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Resumo

Os mamiferos constituem um grupo extremamente diversificado e apresentam
grande distribuicdo e adaptacdo a diversos ambientes. Esses animais podem
apresentar diversos beneficios para nossa sociedade. Os cdes domésticos, por
exemplo, desempenham papéis importantes podendo atuar em zooterapia, caes
de companhia, guias para pessoas com deficiéncia visual ou auditiva,
identificador de substancias ilegais, transporte, entre outras. A visdo € uma das
habilidades que permite esses animais perceberem o mundo a sua volta,
especificamente a visdo de cores concede maior facilidade no desempenho de
algumas atividades. Sabe-se que os cdes domésticos apresentam visédo
dicromética devido a presenca de 2 classes de cones funcionais que possuem
pigmentos visuais com sensibilidades espectrais maximas em diferentes regiées
do espectro de luz, assim como ocorre na maioria dos mamiferos. Estudos
indicam que essa organizacdo se faz presente em diferentes espécies dentre o
grupo dos canideos, porém pouco se sabe sobre a genética desses pigmentos.
Este trabalho tem como objetivo inferir o pico de sensibilidade espectral em
diferentes espécies de canideos, sendo esses: Chrysocyon brachyurus (Lobo-
guard), Speothos venaticus (Cachorro-vinagre), Lycalopex vetulus (Raposa-do-
campo), Cerdocyon thous (Cachorro-do-mato) e Canis lupus familiris (Cao
doméstico). Para isso, foram realizadas extracdes de DNA a partir de amostras
de saliva de caes domeésticos, e soro e sangue dos canideos silvestres. Com o
material genémico foram realizadas técnicas de biologia molecular, como a PCR
e sequenciamento Sanger para que assim fosse possivel observar as
sequéncias de nucleotideos presentes nos genes das opsinas desses animais.
Com os resultados obtidos, pode-se observar que as espécies analisadas
apresentam a conformacdo de aminoacidos AHYTA em seus cinco sitios para
inferéncia do pico de sensibilidade espectral do o fotopigmento LWS, e assim
inferimos um pico de sensibilidade em ~555nm. Os dados obtidos a partir da
analise genémica do SWS1 difere dos achados descritos na literatura para a
espécie.

Palavras-chave: Canideos; Visdo de cores; Opsinas; LWS; SWS1; Caées;
Lobos; Raposa; Biologia molecular.



Abstract

Mammals are an extremely diverse group and have great distribution and
adaptation to different environments. These animals can present several benefits
for our society. Domestic dogs, for example, could play important roles in
zootherapy, companion dogs, guides for people with visual or hearing
impairments, identifiers for illegal substances, transportation, among others.
Vision is one of the skills that allows these animals to perceive the world around
them, specifically color vision makes it easier to perform some activities. It is
known that domestic dogs have dichromatic vision due to the presence of 2
classes of functional cones that have visual pigments with maximum spectral
sensitivities in different regions of the light spectrum, as most mammals. Studies
indicate that this organization is present in different species among the group of
canids, but not much is known about the genetics of these pigments. This work
aims to infer the peak of spectral sensitivity in different species of canids, these
being: Chrysocyon brachyurus (Maned wolf), Speothos venaticus (Bush dog),
Lycalopex vetulus (Hoary fox), Cerdocyon thous (Crab-eating-fox) and Canis
lupus familiris (Domestic dog). For this, DNA extractions were extracted from
saliva samples from domestic dogs, and serum and blood from wild canids.
Molecular biology techniques were used in genomic material, such as PCR and
Sanger sequencing, so that it is possible to observe the nucleotide sequences
present in the opsin genes of these animals. With the results obtained, it can be
observed that the analyzed species presents AHYTA amino acid conformation in
their five sites for inference of the spectral sensitivity peak of the LWS
photopigment, and so we inferred a sensitivity peak at ~ 555nm. The data
collected from the genetic analysis of SWS1 differ from the literature findings for
the species.

Keywords: Canids; Color vision; Opsins; LWS; SWS1,; Dogs; Wolves; Foxes;
Molecular biology
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1 INTRODUCAO

A classe Mammalia € um grupo extremamente diversificado que possui
grande distribuicdo e adaptacdo a diversos ambientes. Mamiferos selvagens e
domesticados podem contribuir de diversas formas para nossa sociedade,
dentre esses, como modelos de pesquisa. Pesquisas com esses animais séo
importantes pois englobam diversos ramos da ciéncia, por exemplo, estudos de
fisiologia, psicologia e diversas doencas, que podem afetar tanto os animais
guanto o ser humano (WILSON et al., 2020).

