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RESUMO

A cauda dos mamiferos exerce importantes fun¢gées como no auxilio do
equilibrio, comunicacéo e interacdo social entre os individuos. Alteracdes no tamanho
da cauda dos animais ja foram relatadas em diversas espécies e esta associada a uma
mutacdo no gene TBXT. Em humanos essa mutacdo possui relacdo com o
desenvolvimento de tumores. O relato do encurtamento congénito da cauda nao havia
sido descrito até entdo em macaco rhesus. O fato de os primatas ndo humanos serem
filogeneticamente proximos aos humanos os torna um biomodelo apropriado para o
estudo de mutacdes génicas como é o caso da Brachyury. O presente trabalho teve o
objetivo de contribuir para o conhecimento desta caracteristica, seu modo de heranca
e possiveis causas. Foi estudada uma familia de macaco rhesus com 39 individuos, de
idade e sexo variados, criados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia em
Biomodelos/Fiocruz-RJ, a qual apresentou individuos nascendo com diminui¢ao
significativa no comprimento total da cauda. O estudo clinico, radiografico, genealdgico
e citogenético indicou um padrdo de heranca autossébmico dominante para a
caracteristica Brachyury em Macaca mulatta. A padronizacdo do protocolo de
determinacdo da paternidade por microssatélites de DNA incluiu a definicdo da
temperatura ideal para anelamento de 4 primers e gerou bandas com faixas de peso
molecular proximas. O encurtamento da cauda ndo afetou sua funcéo biolégica. Os
resultados obtidos contribuiram para o conhecimento desta caracteristica nos primatas
nao humanos e poderdao auxiliar no entendimento da relacdo desta mutacdo com

algumas patologias humanas e animais ja descritas.

Palavras-chave: Macaca, Brachyury, paternidade, cauda curta, gene TBXT



ABSTRACT

The mammal's tail support important functions as balance, communication and
social interaction between the individuals. Alterations in the animal’s tail size have
already been reported in several species and is associated with a TBXT gene mutation.
In humans this mutation is also related to the development of tumors. No report of
congenital shortening of the tail was ever described until then in rhesus monkey. The
fact that non-human primates are phylogenetically close to humans makes them a
suitable biomodel for the study of gene mutations such as Brachyury. The present work
had the purpose of contributing to the knowledge of this characteristic, its inheritance
and etiology. A family of rhesus monkeys with 39 individuals of different age and sex
were studied at the Institute of Science and Technology in Biomodels/Fiocruz-RJ,
Brazil, who presented individuals with a significant decrease in tail length. A clinical,
radiographic, genealogical and cytogenetic study indicated an autosomal dominant
inheritance pattern for the Brachyury trait in Macaca mulatta. The standardization of
the paternity determination protocol by DNA microsatellites included the definition of
the ideal temperature for annealing of 4 primers and generated bands with nearby
molecular weight. Tail shortening did not affect the biological function. The results
obtained contributed to the knowledge of this trait in nonhuman primates and can help
in the understanding of the relation between this mutation and human and animal

pathologies already described before.

Keywords: Macaca, Brachyury, Paternity, Short tail, TBXT gene



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: llustracdo do mapa com distribuicdo geografica de M.mulatta e area de
intersecdo com M.fascicularis. Fonte: HAUS T, 2004..........ccceeiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeiiianns 17

Figura 2: llustragdo das veértebras caudais de primatas classificadas em proximais,
transicionais e distais. Fonte: Russo GA (2015) adaptado de RUSSO e YOUNG
(2011) € KIMURA €t Al (1986) .....o.vevieeeeieieeeeeee et e ettt en e nanas 21

Figura 3: Macaca mulatta. 3-a: Animais com a cauda em tamanho normal (padréo).
3-b: animais com a cauda curta (Brachyury). Fonte: Arquivo pessoal,

Figura 4: Recinto dos M. mulatta. A: visdo externa do recindo. Fonte: VIANA, 2010.
B: visdo interna com os animais interagindo com brinquedo e poleiro. Fonte: Arquivo

PESSOAl, 207 ... i e e e e e e aa e e e et e ——————— 33
Figura 5: Macaca mulatta. Animal AM42 apds contencdo quimica passando por
processo de biometria da cauda. Fonte: Arquivo pessoal,
20 RSP 40

Figura 6: Macaca mulatta animal AM42. 6 a: em posi¢ao decubito lateral esquerdo e,
em 6 b: em posicdo de decubito dorsal para execucao da radiografia da cauda. Fonte:
ArquIVO PESS0aAl, 2018.......ueeiiiieii e 41

Figura 7: Quantificacdo dos individuos com a caracteristica em relacdo namero total
de Macaca mulatta na colénia e na familia 12 A. Fonte: Arquivo pessoal,2019........... 42

Figura 8: Heredograma do grupo familiar 12 A de individuos da espécie Macaca
mulatta. Os animais afetados pela caracteristica Brachyury apresentam a marcacao
preta. Fonte: Arquivo PesS0al, 2018.........oooiiiiiiiiiiiii e 44

Figura 9: Macaca mulatta. Cari6tipo do animal AB47, macho, portador da Brachyury.
Fonte: Arquivo PESS0al, 2017 ........iiiiee et —————— 45

Figura 10: Procedimento de bandeamento em gel de agarose a 1,5% mostrando o
primer D17S791 em um gradiente de temperatura variando em 2°C de 48°C a 56°C
da esquerda para direita. As bandas foram visualizadas em todas as temperaturas
testadas, mas definimos a temperatura de 56°C como ideal para o primer por
apresentar boa visualizacdo e poucos rastros. Suposto pai AB47 e filho AN11
apresentaram bandas na mesma altura de pares de base (200 e 600 pb). Fonte:
ArquUIVO PESS0aI, 2018.....cciiiiiieieii i 47

Figura 11: Procedimento de bandeamento em gel de agarose a 1,5% mostrando a
amplificagéo dos primers D1S207, S17S79, D13S15 e D14S30 nos supostos pais
AB47, AC53 e filho AL 66 em a - D1S207 com as bandas entre 100-200pb e D17S791
com bandas entre 200-300pb. Apenas o animal AB47 apresenta marcagao em 600
pb. b- D13S159 com bandas entre 100-200 pb e D14S306 apresentando
bandeamento entre 200-300 pb. Fonte: Arquivo pessoal,
20 PSR 48



Figura 12: Procedimento de bandeamento em gel de agarose a 1,5% mostrando o
primer D13S159 replicado em 13 animais. Da esquerda para direita a partir do
segundo poc¢o se encontram 0s supostos pais: AG137; AC5; AD55; maes: U40; U56;
AA 44; AA8B2; AC54; AF136; AG98; filhos: AL71; AL73; AL861 e C- respectivamente.
Todos os pogos, com excecgdo do controle negativo, apresentaram marcagéo entre
100-200 pb. Fonte: Arquivo pessoal, 2018..........ccooeiiiiiiiiiiiiiie e 49

Figura 13: Macaca mulatta — cauda padréo. Imagem radiogréafica do animal A- AM52
mostrando a cauda normal. Macaca mulatta- Brachyury B- animal U28 com 12
vértebras caudais, C — AB47 com 7 vértebras caudais, D- AC54 com 10 vértebras
caudais, E- AL66 com 10 vértebras caudais e F- AM4 com 10 vértebras caudais.
Fonte: Arquivo pessoal, 2018...........uuuiiiiiiiiiiiie e 51

Figura 14: Imagem radiografica dos animais Macaca mulatta - Brachyury: A- animal
AM38 com 10 vértebras caudais, B- AM40 com 7 vértebras caudais, C — AM42 com 8
vértebras caudais, D- AM51 com 7 vértebras caudais, E- AN10 com 8 vértebras
caudais e F- AN11 também com 8 vértebras caudais. Fonte: Arquivo pessoal,

Figura 15: Imagem radiografica dos animais Macaca mulatta - Brachyury: A- AN 12
com apenas 6 vértebras caudais, o0 menor nimero do estudo e B- AN13 com 8
vértebras caudais. Fonte: Arquivo pessoal, 2018...........cceeviiiiiiiienneiniiiieee e 53

Figura 16: Macaca mulatta. a - Esqueleto montado de exemplar juvenil, nédo
apresentando a caracteristica Brachyury. Fonte: Arquivo pessoal, 2018. B: mostra as
vértebras intermediarias em (1) - 1° pds sacral, (2) - vértebra de transi¢cao, (3) -
vértebra alongada em exemplar juvenil, ndo apresentando a caracteristica Brachyury.
Fonte: adaptacdo de RUSSO, G.A. 2015.......cooiiiiiiiiiiiiieieeee e 55

Figura 17: Macaca mulatta, macho, portador da Brachyury, mostrando display de
dominancia ao elevar a cauda. Fonte: Arquivo pessoal, 2017............cc.ceeeevvvvvviinnnnns 56



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Desenho dos primers, peso molecular (pb), repeticées e numero de alelos.
Fonte: Adaptado de XU et al, 2013.........uuuiiiiiiiieiiee e e e e e e 39

Tabela 2: Animais do grupo familiar 12 A Brachyury (n = 18); Faixa etaria onde:
ADULT - animais adultos com mais de cinco anos, JUVEN — Juvenis com idade entre
um e cinco anos e FILHO - filhotes com até 1 ano; numero de vértebras caudais
proximais, de transicao e distais; nimero total de vértebras; medida do comprimento
da cauda em cm; média do total de vértebras caudais e da medida da cauda e desvio
padrao do total de vértebras caudais e da medida da caudados animais afetados pela
Brachyury na espécie M. MUIALTA. ...........ccuuuiiiiiiiiiie e 54



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

CEUA — Comiss&o de Etica no uso de Animais

CONCEA- Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
CPEA - Coordenacao de Pesquisa e Experimentacdao Animal
DNA - Acido desoxirribonucleico

FIOCRUZ - Fundacao Oswaldo Cruz

ICTB - Instituto de Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos

IOC - Instituto Oswaldo Cruz

NRC - National Research Council

PCR -Reacédo em cadeia da Polimerase

SAR - Simple Sequence Repeats

SCPRIM — Servigo de Criagcédo de Primatas Nao Humanos

STR - Short Tandem Repeats



LISTA DE SIMBOLOS

®. Marca Registrada



2.2
2.3
2.4
2.5
2.6
2.7

4.1.
4.2.

6.1.

6.2.
6.3.
6.4

6.4.1.

6.4.2.

6.5.

