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RESUMO

O cdo doméstico possui um papel importante na sociedade, desempenhando inumeras
atividades além de ser considerado membro importante nas familias. Foi uma das primeiras
especies a serem domesticadas e alguns registros fosseis indicam uma domesticacdo com cerca
de 30.000 anos antes do presente, ocorrendo de forma natural, inicialmente. Nos Gltimos seculos
novas racas surgiram devido a selecdo artificial, buscando caracteristicas que melhor se
adequassem as necessidades e interesses dos criadores. Como consequéncia, observamos uma
ampla variedade de fenotipos, porém, além das caracteristicas desejadas, foram selecionadas
também mutacgdes de susceptibilidade que podem afetar a salide e bem-estar do animal. Uma
doenca de grande interesse na medicina veterinaria € a displasia do quadril canina. Trata-se de
uma doenga genética, multifatorial, que causa a ma formacéo da articulagdo do quadril afetando
principalmente os cdes de grande porte. Sendo uma doenca complexa e de alta incidéncia, esse
estudo buscou comparar as regifes gendmicas associadas ao fenotipo afetado da doenca,
visando uma melhor compreensdo dessas regibes e favorecendo abordagens precoces da
medicina veterinaria. Através do banco de dados publicos NCBI GenBank, obtivemos os dados
gendmicos das variedades Basenji, Boxer, Dogue Alemdo, Labrador Retriever e Pastor Aleméo.
Os haplétipos foram alinhados e as maiores semelhancas foram obtidas entre as racas Boxer e
Dogue Alemdo, e entre Boxer e Pastor Alemao, ambos com 99.62% de identidade. A menor
semelhanca foi entre as racas Basenji e Labrador Retriever, com 99.51% de identidade. Apos
revisao bibliografica, identificamos um marcador genético associado ao gene da Fibrilina 2
(FBN2), presente no cromossomo 11, envolvido com a displasia do quadril. Submetemos a
regido associada ao gene a analise de sintenia, buscando compreender o quéo relacionadas essas
areas estdo entre as racas estudadas. Obtivemos um total de 87.45% de cobertura entre as
regibes. Encontramos também alguns dados de variantes genéticas, sendo uma delas
compartilhadas entre Labrador Retriever e Pastor Alemé&o. A falta de informagGes sobre esses
genomas, apesar da importancia da espécie, se tornou um fator limitante para maiores
investigacdes. A analise de alinhamento de haplétipos de cdes permitiu um reconhecimento do
grau de identidade entre as variedades, permitindo mensurar a semelhanca entre elas. A analise
de sintenia entre a regido associada ao gene FBN2 proporcionou um melhor entendimentonas
diferentes racas abordadas e por sua vez, o levantamento de variantes nos permitiu verificar a
variabilidade dessa regido. Este presente trabalho conclui que a anélise gendbmica comparativa
é uma ferramenta interessante para o estudo de predisposicdo a doencas genéticas, podendo ser
aplicada a medicina veterinaria buscando aprofundar o conhecimento acerca da displasia do
quadril em distintas variedades de cées.

Palavras-chave: Medicina Veterinaria. Bioinformatica. Sintenia. Caes.



ABSTRACT

The domestic dog has an important role in society, performing numerous activities and being
considered an essential member of families. It was one of the first species to be domesticated.
Some fossil records indicate domestication around 30,000 years before the present, occurring
naturally, initially. In recent centuries, new breeds have been created, seeking to select
characteristics that best suit the needs and interests of breeders. Consequently, we observed a
wide variety of phenotypes. However, susceptibility mutations that can affect the animal's
health and well-being were also selected in addition to the desired characteristics. Canine hip
dysplasia is a disease of great interest in veterinary medicine. It is a genetic, multifactorial
disease that causes malformation of the hip joint, mainly affecting large dogs. As a complex
disease with a high incidence, this study sought to compare the genomic regions associated with
the affected phenotype of the disease, aiming at a better understanding of these regions, favoring
early approaches to veterinary medicine. We obtained genomic data for the varieties Basenji,
Boxer, Great Dane, Labrador Retriever, and Great Dane through the public database NCBI
GenBank. The haplotypes were aligned using the MUmmer program (v. 4.0.0) to obtain the
identity (%) of the global alignments. More significant similarities were obtained between the
Boxer and Great Dane breeds and between Boxer and Great Dane, with 99.62% identity. The
slightest similarity was between the Basenji and Labrador Retriever breeds, with 99.51%
identity. After a literature review, we identified a genetic marker associated with the Fibrillin 2
gene (FBN2), present on chromosome 11, involved in hip dysplasia. We submitted the region
related to the gene to synteny analysis using the Sibelia program (v. 3.0.7) to understand how
related these areas are among the studied breeds. We achieved a total of 87.45% coverage across
regions. We obtained greater coverage in the Great Dane breed, with 97.89%. In contrast, the
lowest coverage was found in the Labrador Retriever breed, with a total of 62.01%. We also
found some data on variants, which is shared between Labrador Retrievers and German
Shepherds. The lack of information about these data has become a limiting factor for further
investigations. The haplotype alignment analysis allows a recognition of the degree of identity
between the dog varieties, allowing to identify the similarity between them. The synteny
analysis between the region associated with the gene provides a better understanding of the
areas in the different breeds addressed. In turn, the survey of variants allows us to verify the
variability of this region. Comparative analysis is an interesting tool for studying predisposition
to genetic diseases. It can be applied to veterinary medicine to deepen the knowledge about hip
dysplasia in different dogs.

Keywords: Veterinary Medicine. Bioinformatics. Synteny. Dogs.
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1 INTRODUCAO
1.1HISTORICO DOS CAES

O céo, descrito pela primeira vez por Linnaeus em 1758, de nome cientifico Canis lupus
familiaris, é classificado como mamifero da ordem carnivora. Sdo animais placentarios que
possuem cinco dedos com garras e apresentam também os dentes carniceiros, sendo compostos
pelo quarto pré-molar superior e o primeiro molar inferior, que sdo dentes especializados para
a caca. Sua subordem é Caniformia e a familia Canidae, que compreende animais como 0s
lobos, raposas, coiote e 0s cdes, cuja histéria com o ser humano vem de longa data
(KARDONG, 2016).

O registro fdssil de cdes é muito recente, incerto e deixa duvidas sobre 0 momento exato
do surgimento da espécie. Acredita-se que os primeiros cdes possuiam a morfologia muito
semelhante a do lobo-cinzento (Canis lupus), o que sugere que cées e lobos-cinzentos possuem
0 mesmo ancestral em comum, ndo havendo contribuicdo de nenhum outro canideo para a
linhagem do céo moderno (OSTRANDER; WAYNE, 2005). Alguns estudos utilizando
material genético de canideos de linhagens antigas, hapl6tipos e DNA mitocondrial de lobos-
cinzentos citam a possibilidade de que a origem dos cdes tenha ocorrido no Oriente Médio,
Leste Asiatico ou ainda, na Europa (VONHOLDT, B. M et al., 2010; DULEBA A. etal., 2013).
Vestigios arqueoldgicos sugerem que a domesticacdo tenha acontecido dentro de uma janela de
tempo que varia entre 15 mil a 12 mil anos atras e que, apesar de haver dificuldade de encontrar
e categorizar os registros, os fésseis classificados como cées estdo presentes em quase todos 0s
continentes, como apresentado na Figura 1. Além disso, 0s eventos de surgimento dos canideos
podem ter ocorrido mais de uma vez, de forma independente (FREEDMAN; WAYNE, 2017,
OSTRANDER et al., 2019).
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Figura 1- Origem geografica e idade dos registros fosseis.
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Legenda: Mapa da Eurasia e parte do continente Africano e Oceania indicando a origem geografica dos cées e a
idade estimada dos registros fosseis registrados. Os circulos indicam a idade através das cores utilizadas e o local
em que os fdsseis foram encontrados. Fonte: Adaptado de FREEDMAN; WAYNE, 2017.