A classe dos mamiferos é dividida em duas subclasses: a primeira,
Prototheria, também conhecida como Monotremata, compreende os mamiferos
que botam ovos; e a segunda, Theria, é dividida em duas infraclasses, a
Metatheria, que € composta pelos marsupiais, e a Eutheria, que é formada pelos
mamiferos placentarios (Figura 1) (WILSON et al., 2020; WILSON & REEDER,
2005).
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Figura 1: Arvore filogenética das subclasses e infraclasses dos mamiferos atuais. Ao lado
esquerdo da imagem ha uma representacdo do tempo em milhdes de anos, ao lado direito ha
indicacao da escala de tempo geolégica. Modificado de Jacobs (2009).



Entre os membros da infraclasse Eutheria estdo os carnivoros,
pertencentes a ordem Carnivora, animais geralmente predadores que ocupam
ampla variedade de habitats. A ordem Carnivora é distribuida entre 16 familias
(Figura 2), 5 delas sé@o encontradas no Brasil: Felidae, Mustelidae, Procyonidae,
Mephitidae e Canidae (ICMBIO, 2020; HUNTER & BARRETT, 2018).

Pleistoceno

Paleoceno Eoceno Ofigoceno  Mioceno

Mustelidae
_I-I Procyonidae

Mephitidae
Ailuridae
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SS 34 24 5 18
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Figura 2: Arvore filogenética indicando a distribuicio das familias que pertencem a ordem
Carnivora. Embaixo da imagem ha uma representacdo do tempo em milhdes de anos, em cima
h& indicacdo da escala de tempo geoldgica. Em destaque vermelho estdo as familias presentes
no Brasil. Modificado de Hunter e Barrett, (2018).

No presente estudo serdo estudadas algumas espécies da familia
Canidae. Esse grupo é constituido por 16 géneros e 36 espécies (Figura 3)
(PESSUTTI et al., 2001), e dentre essas serdo avaliadas as espécies:
Chrysocyon brachyurus (Lobo-guara), Speothos venaticus (Cachorro-vinagre),
Lycalopex vetulus (Raposa-do-campo), Cerdocyon thous (Cachorro-do-mato) e

Canis lupus familiris (C&o doméstico).
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Lycalopex culpaeus (Raposa-colorada) m
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Lycalopex gymnocercus (Graxaim-do-campo)

Lycalopex griseus (Raposa.cinzenta.argentina)

Lycalopex fulvipes (Raposa.de-Darwin) Y
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674}
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Figura 3: Cladograma apresentando a divisdo taxondmica de 31 espécies de Canideos,
distribuidas em 13 géneros. As setas apontam para a divisao de alguns clados, junto com a data
de separacdo em milhdes de anos. Os destaques em vermelho indicam as espécies que seréo
estudadas neste projeto. Ao lado direito do nome cientifico entre parénteses estéo citados os
nomes comuns das espécies. Representacdes ilustrativas de algumas espécies estdo ao lado
direito da imagem. Este cladograma foi construido com base nas sequéncias gendmicas e
modificado a partir do trabalho de Lindblad-Toh et al., (2005).

A espécie Canis lupus familiaris, também conhecida como caes
domésticos, desempenha papeis importantes em nossa sociedade, podendo
atuar em zooterapia, cdes de companhia, guias para pessoas com deficiéncia
visual ou auditiva, identificador de substancias ilegais, transporte, entre outras.
A interacdo homem-cao é considerada benéfica, tanto para aspectos fisicos,
guanto para aspectos psicologicos (KITAGAWA & COUTINHO, 2004; ROSS &
BLOCK, 1988; LOPES & SILVA, 2012).

Quando os cdes comecaram a se relacionar com a espécie humana,

esses animais foram selecionados para melhor aproveitamento de suas
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caracteristicas e habilidades (LOPES & SILVA, 2012). Como consequéncia
dessa selecdo, a espécie comecou a apresentar diferenciacdo, dando origem a
diversas racgas, que hoje chegam a mais de 350 em todo o planeta (PARKER, et
al., 2017).

Hoje em dia a espécies C. |. familiaris é considerada uma subespécie da
C. lupus, devido suas semelhancas morfoldgicas, fisioldgicas e genéticas
(WILSON & REEDER, 2005; LOPES & SILVA, 2012; LEONARD et al., 2002).
Mesmo com essas caracteristicas, ainda ndo ha consenso sobre a origem dos
cées domésticos (FRANTZ et al., 2016; LEONARD et al., 2002; VILA et al., 1997;
FREEDMAN et al., 2014; COPPINGER e COPPINGER, 2002; REED, 1959;
ZIMEN, 1981). Vila et al. (1997) realizaram um estudo baseado em DNA
mitocondrial e inferiram que a separacao entre as espécies ocorreu por volta de
100.000 anos atras. Em contrapartida, a analise gendémica realizada por Frantz
et al. (2016) conclui que os cédes domeésticos atuais foram originados em duas
regides distintas, com uma linhagem oriunda da Asia e outra da Europa, e a
origem dessas linhagens ocorreu por volta de 14.000 a 6.400 anos atrés.