6.6.
6.7.
6.8

7.1

SUMARIO

INTRODUGAO . ......eeieiiee ittt ettt ettt eeste e aneans 15
REVISAO DE LITERATURA . .....oov ittt ettt 17
O MACACO RHESUS (Macaca mulatta) ..............cceevvvvumeniiiiiineeeeeeeeeeeieennnns 17
A COLONIA DE Macaca mulatta DO ICTB/FIOCRUZ..........ccccccvururinerenenn. 18
A CAUDA NO GENERO MaCACA..........ccueeveeeeeereieeeieesaeetesteeseiesaeeseeesesseenns 18
GENE TBXT (T-Box Transcription FACtOr T)..........uuuvuueiiiiieaiieeeeeeeeeeeeeeeennnnnnns 22
CITOGENETICA DE Macaca MUIAtta..............ceeveeeveurereeeereeeceieeeeeeeneneae, 24
HEREDOGRAMA . ... et e e e e e e eeeees 25
MICROSSATELITES.....oeiieeeee ettt ee ettt ea ettt a e eeve e saeneane s 26
JUSTIFICATIV A e nneaans 28
OBUIETIVOS. .ttt e e e et e e e e e e 29
OBJIETIVO GERAL. ...t e s 29
OBJETIVOS ESPECIFICOS....c.ciiiiiiiieeieieieiee ettt 29
HIPOTESE ...ttt 30
MATERIAL E METODOS ..ottt et et sttt e e, 31
ANIMAIS ANALISADOS, LICENGCA E LOCAL DO EXPERIMENTO............... 31
SELEC}AO DOS ANIMAIS E EXAME CLINICO........ccoooveeiieiieeeee e, 34
LEVANTAMENTO DO HISTORICO E HEREDOGRAMA...........ccooeveeeeeeainann 35
ANALISE CITOGENETICA DOS ANIMAIS AFETADOS.......ccccovieeeeirernnen, 35
OBTENCAQO DOS CROMOSSOMOS ......cviiieiieieeeeee e, 35
COLORACAO DOS CROMOSSOMOS .......ccviveeeiieeete e 36
ANALISE DE MICROSSATELITE PARA DETERMINAC}AO DA
PATERNIDADKE. ... oo e e e e e e e 36
BIOMETRIA DA CAUDA. ... 40
RADIOGRAFIA. DA CAUDA . ... 40
MONTAGEM DO ESQUELETO ...couiiiiiiiii et 41
RESULTADOS . ..t e e e e e e e e e e e e 42
HEREDOGRAMA . ... ettt e e e e eeeaanns 43



7.2
7.3
7.4
7.5
7.6
7.7

10.
11.

CITOGENETICA . ...ttt sttt 45

PATERNIDADE .........coieeeieceeeeteeteteieeeee e esesesesen s ens s sases st aee e eneetetnsesenns 46
BIOMETRIA DA CAUDA........ovvieieeeeeeeeeee e enn s s en e 49
RADIOGRAFIA DA CAUDA........coouieeeeeeeeeeeee et s en s 50
ANALISE DO ESQUELETO......ccoiiiteeeeeeeeeeseteteeeeeses et enes s essenennens 55
FUNGAO DA CAUDA.........oeoeeeeeeeeeeeeeeeee s sen s e 56
DISCUSSAOD. ...ttt ettt ettt a et eaen s 57
CONCLUSAOD. ...ttt ettt 63
PERSPECTIVAS. ..ottt ettt en ettt ee sttt enen s e, 64

REFERENCIAS. ... oo e ettt ettt 65



15

1- INTRODUCAO

A variagdo no comprimento da cauda é comum, tanto intra como entre
espécies. Analises filogenéticas de mamiferos sugerem que o encurtamento ou a
perda da cauda pode ter ocorrido varias vezes durante a evolucdo. A cauda nos
vertebrados é usada para uma grande variedade de fung¢@es, incluindo equilibrio,
locomogéo e comunicagdo. A maioria dos primatas ndo humanos possui cauda
(BUCKINGHAM, 2013), sendo a funcao do equilibrio menor naquelas espécies com a
cauda naturalmente encurtada (WAKAMORI E HAMADA, 2019).

Quando um animal nasce com a cauda mais curta que os de sua espécie, esta
caracteristica € denominada Brachyury. Em ratos, tem sido observada e associada a
funcdo de genes T, tendo sido identificada a base molecular para essa caracteristica
por Herrmann et al (1990). Ratos heterozigotos para mutacdes nos genes T tém
variagdo de comprimento da cauda. Em camundongos foram descritos oito alelos T
diferentes que causam fendétipo de cauda curta (WU et al., 2010). O produto deste gene
esta envolvido na formacéo e diferenciacdo do mesoderma e desenvolvimento axial em
todos os vertebrados. O gene T também foi associado com fenétipo de cauda curta em
muitas racas de cdes (HAWORTH et al. 2001; HYTONEN et al. 2009). Em gatos, a
variacdo do comprimento da cauda é particularmente comum em duas rac¢as de gato
doméstico, Bobtail e 0 Manx (BUCKINGHAM et al, 2013).

Os genes T sdo importantes reguladores de desenvolvimento em vertebrados
com padrdes especificos de expressao e papéis precisos durante a embriogénese. Eles
codificam fatores que regulam a transcri¢cao génica, geralmente nos estagios iniciais de
desenvolvimento. Mutacdes nos genes T podem causar distlrbios do desenvolvimento
em humanos, principalmente devido a deficiéncia funcional das proteinas relevantes.
Estudos recentes também destacaram o papel de alguns genes T no cancer e na

cardiomiopatia, estendendo seu papel nas doencas humanas. (PACKHAM, 2003)

Em espécies de primatas, o comprimento da cauda esta sujeito a grande
variagdo. Dentro do género Macaca, o comprimento da cauda varia bastante entre as
varias espécies, sendo explicada pela adaptacdo a fatores climaticos e/ou

filogeograficos (HAMADA et al., 2012). Contudo, ndo h& relatos de Brachyury em
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primatas. No Instituto de Ciéncia e Tecnologia (ICTB/Fiocruz) foi observado pela

primeira vez, o nascimento de 18 individuos com a Brachyury em um grupo familiar.

Na criacdo em cativeiro de primatas ndo humanos alojados em grupos
familiares, o heredograma é estabelecido baseando-se em dados de registros.
Entretanto, o macho alfa ndo € o Unico capaz de reproduzir ficando suspeita a
paternidade real. Portanto, o teste de paternidade por DNA foi aplicado para avaliacao

do fluxo génico das caracteristicas e analise do modo de heranca.

O estudo citogenético realizado ofereceu a oportunidade de avaliar a
integridade dos cromossomos vinculando ou eliminando a relagdo de anomalias com a

caracteristica observada.

Como esta espécie estd filogeneticamente muito proxima dos humanos
(HENDRICKX AG E BINKERD PE, 1990), foi estabelecido um paralelo com as
alteragcbes do locus T-box encontradas na literatura médica e as manifestacdes desta

mutacdo em Macaca mulata.

Nessa perspectiva se insere o presente trabalho, onde buscamos caracterizar
pela primeira vez, a Brachyury em Macaca mulatta, que surgiu espontaneamente no
ICTB/Fiocruz, por meio da avaliacao clinica, radioldgica, citogenética e a padronizacao
do teste de paternidade por microssatelites de DNA para elaboragcdo de heredograma
real e estudo do tipo de heranca da caracteristica.

Essa dissertacdo apresenta os resultados do estudo de uma nova caracteristica
que surgiu espontaneamente dentro da colonia de macacos rhesus mantidos no ICTB

/Fiocruz no Rio de Janeiro, nunca descrita.
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2- REVISAO DE LITERATURA

2.1 - O MACACO RHESUS (Macaca mulatta)

A ordem dos primatas pode ser classificada em duas grandes subordens:
Prossimii e Anthropoidea. A subordem Anthropoidea divide-se na infraordem dos
primatas do Novo Mundo (Platyrrhini) e do Velho Mundo (Catarrhini) que incluem a
superfamilia Cercopithecoidea (com cauda) e Hominoidea (sem cauda). Os
Cercopithecoidea s6 possuem uma Unica familia, a Cercopithecidae, sendo dividida
em 20 géneros (WOLFENSOHN E HONESS, 2005; PISSINATTI et al 2010). O género
Macaca compreende 21 espécies (GROVES 2001), além de outras duas
reconhecidas depois, como M. siberu (ROOS et al. 2003) e M. munzala (SINHA et al.,
2005).

A distribuicdo geografica de Macaca mulatta (nome vulgar macaco rhesus) é
ampla e atinge desde o Afeganistdo e india através da Asia para a Costa chinesa do
Oceano Pacifico (Figura 1). Esta espécie é filogeneticamente relacionada aos seres
humanos e compartilha um antepassado comum em cerca de 25 milhdes de anos
atras (KUMAR e HEDGES, 1998).

[
0 500 1.000 2.000 km &2

Figura 1 - llustracdo do mapa com distribuicdo geogréfica
de M.mulatta e area de intersecdo com
M.fascicularis. Fonte: HAUS T, 2014.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cercopithecoidea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hominoidea
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cercopithecidae
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Devido a similaridade fisiologica e neurobiolégica, bem como a susceptibilidade
a doencas infecciosas, 0 macaco rhesus tem sido usado como modelo para o estudo
de patologias e caracteristicas médicas humanas (ROGERS J. et al, 2005, GIBS R.A.
et al 2007), sendo modelos em estudos de fisiologia, endocrinologia, diabetes,
obesidade, doenca -cardiovascular, hipertensdo, neurociéncia, psicobiologia do
desenvolvimento, alcoolismo e dependéncias (HIGLEY J.D, 1993; HAYREH SS, 2000;
MOORE TL, 2003 E BARR C.S., 2004.), além do desenvolvimento e avaliacdo de HIV,
AIDS e produgéo de vacinas (DESROSIERS, R.C., 1990 E LING B., et al., 2002 E.
MCDERMOTT A.B, 2004).

2.2 - A COLONIA DE Macaca mulatta DO ICTB/FIOCRUZ

A colbnia de macacos M. mulatta da Fiocruz teve inicio em 1932, com Carlos
Chagas importando 100 macacos rhesus de origem indiana para estudos com o
preparo da vacina antiamarilica. Essa colnia foi estabelecida em um sistema de
criacdo seminatural objetivando pesquisas para viabilizar a imunizacédo da populacao
humana do Brasil, Paraguai, Bolivia, Argentina e Nicaragua e o desenvolvimento de
pesquisas relativas a outras doencas tropicais de alta relevancia médica e cientifica.
A colonia foi estabelecida na ilha do Pinheiro e, em 1980, transferida para o campus
da Fiocruz, onde sdo mantidos em um sistema de criacdo em grupos familiares
(PISSINATTI A. e ANDRADE MCR, 2010) com cerca de 470 animais. Na Fiocruz, M.
mulatta tem sido empregado como modelo experimental para desenvolvimento de
vacinas recombinantes para Leishmaniose; desenvolvimento de virus vacinal de febre
amarela; teste de neurotropismo e neuroviruléncia do virus vacinal da febre amarela;
circulacado de Campylobacter; hepatites virais; Zika; Dengue; Caxumba; Tuberculose;

anomalias congénitas e tumores.

2.3 — A CAUDA NO GENERO Macaca

A cauda exerce fungdes sociais, comunicacao, termorregulacdo e quando em
posi¢ao suspensa tem a funcdo de demonstrar dominéncia (WILSON, 1972; FOODEN
E ALBRECHT, 1999; MAESTRIPIERI, 2005; SCHMITT ET AL., 2005). A variacao do
comprimento da cauda em primatas varia muito entre espécies ou mesmo entre as
populacdes locais (HAMADA et al., 2005; LARSON e STERN, 2006, FOODEN, 2006)
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e esta envolvida na capacidade de um animal de manter o equilibrio e se mover em
um ambiente arbdreo. (HICKMAN, 1979). Fatores que influenciam a variacdo do
comprimento da cauda entre Macaca spp. sado o clima e o estilo de vida do animal.
Espécies terrestres tendem a ter caudas mais curtas do que espécies arboricolas
(RUSSO E SHAPIRO 2011), pois utilizam menos para se locomoverem.

