.77E-02, ER = 2.15), plasma
membrane bounded cell projection organization (FDR = 4.08E-02, ER = 1.32), generation of
neurons (FDR = 4.63E-02, ER = 1.33).

Os resultados sugerem que as substituicdes convergentes encontradas nos grupos com
menores ou maiores EQ, ocorreram em genes com fungdes relevantes para o cérebro e o
tamanho do mesmo. Entre as diferentes categorias encontradas, muitos genes estavam

presentes em mais de uma delas, demonstrando certa redundancia.
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Figura 9: Categorias funcionais enriquecidas.

As diferentes categorias de fungdes biologicas enriquecidas podem ser divididas em
duas categorias maiores: fungdes relacionadas aos neurdnios e fungdes relacionadas ao
coracdo. H4, nos seres humanos, certa correlagdo entre transtornos psiquidtricos e doencas
cardiacas — estabelecendo um eixo cérebro-coragdo — e estudos demonstram que existem
genes com efeitos pleiotropicos relacionados a ambos os tragcos (SONG et al., 2025; ZHANG
etal.,2022).

5. CONCLUSAO

O cérebro ¢ um oOrgdo altamente complexo e apesar dos esfor¢os herctleos
empregados para estudé-lo, ainda sabemos relativamente pouco das suas bases genéticas, que
decerto sdo numerosas. A complexidade funcional e morfoldgica do cérebro ¢ refletida na
complexidade dos fatores genéticos responsaveis pelo seu desenvolvimento embriondrio e
pela sua evolucdo bioldgica. Nosso estudo, utilizando ferramentas de genomica, demonstrou
como metodologias data driven podem revelar padrdes de mudancas moleculares e funcionais
relacionados a variacdo da massa cerebral em Primatas.

Apesar de inicialmente esperarmos encontrar elementos genéticos associados com o
cérebro, especialmente elementos que poderiam levar a variagdo da massa cerebral, visto que

este € um caractere herdavel, nas metodologias data-driven ndo selecionamos a priori os
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componentes genéticos a serem estudados. Ainda assim, encontramos diversos fatores
genéticos associados ao tamanho cerebral dos primatas e que possivelmente desempenham
algum papel causal na evolucao deste fendtipo complexo. Cabe salientar que correlagdes e
associacdes nao provam relagdes de causalidade direta, mas estudos como o presente podem
se mostrar como bons direcionadores a futuros estudos de validagdo funcional.

Dado que uma parcela significativa da diversidade primata encontra-se atualmente
ameacada, estudos que integram aspectos genoOmicos, fenotipicos e filogenéticos sao
particularmente valiosos. Compreender a historia evolutiva e a biologia desses organismos
ndo apenas contribui para esfor¢os de conservacdo informados, mas também oferece uma via
indireta para aprofundar o conhecimento sobre nossa propria espécie, Homo sapiens. Nesse
sentido, os resultados aqui apresentados reforgam o potencial da gendmica comparativa como
ferramenta para explorar os fundamentos moleculares de tragos biologicos complexos e

evolutivamente relevantes.
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APENDICE A - Termos de anotacio significativamente associados com os fenétipos

avaliados de acordo com 0o CALANGO

TABELA Al: Dominios de proteinas associados com a variagdo do quociente de

encefalizacao.
Identificador q-value Anotacio

PF10520 9.37E-16 Lipid desaturase domain
PF10574 9.37E-16 Arp2/3-interacting proteins Arpin
PF15803 4.54E-10 Zinc-finger of sodium channel modifier 1
PF13483 3.48E-09 Beta-lactamase superfamily domain
PF15632 | 07E-08 xsf:ilrlllc;skeletal, temporally activated-embryonic nuclear
PF02598 1.50E-05 Putative RNA methyltransferase
PF07683 2.38E-05 Cobalamin synthesis protein cobW C-terminal domain
PF02109 1.37E-04 DAD family
PF00128 1.43E-04 Alpha amylase, catalytic domain
PF06758 7.12E-04 Olduvai domain
PF00929 1.43E-03 Exonuclease
PF14976 2.22E-03 FAM?72 protein
PF05327 3.29E-03 RNA polymerase I specific transcription initiation factor RRN3
PF04420 3.50E-03 CHD5-like protein
PF02806 5.22E-03 Alpha amylase, C-terminal all-beta domain
PF08608 8.43E-03 Wyosine base formation
PF00956 2.11E-02 Nucleosome assembly protein (NAP)

TABELA A2: Dominios de proteinas associados com a variagdo dos residuos da massa

cerebral.
Identificador g-value Anotacio
PF10520 3.92E-05 Lipid desaturase domain
PF10574 3.92E-05 Arp2/3-interacting proteins Arpin
PF15682 1.95E-04 Musc'uloskeletal, temporally activated-embryonic nuclear
protein 1
PF02598 9.28E-04 Putative RNA methyltransferase
PF07683 1.26E-03 Cobalamin synthesis protein cobW C-terminal domain
PF14976 2.22E-03 FAM72 protein
PF05327 3.29E-03 RNA polymerase I specific transcription initiation factor RRN3
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Identificador q-value Anotacio
PF04420 3.50E-03 CHD5-like protein
PF02806 5.22E-03 Alpha amylase, C-terminal all-beta domain
PF08608 8.43E-03 Wyosine base formation

TABELA A3: Funcgdes bioldgicas associadas com a variagao do EQ.

