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RESUMO

A displasia do quadril canino (DQC) ¢ uma doenga ortopédica complexa com alta prevaléncia
em caes, sobretudo nos de grande porte. A DQC tem como caracteristica a frouxiddo excessiva
da articulacao do quadril provocando instabilidade e desgaste da cartilagem articular. Embora
a etiologia ndo seja compreendida, estudos indicam que apresenta um padrdo de heranca
poligénica influenciada por fatores ambientais. A maior parte dos marcadores genéticos
sugestivos para a DQC foi encontrada em estudos com apenas uma raca ¢ podem variar entre
as populagdes caninas. Sendo assim, este estudo teve como objetivo identificar associagdes do
fenotipo DQC com quatro marcadores genéticos ja descritos na literatura, bem como comparar
a variabilidade genética entre as populagdes estudadas na literatura com a populagdo do
presente estudo. Os marcadores selecionados compreendiam: regido intergénica no CFA1 entre
os genes NOX3 e ARID 1D (genes associados com a degradagao da cartilagem e com a frouxidao
articular, respectivamente - SNP BICF2P468585); regido proxima ao gene NOG no CFA9
(afeta o desenvolvimento articular - SNP BICF2G630834826); regido intergénica no CFA28
entre os genes NANOSI e CACULI (regula positivamente uma proteina colagenolitica e
associado ao ciclo celular, respectivamente - SNP BICF2P1046032); e o gene FBN2 no CFAI11
(proporciona estabilidade mecanica e propriedades elésticas aos tecidos conjuntivos). Foram
incluidos 25 caes de ragas variadas com (20 caes) e sem (5 caes controle) displasia clinicamente
detectavel, confirmados por exame clinico e radiografico. Os tutores preencheram um
questionario sobre o cotidiano dos cdes com o intuito de relacionar os efeitos ambientais com
o fenotipo displasico. As coletas das amostras de DNA da mucosa oral foram padronizadas e
otimizadas com dois swabs visando uma abordagem nao invasiva e simples. O DNA extraido
foi amplificado por PCR para cada marcador e sequenciado pelo método de Sanger. A
variabilidade genética foi realizada apos a analise de similaridade das sequéncias obtidas por
sequenciamento e também a partir de sequéncias disponiveis nos bancos de dados. Em relacao
ao porte, 60% sao de porte médio, 16% de porte grande, 12% de porte pequeno e 12% de porte
gigante. Nao foram encontradas associagdes significativas para o marcador BICF2P468585
com o fenotipo displasico. O gendtipo homozigoto A foi encontrando apenas em caes
displésicos para o marcador BICF2G630834826 e o gendtipo homozigoto contendo a base C
apenas em caes displéasicos para o marcador BICF2P1046032. Para este ultimo marcador, foi
identificada a insercdo de um nucleotideo A proximo a regido do SNP em cdes que
apresentavam a base A na posi¢ao do SNP. Para o marcador FBN2, o gendtipo homozigoto
mutante foi encontrado em cdes displasicos, podendo estar relacionado com o fendtipo
displasico. A frequéncia dos alelos encontrada, através das andlises de similaridade, foi
semelhante as encontradas pelo estudo. Por conta do nimero amostral, ndo foi possivel realizar
maiores inferéncias sobre estes marcadores na populacdo estudada. No entanto, as
particularidades encontradas poderao ser exploradas com um niimero amostral maior, para que
futuramente seja possivel desenvolver um teste de diagnostico precoce e preciso.

Palavras-chave: Displasia coxofemoral. Marcadores genéticos. Genoma canino.



ABSTRACT

Canine hip dysplasia (CHD) is a complex orthopedic disease with a high prevalence in dogs,
mainly in large dog breeds. CHD is characterized by the laxity of the hip joint, it causes
instability and wear of the articular cartilage. Although the etiology is not well understood,
some studies indicate the influences of polygenic inheritance and environmental factors. In
literature, most of the suggestive markers for DQC were found only in a few dog breeds with
variation among canine populations. Therefore, this study aimed to identify associations of the
CHD phenotype with four suggestive genetic markers: the intergenic region on chromosome 1
between NOX3 and ARIDID genes (genes associated with cartilage degradation and joint
laxity, respectively — SNP BICF2P468585); the region close to the NOG gene on chromosome
9 (affects joint development — SNP BICF2G630834826); the intergenic region on chromosome
28 between NANOS1 and CACULI1 genes (upregulates a collagenolytic and cell cycle-
associated protein, respectively — SNP BICF2P1046032); and inside the gene coding to fibrillin
2 on chromosome 11(provides mechanical stability and elastic properties to connective tissues).
Twenty-five dogs of mixed breeds with (20 dogs) and without (5 control dogs) clinically
detectable dysplasia, confirmed by clinical and radiographic examination, were included. The
tutors filled out a questionnaire about the dog’s daily life in order to relate environmental effects
with the dysplastic phenotype. The collections of DNA samples from the oral mucosa were
standardized and optimized with two swabs aiming at a non-invasive and simple approach. The
extracted DNA was amplified by PCR for each marker and sequenced by Sanger. Genetic
variability was performed after analyzing the similarity of the sequences obtained by
sequencing and also from sequences available in the databases. Regarding size, 60% are
medium-sized, 16% large, 12% small and 12% giant. No significant associations were found
for the marker BICF2P468585 with the dysplastic phenotype. The homozygous genotype A
was found only in dysplastic dogs for the marker BICF2G630834826 and the homozygous
genotype containing the base C only in dysplastic dogs for the marker BICF2P1046032. For
this marker, the insertion of an A nucleotide near the SNP region was identified in dogs that
had the A base at the SNP position. For the FBN2 marker, the homozygous mutant genotype
was found in dysplastic dogs, which may be related to the dysplastic phenotype. The frequency
of alleles found through similarity analysis was similar to those found by the study. Due to the
sample size, it was not possible to make further inferences about the markers in the population
studied. However, the particularities found can be explored with a larger sample number, so
that in the future it is possible to develop an early and accurate diagnostic test.

Keywords: Hip dysplasia. Genetic markers. Canine genome.
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1 INTRODUCAO

Ha cerca de 15.000 anos os caes foram domesticados a partir de seu ancestral, provavel
lobo do pleistoceno (Canis cf. lupus) (THALMANN; PERRI, 2018). O grande nimero de ragas
de caes, com caracteristicas especificas € com uma enorme variedade fenotipica, foi possivel a
partir da selecdo artificial de cdes (Canis lupus familiaris) pelos humanos (ANDRE et al.,
2017).

No entanto, o aparecimento de caracteristicas indesejadas também pode ocorrer devido
a selecdo acidental de regides proximas a alelos selecionados para as caracteristicas esperadas
(ANDRE et al., 2017). Até o momento, mais de 800 doencas foram listadas no banco de dados
de Heranga Mendeliana Online em Animais (OMIA) (OMIA, 2022), dentre as quais, algumas
doencas ortopédicas, como a displasia do quadril canino (OMIA 000473-9615) (KOK;
ATALAY, 2018).

1.1 DISPLASIA DO QUADRIL CANINO

A articulacdo do quadril ¢ formada por duas estruturas principais: o acetabulo e a
cabeca do fémur. O ilio, o pubis e o isquio sdo trés ossos da pelve que formam o acetdbulo. A
forma esferoidal da articulacao ¢ aprofundada por uma banda fibrocartilaginosa, denominada
de labrum acetabular, ligado a borda acetabular. A cabeca do fémur ¢ lisa e quase hemisférica
e apresenta uma cavidade circular no meio chamada de fovea que serve como fixacdo do
ligamento redondo. A congruéncia formada pela cabega arredonda do fémur com o acetabulo,

bem como a cépsula articular e ligamentos, formam a articulagdo funcional do quadril (Figura

1) (KONIG; LIEBICH; MAIERL, 2007).
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Figura 1 — Representacao anatomica da articulagdo esquerda do quadril canina. A

ilustragdo traz os principais 0ssos e estruturas constituintes da articulagao.

flio

Cartilagem articular
da fossa acetabular

Ligamento
redondo

Cavidade articular -

Superficie articular
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l\"\‘ {I

\ |
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Fonte: Adaptado de Grundstrom, 2014.

A displasia coxofemoral ou displasia do quadril canino (DQC) foi descrita em 1935
pelo Dr. Gary Schnelle. Além de acometer caes, ela tem sido observada em bovinos, equinos,
gatos, coelhos e dingos (BRASS, 1989). A DQC tem como caracteristica a frouxidao excessiva
da articulagao do quadril, identificada pela subluxagao da cabeca femoral para fora do acetabulo
e a malformacgdo das articulagcdes do quadril (Figura 2). A doenca provoca instabilidade e
desgaste da cartilagem articular, levando ao desenvolvimento de osteoartrite secundaria
(doenga articular degenerativa) (FLUCKIGER, 2007; ZHU et al., 2009). Além disso, a
frouxidao dos tecidos moles associada com as tensdes anormais nos 0ssos e tecidos moles da
articulagdo, provoca artrite e remodelagdo da articulacdo (GUILLIARD, 2014).

Embora a etiologia da DQC nao seja bem compreendida, o conhecimento atual indica
que ela apresenta um padrdo de heranga poligénica influenciada por fatores ambientais

(BARTOLOME et al., 2015; IMPELLIZERI; TETRICK; MUIR, 2000). Estudos de associacio
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gendmica tem sido explorados a fim de compreender os mecanismos genéticos e moleculares
desta desordem ortopédica, visando o desenvolvimento de ferramentas de diagndstico mais

precisas e precoces (GUO et al., 2011).

Figura 2 - Comparacdo radiografica de caes em vista ventrodorsal com extensdo do
quadril, a) quadril normal (grau A) e b) quadril displésico severo (grau E). As setas em
vermelho indicam a articulagcdo coxofemoral. Na figura b ¢ possivel ver a subluxacao da

cabeca femoral para fora do acetabulo mais evidente do lado direito.

Fonte: Adaptado de ANDRE et al., 2017.

1.1.1 Prevaléncia da doenca

A DQC ¢ uma doenca ortopédica complexa com alta prevaléncia em cdes de grande
porte, como Pastores Alemaes, Goldens Retrivers e Labradores Retrivers (COOPMAN et al.,
2008). A condigao foi reportada em mais de 177 racas, sendo a DQC a doenga ortopédica mais
comum em caes, com uma prevaléncia que varia de 1,6 a 71,8%, nas ragas puras, de acordo
com a Fundagdo Ortopédica para Animais (OFA, 2021). Embora com menor frequéncia,
também pode ocorrer em caes de racas menores (GUILLIARD, 2014). Afeta caes
independentemente de serem caes de raca definida ou ndo definida (RETTENMALIER et al.,
2002; BELLUMORI et al., 2013). A prevaléncia da DQC em uma populagdo de caes puros e
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mesti¢os de um hospital veterinario foi de 19,3%, sendo 17,7% em cdes sem raca definida e
19,7% em caes de raga definida (RETTENMAIER et al., 2002).

Fatores de risco estao associados com o aumento no risco de desenvolver a DQC, como
o alto peso ao nascer, a castracao realizada antes dos seis meses do diagnéstico (VAN HAGEN
et al., 2005), exercicios de impacto e alojamento (KRONTVEIT et al., 2012). Filhotes que
utilizaram escadas durante o periodo de desmame (em torno dos trés meses de idade)
apresentaram risco aumentado para desenvolver DQC, mas a pratica de exercicios ao ar livre
em terreno macio ou moderadamente acidentado pode diminuir o risco, uma vez que

proporciona o fortalecimento da musculatura pélvica (KRONTVEIT et al., 2012).

1.1.2 Diagnéstico

O diagnostico da DQC pode ser obtido a partir do histoérico médico, palpagdo do
quadril e dos sinais clinicos (SMITH, 1998). Os sinais clinicos sdo variaveis, podendo muitas
vezes 0s caes serem assintomaticos ou apresentarem sinais leves, mas, por outro lado, caes
severamente afetados podem ter reducdo na qualidade de vida se ndo tratados (ANDERSON,
2011). Os sinais clinicos costumam ser classificados de acordo com a idade do animal (Figura
3). Caes mais jovens tendem a ter episodios agudos de claudicagdo dos membros pélvicos, que
acabam sendo acentuados em momentos de exercicios de alto impacto, além de apresentarem
dificuldade em caminhar, levantar, correr ¢ subir escadas. Ja os caes mais idosos tendem a ser
relutantes em se exercitar, frequentemente transferem o peso para seus membros toracicos
devido ao desconforto da articulagdo e podem apresentar uma atrofia muscular do membro
pélvico de forma leve a grave (FRY; CLARK, 1992), além do desenvolvimento de osteoartrite
(ANDERSON, 2011). Entretanto, acredita-se que ha um estagio intermediario que pode durar
meses a anos, onde nenhum sinal clinico é observado, ¢ os cdes caminham e correm durante

esta fase sem dor (FRY; CLARK, 1992).
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Figura 3 - Radiografias de cdes jovens e idosos que apresentam displasia coxofemoral.
Em a) ¢ apresentada uma radiografia ventrodorsal de um cao jovem (entre quatro e oito meses)
e em b) uma radiografia ventrodorsal de um cdo idoso com o aparente desenvolvimento de

osteoartrite.

a)

Fonte: ANDERSON, 2011

Mesmo tendo a claudicagdo como o sinal clinico mais comum, o diagndstico definitivo
sO pode ser obtido a partir de radiografias da pelve (BUTLER; GAMBINO, 2017). Casos graves
de displasia podem ser diagnosticados em cdes com menos de trés a quatro meses de idade e
em casos excepcionais de cdes com idade entre 14 dias e um més apds o nascimento
(HENRICSON; NORBERG; OLSSON, 1966). O Programa de Melhoramento de Quadril da
Universidade da Pensilvania, mais conhecido como método PennHIP, estabelecido em 1993,
conseguiu estimar, com base na medida da frouxiddo passiva da articulagdo do quadril, a
suscetibilidade a DQC em caes a partir de quatro meses (GUILLIARD, 2014).

Mesmo com a possibilidade de diagnosticar com idades inferiores a um ano, os
principais sistemas de pontuacdo mundiais estabelecem idades minimas para a certificacao
oficial. A idade minima de um ano para a maioria das ragas e de dezoito meses para ragas
gigantes sdo condig¢des exigidas na triagem oficial do British Veterinary Association/The
Kennel Club (BVA/KC) e da Fédeération Cynologique Internationale (FCI) (FCI, 2016; TKC,
2020). Por parte da Orthopedic Foudation for Animals (OFA), os quadris sdao certificados
oficialmente somente apos vinte e quatro meses de idade (OFA, 2020). No Brasil, o Colégio
Brasileiro de Radiologia Veterinaria (CBRV) realiza a avaliacdo preliminar a partir dos doze
meses, mas somente certifica definitivamente a partir dos vinte e quatro meses de idade (CBRV,

2020).
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Além da idade minima estabelecida pelos principais sistemas de pontuagao para atestar
o diagndstico, as avaliagcdes dos exames radiograficos, bem como os parametros que devem ser
analisados, sdo padronizados. Cada organizacdo apresenta um comité cientifico que analisa
caracteristicas displasicas com a finalidade de categorizar os niveis de displasia (do quadril
normal ao nivel mais severo). O sistema de pontuacao utilizado nos Estados Unidos e no Canada
¢ o da OFA; Na Gra-Bretanha, Irlanda, Australia e Nova Zelandia, o sistema utilizado é o do
BVA/KC; Ja, na América do Sul, na Asia e na maijoria dos paises europeus, o sistema de
pontuacio da avaliacdo fenotipica é o da FCI (FLUCKIGER, 2007).

Durante a avaliagdo da FCI sdo levados em conta: (i) a medida do Angulo de Norberg
(AN); (ii) o grau de subluxagdo, que inclui a forma e a profundidade do acetabulo; e, (iii) os
sinais de osteoartrite (FLUCKIGER, 2007). O AN ¢ medido a partir de uma linha reta entre a
cabe¢a do fémur direita e esquerda, seguido de uma linha que comeca no centro da cabeca
femoral e ¢ tragada até a interseccdo entre a margem acetabular craniolateral e dorsal do
acetabulo (Figura 4) (COMHAIRE; SCHOONJANS, 2011). A pontuagdo final ¢ classificada
em cinco graus, variando desde o grau A, que reflete uma articulagcdo normal do quadril, até o
grau E que indica a forma mais grave da doenga (FLUCKIGER, 2007). Com relagio aos valores
de AN utilizados pela FCI, o AN proximo de 105° € encontrado em quadris com grau A, entre
100° e 105° grau B, proximo de 100° grau C, mais de 90° grau D e menos de 90° em quadris
com grau E (FLUCKIGER, 2007). O grau de displasia ¢ determinante para compreender a
gravidade e o inicio da osteoartrite (GUILLIARD, 2014).
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Figura 4 - Imagem radiografica de um quadril canino indicando a aferi¢do do Angulo
de Norberg. A letra ‘a’ indica a linha entre os pontos centrais de cada cabeca femoral e a letra
‘b’ a linha entre o centro da cabeca femoral e o aspecto craniolateral e dorsal da borda
acetabular. O angulo formado entre as duas linhas ¢ entdo medido e retorna como o valor do

angulo de Norberg.
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Fonte: PINNA; PIZZUTI; CARLI; 2013.