Buscando melhor compreender a histéria da origem desses animais no continente
americano, alguns estudos analisaram sequéncias mitocondriais de cdes da América Latina e
concluiram que eles se originaram de diversas racas que ja estavam presentes na Euréasia,
possuindo a mesma ancestralidade (LEONARD, 2002). A chegada dos cdes junto com 0s
humanos na América do Norte, através da Ponte de Bering pode ter contribuido com a extincéao
da megafauna presente na América (FIEDEL, 2005). Apesar desses dados, alguns autores
defendem a hipotese de uma origem através de lobos americanos, enquanto outros, apoiam a
ideia de que a origem dos cdes americanos tenha ocorrido também através de lobos da Eurasia
(LEONARD et al., 2002: PERRI et al., 2018).

Na América, a primeira introducao de cées ocorreu com a migracao das pessoas atraves
da Ponte de Bering e esses animais desempenhavam papeis importantes como auxiliares para
seus criadores, ajudando na caga, na protecdo e também no carregamento de objetos e
individuos do grupo. Além dessa primeira dispersdo, outras ocorreram em decorréncia de
eventos histdricos, como a chegada dos colonizadores europeus no século XV, que acarretou
em uma segunda onda de cdes que podem ter substituido grande parte da diversidade de cées
indigenas que viviam no continente (Figura 2). A terceira onda corresponde ao periodo da
corrida do ouro no Alaska, na qual cées da raca Husky Siberiano foram introduzidos (PERRI
etal., 2018; LEATHLOBHAIR et al., 2018).
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Figura 2 - Eventos de dispersao geogréafica dos caes.
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Legenda: Mapa indicando quatro eventos independentes de dispersdo de cdes para o continente Americano. Cada
seta, indicada por distintas cores, corresponde a um evento de migracao e os circulos indicam os registros fosseis
de cées encontrados. Fonte: Adaptado de LEATHLOBHAIR et al., 2018.

1.2 DOMESTICACAO

Muito se discute também sobre a necessidade humana de companhia e protecao para a
propria sobrevivéncia, a qual pode ter sido a forca motriz para 0 acompanhamento e a
cooperacdo entre cdes e humanos, 0 que impulsionou processos evolutivos em ambas as
especies (POWER, 2012).

Os primeiros registros fdosseis foram encontrados em um sitio arqueoldgico na
Republica Tcheca, datados a cerca de 27 mil anos atras, dos quais foram identificados trés
cranios completos de cées do Paleolitico, um crénio de lobo do Pleistoceno e também alguns
crénios que ndo puderam ser classificados. Esses Ultimos podem ser animais hibridos ou lobos
que viviam em cativeiro. Os crénios desses canideos apresentavam algumas modificacGes, o
que pode ser um indicativo de uma relacdo muito proxima desses animais com 0s humanos
(GERMONPRE; LAZNIEKOVA-GALETOVA; SABLIN, 2012).
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Além dos achados da Republica Tcheca, alguns registros fosseis foram também
encontrados na Beélgica, apresentando datacdo de aproximadamente 31 mil anos atras. Esses
achados se assemelham mais aos canideos pré-historicos, sendo assim, mais proximos dos cées
Paleoliticos, um indicativo que a coexisténcia de cdes e humanos ja havia iniciado
(GERMONPRE, 2009).

Apols uma analise de DNA mitocondrial (MtDNA) de racas de cdes domesticos da
Europa, Asia, Africa, da América proximo ao Artico e de lobos euroasiaticos, foi possivel
afirmar que os cdes modernos possuem uma grande influéncia genética de lobos do leste
asiatico (SAVOLAINEN, 2002). Porém, alguns autores defendem a hipdtese de que duas
populacdes de lobos, geneticamente distintas, da Eurasia Oriental e Ocidental tenham sido
domesticadas de forma independente (FRANTZ, 2016).

Suspeita-se que alguns lobos se aproximaram de acampamentos de humanos com o
intuito de se alimentar de restos de comida. Com isso, pode ter se originado um processo de
selecdo, no qual os lobos que se afastaram de suas populaces iniciais, passaram a acompanhar
0s ndmades em suas migracdes e se reproduzirem dentro de grupos com poucos individuos
(AVISE; AYALA, 2006; GALIBERT; QUIGNON; HITTE; ANDRE, 2011).

Alguns autores apontam o inicio da domesticacdo desses animais antes do inicio da
agricultura e que os cées, por serem 0s primeiros animais domesticados, podem ter servido de
exemplo para domesticacdes posteriores envolvendo outros animais. Outro aspecto importante
é de que provavelmente a domesticacdo ndo tenha ocorrido de forma intencional por parte dos
humanos, o que tenha acarretado em um processo longo de domesticacao, de cerca de 15 mil
anos (GALIBERT; QUIGNON; HITTE; ANDRE, 2011).

Uma andlise envolvendo 161 racas atuais apresentou dados de hibridizacdo entre as
racas modernas. Essa analise mostra a possivel criacdo de racas com base em caracteristicas
unicas dentro de grupos mais antigos de caes, porém, envolvendo também a mistura de muitas
outras que ndo estariam relacionadas, buscando obter as caracteristicas desejadas. Outro aspecto
trazido foi que possivelmente a origem de muitas caracteristicas desses animais como pastoreio,
melhor desempenho em corridas e também seu tamanho pode ter sido desenvolvido mais de
uma vez durante a historia dos cées, em locais diversos, de maneira independente (PARKER et
al., 2017).

O processo no qual seres humanos selecionam caracteristicas fenotipicas favoraveis de
um organismo, atraves de mdaltiplas reproducdes seletivas chama-se selecdo artificial. Nos

ultimos séculos, o resultado dessa selecéo artificial ficou muito mais evidente, na qual agora é
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possivel encontrar ragas de cdes que possuem distintos tamanhos, colorag¢@es, formatos de corpo
e comportamentos. Essas caracteristicas sdo selecionadas por seus criadores, com o intuito de
buscar animais cada vez mais semelhantes a seus gostos pessoais ou que se adequem as
necessidades das atividades diarias (POWER, 2012; FREEDMAN; WAYNE, 2017;
GRIFFITHS; WESSLER; CARROLL; DOEBLEY, 2016; OSTRANDER, et al.,, 2019;
OSTRANDER et al., 2019).

O endocruzamento é outro sistema de acasalamento comum nesses individuos e se
refere ao acasalamento entre individuos aparentados. No endocruzamento 0s progenitores
possuem uma maior chance de possuir genes alelos homozigotos, logo, apresenta maior chance
de possuirem genes deletérios, levando ao menor sucesso reprodutivo (GRIFFITHS;
WESSLER; CARROLL; DOEBLEY, 2016;). Os cées sdo animais que possuem altas taxas de
endocruzamento e as maiores consequéncias dessa alta endogamia € o efeito sobre nimero de
ninhada e da sobrevivéncia dos filhotes (LERQOY et al., 2015; BANNASCH et al., 2021).