Identificador q-value Anotacio

GO0:0018343 1.43E-15 protein farnesylation

GO:0051126 1.43E-15 negative regulation of actin nucleation

GO0:0005965 1.43E-15 protein farnesyltransferase complex

GO0:0042288 1.81E-09 MHC class I protein binding

G0:0035988 1.05E-08 chondrocyte proliferation

G0:0004556 1.95E-05 alpha-amylase activity

G0:0016160 1.95E-05 amylase activity

G0:0065004 2.28E-05 protein-DNA complex assembly

G0:0071824 3.51E-04 protein-DNA complex organization

GO0:0071816 1.20E-03 tail-anchored membrane protein insertion into ER membrane

GO0:0006334 2.25E-03 nucleosome assembly

G0:0034728 2.25E-03 nucleosome organization

GO:0001181 2.52E-03 RNA polymerase I general transcription initiation factor activity

G0:0006901 2.52E-03 vesicle coating

G0:0048207 2.52E-03 vesicle targeting, rough ER to cis-Golgi

G0:0048208 2.52E-03 COPII vesicle coating

G0:0002062 3.72E-03 chondrocyte differentiation

G0:0006361 5.14E-03 transcription initiation at RNA polymerase I promoter

G0:0006325 8.18E-03 chromatin organization

GO:0006338 8.67E-03 chromatin remodeling

G0:0005769 1.83E-02 early endosome

GO0:0035299 3.73E-02 inositol pentakisphosphate 2-kinase activity

GO0:0003711 3.73E-02 transcription elongation factor activity

G0:0006517 3.73E-02 protein deglycosylation

GO:0035977 373602 protein deglycosylation involved in glycoprotein catabolic
process

G0:0036507 3.73E-02 protein demannosylation

G0:0036508 3.73E-02 protein alpha-1,2-demannosylation
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Identificador q-value Anotacio

G0:0097466 3.73E-02 ubiquitin-dependent glycoprotein ERAD pathway
GO:1904380 3.73E-02 endoplasmic reticulum mannose trimming

GO:1904382 3.73E-02 mannose trimming involved in glycoprotein ERAD pathway
GO0:1904587 3.73E-02 response to glycoprotein

GO:0009881 4.87E-02 photoreceptor activity

G0:0009882 4.87E-02 blue light photoreceptor activity

TABELA A4: Fungdes bioldgicas associadas com a variagdo dos residuos de massa cerebral.

Identificador q-value Anotacio

G0:0018343 1.20E-04 protein farnesylation

GO:0051126 1.20E-04 negative regulation of actin nucleation
GO0:0005965 1.20E-04 protein farnesyltransferase complex
GO:0035988 4.83E-04 chondrocyte proliferation
G0:0042288 5.42E-03 MHC class I protein binding

TABELA AS: Termos de anotag¢dao IPR associados com a varia¢ao do EQ.