A articulagdo do quadril se desenvolve a partir de quatro ossos: o ilio, pubis, isquio e
pequenos ossos acetabulares. Ao nascer, a articulagdo € composta principalmente por
cartilagem e as por¢des mineralizadas radiograficamente nao retornam a verdadeira forma da
articulagdo. O acetdbulo e a cabega femoral nao sdo visiveis radiograficamente, apenas o ilio e
o isquio sdo visiveis por ja estarem mineralizados. A idade no momento da radiografia ¢
fundamental para evitar falsos negativos, pois somente a partir de trés a quatro meses que a
articulagdo comeca a ter uma forma radiografica mais normal (HENRY, 1992).

A radiografia ventrodorsal (Figura 5) com extensdao do quadril é a posi¢do mais
utilizada para avaliar quadris e analisar os sinais de osteoartrite. A radiografia deve incluir toda
a pelve e a posicdo da patela deve estar visivel (HENRY, 1992). Para tal, o cdo ¢ colocado
simetricamente na posi¢ao de decubito dorsal, para que nao haja rota¢ao da pelve, e os membros
inferiores sdo puxados para trds até que o joelho e os jarretes estejam completamente
estendidos, com os fémures paralelos entre si e girados medialmente (para dentro) até que as
patelas fiquem centralizadas dorsalmente. Como trata-se de uma posi¢do especifica, os caes
devem ser sedados com anestesia geral para minimizar qualquer tipo de desconforto ao animal
(BUTLER; GAMBINO, 2017) e tornar o posicionamento mais facil e com menos movimento

(HENRY, 1992).
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Entretanto, ¢ dificultoso posicionar os caes de forma correta, especialmente em caes
com a musculatura mais desenvolvida e em animais que ndo estdo sob anestesia geral durante
0 exame, que acabam contraindo a musculatura ao desencadear uma resposta a dor (HENRY,
1992). Estas problematicas acabam acarretando um diagndstico falso-negativo ao mascarar a
subluxagao articular. Isto porque a extensdo dos membros pélvicos pode provocar alteragdes na
capsula articular, forcando a entrada da cabeca femoral no acetabulo, fazendo com que quadris
displasicos parecam normais (SMITH; BIERY; GREGOR, 1990). Além disso, ndao ¢
recomendada a radiografia de fémeas que estdo no estro, podendo ser necessario repetir o exame

caso a radiografia mostre uma subluxacao leve (HENRY, 1992).

Figura 5 — Comparagao radiografica de caes displasicos em vista ventrodorsal com
extensdo do quadril, evidenciando as articulagdes de diferentes individuos de grau C (imagens

A e D), grau D (imagens B e E) e grau E (imagens C ¢ F).
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Fonte: Schachner; Lopez; 2015.

1.1.3 Estratégias conservativas e cirirgicas visando o bem-estar animal

A preocupacdo com o bem-estar animal tem impulsionado o Mercado Pet mundial.
Segundo a Associacdo Brasileira da Industria de Produtos para Animais de Estimacao
(ABINPET) a populagao de caes no Brasil em 2020 era de 55,9 milhdes. Adicional a isso, o
Mercado Pet nacional movimentou R$ 27,02 bilhdes em 2020 e passou a ocupar a 7* colocagio

na industria mundial de insumos per (alimentagdo, higiene, acessorios, equipamento e
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medicamentos veterinarios), com participacao de 3,9% do faturamento mundial, passando na
frente de paises como Italia e Australia (ABINPET, 2022). Além disso, de acordo com os dados
atualizados e divulgados pelo Instituto Pet Brasil, o gasto mensal médio ¢ de R$338,76 com
cdes, enquanto que com gatos gira em torno de R$196,56 (IPB, 2019).

Procedimentos para promover o bem-estar animal tém sido propostos visando a
reducdo ou eliminac¢do da dor, sejam eles através do melhoramento ou restauracdo da fungao
do membro ao normal. Para determinar o tipo de intervengdo, alguns fatores sao levados em
conta, como a idade, a gravidade dos sinais clinicos e a gravidade dos graus de subluxacdo e de
osteoartrite.

O tratamento conservativo a longo prazo inclui a aplicagdo de cinco principios no
tratamento: (i) o controle de peso; (i1) controle nutricional; (iii) suplementac¢ao nutricional com
acidos graxos 6mega-3 e glucosamina/condroitina; (iv) exercicios aliados com a reabilitagdo
fisica; e (v) uso de anti-inflamatérios (SCHULZ, 2013). Aproximadamente 75% dos caes
jovens tratados a longo prazo de forma conservativa conseguem retornar a funcgdo clinica
aceitavel ap6s a maturidade (SCHULZ, 2013).

Fatores como disponibilidade de equipamentos, custo, severidade da DQC, idade e
condi¢do do cdo, sdo levados em consideragao para a escolha da técnica cirtirgica a ser utilizada.
As intervengoes cirurgicas visam prevenir ou limitar o desenvolvimento da displasia, bem como
a subsequente osteoartrite (ANDERSON, 2011). A cirurgia ¢ indicada quando o tratamento
conservativo ndo ¢ eficaz ou quando o tutor visa o retardamento da DQC e no aumento da
probabilidade funcional da articulagdo a longo prazo (SCHULZ, 2013). Existem diversas
técnicas como a sinfisiodese pubica juvenil, osteotomia pélvica, artroplastia total do quadril,
excisao da cabega e colo do fémur e denervacao coxofemoral.

A sinfisiodese pubica juvenil ¢ realizada em filhotes entre quinze e vinte semanas de
idade com a finalidade de alterar o crescimento da pelve e o grau de ventroversdo do acetabulo.
E uma cirurgia minimamente invasiva e considerada como preventiva. O procedimento consiste
em fechar precocemente a sinfise pubica a partir de um eletrocautério (DUELAND et al., 2001).
No entanto, como nesta idade grande parte dos filhotes ndo apresentam sinais clinicos visiveis,
um diagndstico precoce, como a técnica PennHip, ¢ importante para triar cdes com evidéncia
palpavel e radiografica de frouxiddo articular para a realizacdo da técnica. Outra técnica
utilizada € osteotomia pélvica tem o objetivo de girar axialmente e lateralizar o acetdbulo a fim

de aumentar a cobertura dorsal da cabeca femoral. Este procedimento ¢ indicado para caes
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jovens de racas de trabalho e para interromper ou retardar a progressdo da osteoartrite
(SCHULZ, 2013).

Ja a artroplastia total do quadril (Figura 6a) ¢ indicada apenas em casos em que a
articulagdo coxofemoral ndo pode ser reparada e como uma ultima opcao de intervenciao. O
procedimento consiste na remog¢do e substituicdo da articulagdo, sendo realizada apenas por
cirurgioes experientes e treinados. Recomenda-se também a reducao do peso corporal em caes
com sobrepeso para retardar a necessidade da cirurgia, bem como diminuir os riscos e
complicagdes apos o procedimento. A excisao da cabega e colo femoral ¢ um procedimento
com o intuito de limitar o contato 6sseo entre a cabeca do fémur e o acetabulo, permitindo a
formag¢ao de uma falsa articulagdo fibrosa (Figura 6b). Ele ¢ realizado apds a falha dos
tratamentos conservativos e quando ha restri¢des financeiras, médicas ou de tamanho
impossibilitam outras intervengdes. Como a articulagdo formada por uma fibrose pseudoartrose
¢ instavel, a funcdo articular pos-operatdria € imprevisivel. Mesmo sendo indicada para racas
menores, o procedimento pode ser realizado em ragas grandes e gigantes que nao obtiveram

éxito em outras formas de tratamento (SCHULZ, 2013).

Figura 6 — Radiografia de quadril de um cao apos (a) artrosplatia total do quadril e

(b) remocgao da cabeca femoral, do lado esquerdo do quadril. A seta indica a protese

implantada substituindo a articula¢do coxofemoral.

Fonte: Schulz, 2013.

Por fim, com o intuito de minimizar a dor, a denervagao da articulagao do quadril tem
sido considerada um tratamento paliativo, uma vez que apresenta poucas complicagdes

potenciais, mas com possivel progressdo de osteoartrite (ANDERSON, 2011). A técnica
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consiste na remoc¢ao simples do peridsteo da borda craniolateral destruindo os ramos articulares
do nervo dorsal do gluteo e do nervo ciatico (SCHMAEDECKE; SAUT; FERRIGNO, 2008).

Além dos tratamentos propostos, sdo crescentes os esforcos para reduzir a sua
prevaléncia. Os primeiros esfor¢os comecaram com a triagem fenotipica pelos programas
seletivos de reproducdo, cujo objetivo € maximizar o emparelhamento de alelos favoraveis a
partir da criagcdo de cdes fenotipicamente normais. Para isso, a condi¢do displéasica do cdo ¢
estimada a partir da avaliagdo fenotipica (radiografias) do quadril (SMITH, 1998). Desde 1960,
ha tentativas de reduzir a incidéncia da DQC na Finlandia. Na maioria das ragas, a selecao tem
sido malsucedida e foi constatado que a propor¢ao de cdes fenotipicamente displéasicos
continuou alta durante a execug¢ao do programa Finlandés Kennel Club “Criacao contra doencas
hereditarias de cdes” (MAKI; LIINAMO; OJALA, 2000). Genovois et al. (2008) obtiveram
resultados semelhantes com os dados fenotipicos de 15 ragas na Francga, ao verificar que apenas
seis racas tiveram alguma melhora significativa na reducdo da prevaléncia da doenca.

O baixo éxito desses programas pode ser explicado pela auséncia de informagodes dos
gendtipos de cdes reprodutores com base nas radiograficas convencionais, por conta disso,
animais displasicos ainda sdo usados para fins de reproducio (FLUCKIGER; FRIEDRICH;
BINDER, 1999). Além disso, alguns alelos principais podem ser recessivos (MAKI et al., 2004)
e caes com fendtipo radiografico normal podem ser portadores de alguns genes envolvidos no
fenotipo displésico e transmiti-los aos seus filhos, tornando ineficaz a abordagem fenotipica

para selecionar cies reprodutores (MAKI; LIINAMO; OJALA, 2000).

1.2 GENETICA CANINA

O genoma de referéncia de Canis lupus familiaris tem um tamanho estimado em 2,4 Gb
e ¢ organizado em 38 pares de cromossomos autossomos e dois cromossomos sexuais (X e Y)
e esta disponivel na base de dados do NCBI na versdo CanFam 3.1 (GCA_000002285.2).
Recentemente, foi disponibilizada uma versao mais atualizada do genoma canino realizada por
meio do sequenciamento PacBio. Esta versdo se encontra no banco de dados NCBI sob o codigo
de acesso <GCA_000002285.4>. Ambos os genomas disponiveis sdo referentes a um individuo
fémea da raca Boxer identificada como Tasha. Além disso, estima-se que o genoma do cao
contém 20.257 genes codificantes (ENSEMBL, 2020a), sendo esse um numero inferior ao
observado para camundongos (22.519 genes codificantes) (ENSEMBL, 2020b).

A partir do estudo publicado por Lindblad-Toh et al. (2005), a diversidade genética

canina poderia ser explorada por diversos fatores, tais como: (i) a disponibilidade da sequéncia
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do genoma canino, que cobre aproximadamente 99% do genoma eucromatico; (ii) um mapa de
mais de 2,5 milhdes de polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) derivados da comparagao
parcial de sequéncias de 11 racas de caes com uma sequéncia de referéncia (uma fémea da raga
Boxer); (iii) e o avango das ferramentas gendmicas. Deste modo, foi proposto um painel de
172.115 SNPs para utilizacdo em genotipagem canina, com alta qualidade e previsibilidade,
preenchendo lacunas deixadas pelo projeto genoma canino (VAYSSE et al., 2011).

O sequenciamento do genoma canino impulsionou também a identificacdo de
marcadores e de microarranjos de DNA, e consequentemente a produgdo de produtos
biotecnoldgicos para deteccao destes marcadores. A tecnologia do microarranjo de DNA utiliza
pequenas laminas de vidro com sondas (sequéncias de DNA) correspondentes a centenas de
milhares de marcadores distribuidos por todo o genoma, que sdo utilizados para identificar os
alelos dos marcadores e para a obtencao de um perfil de individuos testados. Entretanto, a
técnica ¢ trabalhosa e cara, o que faz com que os tamanhos amostrais necessitem ser
relativamente pequenos (ROSA; ROCHA; FURLAN, 2007). A versdo de microarranjo de DNA
atualmente usada, comercializada pela empresa Illumina, contém 170.000 marcadores de SNPs
(VAYSSE et al., 2011) e outra versao contendo 600.000 marcadores esta sendo desenvolvida

pela empresa Affymetrix (ANDRE et al., 2017).

1.2.1 Estudos com marcadores genéticos

Com o advento das técnicas de biologia molecular e a crescente preocupacdo com 0
bem-estar animal, diversos estudos tém procurado identificar loci de caracteristicas
quantitativas para a DQC (CHASE et al., 2004; TODHUNTER et al., 2005; MARSCHALL,;
DISTL, 2007, PHAVAPHUTANON et al., 2009; ZHU et al., 2009; HAYWARD et al., 2016),
SNPs (FELS; DISTL, 2014; FELS et al., 2014; MIKKOLA et al., 2019a; MIKKOLA et al.,
2019b) e genes (FRIEDENBERG et al., 2011; LAVRIJSEN et al.,2014) candidatos para a DQC
em diferentes ragas.

Os loci de caracteristicas quantitativas, conhecido como QTL, caracterizam-se por
serem regides cromossomicas que influenciam no fendtipo de uma caracteristica quantitativa
(ZHU et al., 2009). Caracteristicas quantitativas podem ser influenciadas por muitos genes e
também por fatores ambientais (ROSA, 2013). O entendimento dessa regido independe de as
racas serem mesticas (TODHUNTER et al., 2005) ou puras (MARSCHALL; DISTL, 2007;
HAYWARD et al., 2016). Dois QTLs no cromossomo (CFA) 1, associados com a frouxidao
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articular, foram identificados em Caes da Agua Portugués (CHASE et al., 2004), em Pastores
Alemaes (MARSCHALL; DISTL, 2007) e em Labradores (PHAVAPHUTANON et al., 2009).
Entende-se também que o efeito do mesmo QTL na expressdo de varias caracteristicas
displasicas pode fornecer evidéncias de que o mapeamento tem identificado locais que
realmente contribuem para o fendtipo da displasia do quadril (TODHUNTER et al., 2005).

Fels et al. (2014) relataram nove SNPs associados com a DQC nos CFA3, CFA9,
CFA26, CFA33 e CFA34 em Pastores Alemaes. Os SNPs associados mais significativos
estavam localizados nos CFA33 e CFA34 e eram proximos a genes candidatos funcionais
envolvidos na regulacdo da formacao Ossea, na atividade dos osteoclastos, na proliferacio e
diferenciagdo de condrocitos. Além desses, outros trés SNPs proximos a genes envolvidos na
formagdo 6Ossea, codificadores de proteinas envolvidas na regulagdo da homeostase 0ssea e de
GTPases que atuam na proliferacdo e diferenciagdo condrogénica foram identificados (FELS;
DISTL, 2014).

Em 2019, Mikkola et al. verificaram em Pastores Alemaes SNPs no CFA1 e CFA9
com associagdes sugestivas. Um dos SNPs no CFAL1 ¢ intronico para NOX3 e os outros estao
em uma regido intergénica entre NOX3 e ARIDIB. Com relagdo aos /loci encontrados para o
CFADO9, eles apresentaram diferencas significativas nas frequéncias alélicas e genotipicas entre
os casos leves e moderados a graves, e nenhuma diferenga entre os casos leves e controles. Esse
achado indica, segundo o grupo, que caes com displasia leve do quadril podem ter uma
predisposicdo genética menor para o distirbio (MIKKOLA et al., 2019a). Este loci ¢ referente
a uma delecdo de 24 pb proxima ao gene NOG que foi vista em cdes saudaveis e levemente
displésicos, sugerindo que essa dele¢ao pode conferir protecdo contra a DQC. O produto de
expressao do NOG ¢ um inibidor da proteina morfogenética que afeta varios processos de
desenvolvimento, inclusive o desenvolvimento articular (MIKKOLA et al., 2019a).

Um estudo subsequente do mesmo grupo associou um locus (BICF2P48585) no CFA1
em uma longa regido intergénica entre NOX3 e ARIDIB (genes associados com a degradagdo
da cartilagem e com a frouxiddo articular, respectivamente), outro (BICF2G630834826) no
CFA28 que apresenta CACULI (gene associado ao ciclo celular) e NANOS1 (gene que regula
positivamente uma proteina colagenolitica) e novamente no CFA9 (BICF2P1046032) préximo
ao gene NOG (MIKKOLA et al., 2019b).