Além do efeito de selecdo de caracteristicas realizadas pelos humanos, hd também a
influéncia do efeito fundador, no qual a participacdo de poucos cées na reproducdo, acarreta em
uma variabilidade genética menor dentro da populacdo. Em comparacéo entre caes e humanos,
0s caes apresentaram cerca de 27,5% de variacdo em suas ragas, enquanto a variagao entre as
populacdes humanas é cerca de 5,4%. Outro aspecto importante é que a variacdo genética entre
algumas racas de cdes foi reduzida em decorréncia de eventos que levaram a gargalos genéticos
(OSTRANDER, 2005).

1.3 SAUDE CANINA

A forte selecdo artificial em decorréncia da busca por caracteristicas que melhor se
adequem as preferéncias humanas, além dos eventos de gargalos genéticos, acarretou em uma
diminuicdo da variabilidade genética dentro das racas de caes. Esta selecdo artificial também
favoreceu a maior incidéncia de doengas nesses animais. Muitas dessas doengas surgem de
forma indesejada, pois durante o processo de selecdo de caracteristicas de interesse, aléem dos
alelos associados as caracteristicas desejadas, alguns sdo também selecionados de forma
acidental, gracas a sua proximidade aos alelos de interesse. Além disso, essas caracteristicas
fenotipicas sdo mantidas uma vez que as mutacdes ficam muitas vezes fixadas em um grupo
reprodutivo fechado (ANDRE et al., 2017; OSTRANDER, et al., 2019).
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O cao doméstico possui um papel importante na sociedade, além de ser considerado um
membro importante em muitas familias. Neste contexto, a medicina veterinaria é uma area que
estd se expandindo para atender uma demanda crescente (CFMV, 2020). Problemas
respiratdrios, cardiacos, cancer, catarata, epilepsia e a displasia do quadril sdo algumas das
doencas que afetam os cdes com muita frequéncia, sendo muitas delas relacionadas com a raca
(LINDBLAD-TOH et al.,, 2005; OSTRANDER, et al., 2019). Os céaes possuem um
desequilibrio de ligacdo (do inglés, Linkage Disequilibrium — DL) alto, isso significa que
podemos inferir o comportamento de determinados loci génicos com base em outros, através
de uma associacdo que ocorre entre os alelos, de forma ndo-aleatéria (GRIFFITHS; WESSLER,;
CARROLL; DOEBLEY, 2016; OSTRANDER, etal., 2019). Por possuir um DL alto, é possivel
realizar estudos de associacdo gendmica com poucos marcadores - cerca de 10.000
polimorfismos de nucleotideos tnicos (do inglés, Single Nucleotide Polymosphism - SNPs)
seriam necessarios para estudos com alelos penetrantes e dominantes, o que ndo seria possivel
em humanos, uma vez que estes possuem um DL baixo (LINDBLAD-TOH et al., 2005). Neste
contexto, a genémica comparativa pode ser uma ferramenta interessante no estudo a

predisposicdo de algumas doencas genéticas aplicadas a medicina veterinaria.

1.4 DISPLASIA DO QUADRIL CANINA

Uma doenca de grande incidéncia em cées é a displasia do quadril canino (DQC). Essa
doenca afeta principalmente caes de grande porte como os das racas Labrador Retriever, Pastor
Alemdo e Golden Retriever (COOPMAN et al., 2008). A literatura também discorre sobre a
importancia de fatores relacionado a localizacdo geogréafica, a alimentacdo e habitos dos cées,
os quais podem influenciar na incidéncia da doenca. Quando comparados cdes de raca pura e
de racgas mistas, a porcentagem de incidéncia da doenca foi de 19,7% e 17,7%, respectivamente
(RETTENMAIER et al., 2002).

A DQC é uma patologia genética, multifatorial que causa ma formacdo na articulacdo
do quadril, gerando uma subluxacg&o entre a cabega femoral e 0 acetabulo (Figura 3). A principal
consequéncia € um desgaste gradativo na articulacdo, que leva ao surgimento de doencas
secundarias como a osteoartrite, sendo esta uma doenca degenerativa da articulacdo (ZHU et
al., 2009; GINJA et al., 2010). O diagndstico pode ser feito através do histérico, palpando o
quadril junto com os sinais clinicos (SMITH, 1998), porém, o diagndstico definitivo €
confirmado atraves de radiografias da cintura pélvica, assim como da classificacéo e pontuagéo

do quadril de acordo com o grau da doenca. Esses procedimentos muitas vezes sdo invasivos e
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necessitam da utilizacdo de anestesia para obter uma imagem adequada do animal
(GUILLIARD, 2014; BUTLER; GAMBINO, 2017). E indicado que 0 animal possua uma idade
minima de um ano para que seja realizado o diagnostico. Em casos de racas maiores, o ideal
seria um diagndstico apds 18 meses de idade, segundo a Fédération Cynologique Internationale
(FCI, 2016). No Brasil, é realizada uma avaliagdo preliminar a partir de 12 meses de idade e a
confirmacéo definitiva ocorre somente apds os 24 meses de idade de vida do animal, segundo
0 Colégio Brasileiro de Radiologia Veterinaria (CBRV, 2020).

Figura 3 - Radiografia em vista dorsal do quadril canino.

Legenda: (A) Quadril normal & esquerda; (B) Quadril displasico severo a direita. Setas em vermelho indicam a
articulagdo coxofemoral, * representa a cabeca do fémur e a linha curva representa o acetabulo. Em B é possivel
verificar a subluxacdo em decorréncia da displasia do quadril, onde a cabeca do fémur encontra-se para fora do
acetabulo. Fonte: adaptado de ANDRE et al., 2017.

Ha também a chance de que ocorram falsos-negativos uma vez que a extensao dos
membros pode forgar a entrada da cabega do fémur ao acetabulo, fazendo com que o quadril
pareca normal (SMITH; BIERY; GREGOR, 1990). Existem algumas classificacfes atribuidas
para o diagnostico e avaliagdo das radiografias. Na América do Sul € utilizada a pontuacéo do
FCI para classificacdo fenotipica da DQC. Na avaliacéo € levado em conta o angulo de Norberg,

que classifica a frouxidao do quadril considerando o dngulo da cabeca do fémur em relacdo ao
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acetdbulo, a subluxacdo, os sinais de osteoartrite, assim como a forma e profundidade do
acetabulo. Cinco graus séo atribuidos, de A até E, sendo grau A considerado como feno6tipo
normal do quadril e grau E como fendtipo mais afetado da doenca (FLUCKIGER, 2007;
GENUINO et al., 2015).

Alguns trabalhos vém buscando apresentar e elucidar algumas questbes acerca da
genética da DQC. Alguns dos ultimos estudos publicados abordaram marcadores genéticos
associados a doenca em gque muitos desses marcadores se tratam de SPNs, ou ainda, possuindo
associacOes com genes da via da Nedilacdo (MIKKOLA et al., 2019; MIKKOLA et al., 2021).
J4, outros trabalhos demonstram a complexidade da genética da doenca, com mdltiplos locis
associados a doenca, podendo estar relacionado ainda, com as populacdes de individuos
(WANG et al., 2021).

Identificar precocemente a doenca permite a realizagdo de procedimentos cirargicos que
buscam reduzir os efeitos negativos na saude do animal — como a dor — e a diminuicdo do bem-
estar. Além disso, a utilizacdo de anti-inflamatdrios pode ser aplicada também como terapia,
porém a DQC ndo possui cura e 0s cuidados servem apenas para evitar o agravamento do quadro
patoldgico (SANCHEZ-MOLANO et al., 2014; MIKKOLA et al., 2019).