Para melhor compreenséo e contextualizagcdo em relacdo aos aspectos
ecoldgicos das espécies que foram estudas neste projeto, o quadro 1 apresenta

informacdes adicionais relacionadas ao nicho ecolégico dos animais.
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Quadro 1: Informacdes gerais sobre as espécies estudadas neste projeto. Os nimeros indicados
nos campos de informac¢des correspondem a numeracao de sua fonte.

Nome Cientifico Nome Popular Distribuicao Geografica Habitat Habitos Habitos Fonte
Alimentares
Canis lupus ; Todos os locais habitados pelo Todes s tdiars Predominante : ‘gl?.yAzg(; ? 7
familiaris REE IS ser humano ' e mente diumno AN ’ARAU:lO et ail
humano * 2
2018
'BEISIEGEL,;
ZUERCHER,
2005; *JORGE
; etal, 2013,
Panama até sul rasil, 2 : :
Speothos : Bgragu; eaneclat:esgad:rgexné Faanal AmazOma, ’BEISIEGEL,»
: Cachorro-vinagre ' Mata Atlantica e Diurno ® Camivoro® ADES, 2002,
venaticus estendendo ao oeste da Conndod ‘FLOWER 1880
Bolivia, Peru e Equador * J
apud
BEISIEGEL;
ZUERCHER,
2005
- 'PAULA,;
Olrymocyon Lobo-guaré Bi;ﬁ;?%iulg?ehgiri’gzzge Sainpo, Cenmio e Noturno 2 Onivoro ? MEDICE
DrSciyus Espirito Santo e sul da Bahia * Maia* MORAIO, 2007;
*DIETZ, 1984
Lycalopex vetulus Raposa-do-campo Brasil Cerrado Noturno Onivoro ZD(%;PONTE'
Colémbia, Venezuela, Brasil, zggaiﬁ,ag&aatmga, 'BEISIEGEL et
Cerdocyon thous  Cachorro-do-mato  Paraguai, Argentina, Uruguai e ¢ Noturno? Onivoro?  al,, 2013;
Boivia' Caopas; Pesians) 1BERTA, 1982
Floresta Amazonica’ i

Cées domeésticos sdo usados comumente como modelos de pesquisa
(FAGUNDES & TAHA, 2004; HASIWA et al., 2011) incluindo estudos com viséo
JACOBS et al., 1993; NEITZ et al., 1989; YOKOYAMA, 1998; MOWAT et al.,
2008; AMANN et al., 2014; MALKEMPER & PEICHL, 2018; PEICHL 1991;
PEICHL, 2001), porém, pouco se sabe sobre outras espécies que pertencem a

familia dos canideos, principalmente no que se refere ao sistema visual.

1.1 Organizagéo do sistema visual

A visdo € uma das habilidades que permite ao animal perceber o mundo
a sua volta (BOWMAKER, 2008). Especificamente a visdo de cores permite que
0s animais possuam maior facilidade nas atividades de forrageamento, fuga de
predadores, entre outros (YOKOYAMA, 2002; JACOBS & ROWE, 2004).
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De forma geral, os olhos dos caes apresentam similaridade com os olhos
de outros vertebrados. O olho desses animais é considerado bem desenvolvido,
e é composto por trés camadas: a camada externa, camada média e camada
interna. A camada externa do olho € constituida por uma estrutura chamada
esclera, um tecido que garante protecdo e sustentacdo ao olho. A esclera
apresenta uma porgdo continua na regido anterior do globo ocular, a cornea,
uma lente transparente que permite a passagem de luz para o interior do olho. A
camada média € composta pela Uvea, que por sua vez apresenta o corpo ciliar,
a iris e a cordide em sua formacdo. A coréide é um tecido altamente
vascularizado responsavel por nutrir a camada mais interna do olho, a retina
(WALLS, 1942). Esses animais ainda possuem uma terceira palpebra,
chamada de membrana nictitante. Essa membrana esta relacionada com a
producao de lagrimas e protecdo do globo ocular (MURPHY et al., 2012) (figura
4).

Tapetum lucidum
Esclera

Cordide

- Retina

Nervo dptico

Tapetum nigrum

Figura 4: llustracdo esquemética de um olho de Cao doméstico (Canis lupus familiaris).
Modificado de Evergreen (2011).

Anterior a retina, os cdes possuem uma estrutura chamada Tapetum
lucidum que permite com que a luz, que ja passou pela retina retorne novamente
a ela, garantindo aos fotorreceptores duas chances de absorvé-la. Essa

dispersdo de luz apresenta desvantagem pois pode reduzir a habilidade em
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perceber detalhes na imagem (LESIUK & BRAEKEVELT, 1983). Logo abaixo
desse tecido, encontra-se o Tapetum nigrum, uma estrutura pigmentada que tem
como funcao diminuir a dispersao de luz dentro do globo ocular (WASSLE &
BOYCOTT,1991) (Figura 5).