Mesmo com todos esses achados, tem sido ugerido que determinados QTLs nao sao
raca especificos (MARSCHALL; DISTL, 2007), pois ha discrepancias e discordancias entre os
loci associados (MIKKOLA et al., 2019). Isso pode ser exemplificado pelo gene da fibrilina 2



28

(FBN2), localizado no cromossomo 11, cuja mutagdo no gene foi associada com a displasia em
Labradores e em Galgos (FRIEDENBERG et al., 2011). Mas tal associacao ndo foi observada
em uma populacao de Labradores por Lavrijsen et al. (2014), que levantaram a hipdtese de que
essa discrepancia pode ser causada pelas diferengas nas populagdes de Labradores. Outro
exemplo da diferenga entre as populagdes deriva de um teste de DNA baseado em sete SNPs,
desenvolvido em Labradores Retrievers espanhois, capaz de predizer a DQC (BARTOLOME
et al., 2015), mas que ndo foi capaz de predizer a doenca em Labradores Retrivers
dinamarqueses, pois ndo houve correlagdo entre o teste e os achados radiograficos (BRUUN et
al., 2020).

Resumidamente, o quadro 1 traz as principais informagdes dos estudos mencionados
acima, bem como o método de coleta utilizado para a identificagdo de cada marcador ¢ a raca

em que foi descrito.

Quadro 1 — Principais marcadores sugestivos para a displasia do quadril canino identificados

nas principais ragas estudadas através de amostras de sangue.

Marcadores
) CFA Raga Método de coleta Referéncia
sugestivos
Cio D’Agua
Chase et al., 2004
Portugués Amostras de
Dois QTLs 1 -
Pastor Aleméo sangue Marschall; Distl, 2007
Labrador Retriever Phavaphutanon et al., 2009
Fels; Distl, 2014
3,9, 26,
33e34 Felsetal., 2014
SNPs Pastor Alemao Amostras de
1.9 sangue Mikkola et al., 2019a
1,928 Mikkola et al., 2019b
Labrador Retriever Amostras de
Friendeberg et al., 2011
FBN2 . e Galgo Inglés sangue
Labrador Retriver Amostras de Lavrijsen et al., 2014
sangue

CFA: Cromossomo de Canis lupus familiaris
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1.3 USO DE BIOMARCADORES PARA O DIAGNOSTICO DA DQC

Além dos marcadores genéticos, muito se tem estudado sobre biomarcadores de
diagnostico para detectar a DQC. Desde 2001, verifica-se que os biomarcadores sao importantes
instrumentos para detec¢do precoce de doencas e para intervengdes terapéuticas (DE
GRUTTOLA, et al., 2001). Proteinas envolvidas na remodelagdo Ossea, na matriz celular
(AHNER et al., 2019) e o acumulo de produtos provenientes da degradacdo ou sintese da
cartilagem tém sido investigados para avaliar a precisio de biomarcadores (CORDONA-
RAMIREZ; LOPEZ-VILLEGAS; SILVA-MOLANO, 2018).

Ahner et al. (2019) estudaram proteinas envolvidas na matriz celular e na remodelacao
Ossea presentes no soro € na urina de cdes com dois anos ou mais que foram avaliadas para
serem possiveis biomarcadores. Quatro proteinas obtiveram sucesso em detectar a presenga ou
auséncia de displasia, detectando dois biomarcadores na urina (C-telopeptideo ligado a
degradagdo de colageno tipo I e II [CTX-I e II]), e dois biomarcadores no soro (MMP-9 ¢ C-
propeptideo do procolageno tipo II [PIICP]). Os biomarcadores de urina apresentaram maior
nimero de diferengas entre os grupos estudados. Isso reflete um resultado atrativo, pois coletar
urina para diagndstico ¢ menos invasivo do que a utilizagdo de soro e a realizagdo de
radiografias (AHNER et al., 2019). Quatro biomarcadores candidatos provenientes do osso, da
cartilagem ou do fluido sinovial: clivagem do colageno tipo II (CIIC), PIICP, sulfato de
queratano (KS) e prostaglandina E2 (PGE2) também apresentaram resultados satisfatorios.
Devido a sua capacidade de diferenciar cdes displasicos de cdes normais e sua alta
especificidade, foi proposto que o PIICP pode ser util como biomarcador de diagnostico
(CORDONA-RAMiREZ; LOPEZ-VILLEGAS; SILVA-MOLANO, 2018).

No entanto, os estudos com biomarcadores ainda sdo sugestivos, ou seja, eles sdo
classificados como possiveis indicadores, mas nao estao consolidados para serem utilizados no
diagnostico. Além disso, o progresso na area ¢ dificultado pela falta de conhecimento sobre os
eventos bioldgicos mediados tanto na DQC quanto na osteoartrite (GARRIDO et al., 2018) e
por conta da variabilidade individual (CORDONA-RAMIREZ; LOPEZ-VILLEGAS; SILVA-
MOLANO, 2018). Portanto, estudos complementares que visem a identificacdo de

biomarcadores que refletem a gravidade da doenga se fazem necessarios.

1.4 METODOS DE COLETA UTILIZADOS EM ESTUDOS GENOMICOS DE CAES
As plataformas de genotipagem requerem quantidades suficientes de material

gendmico de alta qualidade. Os estudos com marcadores para DQC (Chase et al., 2004;
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Marschall; Distl, 2007; Phavaphutanon et al., 2009; Friendeberg et al., 2011; Fels; Distl, 2014;
Fels et al., 2014; Lavrijsen et al., 2014; Mikkola et al., 2019a; Mikkola et al., 2019b) tém obtido
o material genético a partir de sangue total.

Como ja mencionado, estudos populacionais envolvendo milhares de participantes sdo
necessarios para compreender os aspectos genéticos. O sangue continua sendo principal escolha
de coleta, por fornecer nao apenas células nucleadas, mas também agentes fisioldgicos contidos
no plasma (COZIER; PALMER; ROSENBERG, 2004). Entretanto, a coleta de amostras de
sangue acaba ndo sendo viavel nestes estudos, pois os participantes estdo em outras localidades
e pela necessidade de um profissional treinado para realizar a pung¢do venosa, tornando a coleta
de sangue dispendiosa (HANSEN et al., 2007).

O desenvolvimento e a obten¢ao bem-sucedida nao apenas de amostras de qualidade,
mas também de um grande nimero de amostras obtidas sdo fatores fundamentais em estudos
com um grande nimero amostral. Nesse sentido, métodos de coleta ndo invasivos e mais baratos
podem aumentar a participagdo dos tutores nos estudos (MITSOURAS; FAULHABER, 2009).

Amostras obtidas por swab bucal demonstraram resultados satisfatorios ao produzir
DNA canino suficiente para ensaios de genotipagem multiplex (CHANG et al., 2007).
Mitsouras e Faulhaber (2009) e Yokoyama, Erdman e Hamilton (2010) obtiveram resultados
semelhantes ao utilizar um kit especifico (Kit Oragene Animal, DNA Genotek, Ontario,
Canada). Estes autores demonstraram que amostras de saliva canina resultam em rendimentos
de DNA superiores aqueles obtidos de sangue e com qualidade superior ao DNA bucal,
podendo ser utilizada como uma alternativa de DNA de alta qualidade para estudos de
genotipagem canina. As coletas de saliva podem ser realizadas pelo proprio tutor, sdo estaveis
por varios meses a temperatura ambiente ao ser misturada com o tampao de estabilizagdo e
pode ser enviada pelo correio sem infringir as leis de envio ou restri¢des éticas (YOKOYAMA;

ERDMAN; HAMILTON, 2010).

2 JUSTIFICATIVA

Compreender a genética da DQC tem sido um grande desafio veterinario nas tltimas
décadas, pois mesmo havendo esforcos para descobrir loci de risco e variantes causais, a
replicacdo dos estudos e a validagdo dos mesmos sdao dificeis. O tamanho amostral, a
complexidade e a imprecisdo do fenotipo, bem como a aparente diversidade genética entre as

ragas, sao problemadticas que dificultam a replicagdo dos estudos (MIKKOLA et al., 2021).
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Além disso, as radiografias também apresentam limitag¢des por refletirem apenas o fendtipo do
cdo, sem haver informagdes sobre o genotipo e nem o risco de herdabilidade da doenca. Esta
limitagao ¢ referente a caes fenotipicamente normais que podem carregar mutagdes que
influenciam na expressdo de caracteristicas displasicas (FLUCKIGER, 2007).

Pouco se sabe da base genética da DQC até o momento, e de acordo com os estudos,
parece haver muitos genes que contribuem com um efeito pequeno ou moderado que podem
variar entre as populagdes caninas. A compreensdao as variagdes genéticas dentro das
populagdes caninas, permite o entendimento da DQC e pode contribuir futuramente no
desenvolvimento de ferramentas preditivas capazes de identificar o risco da DQC com poucos
dias de vida do animal.

A maior parte dos marcadores sugestivos para a DQC foi verificada em estudos com
um grande numero amostral em apenas uma raca, sendo mais frequentes estudos com Pastor
Alemao ou Labrador Retriever. Desses marcadores destacam-se trés /oci com quatro genes
candidatos: um /Jocus (posi¢do 45.382.633, SNP BICF2P468585) entre os genes NOX3 e
ARIDID no cromossomo 1, um locus (posi¢ao 31.477.907, SNP BICF2G630834826) proximo
ao gene NOG no cromossomo 9 e o terceiro /ocus (posi¢ao 29.111.565, SNP BICF2P1046032)
que contém os genes NANOSI e CACULI no cromossomo 28 (MIKKOLA et al., 2019b), e o
gene da Fibrilina 2 (posi¢do 17.311.226 — 17.551.536) no cromossomo 11 (NCBI, 2020a). Vale
ressaltar que estes marcadores foram identificados a partir do mapeamento do genoma completo
dos cdes através de amostras de sangue.

Este trabalho se propde a avaliar esses trés /oci e o gene da FBN2 em uma populagao
de caes de ragas variadas com e sem displasia clinicamente detectavel, visando estabelecer
eventuais associacdes com o fenotipo displasico. Para isso, buscou-se utilizar um método nao
invasivo para realizar a coleta das amostras. Este tipo de conhecimento pode fornecer
informagdes importantes sobre a estrutura genética e prevaléncia da doencga na populagdo

canina de ragas variadas.
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3 HIPOTESE

Os marcadores genéticos BICF2P468585, BICF2G630834826, BICF2P1046032 ¢
FBN2 descritos na literatura em Pastores Alemaes e Labradores como sugestivos para a
displasia do quadril canino podem ser validados como associados com o fendtipo displasico em

uma uma populagdo de caes de ragas variadas.

4 OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GERAL
Verificar associacdes de quatro marcadores genéticos em uma populagdo de cdes de racas

variadas com e sem displasia clinicamente detectavel e comparar a variabilidade genética.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Amplificar e sequenciar os quatro /loci (BICF2P468585, BICF2G630834826,
BICF2P1046032 ¢ FBN2) das regides sugestivas da DQC em uma populagdo de caes
de ragas variadas com e sem displasia clinicamente detectavel.
e Relacionar a associagdo genética desses loci com o fendtipo displasico.
e Comparar a variabilidade genética entre a populacao de caes de ragas variadas e entre

populagdes estudadas da literatura.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 COMITE DE ETICA

A pesquisa foi submetida a Comissio de Etica no Uso de Animais da Universidade
Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) e aprovada sob o CEUA N°2151280820. Por ser um
estudo conduzido com animais domésticos mantidos fora de instalagdes de instituigdes de
ensino ou pesquisa cientifica, foram entregues aos proprietarios dos cdes o termo de

consentimento ¢ de responsabilidade (Apéndice 1).

5.2 ANIMAIS

Foram analisados 25 caes, sendo 20 animais com displasia ¢ 5 sem displasia
clinicamente detectaveis com idade superior a sete meses. Desses 9 eram machos e 16 eram
fémeas. As amostras foram coletadas de janeiro de 2021 até maio de 2022 e o Unico requisito
para a inclusdo no estudo era o diagndstico por raio-x, inclusive para os caes sem a doenga. Dos
20 caes displésicos, 15 estavam em reabilitagao fisica.

A avaliacdo e a pontuagdo, quanto a displasia do quadril, foram realizadas Médica
Veterinaria Amanda Adriana da Silva (CRMV-07024) com base nas radiografias de acordo
com o método de pontuagcdo FCI (A= sem sinais de DQC, B=quadris proximos ao normal,
C=sinais leves de DQC, D=sinais moderados de DQC, E=DQC severa) (Quadro 2). Esse
método certifica os quadris displasicos de acordo com a medida do angulo de Norberg, o grau
de subluxa¢do, a forma e a profundidade do acetdbulo e nos sinais de osteoartrite. Ambas as
articulagdes sdo pontuadas, prevalecendo e recebendo o diagnéstico do grau de maior
severidade (FLUCKIGER, 2007). A avaliacdo clinica e grau de displasia dos animais foi
realizada pela Médica Veterinaria Amanda Adriana da Silva (CRMV-07024).

Como o niimero amostral estava abaixo do esperado, foi realizada a divulgacdo da
pesquisa em midias sociais para atingir um publico maior. Dez tutores entraram em contato por
e-mail demonstrando interesse em participar da pesquisa. Estes caes ja estavam diagnosticados
e pontuados pelos médicos veterinarios responsaveis.

Os tutores dos animais foram consultados sobre a participacdo na pesquisa e
preencheram o termo de consentimento livre e esclarecido e um questionario de anamnese,
detalhando o peso e porte, niveis de exercicio, estilo de vida e nutricdo e problemas de saude
concomitantes (Apéndice 2). As perguntas foram elaboradas com o intuito de relacionar os

dados qualitativos obtidos com os resultados subsequentes do fenétipo displasico.
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Quadro 2 — A avaliagdo e a pontuacdo do grau de displasia de quadril em caes sdo realizadas
com base nas radiografias e levam em conta a medida do angulo de Norberg, o grau de
subluxacao, a forma e a profundidade do acetadbulo e nos sinais de osteoartrite. A pontuagado
da FCI ¢ dividida em cinco graus, sendo grau A — quadril normal; grau B — préximo ao

normal; grau C — displasia leve; grau D — displasia moderada; e grau E — displasia severa.

Quadril normal
A cabega femoral e o acetdbulo sdo congruentes. A borda acetabular
craniolateral parece afiada e ligeiramente arredondada. O espaco articular ¢
A estreito e uniforme. O angulo de Norberg ¢ de cerca de 105°. Em excelentes
articulagcdes do quadril a borda craniolateral circunda a cabega femoral um

pouco mais na dire¢do caudolateral.

Perto das articulacdes normais do quadril
A cabega femoral e o acetabulo sdo ligeiramente incongruentes e o Angulo de
B Norberg ¢ de cerca de 105° ou a cabega femoral e o acetdbulo sdo congruentes

e o angulo de Norberg ¢ inferior a 105°.

Displasia leve do quadril
A cabega femoral e o acetabulo sdo incongruentes, o angulo de Norberg ¢ de
C cerca de 100° e/ou hd um leve achatamento da borda acetabular craniolateral.
Podem estar presentes ndo mais do que leves sinais de osteoartrite na borda

acetabular cranial, caudal ou dorsal ou na cabega e colo do fémur.

Displasia moderada do quadril
Ha incongruéncia dbvia entre a cabega femoral e o acetdbulo com subluxagao.
D O angulo de Norberg ¢ superior a 90° (apenas como referéncia). Achatamento

da borda craniolateral e/ou sinais de osteoartrite estao presentes.

Displasia severa do quadril
Alteragdes displasicas acentuadas das articulagdes do quadril, como luxacao
E ou subluxacao distinta, estdo presentes. O angulo de Norberg ¢ inferior a 90°.
Observa-se evidente aplanamento da borda acetabular cranial, deformagao da
cabega femoral (em forma de cogumelo, achatamento) ou outros sinais de

osteoartrite.

Fonte: Adaptado de FLUCKIGER, 2007.



35

5.3 GRUPOS CLINICOS

Os caes foram classificados em dois grupos: grupo controle (caes com grau A ¢ B) e
grupo afetado (caes com graus C, D e E) (Tabela 1). Animais com outros distirbios ortopédicos,
como processo degenerativo coxofemoral, foram excluidos do estudo. A identificacdo de cada

cdo e os dados de raga, porte, sexo, peso, idade e grau estdo disponiveis no apéndice 3.

Tabela 1 — Caracteristicas gerais dos caes controle e afetados avaliados neste estudo. Cada
animal recebeu uma identificacdo e seus dados estdo organizados por raca, porte, sexo, peso,

idade e grau de displasia. Os caes estdo ordenados por grau de displasia (A-E).