Atualmente é possivel encontrar alguns estudos buscando encontrar e compreender as
bases genéticas da doenca. Muitos deles se referem a SNPs gque apresentaram associa¢do com
a doenca, em algumas racas de cdes (MIKKOLA et al., 2019). Além das associacdes de SNPs,
um candidato importante é o gene da FBN2 (Fibrilina 2), localizado no cromossomo 11 dos
caes. Esse gene esta associado a codificacdo de componente microfibrilar de matriz celular, que
esta presente na capsula articular fibrosa e cartilagem articular (FRIEDENBERG et al., 2011).

Buscando reduzir a incidéncia da doenca nos cées, € aplicado uma selecéo fenotipica da
qual excluem-se os animais afetados pela DQC do grupo reprodutivo. Estudos apontam que
utilizar ferramentas gendmicas possa oferecer melhores resultados na deteccdo precoce da
doenca. Ha um aumento na precisdo da selecdo desses animais por testes gendmicos, 0s quais
sdo capazes também de remover variaveis relacionadas a idade e ao ambiente em que o animal
se encontra (HAYES et al., 2009; VERHOEVEN et al., 2009; GUO et al., 2011; SANCHEZ-
MOLANO et al., 2013). Um exemplo disso é a aplicagdo de um modelo preditivo para a DQC
realizado em cées da raca Labrador Retriever que apresentou uma boa precisdo em suas
analises. Esse estudo comenta ainda a possibilidade de escolher uma terapia mais
individualizada e mais adequada, podendo também realizar um manejo mais individualizado da
doenca (BARTOLOME et al., 2015).
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1.5 FERRAMENTAS DA BIOINFORMATICA

A bioinformatica é uma area interdisciplinar das Ciéncias Biologicas que faz uso de
ferramentas computacionais para estudar, compreender e resolver questdes bioldgicas, podendo
também abranger aplicacdes na area da salde, sendo ela humana ou animal (VERLI, 2014).

Os primeiros passos da bioinformatica foram dados por Margaret Dayhoff, que foi uma
fisico-quimica pioneira em trabalhos na area da bioguimica e que utilizou diversos métodos
computacionais para seus trabalhos de doutorado (GAUTHIER et al., 2018). Em 1960 ela
comecou a trabalhar com Robert S. Ledley, um fisico que também buscava utilizar e encontrar
recursos da computacdo, entdo juntos criaram um programa desenvolvido para determinar a
estrutura primaria de proteinas (LEDLEY, 1959; GAUTHIER et al., 2018). Na década de 80,
alguns cientistas trabalharam em conjunto para clonar e selecionar genomas, buscando tornar
esses dados moleculares em dados publicos, disponiveis em repositério de dados, o que
possibilitaria novas pesquisas e avancos na area através de sua consulta. Atualmente existe uma
grande quantidade de dados disponiveis de organismos-modelos, obtidos dos mais variados
estudos. Além disso, foi o Projeto Genoma Humano que revolucionou a genética humana, o
qual reuniu dados de sequéncias e genes associados a diversas doencas. Os dados humanos,
agora disponiveis em de bancos de dados publicos, auxiliam no desenvolvimento de diversos
estudos que buscam elucidar problemas associados a salde humana e possiveis novas terapias
(GRIFFITHS; WESSLER; CARROLL; DOEBLEY, 2016).

Em 1980 ja existiam as técnicas basicas que serviriam de base para realizar o
sequenciamento do DNA, porém era algo inviavel e fora da capacidade da ciéncia e da
tecnologia naquele tempo. Alguns centros de pesquisa e informagdo avangaram e tornaram
capazes a realizacdo de sequenciamento, tal qual a interpretacdo dos dados obtidos
(GAUTHIER et al., 2018).

A geracdo de sequéncias biologicas e 0 armazenamento de dados permitem a realizacéo
de diversas andlises e estudos distintos, a partir de uma mesma amostra, e um exemplo disso é
a utilizacdo das sequéncias génicas de um organismo. Esses dados de sequenciamento s&o

geralmente armazenados em bancos de dados e podem ser comparados, através de analises
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conhecidas como andlises de similaridade que representa o grau de semelhanca entre duas
sequéncias (SMITH; WATERMAN, 1981; (ALTSCHUL; GISH; MILLER; MYERS;
LIPMAN, 1990). O processo de alinhamento de sequéncias permite avaliar o quao similar — e
0 qudo diferente — essas amostras analisadas sdo, fornecendo uma porcentagem que é expressa
pelo termo identidade, sendo esse o indicativo de caracteres que correspondem exatamente
entre as duas sequéncias distintas, permitindo ainda obter informac6es a respeito de relacdes
evolutivas das sequéncias comparadas (VERLI, 2014; MARCAIS et al., 2018).

1.6 GENOMICA COMPARATIVA

Dentro do estudo de genébmica, ha uma area chamada de gendmica comparativa. A
genbmica € um campo da biologia que tem como objeto de analise o material genético, tais
como seus dados de estrutura, dados moleculares, expressao de genes e também interacGes de
proteinas (GIACCO; CATTAENO, 2011). J& a gendmica comparativa visa comparar
sequéncias gendmicas de organismos para compreender melhor diferencas moleculares e
evolutivas entre elas (HARDISON, 2003).

Um dos objetos de estudo da genémica comparativa é a analise de sintenia. A analise
de sintenia é utilizada para compreender melhor a estrutura dos genomas amostrados, os quais
sdo estudados atraves de blocos, chamados de blocos sinténicos. Esses blocos fornecem
informacdes de regides que sdo conservadas ou ndo entre as espécies analisadas (MINKIN et
al., 2013; LEE et al., 2016). Outro aspecto importante nessa analise é que ela pode também ser
utilizada com o intuito de encontrar regides associadas a determinadas caracteristicas (MA et
al., 2017).

Algumas tecnologias de sequenciamento de amostras bioldgicas foram aperfeicoadas
através do tempo, 0 que permite que novas andlises e métodos possam ser realizados e
desenvolvidos. Um exemplo de tecnologia atual é a analise de variantes genéticas, que é uma
ferramenta que permite estudos que visam associar 0 gendétipo e o fen6tipo do organismo
estudado. Essa analise faz uso dos dados de sequenciamento de DNA para identificar SNPs
relacionados aos tracos fenotipicos e genotipicos de interesse e podem ser obtidas através de
uma andlise de associacdo ampla do genoma (do inglés Genome wide association studies —
GWAS) (METZKER, 2009; WANG et al., 2009; GUO et al., 2017; ADETUNJI et al., 2019).

Quando observamos na pratica 0 uso dessas ferramentas nas analises bioldgicas,

podemos encontrar estudos que buscam associar os haplotipos de um grupo de cdes afetados
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com a DQC e animais saudaveis, como controle da comparac&o. E realizado o sequenciamento
do DNA das amostras desses animais, seguidos de analises estatisticas e analises comparativas,
encontrando tracos associados & doenca investigada (GUO et al., 2011; BARTOLOME et al.,
2015; SANCHEZ-MOLANO et al.,2015; MIKKOLA et al.,2019).