Figura 5: Imagem histoldgica de olho de cdo doméstico indicando a presenca do Tapetum
lucidum (indicado como T.L na imagem) e Taperum nigrum (indicado como T.N na imagem).
Retirado de KOTB et al., 2019.

Lantyer-Araujo et al. (2019) realizaram um estudo de comparacéo
anatdbmica e morfologica entre olhos de C. thous e C. I. familiaris e encontraram
algumas particularidades anatébmicas entre os olhos destes animais, como
diferenca em relacdo a dimenséo do globo ocular, formato da fenda pupilar, entre
outros. Mesmo com algumas divergéncias, ambas as espécies apresentam
estruturas oculares similares, por exemplo, as camadas da esclera, coréide e
retina.

A retina é a camada mais interna do olho, e é organizada em dez camadas
formadas por corpos celulares e plexos nervosos que sao dispostos da seguinte
maneira: Epitélio pigmentado (EP), camada de fotorreceptores (CF), membrana
limitante externa (MLE), camada nuclear externa (CNE), camada plexiforme
externa (CPE), camada nuclear interna (CNI), camada plexiforme interna (CPI),
camada de células ganglionares (CCG), camada de fibras nervosas (CFN) e
membrana limitante interna (MLI) (RAMON & CAJAL, 1893). Nessas camadas
sdo encontrados seis tipos celulares: os fotorreceptores, células bipolares,
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células horizontais, células amécrinas, células ganglionares e células de Muller
(WALLS, 1942) (figura 6). Em cédes podemos encontrar a mesma organizacao

laminar vista em vertebrados (figura 7).

CF
MLE
2 -~ CNE

celulas
horizontais X \ — 3 -~ »CPE

células '

bipolares cNI

células

amacrinas g4 :v ,, > — Pl

Figura 6: Esquema da retina dos vertebrados. Epitélio pigmentado (EP) formado por células
epiteliais; Camada de fotorreceptores (CF) apresenta células com formato coénico, e células em
formato de bastdo; Membrana limitante externa (MLE); Camada nuclear externa (CNE); Camada
plexiforme externa (CPE); Camada nuclear interna (CNI) apresenta células horizontais , células
bipolares) e células amacrinas; Camada plexiforme interna (CPl); Camada de células
ganglionares (CCG); Camada de fibras nervosas (CFN) e Membrana limitante interna (MLI)
Modificado de Web Vision.
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Figura 7: Corte longitudinal da retina de cdo doméstico (C. lupus familiaris) corado por HE
(Hematoxilina-Eosina). Epitélio pigmentado (EP); Camada de fotorreceptores (CF); Camada
nuclear externa (CNE); Camada plexiforme externa (CPE); Camada nuclear interna (CNI);
Camada plexiforme interna (CPI); Camada de células ganglionares (CCG). Modificado de
LHERITEAU et al. (2009).

1.2 Fotorreceptores e o0 processo de fototransducéao

O processamento visual é iniciado com a interacao de fétons de luz com
os fotorreceptores, que sdo células fotossensiveis e tem como funcéo captar e
realizar a transducdo de energia luminosa em energia eletroquimica. Nesse
processo sdo gerados sinais que fluem da retina para as fibras nervosas do
nervo optico até alcangar os centros superiores do sistema nervoso central, onde
a imagem sera gerada (WALLS, 1942).

Na retina de mamiferos, é possivel encontrar dois tipos de fotorreceptores
classicos, os cones e 0s bastonetes. Os bastonetes sdo responsaveis pela visdo
escotopica, ou seja, tem maior sensibilidade a luz, ideal para visdo noturna de
baixa intensidade luminosa, e possuem o fotopigmento conhecido como
rodopsina. Os cones por outro lado, sdo responsaveis pela visao fotdpica, ou
seja em alta intensidade luminosa presente principalmente durante o dia pois
sd0 menos sensiveis a luz. A quantidade e classificacdes desses fotorreceptores
pode variar de acordo com as espécies. A espécie humana, por exemplo,
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apresenta trés tipos:. Cada um desses tipos de cone apresenta proteinas
diferentes em seus pigmentos visuais, e essas proteinas fazem parte de um
mesmo grupo chamado de opsinas (BOWMAKER, 2008).