Grau Identificacao Raca Porte Sexo Peso Idade Grupo
A C2 SRD M Fémea  18kg 7 anos  Controle
A C3 Border collie M Fémea 21kg 5anos  Controle
A C4 Bulldog inglés M  Fémea 17kg 11 anos  Controle
B C1 Border collie M Fémea 18kg 11 anos  Controle
B C5 Border collie M Fémea 16,8kg 10anos Controle
C 1 Border collie M Fémea 20kg 4 anos  Afetado
C 4 Border collie M Fémea 19kg 1 ano Afetado
C 5 Pug P Macho  9kg 6 anos  Afetado
C 6 Lab.rador G Macho 48 kg 11 anos  Afetado

retriever
C 10 SRD M Fémea 15kg 20 anos  Afetado
C 11 Labrador G Macho 36kg 16 anos  Afetado
retriever
C 14 Border collie M Fémea 20kg S5anos  Afetado
C 20 Cane corso GG Fémea 50kg 1 ano Afetado
D 2 Gonlden G Macho 35kg 1 ano Afetado
retriever
D 3 Pug P Fémea 12kg 12 anos  Afetado
D 8 SRD G Fémea 31kg 9 anos  Afetado
D 9 Rottweiler GG Macho 48kg 13 anos  Afetado
D 12 Spitz alemao P Fémea 4,2kg 9 meses Afetado
D 15 Rottweiler GG Macho 52kg 6 anos  Afetado
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American
D 18 staffordshire M Macho 25kg 4 anos  Afetado
terrier
E 7 SRD M Fémea 11kg 4 anos  Afetado
E 13 Bulldog alemao M  Macho 10kg 9anos  Afetado
E 16 Bulldog inglés M Fémea 24 kg 7 anos  Afetado
E 17 Border collie M  Macho 17kg 2 anos  Afetado
E 19 Border collie M Fémea 16kg 7 meses  Afetado

A: Articulagdo normal; C: displasia leve; D: displasia moderada; e E: displasia severa; SRD: Sem Raga

Definida; P: Pequeno; M: Médio; G: Grande; GG: Gigante.

Os cdes foram classificados de acordo com o porte (pequeno, médio, grande e
giganta). Racas de porte pequeno tém menos de 10 kg, porte médio de 10 a 25 kg, porte
grande de 25 a 45 kg e porte gigante de 45 a 90 kg (ROYAL CANIN, 2001).

5.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Inicialmente foi utilizado um swab (Isohelix™ DNA/RNA Buccal Swabs) por cao
para realizar um esfregaco de células da bochecha. Posteriormente, passou-se a coletar dois
swabs bucal por cdo, na tentativa de aumentar a concentragdo de DNA. A técnica consiste na
raspagem da mucosa bucal (face direita e esquerda, incluindo a gengiva) com swabs estéreis.
Ap0s araspagem, os swabs foram armazenados nos proprios tubos de 5 mL que acompanhavam
o swab em temperatura ambiente.

Visando diminuir os custos finais, outros dois swabs (Swab para coleta de amostras
estéril ABSORVE e Specimen Collection Swab MML Diagnostics Packaging) também foram
utilizados. Entretanto, apenas o swab Specimen Collection Swab (MML Diagnostics
Packaging) foi utilizado para realizar a coleta das células da bochecha. Apds a coleta, este era
armazenado em tubo Falcon estéril de 15 mL para posterior extragao de DNA.

As coletas foram realizadas pela Médica Veterindria Amanda Adriana em sua clinica
veterindria de reabilitacdo com o consentimento prévio assinado pelos proprietarios. Conforme
descrito no subitem ‘6.2 Animais’, foram obtidas amostras de cdes que ndo consultavam com a
Med. Vet. Amanda Adriana para atingir um niamero amostral maior. Em 10 casos as coletas
foram realizadas pelo proprio tutor. Ao entrar em contato com os tutores, estes foram

informados sobre a pesquisa e os mesmos realizaram a coleta com o swab.
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5.5 EXTRACAO DE DNA

Como as amostras eram provenientes de um consultério de reabilitagdo com horério
de funcionamento restrito, foram testados tempos diferentes de coleta e armazenamento ¢ se
haveria a necessidade de utilizar tampao de preservacdo. Para garantir uma eficiente extragao
de DNA e evitar a0 maximo a necessidade de realizar a coleta sanguinea, alguns passos foram
otimizados.

Testou-se inicialmente o intervalo de tempo entre coleta e extragao e com a auséncia
ou presenca de PBS 1x (tampao de preservacdo). Foram testados cinco parametros: 1° - extracao
de DNA com intervalo de no maximo 24h da coleta com o swab a seco (1); 2° - extracdo de
DNA com intervalo de no maximo trés dias da coleta com o swab a seco (2a); 3° - extragdo de
DNA com intervalo de no maximo trés dias da coleta com o tampao (2b); 4° - extragdo de DNA
com intervalo de no maximo sete dias da coleta com o swab a seco (3a); 5° - extragao de DNA
com intervalo de no maximo sete dias da coleta com o swab com o tampao (3b). Em todos os
cinco momentos os swabs foram armazenados em geladeira.

A extragdo de DNA dos swabs das mucosas foi realizada com o Kit ReliaPrep™ Blood
gDNA Miniprep System (Promega, Madison, EUA) em até trés dias ap6s a coleta. Os dois
swabs coletados por cao foram processados juntamente em uma Unica extracdo. Algumas
modificagdes foram realizadas no protocolo do fabricante a fim de otimizar a quantidade de
DNA obtido (1. Adi¢do de tempo extra de cinco minutos na etapa inicial apos a adi¢dao da
solucdo de lise de nucleos com os swabs e 2. A incubacdo por 30 minutos a 37 °C). Apoés a
extracdo, a qualidade e concentragdo do DNA resultante foi avaliada via espectrofotometria a
260 nm, 280 nm e 320 nm, utilizando o aparelho Picodrop Microliter UV/Vis
Spectrophotometer. As amostras foram diluidas para concentragao entre 50-100 ng/uL e

armazenadas em freezer -20 °C.

5.6 AMPLIFICACAO POR PCR

As amostras de DNA extraidas foram submetidas a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) para a amplificagdo dos quatro marcadores potencialmente associados a DQC. Os
iniciadores (Quadro 3) foram desenhados utilizando o genoma canino de referéncia CanFam
3.1 (GCA 000002285.2) e o programa PrimerSelect, de acordo com as regides descritas por
MIKKOLA et al. (2019b) para os marcadores BICs (BICF2P468585, BICF2G630834826 ¢
BICF2P1046032). O iniciador utilizado para a FBN2 foi obtido do trabalho de FRIEDENBERG
etal. (2011).
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As amplifica¢des por PCR foram realizadas em volume de 20 pL utilizando 50-100
ng do DNA extraido, 1 uM dos iniciadores senso e antissenso, solu¢ao tampao 1x (Promega),
0,2 mM dNTP (mix) e 0,5 U/uL da enzima GoTaq® DNA Polimerase (Promega). Para otimizar
a reagdo do marcador BICF2P468585 foi necessario acrescentar 0,1 uL. de DMSO 100%. As
reagdes foram incubadas em um termociclador (Applied Biosystems), sendo o DNA
desnaturado a 95°C por 5 min e amplificado com 35 ciclos de 95°C por 40 seg, 60°C por 40
seg, 72°C por 45 seg.

Quadro 3 — Lista de iniciadores utilizados para amplificacdo dos quatro marcadores genéticos

utilizados neste estudo.

Marcador CFA Sequéncia dos Iniciadores Tamanho do | Referéncia
produto (pb)
F 5>GTTGAGCCACTCAGGCATC ¥
BICF2P468585 1 511 pb
R 5’CCTGGATCATTCATGACTTG 3’
F S’ AGTTACCTGAGACCCAGAAC 3’ Mikkola et
BICF2G630834826 9 345 pb
R 5’CCTTGCTGTCATCTTGTCAC 3’ al., 2019b
F 5 TTCTGGATGACTCCGTCTAG 3’
BICF2P1046032 28 323 pb
R 5>GAGGTTGAATGTGGCTGATG 3°
F 5 GGCCAATGTACCAACATTCC 3’ Friedenberg
FBN2 11 438 pb
R 5> TGAAGGATCCCTTGGTGTTC 3° etal., 2011

CFA: Cromossomo de Canis lupus familiaris

Os produtos de PCR foram separados em eletroforese em gel de agarose 1%. Para
visualizar os fragmentos sob iluminagdo ultravioleta, o gel foi submerso em uma solugdo de
brometo de etideo (10 mg/mL) por 20 minutos e analisado posteriormente no transiluminador

MacroVue UV-20 (Hoefer Pharmacia Biotech).

5.7 SEQUENCIAMENTO
O sequenciamento foi realizado pela empresa ACTGene Andlises Moleculares. Para
verificar a qualidade das sequéncias a partir dos cromatogramas o software SnapGene® Viewer

6.0.2 (https://www.snapgene.com/snapgene-viewer/) foi utilizado.

Os fragmentos amplificados de cada regido foram sequenciados pelo método de

Sanger. As amostras foram preparadas de acordo com o protocolo da empresa e posteriormente
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enviadas. Resumidamente, os produtos de PCR foram purificados por precipitacdo, onde
adicionou-se 100 pL de isopropanol 70% gelado e as amostras foram mantidas a -20 C por 16
horas antes de serem submetidas a centrifugacdo a 14.000 x g por 30 minutos. O sobrenadante
foi removido e adicionou-se 150 puL de etanol 70% gelado, seguido de centrifugacdo em rotacao
maxima por 5 minutos. Novamente, o sobrenadante foi removido e apos 15 minutos, para a
completa evaporagao do etanol, o DNA foi eluido em 15 pL de H>O livre de nucleases. Apos a
eluicdo do DNA, as amostras foram novamente quantificadas via espectrofotometria, utilizando
o aparelho Picodrop Microliter UV/Vis Spectrophotometer e diluidas para que tivessem entre

30-60 ng/uL. As amostras foram enviadas para sequenciamento em temperatura ambiente.

5.8 ANALISES DE BIOINFORMATICA
5.8.1 Analise dos loci
As sequéncias geradas foram submetidas ao programa Pred-Phrap-Consed (EWING;
GREEN, 1998; EWING et al, 1998) para atribuicio de qualidade e limpeza dos
cromatogramas (phred >30), determinacao das bases (bascalling) e obtencao das sequéncias
consenso, a partir do agrupamento das sequéncias, chamadas de reads (senso e antisenso).
As sequéncias obtidas para cada marcador foram alinhadas através do software Clustal

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) com as regides correspondentes no

genoma de referéncia CanFam 3.1 para os marcadores BICs. Os marcadores analisados foram:
(1) marcador BICF2P468585, no cromossomo 1, base A ou a base C no locus 45,382,633 (ii)
marcador BICF2G630834826, cromossomo 9, base A ou G no locus 31,477,907, (iii) marcador
BICF2P1046032, cromossomo 28, base C ou A no locus 29,111,565 (obtidos de MIKKOLA et
al., 2019b); (iv) gene FBN2, cromossomo 11, delecdo de 7 pb (TACTTTA) entre os pb 189-
195 no intron 30 (obtido do estudo de FRIEDENBERG et al., 2011). Os alinhamentos gerados
pelo Clustal Omega foram visualizados no programa software Jalview 2.11.2.4

(WATERHOUSE, 2009).

5.8.2 Analise da variabilidade das sequéncias

Para comparar as variagdes de SNPs com outras sequéncias disponiveis no banco de
dados, foi realizada uma andlise de similaridade através do algoritmo BLASTn (versdo 2.9.0;
CAMACHO et al., 2009). Foram utilizadas sequéncias das montagens Dogl0K Boxer Tasha
(GCA _000002285.4), CanFam3.1 (GCA_000002285.2). Ambos os genomas sao referentes ao

mesmo cdo: uma fémea da raca Boxer, identificada como Tasha. O sequenciamento faz parte


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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do Projeto de Sequenciamento do Genoma Canino liderado pelo Broad Institute, localizado no
Massachusetts, Estados Unidos. A raga boxer foi escolhida entre uma anélise de 60 ragas, por
ser uma das ragas com menor variagao em seu genoma (LINDBLAD-TOH et al., 2005). Desde
entdo, algumas versdes (CanFam 1.0, CanFam 2.0 e CanFam 3.1) ja foram disponibilizadas.

Foram utilizadas também sequéncias nucleotidicas de Canis lupus familiaris obtidas
da base de dados nao redundante (NR) do NCBI — totalizando 232.931 sequéncias génicas de
caes. A partir deste conjunto, foi realizada uma etapa de remocao de sequéncias curtas (abaixo
de 200 nucleotideos), retornando 224.900 sequéncias, as quais foram utilizadas para analises a
posteriori. O Unico parametro modificado durante a execu¢do da andlise de similaridade foi o
valor de e correspondente a 1x107.

A frequéncia do conjunto de dados CanFam 3.1 e DoglOK Boxer Tasha foi
determinada pela maior similaridade dos gendtipos presentes no genoma. Com relagdo ao
conjunto de dados do NCBI, a frequéncia dos marcadores foi determinada a partir do nimero
de sequéncias identificadas para cada gendtipo de cada marcador, observando os SNPs para
cada posi¢do determinada, o gendtipo homozigoto selvagem ou homozigoto mutante (com
dele¢do) ou heterozigoto para a FBN2. Nesta contagem, as sequéncias encontradas referentes
ao CanFam 3.1 e DoglOK Boxer Tasha, nao foram contabilizadas.

O agrupamento das amostras foi realizado através do método de célculo de distancia
euclidiana, levando em conta os genotipos encontrados no célculo da distancia. A distancia

euclidiana utiliza a menor distancia entre dois pontos.

5.9 ANALISE ESTATISTICA
Por conta do baixo nimero amostral, ndo seria eficiente aplicar um teste estatistico nos
dados obtidos. Foram realizadas apenas andlises descritivas nos dados provenientes do

sequenciamento.
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6 RESULTADOS
6.1 CARACTERISTICAS GERAIS E QUADRO CLINICO DOS CAES

Ao todo foram coletadas amostras de 25 caes com idades entre sete meses e vinte anos
(240 meses) (Figura 7). A idade média dos caes foi de 85,95 meses (sete anos). Vinte caes foram
incluidos no grupo afetado (apresentavam graus C, D ou E) e cinco cdes foram incluidos no

grupo controle (grau A ou B).

Figura 7 — Distribuicao dos caes utilizados neste estudo por faixa etéria e sexo.
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A faixa etaria média dos cdes esta representada em meses e agrupada por sexo. A cor roxa representa
as fémeas e a azul os machos. Cada circulo (fémea) e triangulo (macho) representa um c@o e as barras

representam a média e o desvio padrdo.

Dez ragas diferentes e caes sem raga definida (SRD) fizeram parte do estudo: Border
collie (32%) seguido por SRD (16%), Rottweiler (8%), Bulldog inglés (8%), Pug (8%),
Labrador retriever (8%), Golden retriever (4%), Cane corso (4%), Bulldog alemao (4%), Sptiz
alemao (4%) e American staffordshire terrier (4%). Ao comparar entre raca definida e caes sem
raca definida, tem-se 84% e 16%, respectivamente. Em relacdo ao porte, 60% sao de porte
médio, 16% de porte grande, 12% de porte pequeno e 12% de porte gigante.

Os caes foram classificados quanto ao grau de displasia de acordo com a pontuagao
da Fédération Cynologique Internationale (FCI). Para facilitar a compreensao dos niveis de
cada grau, a figura 8 ilustra o raio-x de cinco graus (A, B, C, D e E) de caes pertencentes ao

estudo.
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Figura 8 — Imagens radiograficas do quadril de caes participantes do estudo, incluindo
individuos representantes dos graus A, B, C, D e E. Os graus A e B representam as

articulagdes saudaveis, grau C - displasia leve, grau D - displasia moderada e o grau E -

displasia severa.

Os circulos delimitam a cabega do fémur, apontando para o seu ponto central. As linhas verticais representam a
ligacdo do centro da cabeca do fémur com a borda superior do acetabulo e as linhas horizontais ligam os dois
pontos centrais da cabega do fémur. O dngulo formado entre essas linhas ¢ referente ao angulo de Norberg.

Fonte: As imagens de raio-x foram obtidas com os tutores dos animais e compiladas pela autora (2022).

De maneira geral, 32% dos animais possuem grau C (displasia leve), 28% possuem
grau D (displasia moderada), 20% grau E (displasia severa) e 20% graus A e B (sem displasia).
Na tabela 2 € possivel verificar a prevaléncia raga-especifica entre os caes amostrados neste

estudo com relag@o ao grau de displasia.
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Tabela 2 — Prevaléncia raca-especifica entre cdes sem e com displasia distribuidos por grau.

Raca Graus AeB (%) GrauC (%) GrauD (%) GrauE (%) Total (N)
Border collie 37,50 37,5 0 25 8
Golden retriever 0 0 100 0 1
Pug 0 50 50 0 2
Labrador retriever 0 0 100 0 2
SRD 25 25 25 25 4
Rottweiler 0 0 100 0 2
Sptiz alemao 0 0 100 0 1
Bulldog alemao 0 0 100 0 1
Bulldog inglés 50 0 0 50 2
American
staffordshire 0 0 0 100 1
terrier
Cane corso 0 0 100 0 1
25

No lado esquerdo da tabela estdo representadas as 10 ragas e os cdes sem raca definida. As colunas estdo divididas
por grau, onde os caes com grau A e B foram considerados sem displasia, grau C para displasia leve, grau D para
displasia moderada e grau E para displasia severa. A prevaléncia raga-especifica esta representada em porcentagem

para cada grau.