Identificador q-value Anotacio
IPR017345 1.15E-19 Peptidase S1A, Tysndl
IPR028341 1.15E-19 Complement factor B
IPR042869 3.25E-18 Rho GTPase-activating protein 11
IPR0O18889 3.01E-17 Arpin
IPRO19547 3.01E-17 Lipid desaturase domain
IPR026872 3.01E-17 Protein farnesyltransferase subunit beta
IPR033570 3.01E-17 Sodium channel modifier 1
IPR039258 3.01E-17 Zinc finger protein 511
IPR041404 3.01E-17 Protein of unknown function DUF5588
IPR044632 3.01E-17 DnalJ homolog subfamily C member 25-like
IPROAT374 3.01E-17 ﬁ;ﬁnliz/)i)ng ;eg(e;‘i ;Tld KH domain-containing protein 1, type I K
IPR0O45112 3.71E-12 Protein Peter Pan-like
IPR0O31622 2.76E-11 Sodium channel modifier 1, zinc-finger
IPR042414 5.88E-11 T-cell surface glycoprotein CDS beta chain
IPR003750 9.85E-11 Putative RNA methyltransferase
IPR022127 6.56E-10 Store-operated calcium entry regulator STIMATE/YPL162C
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Identificador q-value Anotacio
IPR031394 6.56E-10 Musculoskeletal embryonic nuclear protein 1
IPRO37339 6.295-07 Ei}g[;iienz ;rrf:;;)lphosphate—N—acetylneuraminic acid hydroxylase,
IPR039842 8.74E-07 TBC1 domain family member 7
IPR043039 8.74E-07 TBCI1 domain family member 7, domain 2
IPRO11629 9.91E-06 Zinc chaperone CobW-like, C-terminal
IPR036627 9.91E-06 CobW-like, C-terminal domain superfamily
IPR006046 1.25E-05 Alpha amylase
IPR006047 2.41E-05 Glycosyl hydrolase, family 13, catalytic domain
IPRO16649 3.59E-05 Glial cell line-derived neurotrophic factor
IPR0O16235 9.27E-05 Tyrosine/threonine-protein kinase, Cdc2 inhibitor
IPR0O16351 1.12E-04 Plasminogen-related
IPR003038 1.30E-04 DAD/Ost2
IPR046794 3.53E-04 Anaphase-promoting complex subunit 1, middle domain
IPR045137 3.92E-04 RNA-binding protein 26/27
IPR024880 4.85E-04 COFPII coat assembly protein, Sec16
IPR0O31319 6.35E-04 Alpha-amylase, C-terminal domain
IPR028945 9.30E-04 Getl family
[PR026768 9.31E-04 Protein FAM72
IPR0O06048 9.31E-04 Alpha-amylase/branching enzyme, C-terminal all beta
IPR0O02164 2.02E-03 Nucleosome assembly protein (NAP)
IPR027827 2.13E-03 Testis expressed protein 56
IPRO13917 2.68E-03 tRNA wybutosine-synthesis
IPRO34556 5 68E-03 SS};z(ti}f:soesyl—L—methionine—dependent tRNA 4-demethylwyosine
IPR0O07991 2.70E-03 RNA polymerase I specific transcription initiation factor RRN3
IPR034170 2.71E-03 Retropepsin-like catalytic domain
IPR0O15649 2.79E-03 Schwannomin interacting protein 1, C-terminal
IPR039045 2.79E-03 Schwannomin interacting protein 1
IPR047460 3.49E-03 TDRD15, fifth Tudor domain
IPR042553 3.49E-03 TSC22 domain family protein 4
IPR037231 6.27E-03 NAP-like superfamily
IPRO17433 6.96E-03 Dystrophin-related protein 2
IPR029222 1.08E-02 Protein FAM104
IPR000466 1.74E-02 Adenosine A3 receptor
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Identificador q-value Anotacio
IPR044674 1.92E-02 ER degradation-enhancing alpha-mannosidase-like protein 1/2/3
IPR024990 2.82E-02 Anaphase-promoting complex subunit 1
IPR028290 2.93E-02 WASH1
IPR0O01356 4.31E-02 Homeobox domain
IPR028155 4.45E-02 RPA-interacting protein, central domain
IPR029363 4.45E-02 Protein of unknown function DUF4575

TABELA A6: Termos de anotagdo IPR associados com a variacao dos residuos de massa

cerebral.
Identificador q-value Anotacio
IPR042869 1.76E-05 Rho GTPase-activating protein 11
IPRO17345 1.76E-05 Peptidase S1A, Tysnd1l
IPR028341 1.76E-05 Complement factor B
IPR0O18889 1.76E-05 Arpin
IPR019547 1.76E-05 Lipid desaturase domain
IPR026872 1.76E-05 Protein farnesyltransferase subunit beta
IPR033570 1.76E-05 Sodium channel modifier 1
IPR039258 1.76E-05 Zinc finger protein 511
IPR041404 1.76E-05 Protein of unknown function DUF5588
IPR044632 1.76E-05 DnalJ homolog subfamily C member 25-like

[PROA7374 | 76E-05 Ankyrin repeat a.nd KH domain-containing protein 1, type I K
homology domain

IPR022127 6.82E-05 Store-operated calcium entry regulator STIMATE/YPL162C
IPR0O31394 6.82E-05 Musculoskeletal embryonic nuclear protein 1
IPRO45112 9.99E-05 Protein Peter Pan-like

IPR003750 9.99E-05 Putative RNA methyltransferase

IPR0O11629 7.87E-04 Zinc chaperone CobW-like, C-terminal
IPR036627 7.87E-04 CobWe-like, C-terminal domain superfamily
IPR042414 8.52E-04 T-cell surface glycoprotein CDS beta chain
IPR031622 1.09E-03 Sodium channel modifier 1, zinc-finger
IPR039842 1.67E-03 TBC1 domain family member 7

IPR043039 1.67E-03 TBC1 domain family member 7, domain 2
IPR016649 8.12E-03 Glial cell line-derived neurotrophic factor
IPR0O16235 8.75E-03 Tyrosine/threonine-protein kinase, Cdc2 inhibitor