Os fotorreceptores sao neurdnios especializados da retina e possuem um
segmento externo, um segmento interno e uma terminagéo sinéptica (figura 8).
O segmento externo contém discos membranosos, e em suas membranas estdo

presentes os pigmentos visuais (figura 9) (BOWMAKER, 1991).
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Figura 8: Representacdo em corte longitudinal dos fotorreceptores bastonete (& esquerda) e cone
(a direita) da retina de vertebrados. As chaves ao lado das figuras indicam o nome das estruturas:
Segmento externo, segmento interno e terminal sinaptico Vilosidades no segmento externo
indicam os discos membranosos. Estruturas rosadas presentes no segmento interno ilustram a
presenca de mitocondrias. Modificado de OLIVERA (2019).
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Figura 9: Ao lado esquerdo da imagem ha uma representacdo de segmento externo de um
fotorreceptor (bastonete) em um modelo em 3D. A seta superior que sai do modelo em 3D do
segmento externo do fotorreceptor indica um corte transversal de um dos discos membranosos,
os circulos em roxo indicam a presencga de rodopsinas. Ao lado dessa representacdo ha a
estrutura quimica do 11-cis retinal. A seta inferior que sai do modelo em 3D do segmento externo
do fotorreceptor indica uma ilustracdo de um corte longitudinal em uma membrana plasmatica
de um dos discos membranosos presentes no segmento externo, além de representar os
fosfolipidios (pequenos circulos em azul) h4 uma ilustragcdo de rodopsina circulada por uma forma
oval em lilas. Modificado de WebVision.

Os fotopigmentos sao responsaveis pelo processo de transducéo do sinal
luminoso em sinal eletroquimico, processo esse denominado de fototransducéo
(KAWAMURA,1993). Esses fotopigmentos, também conhecidos como
pigmentos visuais, constituem o grupo de receptores de membrana acopladas a
proteina G e sdo compostos por um cromoéforo derivado da vitamina A chamado
de retinal, e uma proteina transmembrana, que em cones sao as opsinas, € em
bastonetes a rodopsina.

O cromaforo é responsavel por absorver energia dos fétons de luz, o que
inicia uma série de reacdes quimicas (SCHWARTZ, 2009). Quando néo ha luz,

o retinal permanece em sua formacdo 11-cis retinal, porém com a presenca de
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luz, os fétons que s&o absorvidos provocam a isomerizacao do retinal, mudando
sua configuracdo espacial para todo-trans retinal (figura 10), assim € iniciado o

processo de transducao de sinal luminoso em sinal elétrico (NISHIDA, 2012).

HC O, CH, HC CH, CH, CH, H
‘ e u
I M C
o - CH, H=p 5 CH,
11-cis-retinal Todo-trans retinal

Figura 10: Representacdes das estruturas quimicas do retinal na auséncia (& esquerda) e
presenca (a direita) de luz. A seta entre as estruturas indica a alteracao do retinal entre o 11-cis
retinal e o todo-trans retinal. Modificado de Davies et al. (2012).

Com a alteracdo estrutural do retinal, também ocorre alteracdo na
conformacdo da opsina. Essa modificagdo resultara na ativagdo de uma
transducina, que por sua vez ativard uma fosfodiesterase. Essa enzima quebrara
moléculas de GMPc em GMP. As moléculas de GMPc sdo responsaveis por
manter canais de Na+ e Ca++ abertos dentro da célula. Quando essas moléculas
sao gquebradas, os canais iGnicos ndo sao abertos e ocorre hiperpolarizagéo da
célula, o que inibira a liberacdo de neurotransmissores (figura 11) (OYAMADA,
2015).

Membrana do segmento externo

PDE hidroliza GMPc,
reduzindo sua concentraciol Abrem os
. canais

ionicos

Estimulo luminoso
resulta de ativagdode Ativac3oda

uma proteina G, a fosfodiesterase [PDE)
transducina

dos canais

Figura 11: llustragdo esquematica representando a cascata de eventos que ocorre durante a
fototransducéo no segmento externo de um fotorreceptor. Modificado de Russo (2008).
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A inibicdo da liberacdo de neurotransmissores pelos fotorreceptores
ocasionara despolarizacdo ou hiperpolarizacdo das células bipolares e
horizontais na camada plexiforme externa. Em seguida a informacao gerada
passara através da camada plexiforme interna, onde ha comunicacéo entre os
axbnios das células bipolares com os dendritos das células amacrinas e
ganglionares. Por fim, o estimulo produzido sera transportado pelo nervo éptico,
que € composto pelos axdnios das células ganglionares, até as areas visuais

centrais, onde sera formada a imagem (LAM et al., 1982).