A maior parte dos animais eram de porte médio (60% dos cdes) e estavam distribuidos
entre os cinco graus. Todos os cdes controles (graus A e B) eram de porte médio. Entre os
displasicos, todos os caes de grau E eram de porte médio (20%). Entre os graus C e D, os caes

eram de porte pequeno a gigante.
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Tabela 3 — Percentual de caes controles e displésicos de acordo com o porte e em relagdo aos

graus de displasia.

Porte Graus Ae B Grau C Grau D Grau E
Pequeno 0 4% (n=1) 8% (n=2) 0
Médio 20% (n=5) 16% (n=4) 4% (n=1) 20% (n=5)
Grande 0 8% (n=2) 8% (n=2) 0
Gigante 0 4% (n=1) 8% (n=2) 0

No lado esquerdo da tabela estdo representados os portes dos caes. As colunas estdo divididas por grau, onde os
cdes com grau A e B s@o os animais controle, grau C para displasia leve, grau D para displasia moderada e grau
E para displasia severa. A prevaléncia por porte esta representada em porcentagem para cada grau. A
porcentagem foi calculada levando em considerag@o o tamanho total da amostra (25). Em parénteses estdo

colocados o ntimero amostral para cada porte relacionado com o grau.

Outro parametro analisado foi o peso fisico dos cdes. Apenas dois cdes (cdo 3 e cdo 6)
estavam acima do peso esperado para o porte. O cdo 6, daraga Labrador retriever (porte grande),
tem 48 kg e grau C e o cdo 3, da raga Pug (porte pequeno), tem 12 kg e grau D.

No momento da coleta das amostras, os tutores receberam um questionario com
perguntas objetivas sobre o estilo de vida e com escalas de estado geral do cao. Os dados obtidos
sobre o estilo de vida entre cdes displésicos e controle foram condensados e estdo demonstrados

na tabela 4.

Tabela 4 — Respostas obtidas dos questiondrios aplicados aos tutores sobre o ambiente e estilo
de vida que podem influenciar no fenétipo displésico. As respostas foram separadas entre caes

displésicos e controle.

Respostas
Perguntas . .
Displésicos Controle
Vocé mora em casa ou apartamento? >7,9% 42,1% 75% 25%
P ' Casa Apartamento Casa Apartamento

0 0 0

O piso da sua residéncia € liso? 73’.7 & 26’§ & 10.0 &
Sim Nao Sim

Em rflagao a pergunta anterior, o seu 71.4% 28.6% 100%

cdo/sua cadela escorrega com . N ~

Sim Nao Nao

facilidade?
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Antes de completar 1 ano, seu cao/ sua

cadela praticava alguma atividade de 31,6% 68.,4% 75% 25%
impacto, como saltos e exercicios Sim Nao Sim Nao
fisicos intensos?
Pular no portao;
Corrida;
Em relag@o & ta anteri 1 . . .
m felagao a petgunta anterior, quala o, inhava na praia, nadava Corrida
atividade? iy
e escalava pedras no patio;
Pulava tentando pegar
objetos em corda;
Vocé notou alguma diferenga na .
capacidade locomotora, ou até mesmo 109 /o 100%
notou que seu animal sente dor Sim Nao

quando se locomove ou se levanta?

Em relagdo a pergunta anterior, qual?

Dificuldade ao levantar,
andar e sentar;

Claudicacao;

Dificuldade em subir em

cal¢ada;

Abertura frequente da pata

traseira;

Diferenca na capacidade

motora;

Caminhada torta;

O estado geral de caes controle foi considerado 6timo de forma consenso para todas

as perguntas (a&nimo, animo em participar de brincadeiras, apetite, locomogao, habilidade de

pular, movimenta¢do apo6s um longo descanso e apoOs exercicio intenso). Para os cdes

displésicos, os resultados obtidos estao demonstrados na tabela 5.
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Tabela 5 — Respostas obtidas dos questionarios aplicados aos tutores sobre o estado geral dos
caes. Foi utilizada a escala de 0 a 2 (onde, 0 ruim, 1 bom e 2 6timo) para todas as perguntas,

exceto a escala de dor (0 muita dor, 1 dor moderada e 2 nenhuma dor).

Perguntas Respostas
Animo 10,5% 47,7% 42,1%
Ruim Bom Otimo
A .. . . 26,3% 36,8% 36,8%
Animo em participar de brincadeiras Ruim Bom Otimo
Apetit 5,3% 15,8% 78,9%
pettte Ruim Bom Otimo
Locomocs 26,3% 47,7% 26,3%
ocomogao Ruim Bom Otimo
o 47,7% 47,4% 5,3%
Habilidade de pular Ruim Bom Otimo
Movimentaci s 1 d 10,5% 68,4% 21,1%
ovimentagdo ap6s longo descanso Ruim Bom Otimo
Movimentaca . rcicio inten 63,2% 21,1% 1’5,8%
ovimentagao apds exercicio intenso Ruim Bom Otimo
. . 21,1% 52,6% 26,3%
Qualidade de vida Ruim Bom Otimo
15,8% 73,7% 10,5%

Escala de dor Muita dor Dor moderada  Nenhuma dor

6.2 PADRONIZACAO DE EXTRACAO DOS SWABS

Com relagdo ao tempo entre a coleta e extracdo de DNA, o melhor resultado observado
foi com a amostra com o intervalo de coleta e extragdo de 24h (amostra 1). A quantidade de
DNA extraido com o tampao de preservacao (amostras 2b e 3b) foi inferior quando comparado
com o swab seco (2a e 3a). A pureza do DNA, avaliada pela razao A260/A280, foi comparada

para os diferentes tempos e método de conservacao e variou de 0,448 — 1,661.
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Tabela 6 — Concentragdes de DNA obtidas das amostras testes na padronizagdo de

extragdo dos swabs em diferentes tempos e com e sem tampao de preservacao.

Amostra Tempo Conservacao Concentracao A260/280 A260/320

(ng/uL)

1 24h Seco 46,2 ng/uL 1,630 -6,258
2a 3 dias Seco 13.6 ng/uL 1,567 2,055
2b 3 dias PBS 1x 0,9 ng/uL 0,448 -0,104
3a 7 dias Seco 8,2 ng/uL 1,661 9,737
3b 7 dias PBS 1x 4,1 ng/uL 1,674 -6,372

6.3 AMPLIFICACAO E SEQUENCIAMENTO DOS MARCADORES

Ap0s a obtencdo das amostras de DNA de todos os cdes foram amplificados por PCR
os quatro marcadores (BICF2P468585, BICF2G630834826, BICF2P1046032 ¢ FBN2). O
marcador BICF2P468585 possui um tamanho estimado de 511 pb, o marcador
BICF2G630834826 de 345 pb, o marcador BICF2P1046032 de 323 pb e o marcador FBN2 de
438 pb. Como ¢ possivel observar na Figura 9, foi possivel amplificar os quatro marcadores, a
partir de uma PCR para cada marcador, com o tamanho esperado, contudo também foram
observados produtos inespecificos com tamanho inferior ao esperado, o que pode ser resultados

de dimeros de iniciadores ou produtos inespecificos.

Figura 9 — Resultado representativo das amplificagdes por PCR dos quatro marcadores

utilizados nesse estudo utilizando a amostra de DNA do céo 1.

BICF2P468585 BICF2G630834826 BICF2P1046032 FBN2

Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. LMW: Padrao de peso molecular
(low molecular weight) — pUC18 digerido com Haelll (587-257 pb); CN: Controle negativo da reagao.
Fonte: Autora (2022).
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Ap0s a purificacdo dos produtos de PCR, foi realizado o sequenciamento dos amplicons
pelo método de Sanger para andlise dos SNPs analisados e delecdes. Cinco amostras para o
marcador BICF2P1046032 e seis amostras para o marcador FBN2, as sequéncias consenso nao
foram formadas, sendo posteriormente identificados como heterozigotos. Para isso foi
necessario analisar os dados brutos e a qualidade das bases pelo cromatograma, para identificar
as regides desejadas.

Na figura 10 ¢ possivel verificar o alinhamento gerado com os quatro marcadores
utilizados. Nestes alinhamentos foram incluidos apenas os cdes homozigotos para os
marcadores. Para o marcador BICF2P468585, representado na figura 10A, a maior parte dos
caes foi homozigoto C/C para o SNP e apenas quatro caes foram homozigotos A/A. Amostras
de dois animais (cdes 3 e 20) ndo puderam ser incluidas para o marcador BICF2P468585 nas
analises posteriores do estudo devido a baixa qualidade no sequenciamento. Para o cao nimero
3 nao foi possivel realizar uma nova coleta por conta do falecimento do animal e para o cdo
nimero 20 ndo houve tempo habil para a empresa realizar o sequenciamento até a defesa do
presente trabalho.

Para o marcador BICF2G630834826, representado na figura 10B, a maior parte dos
animais (22 caes) foi homozigota G/G e apenas trés caes homozigotos A/A. Todos os caes
incluidos no estudo como controle (C1-C5) foram homozigotos G/G.

Com relagdo ao marcador BICF2P1046032, representado na figura 10C, foram
encontrados individuos homozigotos A/A, individuos homozigotos C/C e individuos
heterozigotos A/C. A maior parte dos animais (onze cdes) foi homozigota A/A. Ja entre os
displéasicos, nove caes eram homozigotos A/A, seis cdes homozigotos C/C e cinco caes
apresentaram o gen6tipo heterozigoto A/C. A partir do alinhamento foi identificado a inser¢ao
de uma base A na posicao 23 pb do amplicon nas sequéncias que apresentam o alelo homozigoto
A (cdes numero 4, 7, 8,9, 11, 12, 13, 14, 20, C2 e C4), que também foi verificada no genoma

de referéncia CanFam 3.1.
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Figura 10 — Alinhamento das sequéncias de cdes controle e displsicos, para os
quatro marcadores: (A) marcador BICF2P468585; (B) marcador BICF2G630834826; (C)
marcador BICF2P1046032; e (D) marcador FBN2. A sequéncia consenso da regido do

amplicon demonstra a variagdo na posi¢cao do SNP.

(A) Marcador BICF2P468585
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(C) Marcador BICF2P1046032

10 20 30 40 50

CanFam3.1/1-54 TCAACTTTACTCACTAAAAAAA .- CAAAAAACAAAACAAACCAAAAAAGCAGATTT

1
Cao ¥1-54 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAA- CAAAAAACAAAACAAACCAAAAAAGCAGATTT
Cao4/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAARACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
Cao5/1-54 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAA- CAAAAAACAAAACAAACCAAAAAAGCAGATTT
Cao7/1-56 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
Cao/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
Caod/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
Cao 10/1-54 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAA- CAAAAAACAAAACAAACCAAAAAAGCAGATTT
Cao 11/1-55 1TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAAACAAARAAGCAGATTT
Cao12/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAARAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
Cao 13/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAARAACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
Cao 14/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAANCAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAAATTT
Cao 15/1-54 1TCAACTTTACTCACTAAAAAAA - CAAAAAACAAAACAAACCAAAAAAGCAGATTT
Cao 18/1-54 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAA- CAAAAAACAAAACAAACCAAAAAAGCAGATTT
Cao 19/1-54 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAA - CAAAAAACAAAACAAACCAAAAAAGCAGATTT
Ca020/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
CaoC2/1-65 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT
CaoC4/1-55 1 TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAARCAAAAAAGCAGATTT

Consensus

TCAACTTTACTCACTAAAAAAAACAAAAAACAAAACAAAACAAAAAAGCAGATTT

(D) Marcador FBN2

50 60
1 |

\J v
GQ494998.4/1-107 41 AAATAGATTA-ACTTTTATCT 107
GQ494997.1/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT 107
Cao 1/1-101 41 AAATAGATTA- - - - - - . AACTTTTATC 101
Ca03/1-107 41 AAATAGATTA-ACTTTTATCT 107
Caod/1-107 41 AAATAGATTA) ACTTTTATECT 107
Cao5/1-101 41 AAATAGATTA- - - - - - - AACTTTTATC 101
Ca06/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Ca07/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT 107
Cao®/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Ca0%1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Cao 10/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT 107
Cao12/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Cao 14/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Ca0 15/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT 107
Cao 16/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Cao017/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Ca020/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT 107
Ca0C1/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Ca0C¥1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT| 107
Ca0C4/1-107 41 AAATAGATTA ACTTTTATCT 107
Ca0CE/1-107 41 AAATAGATTA ACTGTTATCT| 107
T T
AITIA
Consensus I I

AAATAGATTATACTTTAACTTTTATCT

Na lateral esquerda, para cada sequéncia, estdo identificados os cdes. A regido em azul demonstra a

posi¢do do SNP para o marcador BICF2P468585; em roxo a posi¢cdo do SNP para o marcador

BICF2G630834826; em laranja a posi¢ao do SNP e a inser¢do de uma base A na regido 23 pb do amplicon em

11 sequéncias para o marcador BICF2P1046032; e em verde esta representada a regido da delegdo, que difere

entre as sequéncias no alinhamento com a sequéncia GQ494997.1 (homozigoto selvagem) e GQ494998.1

(homozigoto mutante) para o marcador FBN2. Na sequéncia consenso esta identificada a regido ¢ o SNP,

destacando os nucleotideos mais frequentes entre as sequéncias analisadas. Fonte: Autora (2022).
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Com relagdo aos heterozigotos para o marcador BICF2P1046032, oito caes (Cl1, C3,
C5, 1,2, 6, 17 e 18) apresentaram genotipo heterozigoto A/C. As analises foram feitas a partir
da visualizagao dos cromatogramas gerados. Na figura 11 estd representado o cromatograma
do cdo C3 com o gendtipo heterozigoto T/G (sequéncia antisenso) representado pela letra K. A
letra K ¢ utilizada para codificar o sitio heterozigoto T/G de acordo com o cddigo de
ambiguidade de nucleotideos IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry,

disponivel em https://iupac.org/). Além disso, nota-se também a inser¢ao de um nucleotideo (T

na sequéncia antissenso) em apenas um dos alelos na posi¢ao 158 pb do amplicon visualizado
pelos picos duplos a partir desta posi¢do, que acarretara uma mudanga na matriz de leitura a

partir deste nucleotideo.
Figura 11 — Cromatograma representando o genotipo heterozigoto T/G do cao C3

(analisado a partir do sequenciamento com o iniciador antissenso) para o marcador

BICF2P1046032 e uma possivel inser¢ao T na posi¢do 158.
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Cada pico representado no cromatograma ¢ correspondente ao nucleotideo identificado na primeira
linha. Sendo a cor vermelha para o nucleotideo T, verde para A, preto para G e azul para C. A primeira letra K
representa a posicao do SNP (nucleotideos G ou T) com dois picos sobrepostos. A letra W, R e K representam os

nucleotideos A ou T, A ou G, T ou G, respectivamente, com dois picos sobrepostos. Fonte: Autora (2022).

A figura 10D representa o alinhamento para o marcador FBN2. Os heterozigotos nao
foram incluidos no alinhamento, uma vez que a delecao de 7 pb em um unico alelo deixa o
cromatograma com ruidos na visualizagao desta regido. Para este marcador, foram encontrados
cdes com os seguintes gendtipos: homozigoto selvagem — 17 caes; homozigotos mutantes (com
a delecdo) — 2 caes; heterozigotos — 6 caes. No grupo selvagem sdo encontrados tanto cdes com
fenotipo saudavel quanto displasicos. Os dois caes homozigotos mutantes sao displasicos e

entre os heterozigotos, cinco caes sao displasicos (2, 11, 13, 18, 19) e um cao saudavel (C2).


https://iupac.org/
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Condensando todas as informagdes anteriores de forma quantitativa, um mapa de calor

foi gerado e esta representado na figura 12.

Figura 12 — Mapa de calor representando quantitativamente (frequéncia absoluta) os
genoétipos encontrados para cada marcador. Nota-se que para os marcadores FBN2 (A) e
BICF291046032 (C) ha caes heterozigotos, diferentemente encontrado para os marcadores

BICF2G630834826 (B) e BICF2P468585 (D).

A
FBNZ
HT HM HS
G Frequéncia Absoluta
BICF2G630834826 .
=20
15
C
BICF2P1046032 10
A/A C/IC CIA 5
=
D
BICF2P468585

AA - CIC

Os alelos estdo representados por cores correspondendo ao nimero absoluto de cdes para cada base.
Os marcadores estdo separados de A-D. No lado direito esta demonstrado a frequéncia absoluta por cor. HS —

Homozigoto selvagem; HM — Homozigoto mutante; HT — Heterozigoto. Fonte: Autora (2022).