IPR003038 2.00E-02 DAD/Ost2
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APENDICE B - Genes onde existem substitui¢ées convergentes de aminoacidos em

AASDHPPT
AASS
AATF
ABCBS
ABCD3
ABCE1
ABCF1
ABCF3
ABHDI13
ABHDA4
ABHD6
ABRAXASI
ACADM
ACOTI12
ACOX2
ACOX3
ACP2
ACP3
ACSM3
ACSS2
ACTLS
ACTRS
ADAL
ADAMI12
ADAMTS4
ADAMTSS
ADGRG6
ADGRL2
ADRAITA
ADRA2A
AFDN
AFF4
AGA
AGMAT
AHR
AHSALI
AIP

AIRE

AKS
AKAP12
AKAP13
AKAP6
AKAP9
AKNA
AKTIP
ALAS2
ALDHIAL1
ALDOB
ALG3
ALGS8
ALKALI
ALKBHS8
ALOX12B
ALPK1
ALX1
ALX3

espécies nos extremos de variacio da massa cerebral

CDKS5R2
CDON
CEBPE
CEMIP
CEMIP2
CENPQ
CENPT
CEP104
CEP295
CEP55
CEP68
CEP85L
CERCAM
CFAP95
CFAP97
CFP
CGNLI
CHD3
CHD7
CHGB
CHITI
CHPF
CHPTI
CHRM3
CHRM5
CHRNA7
CHRNG
CHST14
CHST7
CIAO2A
CIITA
CILP2
CIPC
CLCA2
CLCN1
CLCN6
CLDN15
CLDN17
CLDN2
CLDN20
CLECI2A
CLEC4D
CLMN
CLN8
CLPS
CLPTM1
CLRN1
CLSPN
CLSTN2
CMTM6
CMTR2
CNNM1
CNOT4
CNRI1
CNR2
CNTRL

FAM220A
FAM43A
FAMS3C
FAMS3D
FAMS9A
FAMS89B
FAMO1A1
FANCI
FANCM
FAR1
FAR2
FBN1
FBX034
FBXO7
FBXW9
FCER2
FCRLA
FDX2
FDXR
FEMI1C
FERIL6
FERMT1
FEZ1
FEZF1
FEZF2
FFAR4
FGD2
FGD6
FGF7
FGFR1
FHIP1A
FHOD1
FIBP
FKBPL
FLII
FLNB
FLRT2
FLRT3
FLT4
FMOD
FOXIJ3
FOXN2
FPGS
FRK
FRMD3
FRMD5
FRS2
FRZB
FSCNI1
FTSJ3
FUT8
FUZ
FZD5
G2E3
G6PCl1
G6PC3

KCNN2
KCNQ4
KCNS2
KCNV2
KDF1
KDMS
KIAA0513
KIAA1191
KIF15
KIF18A
KIF5C
KLF1
KLF11
KLF13
KLHLI11
KLHL14
KLHL18
KLHL21
KLHL32
KLHL38
KMO
KMT2C
KMT2E
KRI1
KY
L3MBTL3
LAMA?
LAMA4
LAMB?2
LAYN
LBR
LBXI
LCAS
LCT
LDHD
LETMDI
LGALS3BP
LGI1
LGI3
LGSN
LHFPL2
LHXS
LIAS
LIG1
LIG3
LIMDI
LIMK?2
LMF2
LMNBI
LMTK2
LNPEP
LONRF1
LOXL2
LPARI
LPCAT?
LPCAT3

NR4A1
NRAP
NRIP1
NRNIL
NRPI
NRP2
NSUN3
NT5C1B
NTSE
NTANI
NUDC
NUDCD3
NUDT21
NUFIP1
NUP153
NUP62
NUPS8
ODR4
OGFODI
OLFM2
ORC]
ORC5
OSBPL2
OSGEPLI
OTOA
OTOF
OTOG
OTUD3
OTUD4
OXRI
OXSM
P2RY1
PABPC4
PACSIN1
PADII
PAFAHIB3
PAGI
PAK4
PALB2
PALDI
PALMD
PALSI
PAMRI
PAPPA2
PAQR4
PARG
PBLD
PCDH10
PCDHAC2
PCEDIA
PCIF1
PCK 1
PCNX4
PCSK5
PCSK7
PCYOXI

RHOU
RIBCI
RICTOR
RILPL1
RIMOC1
RIMS1
RIMS3
RIPOR2
RLNI1
RND1
RND2
RNF10
RNF103
RNF111
RNF123
RNF139
RNF144B
RNF152
RNF169
RNF186
RNF19A
RNF31
RNF40
RNF6
ROBO2
ROBO4
RP9
RPP38
RPP40
RREBI1
RRP1
RRP1B
RSBNIL
RSPH1
RSPH9
RTKN2
RUBCN
RUNDC3A
RUSC2
RUSF1
RXFP4
RXRB
SALLLI
SALL4
SAMD4B
SAPCD2
SART3
SATB1
SAV1
SC5D
SCAF4
SCAMP1
SCAMP3
SCAND3
SCFD1
SCLY