Este contexto evidencia que a andlise de gendmica comparativa € uma ferramenta
interessante para compreender as bases genéticas de diversas doencas que afetam os caes,
principalmente se levarmos em conta a grande diversidade de ragas caninas que podemos

encontrar atualmente.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar as regides associadas a DQC, com o auxilio de ferramentas computacionais,
visando encontrar diferencas entre as racas estudadas através do uso de dados gendmicos.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

e Selecionar genomas de distintas racas de Canis lupus familiaris presente em bancos de
dados publicos;

e Realizar o alinhamento global dos genomas completos;

e Analisar a composic¢do e a disposi¢do dos genes associados a DQC, atraves de andlise

de sintenia entre as ragas.
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3 MATERIAL E METODOS

As analises desenvolvidas neste trabalho foram realizadas no Laboratério de Gendmica
(LAGEN) e no Nucleo de Bioinforméatica e Biologia Computacional (NuBioinfo) do
Departamento de Biologia Celular, Embriologia e Genética (BEG), do Centro de Ciéncias
Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). A estrutura do
laboratério conta também com servidores alocados na Superintendéncia de Governanca
Eletronica e Tecnologia da Informacdo e Comunicacdo (SeTIC) da UFSC para

desenvolvimento de plataformas computacionais e demais analises de alta performance.

3.1 OBTENCAO DE DADOS

Para a realizacdo das analises foram utilizados 38 cromossomos autossémicos e o
cromossomo sexual X de Canis lupus familiaris das racas Basenji (SAMN10749847), Boxer
(SAMNO02953603), Dogue aleméo (SAMNO04851098), Labrador Retriever (SAMN14478636)
e Pastor Alemdo (SAMN13230619). As sequéncias de DNA das racas foram obtidas do banco
de dados publico GenBank (disponivel em: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), com seus
respectivos cédigos de acesso. Os arquivos obtidos em formato . fasta correspondem as
sequéncias de nucleotideos de cada cromossomo, 0s quais estavam separados individualmente.
O critério de selecdo das racas amostradas levou em consideragdo apenas a disponibilidade de
sequéncias completas de DNA no banco de dados no periodo de coleta de dados, que ocorreu
até 23 de maio de 2021.

3.2 ALINHAMENTO GLOBAL

Com o intuito de comparar os dados nucleotidicos obtidos de cada raca, foi realizada
uma etapa de alinhamento global de genomas através de algoritmos do programa MUMmer v4
(http://mummer.sourceforge.net/) (MARCAIS et al., 2018).

Foram utilizados arquivos que possuiam a sequéncia de um Unico cromossomo por vez,
tanto na sequéncia utilizada como referéncia como na sequéncia de consulta. Este alinhamento
foi feito com o algoritmo nucmer, 0 qual foi executado modificando apenas dois parametros:
utilizacdo de 8 nucleos de processamento (--threads 8) e criagdo de arquivo que contém

as informacdes dos alinhamentos (--prefix).
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Em seguida, foi realizada uma andlise do alinhamento global através do algoritmo
dnadiff, o qual foi executado no arquivo de saida (.delta) do algoritmo nucmer. Para a
execucdo do algoritmo dnadiff, o Unico argumento utilizado foi a permissdo do uso de
arquivos de entrada no formato .delta (-d). Esta op¢do tem como resultado alguns arquivos
importantes, entre eles o arquivo no formato . report, que contém os resultados detalhados

dos alinhamentos globais entre as ragas estudadas.

3.3 ANALISE DE SINTENIA

Com o intuito de estudar a organizagdo cromossdmica das racas, foi realizada uma etapa
de analise de sintenia de uma regido do cromossomo 11. O cromossomo 11, mais
especificamente uma regido de aproximadamente 1.8 milhdes de pares de bases, foi escolhido
por conter o gene da Fibrilina 2 (FBN2), o qual é indicado pela literatura como possivel
marcador molecular/genético da DQC (FRIEDENBERG et al. 2011).

O pacote Biopython v.1.79 foi utilizado para reduzir os arquivos . fasta relacionados
ao cromossomo 11 das racas utilizadas. Além do proprio gene FBN2, foi selecionada também
a regido préxima do gene, contando 10 genes a jusante do gene de interesse e 10 genes a
montante, em cada raca. Em seguida, os arquivos no formato . fasta que representam esta
regido de estudo foram comparados através do programa Sibelia v.3.0.7
(http://bioinf.spbau.ru/sibelia) (MINKIN et al.,2013), o qual foi executado alterando apenas um
parametro para que a analise fosse feita de maneira menos restritiva (-s 1loose), que produz

menos blocos com tamanhos mais longos (5 mil pares de bases por bloco).

3.4 CONTAGEM DE VARIANTES

Nesta etapa, foram utilizados dados publicos de SNPs de um cdo da raga boxer
identificado como Tasha, que se encontram disponiveis no banco de dados do CanFam 2.0
(disponivel em: https://www.broadinstitute.org/disease-research/dog-snps-canfam-20), para
investigar possiveis variagdes nas sequéncias nucleotidicas. Utilizamos a regido proxima do
gene da FBN2 para analise, buscando detalhar a mesma regido utilizada na analise de sintenia
em cada raca. Apos selecionada uma regido de aproximadamente 4 milhGes de pares de bases,
analisamos a quantidade de SNPs descritos no banco de dados e comparamos com a quantidade

presente em cada uma das racas estudadas.
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3.5 VISUALIZACAO DE DADOS

Para uma melhor visualiza¢do dos dados de contagem de SNPs, foi utilizado o Diagrama
de Venn. O digrama  foi  desenvolvido  através da  pagina  web
(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/VVenn/) com o intuito de facilitar a interpretacdo e
visualizacao dos dados.

Por fim, é importante comentar que a validagdo estatistica dos dados avaliados neste
trabalho ja estd inclusa dentro dos préprios programas utilizados nas diferentes etapas

analiticas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ALINHAMENTO GLOBAL

De maneira geral, as andlises envolvendo o alinhamento global das sequéncias
nucleotidicas das cinco racas de cédes estudadas apresentaram uma alta porcentagem de
identidade (acima de 99%), o que indica um alto grau de conservacéo entre as sequéncias de
referéncia e de consulta analisadas. Na Tabela 1 podemos encontrar os valores obtidos atraves
dos alinhamentos em pares entre as racas. Em detalhe, as sequéncias mais semelhantes
obtiveram 99,62% de identidade e ocorreram entre as racas Boxer e Pastor Alemao, assim como
entre Boxer e Dogue Alemao. Por outro lado, o alinhamento que apresentou menor semelhanca

de sequéncia foi observado entre as racas Basenji e Labrador Retriever, com 99,51%.

Tabela 1 — Identidade obtidas através do alinhamento global entre as racas.

Ragas Baseniji Boxer Dogue Alemao ;2?;232: Pastor Aleméo
Basenji - 99,56% 99,55% 99,51% 99,56%
Boxer 99,56% - 99,62% 99,57% 99,62%
Dogue Aleméo 99,55% 99,62% - 99,55% 99,60%
Labrador Retriever 99,51% 99,57% 99,55% - 99,56%
Pastor Alemao 99,56% 99,62% 99,60% 99,56% -

Legenda: Cada linha e coluna representam a identidade compartilhada entre pares de ragas caninas, analisada
através do alinhamento global de seus respectivos genomas. As porcentagens apresentadas correspondem aos pares
de racas analisadas, de acordo com sua similaridade.

Apds a revisdo do banco de dados iDog (TANG et al., 2018), que reine dados sobre
diversas ragas de cdes, como comportamento e data de registro de racas, foi possivel verificar
algumas informagdes referente as ragas utilizadas como objeto de estudo deste trabalho.