6.4 ANALISE DE VARIABILIDADE DOS MARCADORES EM BANCO DE DADOS
PUBLICOS

A partir de andlise de similaridade com o banco de dados do NCBI, foram observadas
apenas 36 sequéncias disponiveis no banco de dados referentes a sete individuos das ragas
Pastor Alemao (4 sequéncias), Basenji (9 sequéncias), Labrador Retriever (19 sequéncias),

Dogue Alemao (3 sequéncias) e Galgo Italiano (1 sequéncia). As informagdes das sequéncias



52

para cada marcador, como os alelos encontrados, a identificagdo (ID) no NCBI e o respectivo
individuo (cao) correspondente estao disponiveis no Apéndice 3.

Observou-se que das amostras disponiveis no banco de dados referentes ao marcador
BICF2P468585, quatro individuos eram homozigotos C/C, dois homozigotos A/A e um
heterozigoto A/C. Para o marcador BICF2G630834826, seis individuos eram homozigotos
G/G. Para o marcador BICF2P1046032, foi possivel observar quatro individuos homozigoto
A/A e dois C/C. Por fim, para o marcador FBN2, trés individuos sao homozigoto mutante (del)
e quatro individuos homozigoto selvagem.

A andlise de variabilidade dos marcadores avaliados no presente estudo estd
representada na figura 13, assim como mostra os trés marcadores para cada cao estudado
correlacionando o grau de displasia, o porte e o sexo. A posi¢do de cada SNP, os alelos
esperados, bem como as frequéncias alélicas para cada marcador dos caes do estudo estdo
disponiveis no Apéndice 4. Na figura foram incluidos também os dados obtidos das duas
sequéncias referéncias Dogl0K Boxer Tasha e CanFam 3.1, os alelos mais frequentes das

sequéncias ndo Redundante (NR) descritas anteriormente.

Figura 13 — Figura representativa das variagdes para os marcadores BICs dos caes estudados e
das sequéncias de duas montagens diferentes do cao Tasha. Com relagdo as sequéncias NR,
estdo representadas as bases mais frequentes para cada marcador. De forma semelhante, a
frequéncia encontrada entre os cdes do estudo para cada marcador também esta representada.
O dendrograma na parte superior da tabela representa o agrupamento dos caes de acordo com

o célculo de distancia euclidiana entre os gendtipos encontrados.
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Os SNPs estdo representados por cores, bem como o sexo, porte e grau dos cdes incluidos no estudo. C1-C5

representam os cées controle. A coluna frequéncia representa os alelos mais frequentes no estudo, seguido pelas
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sequéncias ndo redundantes (NR), Dog10k Boxer Tasha e CanFam 3.1. O x nos cdes 3 e 20 representa o ndo

sequenciamento destes para o marcador BICF2P468585. NS — Nao sequenciado. Fonte: Autora (2022).

A variagao encontrada no BICF2P468585 ¢ referente a quatro animais homozigotos
A/A, correspondendo uma fémea de porte pequeno sem displasia (C1) e trés caes displasicos:
dois de grau C (uma fémea de porte médio (numero 4) e um macho pequeno (numero 5)) e um
de grau E (um macho de porte médio (nimero 13)). Os cdes niimero 3 ¢ 20 ndo foram
sequenciados.

Com relacdo ao marcador BICF2G630834826, os cdes que apresentaram os
homozigotos A/A foram: uma fémea de porte médio de grau C (nimero 10), uma fémea de
porte pequeno (nimero 3) ¢ um macho de porte gigante (niimero 9), ambos de grau D.

Ao analisar a variabilidade do marcador BICF2P1046032, tem-se que dos cinco caes
controles, trés fémeas foram heterozigotas C/A (duas classificadas como grau B e uma de grau
A) e duas homozigotas A/A. Entre os graus, porte e sexo, os heterozigotos C/A também
variaram, ndo sendo possivel estabelecer uma relagdo entre esses achados. Os caes
heterozigotos estavam relacionados da seguinte forma: dois caes (nimero 1 e 6) com grau C,
um cdo com grau D (nimero 2) e dois com grau E (nimero 16 e 17). Ao correlacionar com o
grau, os caes (nimero 5, 10, 3, 15, 18 e 19) que foram homozigotos, estavam distribuidos entre
os graus C (dois caes), D (trés cdes) e E (um cdo), ndo sendo visto em nenhum cao controle.
Assim como para os heterozigotos, ndo foi possivel fazer uma rela¢do entre porte e sexo entre
os caes que apresentaram o alelo C, no qual entre os seis caes, 50% sao fémeas e 50% machos.

Por fim, para o marcador FBN2, nota-se que o gendtipo heterozigoto esteve presente
em seis caes (2, 11, 13, 18, 19 e C2), entre porte médio (13, 18, 19 e C2) e grande (2 e 11).Ja
com relagdo ao grau, estava disposto entre os graus A, C, D e E. Ja o genotipo homozigoto
mutante foi identificado em apenas dois caes com grau C: uma fémea de porte médio (nimero

1) e um macho de porte pequeno (nimero 5).
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7 DISCUSSAO

Dada a complexidade da doenca, bem como as diferengas genéticas entre ragas e
populagdes, este estudo buscou validar quatro marcadores ja descritos pela literatura como
sugestivos em uma populagdo de ragas variadas a fim de obter um progresso notavel ao analisar
regides conhecidas em diferentes ragas. Visto que € extremamente importante a verificagdo e
validacao dos SNPs associados a doenca em diferentes racgas e populagdes (AKIS et al., 2020)
e que se sugere que a base genética comum possa ser compartilhada entre ragas (MIKKOLA et
al., 2021).

A DQC ¢ caracterizada como uma doenga ortopédica complexa e uma das principais
preocupagdes clinicas na medicina veterinaria. E prevalente em cdes de grande porte,
(COOPMAN et al., 2008), mas também pode afetar cdes de pequeno porte (GUILLIARD,
2014), sendo eles caes sem racga definida ou de raca definida (RETTENMAIER et al., 2002).
Assim como em outros estudos (WOOD; LAKHANI; DENNIS, 2000; COOPMAN et al.,
2008;), caes do sexo feminino com displasia foram prevalentes em relagcdo a machos.

A raga mais prevalente no estudo foi a Border collie e a maior parte dos animais sao
de porte médio. Isso indica que os estudos futuros devem levar em consideracdo que a doenca
afeta todas racas independente do porte, sendo ela pura ou ndo. Além disso, nenhuma amostra
de Pastor alemao foi obtida, cuja raca € uma das mais estudadas pela literatura.

Com relagdo aos graus e ao analisar de maneira raga-especifica, nota-se que a maioria
tem displasia moderada. Entretanto, ndo foi possivel realizar muitas associagdes por conta do
nuimero amostral por raga, ja que foi obtido apenas um cao para algumas ragas (Golden retriever,
Spitz alemao, Bulldog alemdo, American staffordshire terrier e Cane corso). De acordo com o
porte, todos os cdes com displasia severa (cinco cdes) sdo de porte médio (SRD, Bulldog
Alemao, Bulldog inglés e Border collie), enquanto que os graus C e D estdo distribuidos entre
os quatro portes. Caes com grau B foram incluidos como saudaveis neste estudo por conta do
baixo nimero de caes saudaveis obtidos. Pois, embora estes caes sejam considerados normais,
geralmente ndo sdo incluidos no estudo por representarem um fenoétipo normal limitrofe
(MIKKOLA et al., 2021).

Buscou-se abranger a maior quantidade possivel de ragas, visto que grande parte dos
estudos encontrados na literatura, que visavam encontrar regioes no genoma associadas a DQC,
foram conduzidos com animais de grande porte e, geralmente, com apenas uma racga. Ragas de

grande porte, como Pastor alemdo e Labrador retriever, sdo comumente estudados, inclusive
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nos dois trabalhos (MIKKOLA et al., 2019b e FRIEDENBERG et al., 2011) que embasaram
este estudo.

Em 2007, Marschall e Distl identificaram dois QTLs no CFA1 associados com a
frouxidao articular ao realizar a varredura em todo o genoma em 459 Pastores alemaes que
nasceram entre 1985 e 2003 na Alemanha. Fels et al. (2014) conduziram um estudo com 843
Pastores alemaes também na Alemanha e identificaram SNPs significativos nos CFA33 e
CFA34 proximos a genes candidatos funcionais envolvidos na regulagao da formagdo dssea.
Dois trabalhos recentes realizados na Finlandia, (MIKKOLA et al., 2019a; MIKKOLA et al.,
2019b), também utilizaram caes da raca Pastor alemao com um tamanho amostral de 525 e 775
caes em cada estudo.

Em Labradores retriever /oci associados a DQC foram estudados por Phavaphutanon
et al. (2009) uma coldnia de 115 Labradores retrievers que residiam no Instituto Baker para a
Satde Animal de Nova lorque (TODHUNTER et al., 1999; TODHUNTER et al., 2005). Estes
mesmos caes e outros 1550 caes foram estudados para o gene da Fibrilina 2 (FRIEDENBERG
et al., 2011). Desa maioria era da raca Labrador retriever, seguido de cdes da raca Galgo inglés,
provenientes do cruzamento entre Labrador retriever-Galgo inglés e cdes de outras 6 racas
(Border collie, Pastor alemao, Golden retriever, Rottweiler, Terra-nova e Dogue alemao). Com
o intuito de confirmar a associacdo do gene FBN2 com a displasia, Lavrijsen et al. (2014)
mapearam regides com associacdo gendmica baseado em SNPs para a DQC em 122 caes
Labradores retrievers holandeses, mas ndo encontraram associagdo com o fenotipo displésico.

Outras ragas costumam ser estudadas quando trabalhos sdo conduzidos de maneira
abrangente. Em relagdo a racas variadas, a literatura foca basicamente em estudos de
prevaléncia da doenga (RETTENMALIER etal., 2002; GENOVOIS et al., 2008; WITSBERGER
et al., 2008; BELLUMORI et al., 2013; OBERBAUER; KELLER; FAMULA, 2017). Por isso
buscou-se incluir e estimar esses caes. Entre caes mesti¢os e de raga definida, maior parte dos
caes do presente estudo sao de raca definida. Entretanto, € necessario analisar estes dados com
cautela, uma vez que deve ser levado em conta os aspectos sociais € econdmicos, pois pode ser
que estes dados nao refletem a realidade, j& que o diagndstico definitivo da DQC ¢ dispendioso
e necessita de sedacdo para ser realizado.

Embora a sua etiologia ndo seja bem compreendida, o conhecimento atual indica que
a DQC apresenta um padrao de heranga poligénica influenciada por fatores ambientais
(BARTOLOME etal., 2015; IMPELLIZERI; TETRICK; MUIR, 2000). Fatores como genética

e o descompasso positivo entre a ingestdo alimentar e o gasto energético estdo geralmente
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associados ao excesso de peso corporal. A obesidade ¢ um importante fator de risco para
doencas ortopédicas (GERMAN, 2006). Como foi obtido apenas o peso fisico dos caes, ao
analisar este fator, comparando com o peso médio para cada porte, notou-se que apenas dois
caes estdo acima do peso. Mas, para realizar maiores inferéncias sobre o risco do sobrepeso
nestes dois caes, seria importante avaliar o score corporal.

Aplicou-se um questionario com os tutores com o objetivo de associar eventuais
caracteristicas do dia-a-dia do animal que pudessem influenciar no fendtipo displasico e
progredir na severidade da doenga. Mais de 70% dos tutores relataram que seu cao displésico
escorrega com facilidade em pisos lisos. Este resultado era esperado, uma vez que a articulagao
displasica causa instabilidade (FLUCKIGER, 2007). Fatores de risco, como exercicios de
impacto, estdo associados com o aumento no risco de desenvolver a DQC (KRONTVEIT et al.,
2012). Ao serem questionados se o cdo realizava alguma atividade de impacto antes de
completar um ano, mais de 65% dos tutores responderam que ndo, sugerindo que para estes
caes esta variavel ndo influenciou no fendtipo displasico. Os principais indicios que fizeram os
tutores procurar um diagnostico esta relacionado ao progndstico da doenca. Indicios como
episodios agudos de claudicagdo dos membros pélvicos, dificuldade em caminhar, levantar,
correr e subir escadas sao comuns em filhotes, ja caes idosos podem apresentar resisténcia em
se exercitar, desconforto na articulagio e atrofia muscular do membro pélvico (FRY; CLARK,
1992).

Ao mensurar o estado geral dos caes, notou-se que os caes tém boa qualidade de vida,
mas a movimentacao apds exercicio intenso se torna uma limitagao para mais de 60% dos caes.
Entretanto, na escala de dor, os tutores consideraram que os caes apresentam dor moderada, o
que pode ser explicada por serem animais que realizam acompanhamento de reabilitagao fisica.

A maioria dos estudos com marcadores genéticos para displasia (FRIEDENBERG et
al., 2011; LAVRIJSEN et al.,2014; MIKKOLA et al., 2019a; MIKKOLA et al., 2019b)
baseiam-se no DNA extraido de amostras de sangue periférico. A participa¢dao e o cumprimento
por parte dos tutores sdo fundamentais para o sucesso de qualquer estudo em larga escala de
doencas caninas. A obtencdo de amostras de sangue requer um pessoal treinado e o
procedimento invasivo pode impedir a adesdo dos tutores nos estudos (MITSOURAS;
FAULHABER, 2009.)

Com o intuito de facilitar a participacdo, as células epiteliais bucais podem ser

utilizadas como fonte de DNA (OBERBAUER et al., 2003). Foi possivel validar o método de
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coleta da mucosa oral utilizando swab neste estudo de marcadores genéticos. Os resultados
obtidos do sequenciamento a partir das amostras de DNA provenientes dos swabs apds a
padronizacao das extracdoes ¢ PCRs foram satisfatorios. Priorizou-se um método de coleta
simples, eficaz, ndo invasivo, que fosse reprodutivel e que pudesse ser realizado pelo proprio
tutor.

Além de ser uma raga frequentemente estudada, todos os estudos realizados com
Pastores alemaes mencionados foram realizados em paises europeus. A utilizacao da raga Pastor
alemdo como apropriada para os estudos de associagdo, segundo Fels et al. (2014) se deve por
ser a maior populacdo de cdes de raca definida na Europa, pelo sistema de registro para doenca
ser consistente e responsavel pela coleta de amostras sanguineas no momento do exame
radiogréfico, e por ter uma grande variacdo fenotipica e genotipica para a DQC.

Todos os estudos mencionados foram realizados com tamanho amostral com mais de
100 animais, ja haviam sido radiografados e possuiam amostras de sangue armazenados nos
institutos de pesquisa em grandes intervalos de tempo, como o Clube de Canil Holandés
(Lavrijsen et al., 2014), a Associacdo Alema de Pastores Alemaes (Fels et al., 2014) e o Instituto
Baker para a Satde Animal de Nova lorque (FRIEDENBERG et al., 2011). Dessa forma, a
obtenc¢do de grandes quantidades de animais acaba sendo viavel.

Ao comparar estes estudos com o presente trabalho, o nimero amostral € inferior. Isto
esta atrelada a dificuldade em obter animais para o estudo, possivelmente em razao do nico
pré-requisito para a inclusdo do cdo que foi o diagndstico a partir de radiografias da pelve, uma
vez que os quadris precisariam estar certificados, pelo menos fenotipicamente. Este
procedimento acabou dificultando a obtengdo de caes saudaveis, pois por ser um exame com
sedacdo e por ser de alto custo, os tutores optaram por ndo submeter seus animais a um exame
sem correlacdo clinica. Além disso, alguns tutores que se propuseram a participar do estudo ndo
puderam ter seus cdes incluidos, pois estes apresentavam outros disturbios ortopédicos
concomitantes, o que poderia implicar em conflitos genéticos sobre os achados.

Em contrapartida, este estudo se enquadra como pioneiro nos estudos genéticos
brasileiros da DQC, pois ao realizar uma busca simples por trabalhos de cunho nacional,
encontram-se apenas trabalhos sobre a prevaléncia da doenga (BABA, et al., 2019) ou
tratamento (MARX et al., 2014; IAMAGUTI; IAMAGUTI; SARTOR, 2009).

Tendo como base o trabalho de Mikkola et al. (2019b) para trés marcadores, cujo

fundamento se baseia na troca de uma base por outra a partir de um polimorfismo de nucleotideo
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unico, o presente estudo buscou reproduzir o estudo com o intuito de validar estes marcadores
para uma populacdo de caes de ragas variadas distinta da estuda pelo grupo.

Iniciando pelo marcador BICF2P468585, no cromossomo 1, tem-se uma longa regiao
intergénica entre os alelos codificantes de NOX3 e ARIDIB. Este locus mostrou-se sugestivo
com a DQC em trés trabalhos desenvolvidos com caes da raca Pastor alemao (MIKKOLA et
al., 2019a; MIKKOLA et al., 2019b; WANG et al., 2021). Entretanto, o papel destes alelos e
da regido intergénica ndo esta claro como correlato ao desenvolvimento de displasia ou
osteoartrite (MIKKOLA et al., 2019b).