A coluna vertebral de Macaca mulatta € formada de 7 vértebras cervicais, 20
vértebras toracicas, 7 vértebras lombares, 3 vértebras sacrais e cerca de 20 vértebras
caudais (HARTMAN et al., 1933). O numero de vértebras caudais é um dos fatores
importantes que determinam o comprimento da cauda. Entretanto, o nimero de
vértebras caudais descrito por Wilson (1972) corresponde a uma média de 18,33
vértebras. Enquanto, Wakamori e Hamada (2019) descreveram um numero de 16
vértebras caudais, variando de 14-17, para M. mulatta de origem chinesa e 17
vértebras, variando de 15-18, para M. mulatta de origem indiana. Nos primatas néo
humanos as vértebras caudais tém sido classificadas em proximais, transicionais e
distais de acordo com sua morfologia (Figura 2). Nas espécies do género Macaca, as
vértebras caudais proximais variaram em numero de 4 a 5, transicionais entre 1 a 3 e
as veértebras caudais distais entre 8 a 12 (RUSSO 2015; WAKAMORI E HAMADA,
2019). A média de comprimento da cauda para fémeas de M. mulatta foi de 23,09 cm
para animais provenientes de Bangladesh, de 21,98 cm para animais do Nepal, 22,09
cm para indianos e 18,86 cm para chineses. No caso de machos a média foi de 25,71
cm para animais oriundos de Bangladesh, 26,33 cm do Nepal, 24,96 cm da india e
21,77 cm da China (FEEROZ et al., 2010).

As vértebras caudais apresentam funcdes variadas. As proximais agem como
base para o movimento e as vértebras distais no equilibrio do peso. A determinacgéo
do nimero de vértebras e 0 seu tamanho séo informacdes essenciais para o estudo
da adaptacdo e evolucdo da cauda dos macacos. O nimero e o tamanho das
vértebras caudais podem ter relacdes filogenéticas e estar relacionada com o
comprimento da cauda (WAKAMORI e HAMADA, 2019).

Os corpos das primeiras vértebras caudais proximais sao relativamente curtos,
com processos transversos bem desenvolvidos e zigapoéfises craniais e caudais e um
arco neural. Nas vértebras de transicdo e distais, 0s corpos vertebrais vao
aumentando em comprimento, entretanto 0S processos transversos, e 0s arcos vao

diminuindo em tamanho. As vértebras de transi¢cdo apresentam apenas zigapofises


http://www.worldcat.org/search?q=au%3AHartman%2C+Carl+G.&qt=hot_author

20

craniais e as distais ndo possuem zigapofises. Naqueles primatas que ndo possuem
cauda preénsil, as ultimas vértebras caudais sao finas e curtas. (ORGAN 2010,
HAMADA et al 2012, RUSSO, 2013; RUSSO, 2015, ANKEL-SIMONS, 2007). A
vértebra terminal é facilmente identificada por uma extremidade arredondada ou
pontiaguda enquanto as veértebras ndo terminais possuem superficies articulares
planas em ambos os lados. (HAMADA e WAKAMORI, 2019).

Os primatas de cauda curta exibem menor mobilidade da cauda, reducéao da
amplitude de movimento e alavancagem reduzida da musculatura da cauda em
comparacao com primatas de cauda longa. Nas espécies de primatas ndo humanos
com variagdo no tamanho da cauda ndo ocorre diferenca no numero de vértebras
proximais caudais e sim no seu comprimento (WARD, 1993; SHAPIRO e SIMONS,
2002). Nas espécies do género Macaca, o desenvolvimento da musculatura caudal é
mais acentuado nos musculos extensores e abdutores comparados aos flexores
(TOJIMA, 2010).
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Figura 2- llustracdo das vértebras caudais de
primatas classificadas em proximais,
transicionais e distais. Fonte: RUSSO,
G.A. (2015) adaptado de RUSSO E
YOUNG (2011) e KIMURA et al (1986).
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2.4 — GENE TBXT (T-Box Transcription Factor T)

O gene TBXT (T-Box Transcription Factor T), faz parte da familia T-box e
codifica fatores de transcricAo que desempenham papéis essenciais no
desenvolvimento embrionario inicial necessario para a especificacdo, diferenciacao,
padronizacdo do mesoderma e desenvolvimento axial nos vertebrados (RASHBASS
et al., 1991; PALENA et al, 2007). O gene ja havia sido descrito na década de 1920
com o nome de gente T (Brachyury) quando foi demonstrado que os camundongos
heterozigotos para a mutagao Brachyury (brachy-ury significa cauda curta em grego
antigo) possuiam cauda curta (DOBROVOLSKAIA, 1927) e depois estudado
molecularmente por Herrmann, et al. (1990). Foi chamado de gene T até o ano de

2018, quando recebeu a atual nomenclatura gene TBXT (genbank).

Brachyury é uma proteina codificada pelo gene T em humanos, que € um fator
de transcricdo dentro do complexo T-box de genes. Em quatro pacientes humanos de
trés familias consanguineas exibindo agenesia sacral e ossificacdo anormal dos
corpos vertebrais, foi identificada uma regiao homozig6tica comum no cromossomo 6
localizacédo 6927 (EDWARDS et al 1996) contendo o gene T, homdlogo do Brachyury
do camundongo (POSTMA et al, 2014) e homdlogo ao gene T no macaco rhesus que
estd localizado no cromossomo 4 (genbank). Este fator de transcricdo do T-box
também foi reconhecido por induzir a transicdo mesenquimal epitelial em linhagens
celulares de carcinoma humano e em linhagens de células tumorais derivadas de
carcinomas de pulmao, célon e prostata (PALENA et al 2007; FERNANDO et al 2010).
Nesse sentido, o anulamento deste gene pode efetivamente controlar o cancer e
oferecer um novo conceito para o desenvolvimento de tratamentos (PACKHAM e
BROOK, 2003, AKIMOTO et al, 2018).

O T-box é altamente conservado entre diferentes espécies (BOLLAG R. J,
1994) e estdo dispersos por todo o genoma humano. No camundongo, o gene T
Brachyury foi localizado no cromossomo 17 (HERRMANN et al., 1990). Mutacdes
diferentes envolvendo o T-box em camundongos resultaram em efeitos no
comprimento da cauda, fertiidade e embriogénese (BUCKINGHAM, 2013). Os
animais heterozigotos n&o concluem a formacdo da cauda sendo esta de tamanho

reduzido nos camundongos adultos. Os homozigotos morrem ainda em fase
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embrionaria com cerca de 10 dias pelo desenvolvimento anormal da membrana
alantoide (CHESLEY, 1935).

Véarias mutacdes no T-Box para caracteristica cauda curta foram identificadas
em gatos Manx (BUCKINGHAM, 2013) e em outras espécies incluindo Zebrafish
(SCHULTE-MERKER et al., 1994), cdes (HYTONEN M.K., 2009; HAWORH et al.,
2001) e Xenopus (SMITH, 1991). Em gatos Manx sem cauda, o locus T estéd associado
a muitas complicagcbes como a incontinéncia, claudicacdo e espinha bifida com
mielomeningocele. Entretanto, alguns Manx ndo apresentam tais complicacoes
(BUCKINGHAM et al., 2013; POLLARD et al., 2015). Em uma anélise de pedigree,
POLLARD et al. (2015) sugeriram que gatos Bobtails japoneses, americanos e das
ilhas Curilhas com cauda curta ndo apresentavam mutacées no T-Box, e que uma
forma génica adicional, autossdbmica dominante com expressividade varidvel no
comprimento da cauda existiria nesta espécie que controla a formacéo da cauda e
das vértebras.

Nos cdes o comprimento da cauda tem relacdo com o nimero de vértebras
caudais e varia entre individuos. Estudo genético em cées de cauda curta das racas
Welsh Corgis Pembroke e cruzamentos de Boxer evidenciou mutacao nos locus do
cromossomo 1 canino homadlogo ao gene TBXT de camundongos que € letal quando
em homozigose (HAWORTH, 2001). Caes com apenas um alelo mutante
(heterozigotos) tem cauda curta ou auséncia total da cauda. Como animais
homozigotos nao foram observados para o alelo mutante descrito acima, foi proposto
gue, quando em homozigose a mutacéo é letal (genétipo GG), causando a morte de
animais durante a gestacdo ou logo apés o nascimento (HAWORTH et al. 2001,
INDREBO et al. 2008). Em cées da raca Labrador foi identificada a presenca da
mutacédo C189G no gene TBXT em heterozigose como causa da reducao no tamanho
da cauda. Pelo fato de ninhadas entre acasalamentos de animais normais serem
maiores, 0s autores também concluiram que em homozigose esta mutacao seria letal
(SILVA et al, 2018).

Mutacbes em genes T-box podem causar disturbios do desenvolvimento em
humanos, principalmente devido a deficiéncia funcional de proteinas relevantes (WU
et al, 2010), incluindo as sindromes de DiGeorge e Holt-Oram. A Sindrome de
DiGeorge € um distUrbio congénito que afeta o desenvolvimento do timo, glandulas
paratiredideas e arco aortico e esta relacionado com o grupo de genes T-box.

Experimentos que utilizaram camundongos com mutacdes no gene TBXT apresentam
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alta incidéncia de defeitos de arco adrtico, alteragfes faciais e palatinas (ZHANG et al
2006). A sindrome de Holt-Oram é caracterizada pela presenca de defeitos
morfolégicos congénitos nos membros superiores e cardiacos. Manifesta-se de forma
autossdmica dominante e possui relacdo com o gene T-Bx5 (CHIN et al. 2014).

Biomodelos animais sao utilizados para melhor compreensao das sindromes
envolvidas com T-box. Jerome e Papaioannou (2001) utilizaram camundongos com
mutagBes no grupo de genes T-box (T-Bx1) para analisar mé formag6es cardiacas,
cranio faciais e laringe, na sindrome de Digeorge. Piotrowski et al (2003) utilizou
zebrafish mutados para complexo de genes T para estudar méa formacgdes em faringe,
arcos aérticos e timo na mesma sindrome. Bruneau et al. (1999) descreveu alteracdes
cardiacas em camundongos mutados para o gene T-Bx5 e comparou com a sindrome
de Holt-Oram. Enquanto Packham e Brook (2002) compararam camundongos
mutados e humanos com ma formacdes do grupo de genes T-box (T-Bx1, T-Bx3, T-
Bx5, T-Bx19 e T-Bx22).

2.5 - CITOGENETICA DE Macaca mulatta

Enquanto o estudo do genoma do rhesus é estudado por primatologistas, a
grande maioria das pesquisas com macacos rhesus é realizada com a intencéo aplicar
os achados em doencas e nas caracteristicas humanas pela sua similaridade com o
homem. Para isso, € importante entender o cariétipo do macaco rhesus e sua
homologia com o cari6tipo humano. O cari6tipo do macaco rhesus foi extensamente
estudado por técnicas de bandeamento cromossémico (STOCK & HSU, 1973;
PERTICONE et al. 1974, SHARMA & GARG, 1974; DE VRIES et al., 1975;
BRUMBACK, 1975; RUBIO GODAY et al., 1976; FINAZ et at. 1978; ESTOP et al.
1978; DUTRILLAUX et al., 1979; SOARES et al., 1982).