A raca Boxer foi reconhecida pela primeira vez no ano de 1904 e o que consideramos
atualmente como raca Boxer pode ser rastreado até o final de 1800 na Alemanha (AKC, 2021).
Cées desta raga medem cerca de 53 cm a 63 cm e em seu comportamento s@o considerados
leais, inteligentes e afetivos. Por muitos anos, esses animais participaram de diversas atividades
como atletas, cdes pastores, cdo guarda, cdo guia e foram também utilizados nas duas guerras
mundiais (iDog, 2018).
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A raca Dogue Alemdo, conhecida muitas vezes como Grande Dinamarqués, foi
reconhecida no ano de 1887 e nao é compreendido a razdo dessa raca alema ser relacionada a
Dinamarca. O que se sabe acerca do historico desta raca € que alguns nobres alemaes utilizavam
esses cdes inicialmente para a caca e posteriormente para companhia e cuidado da familia
(AKC, 2021). S&o animais que possuem cerca de 71 cm a 86 cm de altura, com comportamento
sociavel, confiavel e amigavel (iDog, 2018).

Quando buscamos pela raca Pastor Alem&o, podemos encontrar seu primeiro registro
no ano de 1908 e sua historia surge da selecdo de caracteristicas consideradas ideais para
desempenhar atividade de pastoreio. Um capitdo da cavalaria alemé cruzou cdes do Norte e do
Centro da Alemanha, desenvolvendo o animal ideal para suas especificidades, o qual
atualmente é muito utilizado em atividades auxiliando policiais (A FIELD et al., 2020; AKC,
2021). Os cdes desta raga sdo animais ativos e necessitam realizar atividades que estimulem a
mente e o fisico, podendo medir em média 55cm a 66¢cm de altura (A FIELD et al., 2020).

O Labrador Retriever foi reconhecido como raga pela primeira vez no ano de 1917.
Esses animais comecaram a adquirir maior popularidade ap6s alguns nobres ingleses viajarem
para o Canada e, posteriormente, levando exemplares desses animais para a Inglaterra (AKC,
2021). E considerada uma raca docil e amigavel, com espécimes podendo ter de 54 cm a 62 cm
de altura (iDog, 2018).

Por Gltimo, a raca Basenji é considerada uma das mais antigas, havendo grandes
semelhangas com os primeiros cdes domesticados, segundo paleont6logos (LARSON et al.,
2012). Esses animais estavam presentes no interior do continente africano e se supde que viviam
préximos ao Rio Nilo e ao Rio Congo. Por viverem afastados, esses cdes sofreram poucas
alteracdes por selecdo artificial, sendo introduzidos no Ocidente no final do século XIX.
Tentativas de reproduzir a raga em solo inglés ocorreram, porém nédo obtiveram sucesso. Mais
tarde a raca foi inserida nos Estados Unidos e a partir dai os cdes da raca Basenji se
popularizaram no pais (LARSON et al., 2012). A raca foi oficialmente reconhecida no ano de
1943 (AKC, 2021). S&o animais que medem cerca de 40 cm a 43 cm de altura e possuem uma
personalidade mais independente, sendo animais inteligentes e mais afetuosos com amigos,
enquanto séo mais indiferentes com estranhos (iDog, 2018).

A partir dos dados acerca da origem e da histdria desses animais, € possivel relacionar
a origem dessas ragas com a alta semelhanca genética observada na analise comparativa. Os
maiores indices de identidade encontrados foram a partir das racas Boxer, Dogue Alemao e

Pastor Aleméao, que por sua vez possuem registros de origem em um mesmo pais, na Alemanha.
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Uma possivel hipdtese seria que o fato dessas ragas ocorrerem em uma mesma regido pode ter
facilitado cruzamentos entre seus ancestrais, conservando um grande grau de semelhanca entre
elas. Em contrapartida, as racas que apresentaram o menor grau de similaridade de sequéncias
quando comparadas foram a raga Basenji e Labrador Retriever, dessa forma, quando analisamos
seus locais de origem vemos que a distancia geografica era um fator limitante para o cruzamento
entre seus ancestrais.

As populacBes de determinadas espécies podem apresentar um isolamento reprodutivo
em decorréncia da distancia geografica. Geralmente os individuos realizam o cruzamento com
outros individuos geograficamente mais proximos, o que influencia as frequéncias alélicas e
genotipicas das diferentes populacdes de uma mesma espécie (GRIFFITHS; WESSLER,;
CARROLL; DOEBLEY, 2016). Algumas forcas evolutivas devem também ser levadas em
conta se pensarmos em separacOes de determinados grupos no decorrer da histéria e do fluxo
génico que pode ocorrer entre as popula¢des mais proximas (SCHLUTER, 2001). Neste caso,
podemos citar essa menor semelhanca de sequéncia compartilhada entre o Labrador Retriever
e 0 Basenji que pode ser reflexo da introducéo tardia do Basenji no continente Americano, pois
0 contato entre essas racas € muito recente. Sendo assim, podemos também citar a introducéo
do Labrador Retriever na Europa, permitindo o cruzamento entre as racas que ja estavam
presentes no continente como Boxer, Dogue Alemao e Pastor Aleméao.

Essa relacdo entre a localizacdo geografica e o cruzamento dessas racas pode indicar
uma relacdo com os resultados obtidos, apesar de que outro estudos sejam necessarios para

confirmar essa hipétese.

4.2 ANALISE DE SINTENIA

A analise de sintenia foi utilizada para melhor compreender a regido proxima ao gene
da FBN2 (Anexo A), no cromossomo 11. Através dessa analise obtivemos um total de 16 blocos
sinténicos e 85,55% de cobertura entre as ragas. Nesta etapa, a raca Basenji foi utilizada como
referéncia comparativa, o que faz com que apresente 100% de cobertura. Com uma cobertura
semelhante, encontramos o Dogue Alem&o com 99,76% e Pastor Alem&o com 99,75%. A raca
Boxer apresentou 73,00% de cobertura e a menor cobertura identificada foi a da raga Labrador
Retriever, com 55,10%. Além dos valores de cobertura, a anélise de sintenia fornece também
como resultado a quantidade de blocos sinténicos gerados, a quantidade de compartilhamento

entre esses blocos e a cobertura correspondente em cada raca (Tabela 2). E importante notar a
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presenca de um bloco de grau 18, ou seja, um bloco compartilhado 18 vezes entre as ragas, 0

que pode indicar uma regido conservada entre esses haplotipos.

Tabela 2 - Cobertura obtida através da analise de sintenia.

Dogue Labrador Pastor

Grau Contagem  Total Basenji* Boxer Alemdo  Retriever  Alemdo
2 3 9,96% 3,92% 3,89% 0,00% 20,87% 21,35%
3 6 27,02%  34,58% 28,17% 42,68% 11,40% 17,70%
4 5 47,01%  60,29% 39,44% 55,69% 20,33% 59,47%
7 1 0,40% 0,59% 0,89% 0,54% 0,00% 0,00%
18 1 1,16% 0,62% 0,60% 0,85% 2,50% 1,22%
Total 16 85,55% 100% 73,00% 99,76% 55,10% 99,75%

Legenda: Tabela que indica o nimero de blocos sinténicos analisados e a porcentagem de cobertura obtida entre
as ragas de cdes estudadas. A coluna de grau refere-se ao nimero de blocos de sintenia compartilhados entre as
racas. A coluna de contagem mostra quantos blocos de sintenia pertencem ao grau correspondente. A linha total
mostra 0 nimero total de blocos sinténicos e a cobertura total obtida em cada amostra. * Corresponde a sequencia
utilizada como referéncia.