O SNP BICF2P468585 esta localizado a ~196 kb a montante do gene codificante de
NOX3. NOX3 faz parte de um conjunto de enzimas (NOX1, NOX2, NOX4, NOX5, DUOXI e
DUOX?2) da familia Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) oxidase que estdo
envolvidas na producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). De maneira geral, a familia
NOX compreende um conjunto de proteinas transmembranares envolvidas no transporte de
elétrons através da membrana para reduzir oxigénio a superoxido. O aumento da atividade de
NOX esté associada com doengas cardiovasculares e neurodegeneragdo (BEDARD; KRAUSE,
2007). As ROS estao envolvidas na defesa imunologica do hospedeiro e em multiplas vias de
sinalizagdo celular (VERMOT et al., 2021). Os efeitos das ROS produzidas por neutrofilos e
mondcitos estdo associados com a destruicdo da cartilagem e perda oOssea em locais
desencadeados por processos inflamatérios, como as articulagdes artriticas (DAUMER;
KHAN; STEINBECK, 2000).

Foi sugerida a possivel interagdo entre NOX3 e duas (2 e 9) metaloproteinases de
matriz através da interacdo proteina-proteinas pela ferramenta STRING (MIKKOLA et al.,
2019b), e entre NOX3 ¢ TRIO (MIKKOLA et al., 2019a). O aumento da atividade das
metaloproteinases 2 e 9 foi associado ao estado osteoartritico, demonstrando sua importancia
na degradagdo da cartilagem (VOLK et al., 2003). O Fator de troca de nucleotideos guanina
trio Rho (TRIO) foi associado com a displasia por Fels et al. (2014) também em Pastores
alemdes. Mutagdes no gene codificante para TRIO, localizado no cromossomo 34, leva a
alteracdes no desenvolvimento da cartilagem (Fels et al., 2014).

Nao hé informagdes sobre a fungdo do Dominio de interagao 1B rico em AT (ARID1B)
em caes. Mas, em humanos, tem um papel importante na ativagao do ciclo celular e esta
envolvido na ativacdo transcricional e na repressdo de genes selecionados a partir da

remodelagdo da cromatina (WILSKER et al., 2004). O gene ARIDIB est4d associado com
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deficiéncias intelectuais e na Sindrome de Coffin-Siris (CSS) em humanos (SANTEN;
CLAYTON-SMITH, 2014). Sugere-se que sua disfuncdo afete a expressao de muitos genes
durante o desenvolvimento (SOFRONOVA et al., 2022). Além disso, 66% dos pacientes com
CSS apresentaram frouxidao na articulagdo (SANTEN; CLAYTON-SMITH, 2014).

Nao houve indicios suficientes com os dados obtidos neste estudo para associar
determinado SNP nesse locus com o fendtipo de DQC, uma vez que o SNP de menor frequéncia
estava presente tanto em um cao controle quanto em um cao com displasia severa e em caes
jovens e idosos. Entretanto, parece haver associagdo com a osteoartrite ¢ ndo com os graus de
displasia, como encontrou Mikkola et al. (2019b), mas o presente estudo visou abordar apenas
a displasia. Além disso, as inferéncias feitas com os genes sdo realizadas a partir de estudos
com humanos, nao tendo ainda, portanto, uma explicagdo plausivel de associagao destes alelos
com a displasia canina.

Com relagdo ao SNP BICF2G630834826, localizado no cromossomo 9, proximo ao
gene NOG (Noggin) (MIKKOLA et al., 2019b), estudos indicam que o gene NOG possa estar
envolvido na reducdo da congruéncia articular, pois a diminui¢do da atividade nogging ajuda
no reparo de microfraturas e de outros danos causados pelo desgaste mecanico em cdes em
crescimento (MIKKOLA et al., 2019b).

Em humanos o gene NOG tem importante papel na regulacdo de multiplas vias de
sinalizagdo durante o desenvolvimento, principalmente na formacao de articulagdes e ossos
(POTTL;, PETTY; LESPERANCE, 2011). Ele codifica um antagonista de proteina
morfogenética 6ssea (BMP) e ¢ expresso no nd, notocorda e somito dorsal (MCMAHON et al.,
1998). Em camundongos, a auséncia de nogging provocou a hiperplasia e falha no inicio do
desenvolvimento articular, uma vez que o excesso de atividade BMP aumenta o recrutamento
das células para a cartilagem, formando entdo longas placas de crescimento (BRUNET et al.,
1998). E, em humanos, as mutacdes no gene NOG estdo atreladas a diferentes sindromes
autossomicas dominantes: (i) sinfalangismo proximal; (i1) sindrome de sinostoses multiplas;
(111) anquilose do estribo com polegares e dedos dos pés largos; (iv) sindrome da coalizagao
tarso-carpal; e (v) braquidactilia tipo B2 (POTTI; PETTY; LESPERANCE, 2011).

Em caes este marcador estd associado fenotipicamente com a posi¢do do centro da
cabeca femoral em relagdo a borda acetabular dorsal (MIKKOLA et al., 2019b). O alelo com a
base A foi encontrando apenas em caes displasicos, indicando que a alteragao proxima ao gene
envolvido na formacao 6ssea e de articulagdes possa estar associada com a doenga. Com relagao

ao porte ndo foi possivel estabelecer uma associa¢do, uma vez que os trés cdes homozigotos
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eram de porte pequeno, médio e gigante. J4 com relagdo ao grau, os cdes eram de graus C e D,
demonstrando que talvez haja associagdo com a displasia leve a moderada, sendo necessarios
entdo estudos futuros com um nimero amostral maior para descartar ou corroborar a associagao
deste marcador com a displasia.

Com relagao ao SNP BICF2P1046032, ele esta localizado no cromossomo 28, entre o
Dominio culina 1 associado ao CDK2 (CACULI), a ~ 18 e 30 kb a montante, e Dedo de zinco
tipo C2HC 1 da familia nano (NANOSI) a ~163 e 174 kb a montante. Assim como o marcador
anterior, ele também foi associado com a posi¢cdo do centro da cabeca femoral em relagdo a
borda acetabular dorsal (MIKKOLA et al., 2019b).

A CDK2 participa na regulacdo da progressao do ciclo celular através do controle das
ciclinas e cinases dependentes de ciclina (CDKs). A atividade de CDK2 ¢ regulada pelo gene
CACI/CACULI, altamente expresso em tecidos cancerigenos e linhagens de células
cancerigenas (KONG; NAN; YIN, 2009). CACULI ¢ uma proteina induzida por estresse e atua
como regulador positivo da via de ativagdo coordenada de genes envolvidos na resposta
antioxidante ao estresse e na sobrevivéncia celular sob estresse oxidativo (KIGOSHI et al.,
2015).

O gene humano NANOS1 regula a expressao de uma metaloproteinase de matriz do
tipo 1 de membrana (MT1-MMP) (BONNOMET et al., 2008). A MT1-MMP participa na
clivagem de fibras de coldgeno do tipo 1 na superficie celular e tem papel importante na
atividade colagenolitica (ITOH et al., 2006) para a modelagem de tecidos conjuntivos
esqueléticos e extraesqueléticos (HOLMBECK et al., 1999). A deficiéncia de MT1-MMP em
camundongos homozigotos mutantes impactou o desenvolvimento Osseo ao causar
dismorfismo craniofacial, artrite, osteopenia grave, displasia esquelética e distirbios
generalizados dos tecidos moles. Ao comparar com os heterozigotos, estes pareciam
indistinguiveis dos irmaos da ninhada do tipo selvagem (HOLMBECK et al., 1999).

Com relagdo a este marcador, obteve-se um resultado diferente do relatado pelo estudo
base de Mikkola et al. (2019b). A primeira diferenca encontrada foi a presenca de caes
heterozigotos para este marcador. Esta diferenga se deve a técnica de sequenciamento
empregada em ambos os trabalhos. Mikkola et al. (2019b) realizaram uma busca por regides
que apresentassem associacdes através da montagem do genoma dos caes sequenciados por
[Mlumina, enquanto a abordagem deste estudo consistiu em amplificar regides especificas e a

partir disso realizar o sequenciamento por Sanger, sendo possivel entdo identificar estas
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sequéncias. Os algoritmos utilizados no sequenciamento através da plataforma Illumina visam
converter chamadas de bases e escores de qualidade em um conjunto de genotipos para cada
individuo em uma amostra (SONG; LI; ZHANG, 2016). Entretanto, os dados do
sequenciamento obtidos apos esta analise podem apresentar vieses (GUO et al., 2012; SONG;
LI; ZHANG, 2016), como a ndo identificacdo de heterozigotos, ja que a montagem do genoma
se torna dificultosa em organismos dipldides e polipldides (FUJIIMOTO et al., 2014).

Notou-se a inser¢do de um nucleotideo A proximo a regidao do SNP em caes que
apresentavam a base A na posi¢ao do SNP. Além disso, verificou-se com base no alinhamento
das sequéncias com o genoma de referéncia CanFam 3.1, que os alelos que apresentam a base
C, ndo apresenta esta insercao, podendo concluir a relagao da inser¢do da base A com o SNP
A. A inser¢ao da base ndo demonstra associagao com o fenotipo displasico, pois esta presente
tanto em animais controle quanto afetados (graus C-E), nos quatro portes de tamanho e entre
machos e fémeas.

Em cides heterozigotos também foi possivel identificar uma possivel inser¢do de uma
base (Figura 11). Como mostrou-se um padrao nos homozigotos da inser¢ao ser correspondente
ao SNP A, infere-se que a inser¢@o nos heterozigotos também seja no alelo com o SNP A.
Entretanto, para confirmar a sequéncia de cada alelo, referente a inser¢do nos heterozigotos,
seria necessario realizar a clonagem e sequenciamento desta regido. O genotipo heterozigoto
ndo apresentou associagao com a displasia, uma vez que trés dos cinco caes controles eram
heterozigotos para este marcador. Com relagdo ao grau também nao foi possivel encontrar
associagdo, pois estava presente nos cinco graus. Ao analisar por raca se nota que dos oitos caes
Border collie incluidos no estudo, cinco apresentaram o gendtipo heterozigoto ainda que ndo
seja possivel inferir a heterozigosidade com esta raca por conta do tamanho amostral reduzido.

Outro achado interessante foi a presenca da base C em seis caes homozigotos e em
quatro caes heterozigotos ambos displésicos. Este achado nos leva a sugerir que a base C possa
apresentar relagdo com o fendtipo displdsico. Seria interessante utilizar este marcador em
trabalhos futuros com um maior nimero de caes para corroborar ou descartar a possivel
associagdo deste marcador com a displasia.

O que se pode discutir em relacdo ao gene da Fibrilina 2 (FBN2) ¢ que este foi o
primeiro a apresentar relacdo com a displasia em Labradores e em Galgos. Localizado no
cromossomo 11, a mutagdo ¢ referente a uma dele¢ao de 7 pb na posi¢ao 189 a 195 no intron

30 (FRIEDENBERG et al., 2011).
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As microfibrilas ricas em fibrilinas encontradas na matriz extracelular proporcionam
aos tecidos conjuntivos estabilidade mecanica e propriedades elasticas, além de participar da
regulacdo da formagdo, crescimento e¢ homeostase de o6rgdos (RAMIREZ; DIETZ, 2007).
Mutacdes na FBN2 estdo associadas com a Sindrome de Marfan, Aracnodactilia Contratural
Congénita (RAMIREZ; DIETZ, 2007) e Escoliose Idiopatica do Adolescente (BUCHAN et al.,
2014) em humanos.

No estudo de FBN2 apenas dois caes de grau C apresentaram a dele¢@o nos dois alelos
e seis caes foram heterozigotos, sendo um deles uma fémea controle. Com relag¢do ao genétipo
homozigoto selvagem, tantos cdes controle quanto afetados apresentam a condigdo, portanto,
nao sendo possivel fazer associagcdes com a doenca na populacao estudada.

Na analise de comparativa entre as duas versdes do genoma de Canis lupus familiaris,
o CanFam 3.1 (versdo utilizada pelo presente estudo) e o DoglOK Boxer Tasha, a unica
divergéncia encontrada foi para o marcador BICF2G630834826. Esta divergéncia pode ser
explicada por dois possiveis fatores: (i) pelo genotipo heterozigoto para o SNP; ou (ii) inerente
a técnica de sequenciamento. O sequenciamento para o CanFam 3.1 foi realizado por Sanger
(GCA_000002285.2) e disponibilizado em 2011, enquanto que o DoglOK Boxer Tasha
(canFam6) através do PacBio (GCA 000002285.4) e disponibilizado em outubro de 2020.
Neste estudo ndo teve nenhum cdo heterozigoto para esse marcador e nao foi encontrada a
informagao de que a Tasha apresenta displasia ou ndo, para serem realizadas maiores inferéncia
sobre estas diferencgas encontradas.

Ja com relagdo as analises de similaridade entre as sequéncias génicas encontradas, as
frequéncias obtidas foram semelhantes as encontradas pelo nosso estudo. Entretanto, as
sequéncias génicas encontradas eram referentes a apenas a sete caes de cinco racas diferentes,
reforgando ainda mais a escassez de dados sobre a genética canina no geral.

Em humanos, a displasia do desenvolvimento do quadril (DDQ) também ¢
caracterizada como multifatorial, abrangendo fatores genéticos e ambientais (RUBINI et al.,
2008), sendo uma das deformidades do quadril mais comuns em criangas (ZHAO et al., 2013).
Pouco se sabe sobre os fatores genéticos e os estudos sdo controversos. SNPs nos genes do
colageno tipo II (COL2A1) e receptor de vitamina D (VDR) foram associados com a
osteoartrite secundaria a DDQ (GRANCHI et al., 2002), mas Rubini et al. (2008) refutaram

este estudo ao excluir a associagdo. COL2A1 e VDR sdo genes adjacentes localizados em 12q13
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com importante papel na formagdo da cartilagem e na mineralizacdo 6ssea (RUBINI et al.,
2008).

Trés variagdes no promotor do gene do colageno tipo I (COL1A1) foram associadas
com a DDQ, elencando o gene COL1A1l como um gene candidato para o diagnostico e
tratamento da doenca (ZHAO et al., 2013). Através de analises de bioinformatica um estudo
recente buscou analisar as interagdes entre 16 genes de suscetibilidade e vias de sinalizagao
correlacionadas com a DDQ. Esses genes estdo localizados em 11 cromossomos. Os genes
estudados codificam proteinas envolvidas na matriz extracelular, na osteogénese, condrogénese
e na remodelacdo 6ssea (YANG et al., 2022). Estudos com essa abordagem podem servir de
base para trabalhos futuros de validagdo na DDQ e também podem ser utilizados como
marcadores candidatos na DQC, uma vez que a etiologia de ambas ¢ semelhante.

Entretanto, tal validacdo ndo foi possivel de ser realizada por fatores ja discutidos
anteriormente. O dendrograma da figura 13 tentou agrupar os gendtipos encontrados. Caso
houvesse uma associacdo, os controles ficariam agrupados, demonstrando um padrdo distinto
dos animais com a doenca. Buscou-se, entdo, alguma associagdo entre os agrupamentos
formados, como a possibilidade de serem da mesma raga. Entretanto, ndo foram encontradas
associacdes comuns entres os agrupamentos. A literatura também discute a dificuldade em
realizar as associacdes. Na Espanha, um modelo preditivo com sensibilidade de 78% baseado
em sete marcadores genéticos foi desenvolvido com base em 775 caes da raga Labrador
Retriever (BARTOLOME et al., 2015). Com o intuito de validar este teste, Brunn et al. (2020)
buscaram relacionar o sfatus radiografico com o resultado em Labradores retrievers
dinamarqueses. No entanto, este grupo de pesquisa ndo encontrou relacao entre os sete SNPs
nos Labradores retrievers dinamarqueses e refor¢ou as diferencas genéticas encontradas entre
as populagdes ao verificar que SNPs incluidos no teste como genes candidatos, ndo eram
funcionais em outra populagdo de caes da mesma raga.

Lavrijsen et al. (2014) mapearam regides com associacdo gendmica baseado em SNPs
para a DQC em 122 Labradores retrievers holandeses. O grupo ndo encontrou associagdo com
a regido do cromossomo 11 que contém o gene da FBN2 e concluiu que as diferengas
populacionais se confirmaram com a auséncia de associacdo com este gene, bem como com a
distingao feita pela analise de estratificacao populacional.

Recentemente, um grupo de pesquisadores buscou validar 46 marcadores genéticos
em 1570 caes de dez ragas diferentes relatados na literatura como associados com a DQC. Vinte

marcadores estdo associados com a doenca em ragas especificas e apenas um /ocus foi validado
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entre ragas, além de que foram identificados mais de 250 genes candidatos envolvidos na via
de nedilacdo nestes /oci. Esta via estad envolvida em varias fungdes celulares, incluindo
inflamacao (MIKKOLA et al., 2021).

No trabalho de Mikkola et al. (2021), os SNPs 57212922120 e ss7212922159, que
sdo denominados BICF2P468585 e BICF2G630834826 no presente estudo, respectivamente, €
o gene da FBN2 (ss7212922142, ss7212922143 e ss7212922150) foram utilizados na
validagdo. Apenas o SNP ss7212922120 foi validado no estudo. O SNP 57212922155 no
CFAL11 foi significativo em trés ragas (Golden retriever, Lagotto romagnolo e Cdo de ursos da
Carélia) (MIKKOLA et al., 2021). Este podera servir de base para a validacao e exploragdo de
novos estudos em outras populagdes.