TERF2IP
TET3
TEX10
TEX15
TEX2
TEXS50
TFPT
TGS1
THAPI11
THAP2
THUMPD2
THYNI1
TIAMI1
TIE1
TIMM21
TIMP4
TLN1
TLN2
TLRS5
TLX2
T™™2D3
TMA4SF20
TM6SF1
TMCC2
TMEM100
TMEM144
TMEM169
TMEM177
TMEM178A
TMEM199
TMEM200C
TMEM202
TMEM203
TMEM204
TMEM215
TMEM256
TMEM26
TMEM267
TMEM30B
TMEM38A
TMEM41A
TMEMS51
TMEM64
TMEM69
TMEM79
TMEM94
TMPRSS12
T™X4
TNFAIP6
TNFAIPSL2
TNFSF11
TNFSF14
TNFSF15
TNFSF8
TNN

TNS2



ALX4
AMDHDI1
AMER2
AMIGO2
ANGELI
ANGPT4
ANGPTL3
ANGPTLA
ANGPTL7
ANK3
ANKFY1
ANKIB1
ANKLEI
ANKRA2
ANKRD27
ANKRDS52
ANKRDG6
ANKS4B
ANO6
ANPEP
ANXALI
AOC1
AP3B2
AP4Bl1
AP5Z1
APHIB
APLP1
APLP2
APOM
APTX
ARHGAPI
ARHGAPI10
ARHGAP17
ARHGAP31
ARHGDIG
ARHGEF11
ARHGEF39
ARHGEF5
ARIDI1A
ARLI4EP
ARMCI1
ARMC7
ARMCS
ARMH?2
ARNT2
ARSA
ASAP2
ASB10
ASCLI
ASHIL
ASICS
ASZ1
ATF4
ATF71P2
ATG13
ATG2A
ATG4C
ATGY9B
ATL2
ATP23

CNTROB
COA7
COBLL1
COGl1
COG4
COG7
COL26A1
COL6A6
COMMD?2
COPBI
COQI10A
COQS8A
COX10
COX15
COX7A2L
CPAS5S
CPM
CPS1
CPSF7
CPT2
CREB3L3
CROT
CRYAB
CRYBG3
CSF2RB
CSRNP2
CSTI11
CTBS
CTLA4
CTNNA1
CTNS
CTR9
CTSA
CTSB
CTSF
CUL3
CXorf66
CYLD
CYPI9A1
CYP26B1
DAAMI1
DARSI
DAZAP2
DBF4
DBH
DBNI1
DCAF5
DCBLD2
DCHSI1
DCP1A
DCP2
DDHD1
DDRGK1
DDX1
DDX42
DDX54
DEFBI121
DENND2B
DENND2D
DEPDCI1

GADDA45GIP1 LPCAT4

GALNT3
GALNTS
GARIN3
GARRE!1
GARSI1
GAS2L2
GASKIB
GATA4
GATA6
GATM
GBA2
GCLM
GCNT4
GDF2
GDPD1
GEMINS
GET1
GFM1
GFOD2
GGALl
GGA2
GGCT
GGT7
GHSR
GIT2
GJA9
GJBI
GJC1
GJD2
GKN2
GLBIL
GLCCII
GLRX
GMPPA
GNE
GNS
GOLIM4
GOLPH3
GORASPI1
GORASP2
GPC2
GPCPDI1
GPNMB
GPR137C
GPR160
GPR21
GPR22
GPR3
GPR37
GPR37L1
GPR45
GPR52
GPR63
GPR75
GPR84
GPXS5
GREBIL
GRIK4
GRIN2B

LPIN3
LRATD2
LRFN4
LRFNS
LRP10
LRP2
LRRC14
LRRC17
LRRC30
LRRC38
LRRC8C
LRRC8D
LRRKI1
LRRNI
LRRN4
LRRTM2
LSGlI
LTBPI
LURAPI
LURAPIL
LUZP1
LXN
LYPD3
LYPD6
LYSMD1
LZTS2
M6PR
MAD2L1BP
MAEL
MAGI1
MAIP1
MANSCI
MAPI1B
MAP3K14
MAP3K19
MAP3KS5
MAP3K6
MAP3K9
MAP4K?2
MAP4K3
MAP4KS
MAPKI5
MAPK4
MAPK7
MAPKSIP2
MAPKAPK3
MAPKBPI
MARCHF4
MARCHF7
MARCHF8
MARCKS
MASI1
MATCAP1
MAVS
MC2R
MCEF2
MCF2L2
MCM9
MDM4