Quando analisamos o alinhamento global do cromossomo 11 de cada raga, podemos
verificar que os valores de identidade se comportam de forma semelhante com a sintenia. As
ragas que apresentaram a regido mais conservadas, quando comparadas ao Basenji, possuem
também os maiores valores de identidade do alinhamento entre 0s cromossomos, que é 0 caso
das racas Dogue Aleméao, Pastor Aleméao e Boxer. Ja o Labrador Retriever apresentou a menor
identidade com cerca de 99,55% no alinhamento global, o que também coincide com a menor

conservacao dessa regido, quando comparado ao Basenji (Tabela 3).

Tabela 3 — Valores de identidade do alinhamento global do cromossomo 11.

Racas Basenji Boxer DoguNe Labr_ador PastoNr

Alemao Retriever Aleméo

Basenji - 99.61% 99.59% 99.55% 99.60%

Boxer 99.61% - 99.64% 99.60% 99.65%

Dogue Aleméao 99.59% 99.64% - 99.58% 99.63%

Labrador Retriever 99.55% 99.60% 99.58% - 99.59%
Pastor Aleméo 99.60% 99.65% 99.63% 99.59% -

Legenda: Cada linha e coluna representam a identidade compartilhada entre pares de ragas caninas, analisada
através do alinhamento global de seus respectivos cromossomos. A porcentagem apresenta a similaridade obtida
através da analise, ou seja, qudo similar sdo os cromossomos 11 de cada raca estudada.

A partir dos resultados obtidos, é possivel afirmar que algumas ragas possuem essa

regido do cromossomo 11 com uma estrutura um pouco mais conservada do que outras
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(Apéndice A). O Labrador Retriever, que anteriormente ja havia sido a raga com menor
semelhanca observada através do alinhamento global de sequéncia quando comparado com o
Basenji, apresenta também uma maior diferenca da organizacdo estrutural nessa regido
associada @ FBN2. Em contrapartida, as outras racas estudadas apresentaram valores
semelhantes de sintenia, com excecdo do Boxer. Nesse caso, os resultados da analise de sintenia
podem indicar uma conservacdo maior desta area nas racas Dogue Alemao e Pastor Alemao.
Os resultados observados entre as racas podem indicar uma variabilidade em
decorréncia da distinta posicdo de genes ou até uma variabilidade nas regiGes espagadoras
intergénicas. Um estudo utilizando hapl6tipos de 161 ragas de cées apresenta clados gerados a
partir dessas amostras e correlaciona essa classificacdo filogenética com a origem geografica
das respectivas racas. O que chama a atencéo € a presenca do Basenji em um clado unico, ndo
compartilhando haplétipos com outras ragas, o que pode ser reflexo de uma origem distinta e
do resultado de poucos cruzamentos nos ultimos 200 anos (LARSON et al., 2012; PARKER et

al., 2017), que corrobora sua historia de domesticacdo e registro da raca (AKC, 2021).

4.3 CONTAGEM DE VARIANTES

Utilizamos a mesma regido do cromossomo 11, proxima do gene da FBN2, também na
contagem de variantes presentes no banco de dados (Tabela 4). Com as contagens, foi possivel
encontrar um total de 1.463 SNPs presentes na regido que, considerando todas as racas, abrange
cerca de 2,8 milhdes de pares de bases. Foi também contabilizada cada raca especifica onde
encontramos 728 SNPs para a raca Boxer, cerca de 22 SNPs para a raca Pastor Alemao e 20
SNPs para a raca Labrador Retriever. Posteriormente foi realizado o levantamento de SNPs
presente somente na regido correspondente ao gene da FBN2, buscando quantificar as
variabilidades deste gene. Obtivemos 187 SNPs no Boxer, dois SNPs no Labrador Retriever e

apenas um SNP no Pastor Aleméo.

Tabela 4 - Dados da contagem de SNPs nas cinco racas de cées estudadas.

Dogue Labrador Pastor
Alemao * Retriever **  Alemao **
Cromossomo 11 ~ 16.031.145- 15.519.889 - 16.103.337- 17.461.257 -  16.628.433 -
proxima a FBN2 17.844.986 17.349.499 18.077.158 19.352.763 18.477.888

Basenji * Boxer

Quantidade de ) )
SNPs 728 20 22
16.618.045- 16.107.059- 16.778.944 - 18.048.902- 17.228.746 -
Gene FBN2

16.858.590 16.346.938 17.018.819 18.289.161 17.469.482
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Quantidade de
SNPs
Legenda: A primeira coluna indica a regido selecionada e a quantidade de SNPs obtidos dentro da regido, enquanto
as outras colunas correspondem as ragas estudadas. *Dados nédo disponiveis no banco de dados CanFam 2.0. **Nao
compreendeu a regido completa em decorréncia da auséncia de dados de SNPs.

- 187 - 2 1

Nesta etapa, o resultado que chama a aten¢&o é a grande quantidade de registros de SNPs
na raga Boxer, podendo indicar: (i) grande variabilidade da regido dentro dessa raca; ou (ii)
pouca disponibilidade de dados das demais racas analisadas. A partir da contabilizacdo da
guantidade de SNPs em cada raga, foi possivel encontrar um SNP compartilhado entre as racas
Pastor Alemao e Labrador (Figura 4). O SNP encontrado é identificado como BICF252295790
e apos buscas através de variados bancos de dados, ndo foi possivel encontrar correspondéncias

para a busca.

Figura 4 - Diagrama de Venn indicando a sobreposi¢do de SNPs entre as ragas.

Boxer Labrador R.

Pastor A.

Legenda: Diagrama de Venn apresentando a sobreposi¢do de SNPs no cromossomo 11 das 3 ragas estudadas. As
racas estavam presentes no CanFam 2.0 e suas respectivas quantidades.

Algumas dificuldades foram observadas durante a realizacdo desta etapa, como a
auséncia de dados de SNPs no cromossomo 11 das racas Basenji e Dogue Alemao, no banco
de dados utilizados, ndo sendo possivel a contabilizacdo desses dados para essas racas. Outro
problema encontrado com os dados foi que os SNPs do cromossomo 11 no banco de dados néo
compreende a regido inteira considerada para as analises, onde as racas Labrador Retriever e
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Pastor Alemao foram afetadas pela auséncia de dados nessa etapa de contagem de SNPs. Além
da pouca disponibilidade de dados de SNPs é possivel também compreender que, sendo uma
area recente de estudos, as informacdes acerca dos dados sobre variantes Sa0 escassas e as vezes
inexistentes. Além do levantamento da quantidade de SNPs, analisamos quais deles eram
compartilhados entre as racas e sua respectiva quantidade. Conforme apresentado na Figura 5,
foi possivel encontrar somente um SNP compartilhado e esse compartilhamento ocorre entre as

racas Pastor Alemdo e Labrador Retriever.

5 CONCLUSAO

Através das andlises e dos resultados obtidos, foi possivel verificar uma semelhanca
muito grande entre os hapl6tipos das ragas estudadas, havendo poucas diferencas e sendo
possivel ainda estabelecer uma relacdo com a origem geogréfica das mesmas. Com isso,
podemos verificar as forcas evolutivas atuando nessas racas, como o fluxo génico, que ocorre
através do cruzamento de distintas racas. Além de eventos de selecdo natural que ocorre nessas
racas, podemos também encontrar a atuacdo da selecdo artificial, onde os humanos
selecionaram animais para compor um grupo reprodutivo ou também introduziram individuos
em paises distintos de sua origem.