O genoma de Macaca mulatta (n=42) é organizado em 20 pares de
cromossomos autossomos, sendo 14 metacéntricos, 26 submetacéntricos. O
cromossomo X é submetacéntrico e o cromossomo Y € acrocéntrico. A padronizacéo
do cariotipo de M. mulatta foi baseada na homologia interespecifica com
cromossomos humanos (SOARES et al, 1982; OWEN et al, 2016). Com excec¢éao de
48 pontos de quebra, incluindo trés fusdes, uma fissdo e pontos de interrupcao
induzida por inversdes que sao detectaveis através da coloragcdo de cromossomos e

por mapeamento comparativo de ligacdo, existe uma similaridade entre os
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cromossomos humanos e Macaca (DUTRILLAUX et al 1979, ROGERS et al, 2006).
As sequéncias de nucleotideos que apresentam homologia entre 0 homem e o
macaco rhesus corresponde a 93,54% de similaridade (GIBBS RA et al., 2007).
Enquanto uma comparacao conduzida por Li. et al (1987) para pseudogenes da
globina revelou que humanos tém 98,3% de identidade de sequéncias com
chimpanzés, 96,9% com orangotangos, 92,7% com macaco rhesus e 88,8% com

macaco-da-noite.
2.6 - HEREDOGRAMA

O heredograma € a representacao grafica do pedigree, ou seja, das relacdes
de parentesco entre os membros de uma familia. S&o utilizados simbolos e conexdes
entre estes com a finalidade de determinar o grau de parentesco dos individuos e o
fluxo das caracteristicas. Animais de pedigree conhecido sdo essenciais para a
pesquisa genética. Além disso, registros de pedigree sdo importantissimos para se

minimizar a consanguinidade em programas de cria¢do desenvolvidos a longo prazo.

Algumas tentativas iniciais para estabelecer o registro de paternidade em
populacdes de primatas em cativeiro se basearam no pressuposto de que o macho
dominante de um grupo € o responsavel pela geracédo de toda a progénie. Entretanto,
em muitos casos, a analise com marcadores genéticos revelou que muitos filhotes
foram gerados por machos subordinados (WIDDIG et al., 2001). Macacos rhesus
fémeas acasalam com multiplos machos dentro de 1 ciclo (DIXSON 1998; MANSON
1992) e séo reprodutores sazonais. Em algumas situa¢cdes, o macho dominante gera
menos da metade dos filhotes nascidos (DURVALL et al, 1976; CURIE-COHEN et al.,
1983). A maternidade poderia ser determinada com exatiddo em primatas nao
humanos, porque mée e filhote mantém um vinculo estreito. Entretanto, em macaco
rhesus, o roubo e a troca permanente de filhotes é muito comum (SMITH, 1986). Desse

modo, a maternidade também pode ser erroneamente atribuida.

Dentre os efeitos lesivos da endogamia em populacdes animais, podemos
incluir a reducéo da fertilidade (AMOS et al., 2001; CHARPENTIER et al., 2005;
GALLARDO et al., 2004; SEDDON et al., 2004; SLATE et al., 2000), do crescimento
(CHARPENTIER et al., 2006; COLTMAN, BOWEN & WRIGHT, 1998), da sobrevivéncia
de filhotes (COULSON et al., 1999; MANDAL et al., 2004) e o aumento da
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suscetibilidade a doencas (ACEVEDO-WHITEHOUSE et al., 2003). A endogamia pode
ser evitada se forem mantidos registros exatos de pedigree e se um numero suficiente
de animais estiver disponivel para que seja evitado o acasalamento entre parentes
(ALTMANN e ALTMANN, 1979).

O estudo das caracteristicas hereditarias se baseia no tipo de heranca,
que pode ser determinado pelo estudo do heredograma. O manejo genético de colbnias
de primatas que inclui a identificacdo individual para analises genéticas de populacdes
e construcdo de pedigree € crucial para os centros de criacdo de primatas. A
determinacao da paternidade baseada em microssatélites de DNA pode ser usada para
validar a precisdo dos pedigrees que séo frequentemente baseados nos registros
presumidos (XU et al., 2013).

2.7 - MICROSSATELITES

Os marcadores moleculares ou marcadores genéticos determinam pontos de
referéncia herdados nos cromossomos e capazes de diferenciar individuos (MILACH,
1998). Varios tipos de marcadores moleculares detectam o polimorfismo genético
diretamente do DNA. Entre estes, destacam-se 0s microssatélites ou SSR (Simple
Sequence Repeats), ou ainda STR (Short Tandem Repeats) (Faleiro, 2007). Os
microssatélites sdo segmentos curtos de DNA com niveis de variacdo dentro da mesma
populacdo ou entre espécies (ELLERGREN, 2004; LITT e LUTY, 1989; WEBER e MAY,
1989) de 1 a 6 nucleotideos de comprimento, que se repete em tandem. Possuem
maior capacidade de ganhar alelos que perder podendo ser facilmente amplificados
por meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) e analisados por
eletroforese (STRACHAN e READ, 2002; MENEZES et al., 2006). Os marcadores
microssatélites sdo Uteis no manejo genético para a andlise de paternidade,
variabilidade e diversidade genética, sexagem de embrides, registro genealdgico e
deteccado de doencas genéticas (MOORE et al., 1998, CURI e LOPES, 2001; GARCIA,
2006).

O uso de microssatélite para testes de paternidade € um procedimento de rotina
para as populacées de animais de vida livre ou cativeiro, e tém sido amplamente
adotados em animais e seres humanos para teste de parentesco e identificacao
individual (KAYSER et al., 1996; GODAVARTHI et al., 2010). Muitos estudos tém sido
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conduzidos, identificando polimorfismos de microssatélites em macacos rhesus
(MORIN et al., 1997, MOORE et al., 2003; ROGERS et al., 2006; ANDRADE et al
2004; XU et al, 2013 e 2016), indicando que os microssatélites tém grande potencial

no manejo genético de colbnias de primatas.

Nurnberg, et al (1998) utilizou com sucesso 51 loci de microssatélites para
determinar a paternidade através de amostras de sangue de um grupo de macacos
Rhesus do centro de criacdo de Cayo Santiago (Porto Rico), composto por 200 machos
e cerca de 100 maes e seus conceptos. Outros 13 microssatélites diferentes foram
utilizados para determinar a paternidade de 40 individuos de Macaca mulatta de uma
colénia cativa do Wisconsin National Primate Research Center (WNPRC) (ELY, et al
1999). Rogers J., et al (2006) testou 300 microssatélites humanos previamente
utilizados em babuinos e 158 ja utilizados anteriormente para M. mulatta para
determinar a paternidade de 865 animais de 5 familias em 3 geracdes de macacos
rhesus de 2 centros de cria¢cdes do EUA, resultando no total de 312 microssatélites
viaveis para paternidade em M. mulatta e uma taxa de heterozigose da colénia de
0,730. HAYAKAWA (2008) utilizou 8 primers de microssatélites humanos e amostras
de sémen, urina, sangue e fezes para analisar a paternidade de 9 filhotes e 25 supostos
pais de Macaca fuscata yakui selvagens nascidos na ilha de Yakushima (Japéo). O
estudo revelou que cinco dos nove filhotes analisados eram filhos de machos de fora
do grupo social. Recentemente, 10 microssatélites foram utilizados efetivamente para
determinar a paternidade por meio de amostras de sangue colhidas de 48 individuos
Macaca mulatta cativos na provincia de Anhui (China), sendo relatado que seis dos

microssatélites ja seriam suficientes para confirmar a paternidade (XU et al., 2013).
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3 - JUSTIFICATIVA

O Servico de Criagdo de Primatas ndo Humanos (SCPRIM) do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia em Biomodelos (ICTB/Fiocruz) conta com uma populacéo de
cerca de 470 macacos rhesus, divididos em 23 familias de tamanhos variados. Neste
plantel, apenas um grupo familiar apresentou individuos com a cauda mais curta que
os demais. O gene TBXT ja foi relatado como o causador dessa caracteristica em
diversas espécies, sendo altamente conservado. Mutacdes em genes T-box estdo
associados a doencas congénitas em humanos e sdo amplificados em um
subconjunto de canceres. Por serem um modelo animal muito proximo ao homem,
este grupo familiar da espécie Macaca mulatta apresentou espontaneamente esta
mutacgdo, podera representar uma oportunidade de aprimorar o conhecimento dos
fatores envolvidos nessa caracteristica acrescentando conhecimentos médicos e
evolutivos relacionados a este grupo de genes. O estudo desse grupo familiar é
importante, pois até entdo ndo ha relatos desta caracteristica em primatas ndo
humanos. Conhecer melhor a estrutura genética da populagdo permitira também a

selecdo dos animais para programas reprodutivos e para pesquisa biomédica.
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4- OBJETIVOS GERAL E ESPECIFICO
4.1- OBJETIVO GERAL

Investigar a caracteristica Brachyury apresentada em um unico grupo familiar
de macacos rhesus da colbnia do ICTB tentando estabelecer sua etiologia e relacéo

com as patologias geradas por mutacdes no gene TBXT.

4.2 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

Construir o heredograma do grupo familiar afetado pela Brachyury, a partir dos

registros nas fichas individuais e analise genética molecular;

e Determinar o modo de herancga da caracteristica Brachyury e seu fluxo génico;

e Investigar, por citogenética, a presenca de alteracbes cromossdmicas

numéricas e estruturais nos animais afetados;

e Descrever o numero de vértebras caudais e a biometria da cauda dos macacos
rhesus portadores de caracteristica Brachyury por meio do exame fisico e

radiografico dos animais e de pecas anatdomicas.
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5 - HIPOTESE

Existem relatos da caracteristica Brachyury em diversas espécies e evidéncias
de que seja manifestada por alteragcdes em um conjunto de genes denominados T-box.
Nossa hipotese é que a manifestacdo da caracteristica Brachyury no grupo familiar da
espécie Macaca mulatta € causada por uma mutacdo no mesmo grupo de genes e,

como nas demais espécies, segue o tipo de heranca autossémica dominante.
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6- MATERIAL E METODOS
6.1. ANIMAIS ANALISADOS, LICENCA E LOCAL DO EXPERIMENTO

A caracteristica Brachyury foi visualizada por um técnico que realizava
diariamente o manejo dos M. mulatta. A diferenca no tamanho da cauda pode ser
observada nitidamente comparando os animais com cauda padréo (Figura 3-a) e 0s

afetados (Figura 3- b).
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Figura 3- Macaca mulatta. 3-a: Animais com a cauda em
tamanho normal (padrdo). 3-b: animais com a
cauda curta (Brachyury). Fonte: Arquivo pessoal,
2017.

O ScPrim do ICTB / Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil, mantém cerca de 470
macacos rhesus (Macaca mulatta). Sao criados em sistema de acasalamento fechado
desde sua fundagdo em 1932 na ilha do Pinheiro. Em 1980, foram transferidos para o
campus da Fiocruz. Anualmente, os animais da colonia sdo submetidos a um manejo
clinico, que consiste em exame fisico, biometria, pesagem, coleta de material
biolégico e tratamento anti-parasitario profilatico. Nesta ocasido o0s animais séo
sedados com cloridrato de cetamina (10 mg / kg) associada ao midazolam (0,1 mg/kg)
via intramuscular (ANDRADE, 2010). Existem na col6nia 12 conjuntos de gaiolas
compostas por modulos que se dividem em dois recintos distintos, onde séo alojados
diferentes grupos sociais desses animais. Cada recinto mede 36 m?, possuindo uma
area interna de 6 m? (refgio), dando opcéo de abrigo aos animais nas condicdes
climaticas desfavoraveis. Ha um corredor de servico que € comum a ambos,
constituindo acesso para os técnicos realizarem o manejo diario, como alimentacéo,

higienizagdo e contencdo animal, quando necessario. A area central da gaiola é
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coberta por telha do tipo ‘ecoldgica’, que cobre o refugio e parcialmente a area externa.
Os recintos parcialmente cobertos auxiliam na dissipacao do calor, ao mesmo tempo
em que possibilitam aos animais a exploragao de ambientes distintos. As paredes das
areas internas e externas dos recintos sao confeccionadas em alvenaria, sobrepostas
por grades de ferro tratadas com anticorrosivo. O piso € em concreto, com inclinagcao
que facilita o escoamento de residuos liquidos. O ambiente é composto por um
comedouro de aco inoxidavel com tampa, trés bebedouros automaticos de aco
inoxidavel posicionados em trés pontos, com uma distancia de 2,20 m entre si, a uma
altura de 0,70 cm do piso, poleiros moveis de madeira, balancgos feitos de troncos de
arvores e tambores suspensos feitos com plastico rigido que servem de
enriquecimento ambiental além de outros itens que sdo ofertados alternadamente.
Cada recinto abriga de 20 a 40 animais em grupos familiares na proporgédo de um
macho para cada dez fémeas, estando dentro das recomendacdes do Guide for the
Care and use of Laboratory Animals, Washington, EUA, 2011 E do Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA, 2015). Muitas vezes alguns filhotes
permanecem em Seus grupos sociais mesmo apos atingirem a idade reprodutiva
devido a dificuldade de adaptacdo em outros grupos sociais ou por falta de espaco

disponivel para formacéo de uma nova familia (Figura 4).