PDCD6IP
PDE12
PDE1A
PDE2A
PDESA
PDE7A
PDE7B
PDK4
PDP1
PDP2
PDYN
PDZD8
PELO
PET117
PEX1
PEX2
PEX5
PFAS
PFN3
PGAP4
PGBD2
PGRMCI1
PGRMC2
PHAX
PHF12
PHF20
PHF3
PHIP
PHLPP2
PHOSPHO2
PICALM
PIERCE1
PIGC
PIGG
PIGS
PIK3C2B
PIK3CD
PIK3IP1
PIK3R4
PIK3R6
PIP
PIWIL4
PKNOX2
PLA2R1
PLBDI
PLBD2
PLCB2
PLCL1
PLCXD2
PLEKHGI
PLEKHM3
PLEKHO?2
PLGRKT
PLK1
PLK4
PLLP
PLPPR4
PLRGI
PNLDC1
PNMAL1

SCN10A
SCRN2
SCTR
SCUBE3
SCYL3
SDRIC7
SEC24C
SEC63
SECISBP2
SECISBP2L
SELENBPI
SEMA3A
SEMASA
SEMAS5B
SEMAG6D
SERINC2
SERPINBI11
SERPINB5
SETDS
SETDB1
SETX
SGCG
SGSH
SH2B1
SH3BP4
SH3TC2
SHB
SHCBPIL
SHISA4
SHISAL2B
SHKBP1
SHLD3
SHOX2
SHQI
SHTN1
SIAE
SIGMARI
SKAP1
SKIL
SLC12A5
SLC14A2
SLC15A5
SLC16A1
SLC16A8
SLC16A9
SLC17A2
SLC17A3
SLC1Al
SLC1A7
SLC22A8
SLC23A2
SLC24A5
SLC25A11
SLC25A17
SLC25A20
SLC25A28
SLC25A35
SLC25A47
SLC25A53
SLC27Al
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TOEI
TOGARAM2
TOMM34
TOMM?70
TOR3A
TOX2
TP53BP2
TPCNI1
TPPI
TPP2
TRANK
TRHR
TRIBI
TRIM25
TRIM29
TRIMA42
TRIT1
TRMT112
TRNTI
TRPMI
TRPM3
TRPM4
TRUBI
TSC22D2
TSGA10IP
TSPAN31
TSPYL4
TSPYL5
TSR2
TSSK3
TTC14
TTC21A
TTC29
TTC3
TTC32
TTC39A
TTC39C
TTLLI2
TTLL7
TUBDI
TUFM
TYWI
UBAC2
UBAPI
UBASH3A
UBE20
UBIADI
UBNI1
UBR3
UBRS
UBR7
UBXNI10
UBXNG6
UHRF2
ULK3
UMPS
UPBI
UPF1
UQCC1
UQCRQ



ATP4B
ATP6VO0OA2
ATP6V1FNB
ATP7B
ATPAF1
ATPAF2
ATPSCKMT
AUH
AURKA
AVPRIA
AVPR2
AWAT2
B3GALT2
BAAT
BAK1
BATF
BAZIB
BBOX1
BCO1
BEND4
BEST2
BEST4
BFSP1
BLOCI1S3
BLOC1S4
BLTP3A
BMP7
BMPR2
BOLA1
BPNT2
BRAF
BRF1
BRF2
BRINP1
BRINP2
BROX
BRS3
BTBDI10
BTBD17
BTBDI18
BTD
BTLA
BUD23
BVES
C100rf88
Cl4orf93
C19o0rf47
Clorf35
Clorf43
C1QBP
C2orf69
C2orf74
C3orf62
C3orf70
Cé6orfd7
Cé6orf62
C7
C9orf40
CAl4
CACHD1

DFFA
DGAT2L6
DGCR2
DGCRS
DGKD
DGKG
DHX30
DHX32
DHX37
DHX9
DIDO1
DIP2B
DISP1
DISP3
DKKL1
DMBX1
DMRT?2
DMTN
DMXL1
DNAH7
DNAIJCI10
DNAJCI12
DNAIJC13
DNAJC2
DNAJC24
DNAJC30
DNASEIL1
DNASE2
DNASE2B
DNPH1
DNTTIP1
DNTTIP2
DOCK4
DPAGTI1
DPCD
DPP6
DPT
DRAM2
DRC1
DRD1
DROSHA
DSE
DSEL
DSG1
DSG3
DTD2
DUOX1
DUSP16
DZIPIL
EDC4
EDEM1
EEF1IAKMTI
EFEMP1
EFR3A
EGFR
EGLN2
EIF2AK3
EIF2AK4
EIF2B2
EIF3H