1.3 Opsinas

As opsinas sdo proteinas compostas de aproximadamente 360
aminoé&cidos com sete dominios transmembréanicos. Em sua sétima hélice esté
acoplado o cromoforo. Além disso, essas proteinas fazem parte da familia dos
receptores acoplados a proteina G (BOWMAKER, 2008). Substituicbes de
aminoacidos em determinadas regides dessas proteinas afetam o deslocamento
da absorgéo espectral observado nos diferentes tipos de cones (figura 12)
(HUNT et al., 1998).
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Figura 12: llustracdo em 2D de um fotopigmento. Os pontos em azul indicam oito sitios
importantes para a inferéncia do pico de sensibilidade espectral do fotopigmento SWS1 em
vertebrados (SHI et al., 2001; YOKOYAMA & SHI, 2000; HAUSER et al.,2014). Os pontos em
vermelhos indicam os cinco sitios importantes para a inferéncia do pico de sensibilidade espectral
do fotopigmento LWS em mamiferos (YOKOYAMA & RADLWIMMER, 1998). Modificado de
Yokoyama (2002).
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Em seres humano, a maioria dos individuos apresentam trés tipos de
cones, sendo esses chamados de cone L (long), cone M (20iddle) e cone S
(short), o que caracteriza a visdo de cores nesses individuos como tricromata.
Cada tipo de cone apresenta um fotopigmento com diferente pico de
sensibilidade espectral, e essa caracteristica define o tipo do fotorreceptor.
Dessa forma os cones L, M e S sdo maximamente sensiveis aos comprimentos
de onda longos, médios e curtos, respectivamente (figura 13) (DEEB, 2005;
PURVES et al., 2001)
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Figura 13: Representacéo das curvas de sensibilidade espectral das trés classes de cones da
retina de humanos com visao de cores tricromata. O pico de absorcdo espectral dos cones S, M
e L estdo indicados em parénteses. Modificado de Deeb (2005).

De forma geral, os mamiferos sdo dicromatas, ou seja, apresentam 2
classes de cones em suas retinas, com excec¢éao de alguns animais, como alguns
primatas que apresentam tricromacia, com trés classes de cones, como ocorre
com a espécie humana (JACOBS, 2009).
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1.4 Genética e evolucdo da visdo de cores em mamiferos

Entre o grupo de vertebrados existem cinco familias de genes de opsinas
qgue codificam as proteinas presentes nos cones e bastonetes. Os genes que
SA0 expressos nos cones sao: lws que codifica os fotopigmentos maximamente
sensiveis a comprimentos de onda longos, swsl e sws2 que codificam
fotopigmentos maximamente sensiveis a comprimentos de onda curtos, rh2, que
codifica fotopigmentos maximamente sensiveis a comprimentos de onda
meédios. E o gene rhl que codifica as rodopsinas, expressa nos bastonetes
(BOWMAKER, 2008; JACOBS, 2009; JACOBS & ROWE, 2006).

Para garantir ao individuo a habilidade de visdo de cores, sdo necessarios
dois ou mais tipos de cones contendo fotopigmentos com picos de sensibilidade
espectrais diferentes (PEICHL, 2005) e um sistema pdés-receptoral capaz de
comparar esses sinais. A pressao evolutiva apresenta um papel importante na
percepc¢éao visual dos animais, uma vez que seleciona os componentes ideais ao
ambiente em que os individuos estéo inseridos. Alterac6es pontuais em nivel de
nucleotideo nos genes das opsinas podem resultar em alteracdes de
aminoacidos presentes nas estruturas das mesmas. Essas alterac6es podem
afetar a interacdo entre a opsina e o croméforo, 0 que pode resultar no
deslocamento no pico de sensibilidade do fotopigmento (BOWMAKER, 2008).

1.5 Viséo de cores em mamiferos

Até o presente momento, sabe-se que todos os mamiferos apresentam
cones em suas retinas e que a visdo de cores na maioria desses animais é
dicromata uma vez que apresentam apenas 2 classes de cones, com excec¢ao
de alguns animais, como alguns primatas monocromatas e tricromatas e
marsupiais australianos que apresentam tricromacia (JACOBS & DEEGAN,
1999; BOWMAKER, 2008) .

A maioria das espécies de mamiferos atuais, classificados como eutérios,
perderam o0s genes rh2 e sws2, e possuem o0s genes lws e swsl (figura 14).
Devido a isso, esses animais sao considerados dicromatas, umas vez que a

habilidade de discriminacdo de cores nesses individuos ocorre com base na
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comparacdo dos sinais emitidos pelos cones L e cone S (JACOBS, 2009;

PEICHL, 2005).
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Figura 14: Arvore filogenética dos vertebrados ilustrando a distribuicdo dos quatro genes que
codificam opsinas nos cones no grupo dos mamiferos. Monotremados apresentam os genes
SWS2 e LWS, esses animais apresentam o gene SWS1 nao funcional (*). Todos os eutérios
possuem o0s genes SWS1 e LWS. Os marsupiais apresentam os genes SWS1, LWS e
possivelmente esses animais também apresentam o gene Rh2. Modificado de Jacobs (2009).

Yokoyama e Radlwimmer (1998) propuseram a “regra dos cinco sitios”

importantes na proteina para o ajuste espectral da opsina expressa a partir do
gene Ilws, sendo esses o0s sitios 180, 197, 277, 285 e 308. Os autores

encontraram a conformacdo de aminoacidos AHYTA nesses sitios na opsina de

cachorro doméstico, e inferiram que essa conformacdo de aminoacidos

proporciona um pico de absorcdo espectral de ~555nm para essaproteina, uma
vez que, esse foi o resultado obtido por meio de testes de eletrorretinograma em

cées domésticos para o fotopigmento LWS. . Em caes, o gene lws esta localizado

no cromossomo X, apresenta 6 exons, todos codificantes de proteina, e
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transcreve um mMRNA de aproximadamente 1.095 pares de base, que em
seguida codificara uma proteina com cerca de 364 aminoacidos (HOWE et al.,
2021).