Figura 4 - Recinto dos M. mulatta. A: visdo externa do recindo. Fonte: VIANA,
2010. B: visao interna com os animais interagindo com brinquedo
e poleiro. Fonte: Arquivo pessoal, 2017.
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Os recintos estdo localizados em uma area descoberta, arborizada por
espécies frutiferas e ornamentais, que funciona como uma barreira fisica aos ventos
dominantes, reduz o estresse visual entre 0s grupos e aumenta o conforto térmico,
além de proporcionar um ambiente que se aproxima das condi¢cdes do habitat natural.
A higienizacdo dos recintos é realizada diariamente com a varri¢cdo, o recolhimento e

descarte de residuos solidos e lavagem com agua sob pressao.

O manejo alimentar compreende a oferta de racao industrializada formulada e
balanceada conforme as recomendacOes do National Research Council - Nutrient
requirements of nonhuman primates (NRC, 2003), oferecida nas primeiras horas da
manha, apés a higienizacdo dos recintos e no momento de maior atividade dos animais,
sendo a base da alimentacdo dos animais. A dieta é complementada por produtos
hortifrutigranjeiros a base de frutas, verduras, ovos, sementes de graos e castanhas
oferecidos no inicio da tarde apés a higienizacdo. Recebem agua filtrada e tratada ad
libitum por meio de bebedouros automaticos de aco inoxidavel e sdo alimentados com
racdo comercial extrusada (Nuvilab Primatas Velho Mundo®, Quimtia S.A., Brasil) pela
manha, suplementada com itens hortifrutigranjeiros a tarde, previamente imersos em
solucdo de hipoclorito de sédio 2% para controle parasitolégico e bacterioldgico. Os
comedouros sdo limpos diariamente com agua pressurizada; nenhum produto quimico
€ usado. Cada recinto possui poleiros, tambores, troncos de arvores, balancos. Outros
itens de enriquecimento ambiental sdo oferecidos alternadamente (sorvetes de frutas,

pipoca, balanco de pneus e piscina em dias quentes).

A criacdo, producdo e manutencdo de primatas ndo humanos no ICTB é
destinada a pesquisa biomédica e esta devidamente licenciada pela Comissao de
Etica no Uso de Animais (CEUA/Fiocruz) sob o protocolo nimero LW 5/16. O projeto
foi desenvolvido no ScPrim do ICTB/Fiocruz em parceria com o Laboratério de

Hantaviroses e Rickettsioses do Instituto Oswaldo Cruz (IOC/Fiocruz).
6.2. SELECAO DOS ANIMAIS E EXAME CLINICO

Foram selecionados por meio da analise visual e do comprimento da cauda
registrado nas fichas individuais, 18 macacos rhesus entre os 39 animais do grupo
familiar 12 A, que apresentavam 0 encurtamento espontaneo da cauda. Apoés a

contencédo fisica com puca e sedacdo, os animais com cauda encurtada foram
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clinicamente examinados para descartar a presenca de cicatrizes causadas por lesées
que acarretaria alteracdes no tamanho da cauda. Ainda sob efeito da sedacéo, foi
coletado sangue da veia femoral, para andlise citogenética e de paternidade. A cauda
dos 18 animais afetados e um normal foi radiografada para andlise das vértebras
caudais. A biometria da cauda foi realizada nos 18 animais afetados e seus dados
comparados com o registro das fichas individuais de 163 animais normais na mesma
faixa etaria. Um animal com padrdo normal de cauda que veio a Obito naturalmente,

teve seu esqueleto montado para analise minuciosa das vértebras caudais.

6.3. LEVANTAMENTO DO HISTORICO E HEREDOGRAMA

Foi realizada uma analise criteriosa das fichas individuais de todos os animais
do grupo familiar com a caracteristica Brachyury, sendo levantado o historico clinico
e reprodutivo da familia afetada e montado o heredograma para avaliacdo do grau de

parentesco dentro do grupo.

6.4 ANALISE CITOGENETICA DOS ANIMAIS AFETADOS

6.4.1. OBTENCAO DOS CROMOSSOMOS

Apés contencao fisica e quimica, uma amostra de 1 ml de sangue periférico foi
coletada por venopungéo femoral com seringas de 3 ml previamente heparinizadas e
agulha 21G, identificadas e transportadas até o laboratério em isopor com gelo.

Aproximadamente 10 gotas de sangue total de cada animal foram semeadas
em frascos contendo 6 mL de meio de cultura RPMI 1640 com penicilina e
estreptomicina, acrescido de 1,5 mL de soro fetal bovino e 0,2 ml de fitohemaglutinina.
O material foi incubado em estufa a 37°C por 72 horas. Com 71 horas de incubacgao
foram adicionados 0,2 mL de solucao de colchicina a 200 pg/ml e mantido por mais
uma hora a 37°C. O material dos frascos foi vertido para tubos de centrifuga e
centrifugado a 1000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante desprezado e adicionados
10 ml de solucédo de KCI 0,075N incubando-se por 15 minutos a 37°C. O material foi
novamente centrifugado e ao precipitado adicionado uma solugéao fixadora de metanol
e acido acético 3:1. Esta fixacdo foi repetida por mais duas vezes. O material foi diluido

em uma pequena quantidade de fixador e gotejado com pipeta Pasteur sobre lamina
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previamente lavada e com uma pelicula de agua. As laminas foram secas ao ar para

posterior coloracéo.

6.4.2. COLORACAO DOS CROMOSSOMOS

Para observacdo do numero e morfologia dos cromossomos, foi aplicada a
técnica de coloracdo com Giemsa a 3% em tampao fosfato por 10 minutos. As
melhores metafases foram fotografadas em camera digital (modelo Insight 4
Spotimaging/Diagnostic Instruments) transferindo a imagem do microscépio Nikon 50i

ao computador para montagem do cariotipo, analise detalhada e documentacéo.

6.5. ANALISE DE MICROSSATELITE PARA DETERMINACAO DA PATERNIDADE

A extracdo do DNA foi realizada a partir do sangue total e de coagulos das
amostras de 1 ml de sangue coletado por venopunc¢ao femoral com seringas de 3 ml
e agulha 21G apos contencdo fisica e quimica dos animais pertencentes a familia 12
A. Em seguida foi realizada amplificacdo de fragmentos de DNA utilizando quatro
primers para 0os microssatélites (Tabela 1) e visualizacédo do resultado dos amplicons
em gel de agarose. A selecdo desdes primers foi feita de acordo com a literatura para
0 Género Macaca, sendo escolhidos os marcadores mais utilizados nestes testes
(NURNBERG et al, 1998; HAYAKAWA, 2008 e XU et al, 2013). A andlise final foi
obtida pelo pareamento similar dos amplicons da méae, do concepto, e 0 suposto pai,

de acordo com o protocolo de Niurnberg et al (1998).

Para extracéao foi utilizado o protocolo de extracdo da QIAamp® DNA Mini and
Blood Mini de acordo com o protocolo pré-estabelecido pelo fabricante (QIAamp®).
Apoés a coleta, os tubos foram reservados por 15 minutos a 37°C para formacao e
retracdo do coagulo e entdo centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm para retirada de
200 pl de soro sanguineo.

Foram adicionados ao microtubo 20 ul de proteinase K, 4 ul de RNase e 200 pl
de tampé&o AL. Em seguida mixado por 15 s e incubado a 56°C por 10 min. Mixado
brevemente e adicionado 200 pl de etanol, mixando por mais 15 segundos. Todo o
material foi passado para o microtubo com coluna de centrifugacdo QlAamp® e
centrifugado por 1 min a 8000 rpm. Em seguida a mistura foi para um novo microtubo

de 2 ml e centrifugado a 8000 rpm. Foram adicionados 500 ul de Buffer AW1, seguindo-
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se nova centrifugacdo a 8000 rpm por 1 min. O material foi repassado para um novo
tubo de 2ml e o filtro descartado. Adicionado 500 pl de Buffer AW2 e centrifugado a
14000 rpm por 3 min. Trocada a coluna de centrifugagao por um novo microtubo de 2
ml e centrifugado por mais 1 min. Substituido por um microtubo de 1,5 ml e adicionado
200 pl de tampéo AE ou agua destilada. Deixado em temperatura ambiente por 1 min
e centrifugado 8000 rpm por 1 min. Repousado por 5 min em temperatura ambiente e
repetido o procedimento com 200 pl de tampao AE. Apds este procedimento a
qualidade do DNA extraido foi testada em gel de agarose a 0,8% e guardou-se o
material em -20 °C até a realizacédo da amplificacao.

A amplificacdo do DNA foi realizada com 2 Taqs polimerases distintas por
questdo de disponibilidade. A reacdo constituida Tag DNA polimerase Gold (5U/ul
Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) utilizou 2,5 pl de Tampao PCR 10X, 0,5 pl de cada
primer 10 mM, 4ul MgCl2 50 mM, 0,5 ul de desoxinucleotideos (20mM de cada
desoxinucleotideo trifosfato), 0,2 pl de Tag DNA polimerase Gold e 14,05 ul agua livre
de nucleases (Promega, Madison, Wi, EUA) em um volume final de 25 pl. Em seguida,
a reacdo de amplificacéo foi realizada em termociclador Veriti (Applied Biosystem®,
Foster City, CA, EUA). As etapas de desnaturacdo, anelamento e extensao foram
adaptadas para cada primer com uma temperatura inicial de desnaturacdo de 95 °C
por 10 minutos seguido por 35 ciclos de 30 segundos a 95°C para concluir a
desnaturacao, tendo um teste preliminar para determinacdo da temperatura ideal de 30
segundos com temperatura variando entre 50-56 °C para o anelamento e posterior 45
segundos a 72 °C. Por fim, 10 minutos a 72°C para extensdo do material genético.
Sendo mantido a 10°C até retirada do material para armazenagem em freezer -20°C.
Foi protocolada a melhor temperatura de anelamento para os primers foi de 56°C.