GRN
GRWD1
GSDME
GSG1
GTPBP3
GTPBPS
GUCAIA
GUCAIB
GZF1
GZMA
HAL
HAO1
HAUS4
HAUS6
HCARI1
HCN3
HDC
HDDC2
HEATRSA
HELZ
HEPHLI
HERC3
HEXB
HEY1
HHLA1
HIBADH
HIBCH
HID1
HIVEPI
HIVEP3
HK1
HMGCSI1
HMX3
HNFIA
HNF1B
HNRNPUL1
HNRNPUL2
HOXA10
HOXB2
HOXC10
HOXC12
HOXD12
HOXD13
HOXD4
HPS3
HPS5
HRHI1
HS3ST5
HSF5
HSPA4
HTR2B
HTR6
HYCC1
IAHI
ICAIL
ICAMS
ICE1
ICMT
ICOS
IER2

MED24
MEF2A
MEF2D
MEFV
MEGF9
MENI1
MEOX1
MEPCE
MET
METTL3
MFSD3
MFSD6
MFSDS
MFSD9
MGARP
MGAT4A
MGAT4C
MGST2
MICALI1
MIDEAS
MIEF1
MINK1
MKRN2
MLANA
MLH1
MLXIPL
MMACHC
MMP20
MMP9
MMRNI1
MMS22L
MNT
MOCSI
MOGAT2
MOGAT3
MOGS
MORC2
MOS
MOSPD2
MPDZ
MPEG1
MPHOSPH6
MPHOSPHS8
MPLKIP
MPP4
MRAS
MRM1
MRPL2
MRPL37
MRPL54
MRPS10
MRPS30
MRPS34
MRTFA
MS4A5
MSC
MSTN
MTF2
MTMRI1
MTMR10

PNMA2
PNOI1
PNPT1
POCS
POLA2
POLE2
POLE4
POLG
POLH
POLK
POLL
POLRIB
PPFIA4
PPFIBP2
PPIG
PPMID
PPMI1G
PPPIR10
PPPIR12B
PPPIR3B
PPPIR3E
PPP4R2
PRCP
PRDMI
PRDMI3
PREB
PREX2
PRICKLE1
PRICKLE3
PRND
PROBI
PROKRI1
PRPF40A
PRRI5
PRR5L
PRRY
PRRCI
PRSS8
PSD4
PSMD10
PTGES2
PTGFR
PTGFRN
PTHIR
PTK2
PTK2B
PTPRN
PUS7L
PWP2
PXDCI
PXK
PXYLPI1
PYGOI
PYROXDI
PYURF
QSERI
QTRT2
R3HDM?2
RAB1IFIP1
RAB11FIP2

SLC27A6
SLC30A1
SLC30A5
SLC35A1
SLC35Cl1
SLC35F6
SLC35G2
SLC38A1
SLC39A10
SLC3Al
SLC46A2
SLC46A3
SLCSA10
SLCS5A12
SLC6AS
SLC6AS
SLC7A1l
SLC7AS
SLC9A7
SLF1
SLFN5
SLIT3
SLITRK2
SLITRK3
SLK
SLMAP
SMCRS
SMDT1
SMG7
SMO
SMOX
SMPD2
SMTN
SMTNL2
SMYDI
SNAPC5
SNEDI1
SNRK
SNRNP200
SNTA1
SNW1
SNX13
SNX21
SNX33
SORLI
SOWAHC
SOX11
SOX17
SOX4
SP4
SPACA4
SPAG1
SPAG4
SPAGS
SPARCLI1
SPATA18
SPATA22
SPATAG6
SPHKAP
SPRY2

61

URB2
USF3
USO1
USP13
USP3
USP30
USP4
USP45
USP47
USP5
USP54
USP7
USPL1
UTP25
UTP3
VANGLI1
VAPA
VAT1
VAXI1
VAX2
VEZF1
VGLL2
VLDLR
VMOl
VPS18
VPS41
VPS54
VPS72
VSTM2L
VSX2
VTN
WASF1
WASF2
WASL
WDFY1
WDFY4
WDR19
WDR31
WDR33
WDR43
WDR45
WDR6
WDR62
WDTC1
WFIKKN2
WIPI1
WNTSA
WWwWC2
WWTRI1
XPO5
XPO6
XPOT
YDJC
YIPF2
YKT6
YRDC
ZBTBI11
ZBTB44
ZBTB7B
ZBTB9



CACNAID
CACNBI
CALCOCO1
CALHM1
CALHM2
CAMK1
CAMSAPI1
CAMTA2
CAP1
CAP2
CAPNI1
CAPRIN2
CAPZB
CARMIL1
CASS4
CAV2
CAVIN2
CBR4
CBY2
CCDCl113
CCDCl115
CCDCl121
CCDCl146
CCDC157
CCDC175
CCDC183
CCDCl184
CCDCI191
CCDC60
CCDC65
CCDC70
CCDC8l1
CCDC87
CCN2
CCND1
CCND2
CCND3
CCNI
CCNJ
CCNT2
CCPG1
CCT7
CDIE
CD36
CD44
CD68
CDC25A
CDC37
CDC37L1
CDC42BPB
CDC42EP2
CDH20
CDH8
CDK15