Através da realizacao deste estudo, foi possivel verificar a falta de dados genémicos e
genéticos de cdes, 0 que € surpreendente. Os cdes sdo considerados como uma espécie
companheira dos humanos h& milhares de anos, mas infelizmente os estudos acerca de sua
histéria e de sua composicdo genética sdo muito limitados. E possivel perceber de forma
marcante essa falta de dados durante as analises mais especificas, como na analise de sintenia,
que apresentou pouca bibliografia para apoiar maiores discussdes sobre o tema e mais ainda
quando buscamos estudos de variantes. Na analise de variantes ha uma auséncia muito grande
de dados e principalmente de informac@es acerca dos dados que ja estdo presentes em alguns
bancos de dados.

E visivel a necessidade de maiores estudos acerca da genética dos cées para que, dessa
forma, novos avancos e descobertas sejam feitos. Com isto, seria possivel aperfeicoar as
ferramentas da medicina veterinaria que temos atualmente, buscando sempre a melhora da

salide e bem-estar de nossos companheiros.
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6 PERSPECIVAS

O principal motivo que impulsionou a realizacdo deste estudo, foi a busca pela melhor
compreensdo da estrutura genética e gendmica dos caes. Esse estudo servira como base para
investigagBes futuras que possam ser realizadas a respeito da influéncia dos fatores genéticos
no desenvolvimento da DQC, compreendendo melhor as bases genéticas por tras dessa doenca
e sua influéncia nas diversas racgas de cdes.

Além disso, o estudo pode ser considerado pioneiro no surgimento de uma nova linha
de pesquisas no LAGEN e também no Nucleo de Bioinformatica da universidade, preparando
0 caminho para a realizacdo de outras pesquisas na area da gendmica canina ou até mesmo da

gendmica comparativa, servindo como uma nova ferramenta de estudo.

7 RELATO DE VIVENCIA EM PESQUISA

Quando paro para analisar minha trajetéria no meio cientifico, vejo que aprendi muitas
questdes importantes e valiosas que levarei para minha vida. Muitos aprendizados dizem
respeito ao método cientifico, tal qual conhecimentos mais técnicos relacionados a éarea de
genética e bioinformatica. Me sinto privilegiada e muito agradecida pelas oportunidades que eu
tive dentro da ciéncia, gracas a universidade e aos meus professores e orientadores.

Apesar de planejar com detalhes e cuidado um projeto de pesquisa, devemos estar
dispostos a reconhecer as dificuldades e impossibilidades ndo previstas como a falta de recursos
ou dificuldades com os métodos. Mais importante que compreender que muita coisa pode sair
do planejado é saber se adaptar e se reinventar. Nesse processo de construcdo do TCC e do meu
conhecimento, sinto que pude trabalhar muito mais as questfes relacionadas com minha
resolucéo de problemas, encontrando formas de contornar os imprevistos e impossibilidades.

Muito além das técnicas e conhecimentos adquiridos relacionados ao tema do TCC,
reconheci a importancia de contribui¢es entre os outros pesquisadores. Essas contribuicdes
podem ser desde ajuda com algum processo, a opinido e também criticas. Todo esse processo €
importante, ndo somente para mim que estava desenvolvendo o projeto como também para

meus parceiros de laboratorio, favorecendo o crescimento de uma forma compartilhada.
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ANEXO A — Regides selecionadas na analise de sintenia *
Raca: BOXER

INiCIO PARADA SIMBOLO DO GENE
15519889 15543346 CTXN3
15585674 15802362 CCDC192
15779066 15789427 LOC111098012
15815470 15823823 LOC119873880
15823858 15868921 LOC111098011
15873574 15876046 LOC119874032
15939385 16051806 SLC12A2
15957731 16043939 LOC119873881
16026162 16029169 LOC111098013
16054039 16059627 LOC111097970
16107059 16346938 FBN2
16627813 16643074 LOC119881498
16695506 16764832 SLC27A6
16766375 16807166 LOC102157337
16807451 16825469 ISOC1
16843972 17038982 LOC111098014
17072306 17300168 ADAMTS19
17093620 17093726 LOC119874124
17283065 17292586 LOC119873882
17305450 17332029 MINAR2
17327695 17349499 LOC106559469

Fonte:  NCBI  (Nationcal Center for  Biotechnology  Information).  Disponivel
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006593.4?report=graph. Acesso em: 09 ago. 2021.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_006593.4?report=graph

Raca: GREAT DANE

INICIO PARADA SIMBOLO DO GENE
16102337 16102801 LOC100684948
16184380 16207830 CTXN3
16250159 16466623 CCDC192
16479763 16488072 LOC119873880
16488110 16533311 LOC111098011
16537963 16540434 LOC119874032
16604869 16717534 SLC12A2
16623234 16709658 LOC119873881
16691856 16694873 LOC111098013
16719766 16725640 LOC111097970
16778944 17018819 FBN2
17368838 17438043 SLC27A6
17439375 17480251 LOC102157337
17480530 17498517 ISOC1
17518614 17718340 LOC111098014
17747255 17980124 ADAMTS19
17768867 17768973 LOC119874124
17963010 17972541 LOC119873882
17985402 18012018 MINAR2
18007654 18029468 LOC106559469
18052071 18077158 LOC111098015
Fonte: NCBI  (Nationcal Center for  Biotechnology Information).  Disponivel  em:

https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/NC_049271.17?report=graph. Acesso em: 09 ago. 2021.



Raca: LABRADOR RETRIEVER

INICIO PARADA SIMBOLO DO GENE
17461257 17484706 CTXN3
17527221 17744013 CCDC192
17720672 17731073 LOC111098012
17757098 17765450 LOC119873880
17765485 17810821 LOC111098011
17815473 17817944 LOC119874032
17881289 17994035 SLC12A2
17899648 17986156 LOC119873881
17968366 17971383 LOC111098013
17996268 18001908 LOC111097970
18048902 18289161 FBN2
18648822 18718353 SLC27A6
18719690 18760671 LOC102157337
18760942 18778889 ISOC1
18798741 18998380 LOC111098014
19039211 19255681 ADAMTS19
19048891 19048997 LOC119874124
19238553 19248096 LOC119873882
19260965 19287961 MINAR?2
19283226 19305060 LOC106559469
19327686 19352763 LOC111098015

Fonte:  NCBI  (Nationcal Center for  Biotechnology  Information).  Disponivel
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/NC_051815.1?report=graph. Acesso em: 09 ago. 2021.



48

Raca: PASTOR ALEMAO

INICIO PARADA SIMBOLO DO GENE
16628433 16651892 CTXN3
16700581 16917273 CCDC192
16893998 16904333 LOC111098012
16930371 16938726 LOC119873880
16938761 16983871 LOC111098011
16988520 16990992 LOC119874032
17054476 17167223 SLC12A2
17072885 17159341 LOC119873881
17141535 17144552 LOC111098013
17169456 17175106 LOC111097970
17228746 17469482 FBN2
17752468 17767741 LOC119876764
17820174 17889446 SLC27A6
17890787 17931641 LOC102157337
17931905 17950287 ISOC1
17970410 18166170 LOC111098014
18199198 18428137 ADAMTSI19
18220829 18220935 LOC119874124
18411006 18420554 LOC119873882
18433417 18460805 MINAR?2
18456075 18477888 LOC106559469

Fonte: NCBI  (Nationcal Center for  Biotechnology Information).  Disponivel em: <
https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore/NC_049232.1%report=graph. Acesso em: 09 ago. 2021.

*A raga Basenji ndo apresentou dados detalhados da regido selecionada, sendo utilizada uma regido aproximada
dos genes de acordo com dados do NCBI.