Em cdes domésticos, o gene swsl esta presente no cromossomo 14,
apresenta 5 éxons, todos codificantes de proteina, e transcreve um mRNA de
aproximadamente 1.323 pares de base, que posteriormente codifica uma
proteina com cerca de 348 aminoacidos (HOWE et al., 2021). Até o momento
nao ha trabalhos que infiram o pico de absorcao espectral do pigmento SWS1
de cées a partir de dados genéticos. Em vertebrados, os sitios importantes para
inferir o pico de sensibilidade espectral da opsina SWS1 geralmente sao: 46, 49,
52, 86, 90, 93, 114 e 118 (SHI et al., 2001; YOKOYAMA & SHI, 2000; HAUSER
et al.,2014).

De acordo com Jacobs (1983), a habilidade de visdo de cores é
selecionada pelo ambiente em que as espécies habitam. Essa habilidade
garante aos animais discriminar cores que Sao necessarias para garantir a
sobrevivéncia das espécies, por exemplo, diferenciar frutos verdes e maduros.
Ainda segundo o autor, embora a visdo de cores tenha sido caracterizada em
diversas espécies, existem poucos casos que relacionem o nicho ecolégico dos
animais com caracteristicas dependentes da habilidade de ver cor, porém
quando esse propésito é alcancado, € possivel comecar a entender o papel da

visdo de cores no comportamento dos animais.

Em alguns casos, é possivel observar a influéncia no nicho ecolégico dos
animais sob a habilidade de visédo de cores. A influéncia do ambiente pode ser
observada em alguns grupos de mamiferos aquaticos como cetaceos e
pinipedes. Esses grupos ndo possuem cones S em suas retinas e essa
caracteristica esta relacionada ao ambiente em que esses animais vivem, onde
a luminosidade ndo atua como ocorre no ar, tendo influéncia de diversos fatores

como refragdo da agua e moléculas dispersas no ambiente (GRIEBEL, 2002)

Além do ambiente, caracteristicas como habitos alimentares dos animais
também podem influenciar na habilidade de identificar cores. No caso dos
mamiferos, alguns estudos com primatas indicam que individuos tricromatas

apresentam maior facilidade para encontrar certos tipos de alimentos de
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coloracdo amarelo ao vermelho, o que sugere uma vantagem evolutiva em
relacdo aos animais que nao conseguem discriminar tal diferenca dos alimentos
(CAINE & MUNDY, 2000; VOROBYEV, 2004).

1.6 Viséo de cores e fotorreceptores em Canideos

Inicialmente Gregg et al. (1929) postularam que a discriminacao de cores
ndo € importante para a visdo de cdes, mas sim a discriminagdo de intensidade
luminosa. Os autores afirmaram que esses animais sdo cegos para cores, ou
entdo, que sua visdo depende pouco de estimulos de cor. Mais recentemente,
Pretterer et al. (2004), descreveram os cdes com um sistema visual generalista,
adaptado tanto para situacdes fotdpicas, quanto para escotdpicas. Segundo 0s
autores, esses animais utilizam o olfato para suprimir as suas deficiéncias

visuais.

Alguns trabalhos indicam que a viséo de cores esta presente no grupo dos
canideos (caes, lobos e raposas) (JACOBS et al., 1993; NEITZ et al., 1989;
YOKOYAMA, 1998; MOWAT et al., 2008; AMANN et al., 2014; MALKEMPER &
PEICHL, 2018; PEICHL 1991; PEICHL, 2001), e estudos comportamentais
sugerem que caes possuem a habilidade de ver cores (TANAKA et al., 2000;
KASPARSON et al., 2013).

Neitz et al. (1989) realizaram um experimento de discriminacdo de cores
em cées. O experimento foi realizado com trés caes de racas puras, dois Galgos
italianos, um macho e uma fémea, e um Poodle toy fémea. Sucintamente, em
um ambiente controlado para que 0s animais respondessem apenas a variagéo
de cor, os cades ficavam em frente de trés painéis, e em cada secdo do
experimento um dos painéis era iluminado por uma cor diferente. Os cachorros
foram adestrados a encostar o focinho no painel quando percebessem essa
variacdo, e assim, foi possivel atestar que esses animais apresentam visao de
cores tipica de dicromatas, com os picos de sensibilidade de aproximadamente
429nm e 555nm.