Estudos com um niimero maior de animais de racas variadas poderiam ser conduzidos
para descartar o viés amostral e consolidar estes marcadores para diferentes ragas, ou corroborar
os resultados deste estudo de que estes marcadores possam ser sugestivos apenas para pastores
alemaes e/ou labradores. Além disso, com nimero amostral significativo, serd possivel aplicar
um teste estatistico a fim de validar as diferencas observadas nos dados.

Além disso, pouco se sabe sobre a genética canina no geral. Isso pode ser explicado
pela baixa cobertura genOmica e pelas escassas informagdes genéticas de sequéncias
disponiveis nos bancos de dados. Essa escassez de informacao foi verificada quando realizamos
as analises de similaridade e obtivemos sequéncias de apenas sete cdes. Além de que as
informagdes sobre o genoma completo do cdo também sdo confusas, ndo tendo um padrao

estabelecido de nomenclatura para facilitar o acesso a esses dados.

8 CONCLUSAO

O tamanho amostral foi o principal limitante, além da notoria escassez de informagdes
genéticas dos cades. Nao foram encontradas associagdes significativas para o marcador
BICF2P468585 com o fendtipo displasico. O gendtipo homozigoto A foi encontrado apenas em
caes displésicos para o marcador BICF2G630834826. Foi possivel identificar a insercdo de um
nucleotideo, o genotipo heterozigoto e a possivel relacdo da base C com o fenotipo displasico
no marcador BICF2P1046032. Para o marcador FBN2, o genotipo homozigoto mutante foi
encontrado em caes displasicos, podendo estar relacionado com o fendtipo displasico. A
frequéncia dos alelos encontrada, através das andlises de similaridade, das sequéncias génicas

de sete caes disponiveis no banco de dados, foi semelhante as encontradas pelo estudo.
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Nesse sentido, por se tratar de um estudo exploratorio, este trabalho abre portas para
novos estudos nesta area visando identificar novos marcadores, bem como entender como a
doencga se comporta nas ragas variadas. Assim, novas abordagens, como a busca por marcadores

compartilhados com humanos ou em racas variadas, podem ser exploradas em estudos futuros.
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APENDICE 1 — Termo de consentimento

TERMO DE CONSENTIMENTO

Nome do pesquisador principal: Patricia Hermes Stoco

Razao Social e Ciaep instituicio da Ceua que aprovou: Universidade Federal de Santa

Catarina

Objetivos do estudo

O seu cdo estd sendo convidado pela Bidloga Carolina Leite Martins, pesquisadora da
Universidade Federal de Santa Catarina, para participar da pesquisa intitulada “Investigacao de
quatro marcadores sugestivos para displasia do quadril canino em uma populacido de ragas
variadas”. O seu cdo foi selecionado para participar do estudo por apresentar idade superior a
um ano e por ter sido identificado (ou apontado) com possiveis problemas locomotores pela
Médica Veterinaria Amanda Adriana da Silva (CRMV-07024).

A Displasia do Quadril Canino ¢ uma doenga ortopédica com alta prevaléncia em caes
de grande porte que afeta as mais variadas ragas, independentemente de serem caes de raga
definida ou ndo. A doenga tem como caracteristica a frouxidao excessiva e malformag¢ao das
articulacdes do quadril, levando ao desgaste da cartilagem articular e instabilidade. Isso pode
causar dor ao seu cdo e dificuldades na locomocgdo. Atualmente, o diagnéstico definitivo €
obtido a partir de radiografias da pelve. Essas radiografias sdo padronizadas e o cao recebe uma
pontuacdo final que varia desde o grau A (articulagdo normal) até o grau E (forma mais grave
da doenca). A causa da doenga ¢ incerta, mas estudos indicam que ela tem relagdo com fatores
genéticos e ambientais. Quatro marcadores vém sendo sugeridos para a displasia. Esses
marcadores tém associagdo com genes envolvidos na formagdo Ossea e na atividade da
cartilagem. Além disso, sabe-se que esses marcadores diferem entre as racas e entre as
populagdes de caes. Nesse sentido, nosso estudo tem como objetivo investigar esses marcadores
em seu cao e em outros caes de Floriandpolis com e sem displasia clinicamente detectavel para

que possamos compreender melhor os efeitos genéticos da doenga nos caes da nossa cidade.
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Procedimentos a serem realizados com os animais

Todos os procedimentos realizados no seu c@o serdo em conjunto com a médica
veterinaria, que utilizard protocolos de assepsia e materiais estéreis. A radiografia para
confirmar o diagndstico sera realizada previamente pela Médica Veterinaria e o seu cao estara
sedado com anestesia geral. Para a realizacdo do estudo, precisamos ter acesso aos dados
clinicos do seu cdo e das radiografias realizadas e necessitamos também coletar uma tnica vez
amostras de saliva através do método de raspagem de mucosa bucal com swabs estéreis As
visitas serdo realizadas no consultorio da Médica Veterindria e serdo divididas em dois
momentos, na primeira visita sera solicitado o acesso aos dados clinicos e radiograficos do seu
animal e na segunda, serd feita a extracdo das amostras de saliva. Estas amostras serdo utilizadas
para extrair DNA para processamento e sequenciamento. As amostras serdo registradas,
analisadas e armazenadas no Laboratorio de Protozoologia (MIP/CCB/UFSC) e serdo utilizadas
somente para o estudo proposto. Priorizamos a coleta de amostras a partir do swab bucal,
entretanto, ha casos em que as amostras obtidas por esse método ndo sdo possiveis de realizar
a extracdo de DNA, por isso, poderemos solicitar a coleta de sangue venoso. Para isso, serd
necessaria uma terceira visita para coletar de 4 a 5Sml de sangue venoso com agulha e seringa

estéreis e os possiveis desconfortos para o animal constam de dor a picada da agulha.

Potenciais riscos para os animais

Tanto o método de swab bucal quanto a retirada de sangue ndo trardo riscos ao seu cao

Beneficios

O beneficio de estar participando deste estudo consiste no conhecimento dos efeitos
genéticos da DQC no seu animal e na regido de Florianopolis, contribuindo também para o
entendimento das causas da doenca. Vocé€, a médica veterindria, os responsaveis pelo estudo e
a UFSC nao receberdo nenhum incentivo financeiro para este estudo, de forma que vocé sera
diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, além de contribuir com o avango
cientifico no conhecimento desta doenga. As despesas necessarias para a realizagao da pesquisa

ndo serdo de sua responsabilidade.

Esclarecimentos ao proprietario sobre a participacdo do animal neste projeto
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Sua autorizacdo para a inclusdo do seu animal neste estudo ¢ voluntéria. Seu animal podera ser

retirado do estudo, a qualquer momento, sem que isso cause qualquer prejuizo a ele.

A confidencialidade dos seus dados pessoais sera preservada.
Os membros da CEUA ou as autoridades regulatorias poderdo solicitar suas informagdes e,

nesse caso, elas serdo dirigidas especificamente para fins de inspecgdes regulares.

A Médica Veterindria responsavel pelo seu animal serd a Dra Amanda Adriana da Silva, inscrita
no CRMYV sob o n 07024. Além dela, a equipe do Pesquisador Principal, Dra. Patricia Hermes
Stoco, também se responsabilizard pelo bem—estar do seu animal durante todo o estudo e ao
final dele. Quando for necessario, durante ou apds o periodo do estudo, vocé podera entrar em

contato com o Pesquisador Principal:

Tel. de emergéncia: + (48) 3721- 2957 Dra Patricia Hermes Stoco

Endereco: Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de
Ciéncias Biologicas (CCB) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sala 312, e-
mail: patricia.stoco@ufsc.br.

Para conhecermos mais e entendermos melhor o dia-a-dia do seu cdo, responda o questionario

a partir da leitura do QR Code abaixo:

Para acessar € s6 apontar a camera do seu celular que vocé sera
redirecionado para um formuldrio do Google. Se possivel, e caso
vocé tenha, anexe o raio-x do seu animalzinho no ultimo item do
formulério.
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Declaracio de Consentimento

Fui devidamente esclarecido(a) sobre todos os procedimentos deste estudo, seus riscos e
beneficios ao animal pelo qual sou responsavel. Fui também informado que posso retirar meu
animal do estudo a qualquer momento. Ao assinar este Termo de Consentimento, declaro que
autorizo a participacdo do meu animal, identificado a seguir, neste projeto.

Este documento sera assinado em duas vias, sendo que uma via ficard comigo ¢ a outra com o
pesquisador.

Florianépolis, / /
Assinatura do Responsavel Assinatura do Pesquisador
Nome:
Documento de Identidade:
Identificacio do animal:
Nome: Numero de identificagao:

Espécie: Raga:
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APENDICE 2 — Questionario aplicado aos tutores

ot Conte-nos mais sobre seu melhor amigo

Tutor

Endereco

Cidade/Estado

Telefone

Nome do cdo

Sexo: Fémea Macho
Raga
Idade Peso:
Porte

Queremos conhecer melhor seu/sua amigo/amiga! Conte-nos algumas caracteristicas gerais
sobre o local onde vocé e seu amigo/sua amiga moram e sobre a saude geral dele/dela:

1. Vocé mora em casa ou apartamento?

O Casa O Apartamento

2. O piso da sua residéncia € liso?

ONéo O Sim. Qual o material?

3. Emrelagdo a pergunta anterior, o seu cao/sua cadela escorrega com facilidade?
O Nao O Sim.
4. Antes de completar 1 ano, seu cdo/ sua cadela praticava alguma atividade de impacto,
como saltos e exercicios fisicos intensos?
O Nao O Sim. Qual atividade?
5. Vocé notou alguma diferenga na capacidade locomotora, ou até mesmo notou que seu

animal sente dor quando se locomove ou se levanta?
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O Nao O Sim. Qual?

6. Seu cao/sua cadela ja realizou exame radiografico da pelve?

O Nao O Sim. Qual finalidade?

7. O cao/a cadela apresenta outro problema de saide concomitante?

ONﬁo O Sim. Qual: .

Estado geral do animal agora (marque com um “X” apenas uma resposta que melhor explica

o estado de seu cao nos ultimos dias em uma escala de 0 — 2, onde 0 representa ruim, 1 bom

e 2 6timo)

8. Estado de 4nimo esta:

O o O O 2

9. Animo em participar de brincadeiras:

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Qo Ot O 2
Como vocé considera a locomog¢ao do seu cao/sua cadela:

Oo O oF

Como vocé considera a habilidade de pular do seu cdo/sua cadela:

Qo On O 2

Como vocé considera a movimentacao do seu cao/sua cadela apds um longo descanso:

Oo O O 2

Como vocé considera a movimentacao do seu cdo/sua cadela apos exercicio intenso ou
pesado:

Oo Ot O 2

Para caes com displasia: como vocé considera a qualidade de vida do seu cdo/sua
cadela com a doenga:

Oo O O >

Em uma escala de 0 a 2, onde 0 muita dor e 2 nenhuma dor, vocé acha que seu cao/sua
cadela sente dor?

Oo O O 2
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APENDICE 3 — Identificaciio e dados gerais dos cies participantes do estudo

Grau Identificacio Nome Raca Porte Sexo Idade Grupo
A C2 Lola SRD M  Fémea 7anos Controle
(OX] Maya Border collie M  Fémea Sanos Controle

A C4 Lua Bulldog inglés M  Fémea 11 anos Controle
B Cl Rayza Border collie M  Fémea 11anos Controle
B C5 Sarah Border collie M  Fémea 10anos Controle
C 1 Vita Border collie M  Fémea 4anos  Afetado
C 4 Xayah Border collie M  Fémea lano  Afetado
C 5 Thor Pug P Macho 6anos  Afetado

Elvis
C 6 Labrador retriever G  Macho 11anos Afetado
Presley
C 10 Chérry SRD M  Fémea 20anos Afetado
C 11 Zeus Labrador retriever G  Macho 16anos Afetado
C 14 Mia Border collie M  Fémea 5Sanos  Afetado
C 20 Frida Cane corso GG  Fémea 1 ano Afetado
D 2 Zeus Golden retriever G Macho 1 ano Afetado
D 3 Pérola Pug P Fémea 12 anos Afetado
D 8 Meg SRD G Fémea 9anos  Afetado
D 9 Jack Rottweiler GG Macho 13 anos Afetado
D 12 Nina Spitz alemao P Fémea 9 meses Afetado
D 15 Urso Rottweiler GG Macho 6anos  Afetado
American
D 18 Hussein M  Macho 4anos  Afetado
staffordshire terrier

E 7 Cacau SRD M  Fémea 4anos  Afetado
E 13 Guiness Bulldog alemao M  Macho 9anos  Afetado
E 16 Chiara Bulldog inglés M  Fémea 7anos  Afetado
E 17 Obi Border collie M  Macho 2anos  Afetado
E 19 Uainy Border collie M  Fémea 7 meses Afetado

Mari
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APENDICE 4 — Resultado da analise de similaridade, através do BLAST, das sequéncias

génicas disponiveis para cada marcador. Na coluna da direita estao descritos os cies

correspondentes das IDs encontradas no NCBI. Nota-se que os sete cies encontrados

correspondem a cinco racas.

Marcador Alelo ID” Cio
A CMO021962.1 Mischka breed German Shepherd
CM016431.2 MU ID 185726 breed Basenji
Nvgii[)gigll 83913'1 SID07034 breed Labrador retriever
BICF2P468585 C gggzggggi Labrador retriever
CMO016569.1 Zoey breed Great Dane
BV268907.1 ItalianGreyhound
CM023390.1 (C .
A/C CM023363 1 EA; UNSW-BAS-2019 breed Basenji
NW 024010411.1
NC 051813.1 SID07034 breed Labrador retriever
CM025108.1
CP050635.1 Labrador retriever
BICF2G630834826 G CP050593.1
CMO023371.1 UNSW-BAS-2019 breed Basenji
CM021970.1 Mischka breed German Shepherd
CMO016577.1 Zoey breed Great Dane
CMO016439.2 MU ID 185726 breed Basenji
C CM023390.1 UNSW-BAS-2019 breed Basenji
CMO016458.2 MU ID 185726 breed Basenji
CMO016596.1 Zoey breed Great Dane
CM021989.1 Mischka breed German Shepherd
BICF2P1046032 CM025127.1
A NC 051832.1 SID07034 breed Labrador retriever
NW 024010430.1
ggggggggi Labrador retriever
CM016441.2 MU ID 185726 breed Basenji
Homozigoto CM021972.1 Mischka breed German Shepherd
CM023373.1 UNSW-BAS-2019 breed Basenji
selvagem CP050630.1 .
FBN2 CP050600.1 Labrador retriever
Homozigoto NW 024010413.1 '
mutante NC 051815.1 SID07034 breed Labrador retriever
CM025110.1

"ID: identificagdo das sequéncias génicas disponiveis no NCBI.
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APENDICE 5 — Associacio dos SNPS com a displasia por grau. As frequéncias para

cada marcador foram calculadas levando em consideracio o grau de displasia.

Grau Marcador CFA Locus? Alelos® Frequéncia
BICF2P468585 1 45,382,633 A/C 0,0/0,13
A BICF2G630834826 9 31,477,907 A/G 0,0/0,12
BICF2P1046032 28 29,111,565  C/A/heterozigoto 0,0/0,08/0,0
FBN2 11 intron 30 del/in/heterozigoto  0,0/0,08/0,04
BICF2P468585 1 45,382,633 A/C 0,04/0,04
B BICF2G630834826 9 31,477,907 A/G 0,0/0,08
BICF2P1046032 28 29,111,565  C/A/heterozigoto 0,0/0,0/0,08
FBN2 11 intron 30 del/in/heterozigoto 0,0/0,08/0,0
BICF2P468585 1 45,382,633 A/C 0,08/0,22
C BICF2G630834826 9 31,477,907 A/G 0,04/0,28
BICF2P1046032 28 29,111,565  C/A/heterozigoto  0,08/0,16/0,08
FBN2 11 intron 30 del/in/heterozigoto  0,04/0,24/0,04
BICF2P468585 1 45,382,633 A/C 0,0/0,26
BICF2G630834826 9 31,477,907 A/G 0,08/0,20
D BICF2P1046032 28 29,111,565  C/A/heterozigoto  0,12/0,12/0,04
FBN2 11 intron 30 del/in/heterozigoto  0,0/0,20/0,08
BICF2P468585 1 45,382,633 A/C 0,04/0,17
BICF2G630834826 9 31,477,907 A/G 0,0/0,20
E BICF2P1046032 28 29,111,565 C/A/heterozigoto  0,04/0,08/0,08
FBN2 11 Intron 30 del/in/heterozigoto  0,0/0,12/0,08

2 Posi¢do no cromossomo canino. ® Representagdo dos alelos na ordem do menos frequente, mais frequente e

heterozigoto para os marcadores BICF2P1046032 e FBN2.
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