A reacdo constituida de Taq DNA polimerase Platinum HotStar (5U/ ul
QIAGEN, Frederick, MD, EUA) utilizou 2,5 pl de Tampao PCR 10X, 0,5 ul de cada
primer 10 mM, Q-solution 2 pl contendo MgCI2 em sua composi¢cdo, 0,5 ul de
desoxinucleotideos (20mM de cada desoxinucleotideo trifosfato), 0,2 pl de Taqg DNA
polimerase Platinum e 18,8 pl agua livre de nucleases (Promega, Madison, WI, EUA)
em um volume final de 25 pl. Durante a amplificagdo a temperatura inicial de
desnaturacao foi de 95°C por 15 segundos, seguido por 35 ciclos de 94°C por 1 minuto,
52°C para anelamento por 30 segundos e posterior 72°C por 1 minuto. Finalizando com
a extensao a 72°C por 10 minutos. Sendo mantido a 10°C até retirada do material para

armazenagem em freezer -20°C.
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Para confirmar a amplificacdo, os produtos foram analisados por eletroforese
em gel de agarose. Para montagem do gel de agarose a 1,5% foram utilizados 100 ml
de tampé&o TBE 0,5% e 1,5 g de agarose. Em seguida, homogeneizado e aquecido no
microondas por +- 1 min. Esperado esfriar e colocado nas cubas de eletroforese
horizontal Loccus ® P. Foi adicionado corante com solugdo de GelRed™ (Biotium,
Hayward, CA, USA), marcador de peso molecular 100bp DNA ladder (Invitrogen,
Carlsbad, CA, EUA) e os amplicons resultantes do PCR. Adicionando por fim as
amostras nos pocos do gel e ligada a voltagem de 90 - 110 V para correr o gel. Os
produtos amplificados foram visualizados em transiluminador sob luz ultravioleta e
registrados em sistema digital para documentacdo de gel (Carestream GellLogic

System).
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TABELA 1 - Desenho dos primers, peso molecular (pb), repeticbes e nimero de
alelos. Fonte: Adaptado de XU et al, 2013.

LOCUS | SEQUENCIA DE PRIMER PB REPETICOES No
(5'-> 3 ALELOS

CACTTCTCCTTGAATCG

CTT
D15207 270 (CA)N 14

GCAAGTCCTGTTCCAAG
TCT

GTTTTCTCCAGTTATTCC

CcC
D17S5791 171 (CA)n 16

AGAGTTCTTCATTCCTTT
CC

AAAGCTACATCCAAATTA

GGTAGG
D14S306 204 (GATA)N 15

TGACAAAGAAACTAAAAT
GTCCC

GCTGTGACTTTTAGGCC

AAA
D13S159 145 (CA)Nn 12

TGTGATGTCTACAACTC
CAGG
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6.6. BIOMETRIA DA CAUDA

Apoés contencdo fisica e quimica dos 18 animais com encurtamento da cauda,
o comprimento da cauda foi medido em centimetros utilizando uma fita métrica na
porcéo lateral e ao longo da linha média da primeira vértebra caudal até a ponta da
cauda (Figura 5). Os dados foram registrados em uma tabela e comparados com o

histérico da biometria da cauda de 163 animais padrées e analisados posteriormente.

Figura 5- Macaca mulatta. Animal AM42 apos contencdo quimica
passando por processo de biometria da cauda. Fonte:
Arquivo pessoal, 2018.

6.7. RADIOGRAFIA DA CAUDA

Apés sedacgdo prévia dos animais foram realizadas duas incidéncias
radiograficas em aparelho de Raio X de marca Aquilla-320 S em posicionamento
latero-lateral (Figura 6 a) e dorso-ventral (Figura 6 b) em um animal com cauda padrao
e 18 animais com encurtamento da cauda.
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Figura 6- Macaca mulatta animal AM42. 6 a: em posicéo decubito
lateral esquerdo e, em 6 b: em posicdo de decubito
dorsal para execucao da radiografia da cauda. Fonte:
Arquivo pessoal, 2018.

6.8 MONTAGEM DO ESQUELETO

Um animal juvenil saudavel veio a ébito no grupo familiar e seu esqueleto foi
utilizado para analise das vértebras caudais. O animal permaneceu congelado até o
momento em que passou pela necropsia. A causa mortis deste animal foi traumatismo
de membros causado por outro individuo do mesmo grupo familiar, ndo ocorrendo
comprometimento da coluna vertebral. O processo de limpeza para montagem do
esqueleto incluiu limpeza manual, uso de agua oxigenada 10 volumes e fervura em
agua. As pecas anatbmicas foram montadas seguindo a anatomia do animal com

arame e cola de Cianoacrilato e fixadas em um bloco de madeira.
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7 - RESULTADOS

Foram analisadas as fichas individuais dos 18 animais Brachyury para
descartar brigas ou amputacdo da cauda no histérico. Durante o exame clinico
realizado em todo grupo familiar essas informacgdes foram confirmadas buscando
evidéncias de cicatrizes que indicassem perdas traumaticas de vértebras caudais. Dos
467 primatas da espécie M. mulatta da colbnia, 18 apresentam a Brachyury,

representado grande parte da familia 12 A (Figura 7).

500
Macaca mulatta
450
400
350
300
250 449

200
150
100
50

21

0 18 18

Total Familia 12 A

Brachyury ® Normais

Figura 7- Quantificacdo dos individuos com a caracteristica em relacdo numero total
de Macaca mulatta na colénia e na familia 12 A. Fonte: Arquivo
pessoal,2019.
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7.1 - HEREDOGRAMA

O heredograma montado a partir dos dados retirados das fichas dos animais,
embora talvez ndo represente completamente a realidade de todas as relacdes de
parentesco, mostrou que a Brachyury é transmitida de forma autossdémica dominante
se apresentando em ambos os sexos dos descendentes, na proporcao de 10 fémeas
e 8 machos. Foi observado que o primeiro animal no grupo familiar a manifestar a
caracteristica que se tem registro foi a fmea U28. A caracteristica foi disseminada a
partir do estabelecimento do macho AB 47 Brachyury como reprodutor (Figura 6).

Confrontando o heredograma com a medida das caudas e o numero de
vértebras ficou evidente a reducéo progressiva do tamanho da cauda a cada geracéao.
Os filhotes mais jovens, filhos da U56, AF10, U28, AF136, AD106 e AG98 nao foram
demonstrados no heredograma por ndo possuirem sexagem e marcacao confirmada
ainda. Seus provaveis pais sdo animais juvenis sem a Brachyury. Analise visual de

suas caudas sugere nao possuirem a cauda encurtada.
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Figura 8- Heredograma do grupo familiar 12 A de individuos da espécie Macaca mulatta.
Os animais afetados pela caracteristica Brachyury apresentam a marcacao

preta. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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7.2 - CITOGENETICA
A analise citogenética do sangue dos 18 animais afetados n&o revelou
alteragdo numérica ou estrutural dos cromossomos pela técnica convencional de

coloracéo (Figura 9).

1 2 3 4 S

6 7 g 9 10 11 12 13
.' B5 B3 ux 28922 '

14 15 16 17 i8 19 20 XY

Figura 9 - Macaca mulatta. Cariétipo do animal AB47, macho, portador
da Brachyury. Fonte: Arquivo pessoal, 2017.
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7.3 PATERNIDADE

A extracdo do DNA dos animais portadores da Brachyury forneceu material de
qualidade tanto quando utilizado sangue total como coagulo. O kit de extracdo da
QIAamp® DNA Mini and Blood Mini foi eficiente na obtencéo do DNA desses animais.

A partir da amplificacdo dos primers D1S207; D17S791; D13S159 e D14S306
em cinco gradientes de temperatura diferentes (48° C, 50° C, 52° C, 54° C e 56° C)
foi possivel determinar a temperatura ideal de anelamento para cada um dos primers.
O D17S791 foi amplificado nos animais AN11 e o possivel pai AB47, onde foi
observado em gel de agarose 1,5% que 0s animais apresentam bandas de peso
molecular semelhante (Figura 10). Através da visualizacdo em gel de agarose foi
determinado que os primers melhor anelavam na temperatura de 56° C. O DNA dos
animais AB47, AC53 e AL66 foi amplificado pelos 4 primers em géis individuais (Figura
11), contudo, se mostrou insuficiente para determinacdo da paternidade. Outros 13
animais foram testados em gel de agarose a 1.5%, demonstrando que as bandas sao

muito proximas nos animais da familia (Figura 12).
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Figura 10- Procedimento de bandeamento em gel de agarose a 1,5% mostrando
o primer D17S791 em um gradiente de temperatura variando em 2°C
de 48°C a 56°C da esquerda para direita. As bandas foram visualizadas
em todas as temperaturas testadas, mas definimos a temperatura de 56°C
como ideal para o primer por apresentar boa visualizagdo e poucos rastros.
Suposto pai AB47 e filho AN11 apresentaram bandas na mesma altura de
pares de base (200 e 600 pb). Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Figura 11- Procedimento de bandeamento em gel de agarose a 1,5%
mostrando a amplificacdo dos primers D1S207, S17S79,
D13S15 e D14S30 nos supostos pais AB47, AC53 e filho AL
66 em a - D1S207 com as bandas entre 100-200pb e
D17S791 com bandas entre 200-300pb. Apenas o animal
AB47 apresenta marcacdo em 600 pb. b- D13S159 com
bandas entre 100-200 pb e D14S306 apresentando
bandeamento entre 200-300 pb. Fonte: Arquivo pessoal,
2018.
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Figura 12- Procedimento de bandeamento em gel de agarose a 1,5%
mostrando o primer D13S159 replicado em 13 animais. Da
esquerda para direita a partir do segundo poco se
encontram os supostos pais: AG137; AC5; AD55; mées:
U40; U56; AA 44; AA82; AC54; AF136; AG98; filhos:
AL71; AL73; AL861 e C- respectivamente. Todos o0s
pocos, com exce¢do do controle negativo, apresentaram
marcacdo entre 100-200 pb. Fonte: Arquivo pessoal,
2018.

7.4 — BIOMETRIA DA CAUDA

Neste grupo familiar, foram selecionados 18 animais que apresentaram caudas
de tamanho inferior & média considerada normal para a idade, tendo como referéncia
a medida em cm dos animais dos outros grupos familiares presentes da colbnia. Esses
dados foram compilados dos registros dos animais da colbnia realizados anualmente
e arquivados no SCPrim. Os primatas foram radiografados e as caudas medidas com
utilizacéo de fita métrica. A medida em cm da cauda dos animais afetados variou de

4 cmal7,5cm com média de 11,44 cm (Tabela 2).

No criatorio de primatas ndo humanos do ICTB / FIOCRUZ, é considerada
idade adulta e término da fase de crescimento dos macacos rhesus, a partir dos cinco
anos de idade. A média do comprimento da cauda dos animais adultos das demais

gaiolas foi de 19,5 cm (n = 61), enquanto nos afetados pela caracteristica com a
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mesma idade foi de 12,4 cm (n = 6). Os animais mais jovens, com um ano de idade,
apresentaram uma média de comprimento de cauda de 15 cm (n =24), enquanto 0s
animais da mesma faixa etaria do grupo afetado apresentaram comprimento da cauda
com 7,12 cm (n = 4), apresentando um individuo (AN12) com apenas 4 cm de cauda.
O grupo de animais com idades intermediarias (de um a cinco anos de idade) e cauda

padrao apresentou uma média de 19,1 cm (n =78) e os afetados 12,8 cm (n= 8).