EIF4G1
ELFN1
ELOVL3
ELP1
EMCS8
EMD
EML3
EMP3
EMX1
EN2
ENPP1
ENTHDI1
ENTPD6
EOMES
EP300
EPHA10
EPN2
EPN3
ERCC4
ERCC6
ERI2
ERI3
ESRI1
ESR2
ESYT3
ETFDH
ETV1
EVI5
EVL
EVX1
EXDI
EXOC2
EXOG
EXOSC3
EXOSC5
EXOSC9
EYA2
F13B

F9

FAAH
FABP3
FADS2
FAF1
FAH
FAM124B
FAMI31A
FAMI13C
FAM151B
FAM163B
FAMI166A
FAM171A2
FAM181B
FAM187B
FAM219B

IFNBI
IFRDI1
IGF2BP2
IGFBP2
IGFBP5
IGSF1
IGSF10
IKBKB
ILIRL2
IL2
IL23A
IL4I1
IL6ST
IMMT
INPP5J
INPPLI
INTS10
INTS11
INTS8
INTS9
INTU
IP6K 1
IP6K3
IQCBI1
IQCG
IQCK
IQUB
IRAK1BPI
ISCA2
ISG20L2
IST1
ITGA6
ITGA7
ITGB1
ITGBS
ITIH4
ITPRIP
ITSN2
JADE2
JAGI
JAG2
IMID1C
JRKL
KANK3
KANSL3
KATNALI
KCNAL
KCNA10
KCNA3
KCNA6
KCNH3
KCNHS
KCNK1
KCNK17

MTMR6
MTRFR
MTSS1
MVBI2A
MYBPC1
MYC
MYCBP2
MYF5
MYOIB
MYOIG
MYSM1
N4BP1
NAB2
NADSYNI
NAGPA
NANOS2
NAPI1L2
NCAPD3
NCAPH
NCOA2
NCOA3
NCORI1
NDUFAF7
NDUFB10
NDUFB7
NDUFC2
NDUFV1
NEIL3
NELFE
NEO1
NEU4
NEURLA4
NEXMIF
NFASC
NFATS
NFE2L1
NFIL3
NHP2
NHSLI1
NID2
NIF3L1
NIM1K
NISCH
NKAPDI
NLRC3
NLRP11
NLRP3
NMT2
NOL4
NOL7
NOL9
NOS1
NPAS2
NR1H4

RAB29
RAB42
RABEPI1
RABEP2
RACGAPI1
RADI
RAD23A
RADS54L2
RAF1
RAGI1
RAIl4
RALGAPA2
RALGAPB
RALGDS
RANBP10
RANBP6
RAPGEF2
RAPGEF6
RARRES2
RASALI
RASGRP3
RASSF5
RASSF8
RAVER2
RAX
RB1CC1
RBM12B
RBM20
RBM28
RBM42
RBP3
RBP4
RBPJL
RCBTBI
RCE1
RCL1
RCVRN
RD3
RD3L
RDHS
RELA
RELCH
REPS1
RETREG2
REV3L
RFC4
RFTI
RFX2
RFX6
RGS9BP
RHBDD1
RHCG
RHO
RHOD
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SPRY3 ZC3H12B
SPRYD3 ZCCHC24
SQSTM1 ZCWPW2
SRPRA ZDHHC13
SRXN1 ZDHHC16
SSMEM1 ZDHHC6
SSX21P ZFC3Hl1
STI8 ZFHX2
ST6GALNAC6 ZFHX4
STS8SIA1 ZFPL1
ST8SIA2 ZFYVEI16
STS8SIA3 ZFYVE27
STS8SIAS ZFYVE9
STAC2 ZHX1
STAT2 ZHX2
STAT6 ZKSCANS
STEAP3 ZKSCANS
STIM1 ZMATS
STK33 ZMIZ2
STOML1 ZMPSTE24
STPG4 ZMYM2
STRA6 ZNF182
STRIP1 ZNF292
STRN3 ZNF3

STS ZNF32
STX18 ZNF335
SUNI1 ZNF367
SUPT16H ZNF48
SUPT7L ZNF517
SV2A ZNF541
SVBP ZNF583
SWAP70 ZNF592
SYBU ZNF608
SYDE2 ZNF687
SYNM ZNF750
SYVNI1 ZNF789
TACR2 ZNF792
TAF6 ZNF804A
TANC1 ZNF821
TAOK1 ZNF830
TBCID10A  ZNF839
TBC1D31 ZNHIT2
TBCB ZP3

TBR1 ZPLDl1
TBRGI ZSWIM1
TBRG4 ZSWIM2
TBX18 ZUP1
TBXS ZYG11B
TCAIM 7773
TCHP

TCOF1

TDRD9

TELO2

TENTSB
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