7.5 — RADIOGRAFIA DA CAUDA

Um animal com padrdo normal de cauda e do mesmo grupo familiar (AM52) foi
radiografado e apresentou 18 vértebras caudais (Figura 13 A). Dos 18 animais
afetados pela Brachyury no grupo familiar 12A, 13 tiveram suas caudas radiografadas
(U28, AB47, AC54, AL66, AM4, AM38, AM40, AM42, AM51, AN10, AN11, AN12 e
AN13) devido a fatores ambientais que inviabilizaram a captura e sedacédo dos animais
restantes. Obtivemos uma meédia de 8,5 vértebras caudais (Figura 13 B-F, Figura 14
A-F e Figura 15 A-B). As vértebras caudais proximais variaram de 4 a 5 e as vértebras
caudais transicionais de 1 a 3. A reducdo numérica mais acentuada ocorreu nas
vértebras caudais distais, quando comparadas com as proximais e transicionais, onde
todos os animais mais jovens apresentavam apenas 1 vértebra caudal distal (Tabela
2).



Figura 13- Macaca mulatta — cauda padréo. Imagem radiografica do animal
A- AM52 mostrando a cauda normal. Macaca mulatta-
Brachyury B- animal U28 com 12 vértebras caudais, C — AB47
com 7 vértebras caudais, D- AC54 com 10 vértebras caudais, E-
AL66 com 10 vértebras caudais e F- AM4 com 10 vértebras
caudais. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Figura 14- Imagem radiografica dos animais Macaca mulatta - Brachyury: A-
animal AM38 com 10 vértebras caudais, B- AM40 com 7 vértebras
caudais, C — AM42 com 8 vértebras caudais, D- AM51 com 7 vértebras
caudais, E- AN10 com 8 vértebras caudais e F- AN11 também com 8
vértebras caudais. Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Figura 15- Imagem radiografica dos animais Macaca mulatta -
Brachyury: A- AN 12 com apenas 6 vértebras caudais, o
menor nimero do estudo e B- AN13 com 8 vértebras caudais.
Fonte: Arquivo pessoal, 2018.
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Tabela 2- Animais do grupo familiar 12 A Brachyury (n = 18); Faixa etaria onde: ADULT -
animais adultos com mais de cinco anos, JUVEN — Juvenis com idade entre um
e cinco anos e FILHO - filhotes com até 1 ano; numero de vértebras caudais
proximais, de transicdo e distais; numero total de vértebras; medida do
comprimento da cauda em cm; média do total de vértebras caudais e da medida
da cauda e desvio padrao do total de vértebras caudais e da medida da caudados

animais afetados pela Brachyury na espécie M. mulatta.

FAIXA [ VERTEBRAS | VERTEBRAS | VERTEBRAS| TOTAL MEDIDA
ANIMAIS | ETARIA | CAUDAIS CAUDAIS CAUDAIS | VERTEBRAS | CAUDA
PROXIMAIS | TRANSITORIAS | DISTAIS CAUDAIS (cm)
u28 ADULT 5 2 5 12 16,5
AB47 ADULT 4 2 1 7 17,5
AC54 | ADULT 5 3 2 10 14,5
AF 10 | ADULT - - - - 17
AG98 | ADULT - : ] ; 16
AG137 | ADULT - - - - 14
AL66 JUVEN 4 3 3 10 9
AL861 | JUVEN - - - - 12
AM38 | JUVEN 5 3 2 10 13
AM 4 JUVEN 4 3 3 10 14,8
AM40 | JUVEN 4 2 1 7 8
AM42 | JUVEN 4 2 1 8 9,2
AM51 | JUVEN 4 2 1 7 8,5
AM53 | JUVEN ; - ) ; 16
AN10 FILHO 5 2 1 8 9
AN11 FILHO 5 2 1 8 7
AN12 FILHO 4 1 1 6 4
AN13 FILHO 5 2 1 8 8,5
MEDIA - - - - 8,5 11,9
DESVIO - - - - 1,6 4,0
PADRAO
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7.6- ANALISE DO ESQUELETO

A montagem do esqueleto de um macaco rhesus juvenil, ndo afetado pela
Brachyury que veio a Obito auxiliou no estudo comparativo com as imagens
radiogréaficas (Figura 16). Foi possivel identificar as vértebras intermediarias entre os
trés tipos de vértebras caudais: 1° pos sacral (que esta entre 0 sacro e as vértebras
caudais proximais), vértebra de transicdo (entre as vértebras proximais e
transicionais) e a vértebra alongada (entre as vértebras transicionais e distais), tendo

como referéncia o esquema de Russo GA (2015) (Figura 16 b).

e .

a A
SoLty ik

Figura 16- Macaca mulatta. a - Esqueleto montado de exemplar juvenil, néo
apresentando a caracteristica Brachyury. Fonte: Arquivo pessoal, 2018. B:
mostra as vértebras intermediarias em (1) - 1° p6s sacral, (2) - vértebra de
transicao, (3) - vértebra alongada em exemplar juvenil, ndo apresentando
a caracteristica Brachyury. Fonte: adaptacdo de RUSSO, G.A. 2015.
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7.7 — FUNCAO DA CAUDA

Nos M. mulatta a Brachyury se manifestou apenas no comprimento da cauda e
nao foi observada alteracao no equilibrio, comunicacdo, manifestacdo de dominancia
ou na eficiéncia reprodutiva. Os animais foram capazes de elevar a cauda, mesmo de
tamanho reduzido, para manifestar dominancia (Figura 17). Nao foi observado

alteracdes no movimento da cauda de nenhum individuo.

Figura 17- Macaca mulatta, macho, portador da Brachyury,
mostrando display de dominéncia ao elevar a cauda.
Fonte: Arquivo pessoal, 2017.
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8 - DISCUSSAO

A variacéo do comprimento da cauda ocorre desde que 0s macacos asiaticos
divergiram ha 3,8 milhdes de anos atras (SEHNER 2018). E possivel que as caudas
tenham sido perdidas varias vezes nos catarrhini ndo cercopithecoides (ISHIDA et al.,
2004). Contudo, primatas do novo mundo Platyrrhini do género Cacajao apresentam
a cauda naturalmente encurtada. A maioria das mudangas ocorreu em primatas do
velho mundo como nas familias Hylobatidae (gibdes) e hominidae (chimpanzés,
gorilas, orangotangos e homem). No Género Macaca a reducao do comprimento da
cauda ocorreu em varios grupos de espécies durante a evolucdo. A variacdo do
namero de vértebras caudais em regides proximais ou distais da cauda também é
importante para considerar o processo evolutivo. (FOODEN, 1988; DEINARD e
SMITH,2001).

Foi observado que o comprimento da cauda em M. mulatta varia ligeiramente
com a origem geogréfica, sendo o comprimento mais curto da cauda o principal fator
que diferencia o rhesus chinés (FOODEN, 2000). Fémeas de macacos rhesus cativas
de origem Tailandesa foram 10-20% menores em tamanho corporal, mas com maior
comprimento relativo da cauda do que das fémeas de origem chinesa ou indiana
(HAMADA et al, 2005).

Em M. mulatta existe descricdo de variabilidade numérica de vértebras na
coluna vertebral sem referéncias as vértebras caudais (CERRONI, 2000; OHLSSON
et al, 2017). Os poucos relatos sobre as vértebras caudais na espécie, tem gerado
divergéncia com relacdo a sua composi¢cdo em M. mulatta. Uma das razdes é que
existem poucos estudos de esqueletos com vértebras caudais completas. As brigas
entre animais também afetam frequentemente a ponta das caudas resultando na
perda das vértebras distais que sdo as mais numerosas e menores e podem ser
facilmente perdidas (TOJIMA, 2014). O histérico e o exame clinico do grupo estudado,
permitiu descartar os animais que haviam se envolvido com brigas que pudessem
comprometer o comprimento da cauda. A montagem do esqueleto de um animal
padrdo (Figura 16) permitiu a visualizacdo das vértebras e auxiliou na contagem e
identificagéo nas radiografias.

Sullivan (1933) baseando-se no estudo de apenas dois animais descreveu
como cerca de 20 o numero de vértebras caudais em Macaca mulatta. Entretanto,

analisando 92 espécimes, Schultz e Straus (1945) descreveram entre 13 a 20


https://pt.wikipedia.org/wiki/Platyrrhini
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fam%C3%ADlia_(biologia)
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hylobatidae
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vértebras caudais para a espécie. Wakamori e Hamada (2019) contabilizaram as
vértebras caudais de esqueletos de Macaca mulatta preservados em colecbes do
Instituto de Pesquisa de Primatas da Universidade de Kyoto (Jap&o) e do Centro de
Primatas do Jap&o. Foram analisados sete espécimes originarios do leste asiatico
com numero médio de 16 vértebras caudais e 10 animais do Oeste, com média de 17
vértebras caudais. Os animais mantidos no criatorio cientifico do ICTB/Fiocruz sé&o
originarios da India, portanto da regi&o do oeste asiatico. Os animais com tamanho de
cauda padrdo apresentaram um numero médio de 18 vértebras caudais em acordo
com a literatura. Entretanto, o grupo de animais que apresentou reducdo no tamanho
da cauda tem, em média, 8,5 vértebras caudais, muito abaixo do niumero padrao.
Segundo Wakamori e Hamada (2019), as vértebras caudais distais possuem maior
variacdo de numero e comprimento que as proximais nas diferentes linhagens de
macaco rhesus. Nos animais com Brachyury do ICTB/FIOCRUZ, observamos através
de imagens radiograficas (Figuras 13,14 e 15) que os numeros de vértebras caudais
proximais variam de 4 a 5 ndo representando divergéncia com os dados da literatura
para 0s animais com cauda padrdo. As vértebras caudais transitérias variaram de 1 a
3, também nao representando divergéncia significativa. Entretanto, o niamero de
vértebras distais apresentou uma reducdo dramatica. Alguns animais apresentaram
apenas 1 vértebra caudal distal enquanto outros apresentaram 5 (Tabela 1), diferente
do padrao descrito para animais normais com 8 a 12 vértebras caudais distais
(RUSSO, 2015; WAKAMORI E HAMADA 2019). Portando, a reduc¢éo do tamanho da
cauda esta estreitamente relacionada a reducdo do niumero de vértebras distais nos
primatas com Brachyury. Os animais mais jovens apresentaram o menor numero de
vértebras caudais distais e tamanho de cauda em relacdo a idade, sugerindo que a
caracteristica de origem genética estava se manifestando de forma a reduzir a cauda
progressivamente a cada geracao.

O tamanho da cauda dos animais Brachyury variou de acordo com a vértebra
gue estava ausente. As vértebras proximais apresentam o maior tamanho entre as
caudais e, quando todas as vértebras proximais estavam presentes, 0s animais
Brachyury apresentavam caudas relativamente mais longas. Embora com apenas
quatro vertebras proximais, o macho AB47 apresentou a cauda de maior tamanho em
cm entre os Brachyury. Essa alteracdo tem relagdo com o tamanho de suas vértebras

caudais presentes.
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A expressividade da caracteristica Brachyury se manifestou variada,
apresentando diferentes comprimentos da cauda nos animais afetados. A cada
geracdo o encurtamento da cauda foi mais acentuado com a diminuicdo do seu
comprimento total em centimetros. E possivel que a penetrancia da caracteristica seja
completa, com a total manifestacdo quando em heterozigose.

Ainda que os primatas utilizem da cauda para realizar funcbes sociais,
comunicacao, termorregulacéo, dominancia e equilibrio (WILSON, 1972; HICKMAN,
1979, FOODEN E ALBRECHT, 1999; MAESTRIPIERI, 2005; SCHMITT et al., 2005)
a caracteristica Brachyury n&o atrapalhou os macacos rhesus de manifestar
caracteristicas comportamentais uma vez que utilizam ainda outros artificios como a
vocalizagdo e expressodes faciais para interagir com o grupo familiar (PARR e HEINTZ,
2009). A movimentacao da cauda e sua elevacgao para nos animais afetados sugere
gue ndo houve comprometimento na demonstracdo de dominancia (Figura 17). Por
serem espécies de ambiente terrestre (RUSSO e SHAPIRO, 2011) a cauda mais curta
nao teve influéncia no equilibrio.

O estudo de ratos-veadeiro com aumento no comprimento da cauda
demonstrou que alguns animais apresentaram aumento no numero de veértebras e
outros apresentavam alongamento das vértebras caudais (KINGSLEY et al.,2017). O
ambiente teria favorecido alelos que afetam loci genéticos distintos, isto €, mutacdes
que aumentariam o numero de vértebras e mutacdes que alongariam as vértebras.
Apesar dos mecanismos genéticos diferentes, ambas as caracteristicas contribuiram
para o aumento do comprimento da cauda nestes animais. Em Macaca mulatta com
a cauda curta em nosso estudo, foi possivel determinar uma reducao drastica das
vértebras caudais distais ndo tendo sido observado o encurtamento das vértebras.
Entretanto, o maior aumento da cauda do animal AB47 parece ter relacdo com o
alongamento das vértebras caudais proximais (Tabela 2).

Nos grupos em reproducdo a paternidade € presumida pelo macho alfa.
Entretanto, os machos jovens alcancam a idade reprodutiva enquanto permanecem
no grupo e tem oportunidade se acasalarem. Portanto, para avaliacédo real do fluxo
génico das caracteristicas em estudo e para programas reprodutivos, é necessario o
teste molecular de paternidade (ANDRADE et al ,2004). O uso de microssatélites para
determinar a paternidade e a montagem do heredograma da familia sdo fundamentais
para compreender a origem e a distribuicdo da caracteristica no grupo familiar. Com

0 objetivo de implantar o teste de paternidade molecular nas colénias do ICTB, foi
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desenvolvido um protocolo inicial com utilizacdo de 4 primers e padronizacdo da
técnica de amplificacao.

A extracdo do DNA foi feita com o sangue total recém coletado da veia femoral
dos animais ou de coagulos sanguineos de amostras previamente coletadas durante
0 ano de 2018 e armazenados em freezer — 70C° e processados de acordo com o
protocolo estabelecido para extragdes com sangue total pela empresa QlAamp®. O
resultado da extracao foi visualizado em gel de agarose a 0,8% e se mostrou eficiente
e com bandas nitidas mesmo utilizando apenas codgulos em todos os procedimentos.
Dos 4 primers selecionados para a paternidade foram determinados de acordo com a
literatura recente e que se repetiam em outros trabalhos (NURNBERG, et al 1998;
HAYAKAWA, 2008 e XU et al, 2013). O PCR e a temperatura ideal de anelamento de
cada um dos quatro primers foi estabelecida com base na literatura e estava de acordo
com a faixa 50 a 60 °C determinada por Xu et al (2013). O resultado do teste foi
visualizado em gel de agarose a 1,5%, como sugerido por Nurnberg et al (1998).
Contudo, a visualizacéo por gel de agarose se mostrou confusa, com diferenciacao
entre as bandas bastante sutil pelo fato de os microssatélites apresentarem ndmero
de pares de bases proximos (Aproximadamente entre 100 e 200 PB). Os quatro
primes testados foram escolhidos do trabalho de Xu et al (2013) por apresentarem
alta taxa de polimorfismo (de 0.5161 a 0.9500). Neste trabalho Xu et al (2013)
relataram que seis microssatélites seriam suficientes para confirmacgao da paternidade
quando analisados por bioinformatica. Os quatro primers selecionados estavam entre
estes, mas nao foram suficientes para confirmar a paternidade pela visualizacdo em
gel. Para uma melhor observagéo dos resultados, seria recomendado o uso de
softwares (NURNBERG et al 1998, ELY et al 1999, HAYAKAWA 2008 e XU et al
2013).

A construcdo do heredograma (Figura 8) a partir dos dados de parentesco
registrados nas fichas dos animais sugere modo dominante de heranca da Brachyury
uma vez que aparece em todas as geracgoes e foi primeiramente registrada no animal
U28. Até onde se tem registro, a caracteristica foi difundida apés o animal AB47
Brachyury ser utilizado como reprodutor neste grupo familiar. O fato deste macho ter
uma irma também afetada (AC54 Brachyury) indica que a caracteristica foi herdada
de um ancestral comum. A partir de cruzamentos com este macho reprodutor muitos
de seus descendentes manifestaram a caracteristica. Alguns animais portadores da

Brachyury séo filhos de acasalamentos de animais com cauda padr&o, sugerindo
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neste caso paternidade duvidosa. A partir do procedimento de vasectomia do macho
reprodutor AB47 Brachyury com finalidade de evitar a superlotacdo, os filhotes
nascidos ndo apresentaram mais a caracteristica Brachyury. O fato reafirma a
hipétese de a caracteristica ter sido herdada deste macho alfa da col6nia. Nao foram
vasectomizados machos jovens Brachyury, o que permite que esta caracteristica seja
selecionada em estudo futuro para formacéao de um grupo de animais e seus possiveis
conceptos portadores de anomalias no gene TBXT.

A Brachyury em camundongos € uma condi¢cdo dominante que € letal no estado
de homozigose e apresenta deformidades nas veértebras caudais quando em
heretozigose (DEOL, 1961 e GRUNEBERG 1963). O comprimento da cauda é
proporcional ao numero de vértebras caudais. Caudas encurtadas em gatos Manx
também sugerem um padrdo autossémico dominante (HOWELL e SIEGEL 1963;
TODD 1964) e as ninhadas do cruzamento entre pais de cauda curta resultam no
tamanho da cauda de toda a prole também curta. A homozigose igualmente ao
camundongo leva a letalidade embrionaria em gatos (DEFOREST e BASRUR, 1979).
Da mesma forma, algumas fémeas do grupo estudado apresentaram histérico de
falhas reprodutivas sem nascimento de filhotes, o que pode estar relacionado a
mortalidade embrionaria. Como nas demais espécies com Brachyury ndo hé relato de
anomalidades cromossémicas. A analise dos cromossomos por método convencional
deste grupo familiar portador da Brachyury descartou alteracdes numeéricas ou
estruturais grosseiras nos cromossomos que poderiam acarretar em alteracdes na
morfologia da cauda (Figura 9).

Wu et al, 2010 afirmam que uma mutacéo de base no gene TBXT leva a um
erro importante de splicing durante a transcricdo do RNAmM no camundongo de cauda
curta. Ou seja, ocorre um erro durante a formacao do RNAm funcional na remocéo de
introns (seguimentos sem participacao na producao de proteinas) e juncdo dos éxons
(seguimentos com informag¢Bes para producdo de proteinas). As evidéncias
encontradas por Silva et al (2018), de que uma mutagdo no gene TBXT do cédo da
raca labrador € o responsavel pelo encurtamento da cauda sugerem que a Brachyury
nos primatas possa ter a mesma etiologia. Nos M. mulatta Brachyury do grupo
estudado a caracteristica se apresentou isolada, sem envolvimento de outras
anormalidades identificadas externamente, um estudo mais detalhado
ultrassonogréafico ou de necropsia seria necessario para descartar tais alteracdes

internas. Diferentemente no homem, as mutacdes relacionadas ao gene TBXT
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causam disturbios no desenvolvimento e cancer (WU et al 2010). N&o foi possivel
avaliar a mutacdo no gene TBXT no grupo estudado, porém torna-se indicativo para
estudo da etiologia desta caracteristica.

E possivel que a homozigose da col6nia esteja em um nivel alto devido ao
longo tempo de cruzamentos consanguineos. Uma heterozigosidade média de 0,77,
baseada em 15 microssatélites, em um grupo de macacos rhesus € considerado um
alto nivel (SMITH et al. 2000). Andrade et al (2004) encontrou, uma heterozigosidade
média de 0,64 nos macacos rhesus adultos da colénia do ICTB/Fiocruz. Como ja se
passou mais de uma década do estudo inicial de Andrade e colaboradores €
importante que seja repetido no futuro o teste para medir o grau de variabilidade
genética. Como a Brachyury em homozigose leva a mortalidade embrionaria em
outras espécies, acredita-se que 0 mesmo possa ocorrer nos primatas. Uma alta taxa
de homozigose levaria este grupo familiar a uma reducéo populacional drastica.

Existem relatos na literatura de biomodelos animais para o estudo das
caracteristicas que afetam o grupo de T-Box (JEROME E PAPAIOANNOU, 2001,
PIOTROWSKI et al ,2003; BRUNEAU et al.,1999 e PACKHAM E BROOK, 2002),
contudo, o uso de um biomodelo primata ndo humano ainda néo foi relatado. O fato
destes animais serem filogeneticamente proximos ao homem e as mutacdes no gene
TBXT estarem relacionadas a doencas humanas, a selecdo desta caracteristica em

M. mulatta pode se constituir um valioso biomodelo.
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9 CONCLUSOES:

Com base nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que:

e Pela primeira vez a Brachyury é relatada em primatas ndo humanos;

e No grupo familiar estudado a Brachyury teve origem registrada a partir de uma
fémea e um macho reprodutor em dois eventos separados;

e A Brachyury se transmite de forma autossémica dominante e em ambos os
sexos em M. mulatta, evidenciada apos analise do heredograma;

e A Brachyury ndo esta relacionada com anomalias numéricas ou estruturais dos
Cromossomos;

e A amplificacdo e analise de quatro primers de microssatélites de DNA (D1S207,
D17S791, D13S159 e D14S306) com visualizagédo em gel de agarose 1,5% néao
é suficiente para determinacao da paternidade em M. mulatta;

e A expressividade da caracteristica Brachyury é variada apresentando
diferentes comprimentos da cauda nos animais afetados;

e A cada geracdo, o encurtamento da cauda se manifesta de forma mais
acentuada;

e A caracteristica Brachyury descrita para o grupo de M. mulatta estudado
demonstra 0 mesmo padrao das outras espécies que apresentaram a reducao
do tamanho da cauda pela diminuicdo do niumero de vértebras;

e Nos M. mulatta Brachyury estudados, a reducédo do tamanho da cauda se da
pela diminuicdo drastica do numero de vértebras caudais distais e se

manifestou de forma isolada sem associa¢cdo com outras alteracoes;
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10 - PERSPECTIVAS

O resultado desta dissertacdo seré publicado para divulgacdo em uma revista

de circulacao cientifica.

Aprimorar a técnica de paternidade para implementacéo do teste como rotina e

avaliacdo da variabilidade genética da col6nia de primatas ndo humanos do ICTB.

Possivelmente a Brachyury seja decorrente de mutagdo no gene TBXT uma
vez que se comporta da mesma forma que em outras espécies com a mutacao
detectada neste gene e torna-se uma perspectiva futura o desenvolvimento de estudo
do T-box de M. mulatta portador da Brachyury para sequenciamento do gene TBXT

em possivel doutorado.

Entrar em contato com pesquisadores de doencas humanas interessados em

estudar o modelo M. mulatta Brachyury.

Manter um grupo formado por individuos portadores da caracteristica
Brachyury e com provavel alteracdo no gene TBXT é uma oportunidade Unica para
estudos em um biomodelo com similaridade proxima ao homem, sendo ideal para
aprofundar o conhecimento dos fatores envolvidos com o cancer e sindromes de

desenvolvimento que envolvam o grupo de genes T-box no homem.
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