Jacobs et al. (1993) realizaram testes de eletrorretinograma em quatro
espécies de canideos: cdes domésticos (Canis lupus familiaris), Raposa-das-
ilhas (Urocyon littoralis), Raposa-vermelha (Vulpes vulpes) e a Raposa-do-Artico
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(Vulpes lagopus). Os resultados indicam que esses animais apresentam um
pigmento visual com o pico de sensibilidade espectral em 555nm, e outro
pigmento com a média de pico de sensibilidade espectral em aproximadamente
431,5nm, essa média foi obtida por meio das somas dos picos de sensibilidade
espectral obtidos para as quatro espécies estudas e dividindo o valor por quatro.
Os autores ainda sugerem que esses resultados podem ser semelhantes para
todos os membros da familia Canidae, uma vez que as espécies estudadas sédo
taxonomicamente distantes, os resultados semelhantes obtidos podem indicar
gue as demais espécies presentes nessa familia podem apresentar respostas

semelhantes

Os testes comportamentais e de eletroretinograma confirmam a presenga
de duas classes de cones na retina dos céaes, sendo um deles o cone L que
possui o fotopigmento maximamente sensivel a comprimentos de ondas longos
com o pico de sensibilidade espectral em 555nm, e o outro € um cone S que
possui o fotopigmento maximamente sensivel a comprimentos de ondas curtos
com o pico de sensibilidade entre 429 e 431,5nm (JACOBS et al., 1993; NEITZ
et al., 1989).

Segundo Mcgreevy et al. (2004) a distribuicdo dos cones na retina dos
cées pode estar correlacionada com o tamanho do cranio desses animais, assim
como ocorre na distribuicdo das células ganglionares. Os autores informam que
essa correlacdo foi observada apenas nos cones L. Caes braquicéfalos
apresentaram maior concentracdo desses cones na regiao temporal da retina
enquanto os animais dolicocéfalos apresentaram menor concentracdo nessa
mesma regidao. Em relacdo ao cone S nao foi observada a mesma correlacgéo,

em ambos os casos (figura 15).



26

Braquicéfalos Dolicocéfalos
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Figura 15: Mapas de isodensidade representando a distribuicdo de cones L e S nas retinas de
cdes domeésticos. As duas retinas em cima indicam a distribui¢do dos cones L, ao lado esquerdo
em um animal braquicéfalo, ao lado direito, de um animal dolicocéfalo. As duas retinas abaixo
indicam a distribuicdo dos cones S, ao lado esquerdo de um animal braquicéfalo, e ao lado
direito, de um animal dolicocéfalo. Os pontos dentro das retinas indicam a densidade dos cones,
guanto maior os pontos, ha maior densidade de cones naregido, e quanto menor o ponto, menor
€ a densidade dos cones. As pequenas ilustracdes ao lado esquerdo dos mapas indicam a
distribuicdo das células ganglionares nessas retinas. As setas em cruz ao lado dos mapas
indicam a posi¢éo do olho no animal, em que D significa dorsal, N significa nasal, V significa
ventral e T significa temporal.. Modificado de Mcgreevy et al. (2004).

Para averiguar se aspectos evolutivos podem ter influenciado a sequéncia
dos genes lws e swsl nos cdes domeésticos, foram coletadas amostras de

diferentes racas. As informacdes sobre elas estdo no quadro 2:
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Quadro 2: Informac®es gerais sobre local de origem, primeiro registro catalogado, utilizacao e
tamanho das racas estudadas no presente trabalho. Os nimeros indicados nos campos de
informacé&o correspondem a numeragéo de sua fonte. CBKC:Confederacao Brasileira de
Cinofilia;AKC: American Kennel Club. Ao lado das informac6es encontram-se caracteres
numérico referenciando a fonte da informacao. Quando ndo héa caracteres numéricos todas as

informacdes foram obtidas de uma Unica fonte de referéncia.

Média de tamanho

Raca Local de origem

Primeiro registro Utilizacao

(cm)
Akita Japéao 1603 Caca e luta 58a70 CBKC
. L Século XV ; N
Borzoi Russia (1401-1500) Caca e corrida 68 a 85 CBKC
EREEE Franca 1880 Ces Ty e 24 435 CBKC
francés Companhia
1
Dachshund Alemanhat 18002 Cacat 20,3 a 22,82 SABKKCC
Galgo italiano Italia séculoV A.C. Corrida 32438 CBKC
Golden N Entre 1840 and R 1CBKC
retriever Gréa-Bretanhat 18902 Caga! 51a61* 2AKC
Greyhound Gra-Bretanha. 4000 A.C. Caca e corrida 68 a 76 CBKC
King Charles - 1 ) .~ N ) 1CBKC
Spaniel Gréa-Bretanha 1600 Companhia 22,8a254 2AKC
Pastpr Estados l,Jr_udos 1800 Pastoreiro de fazendas 46 358 CBKC
Australiano da América e ranchos
Pequinés Chinat 18602 Companhiat 15,2 422,82 1CBKC
. . R 1CBKC
Pug Chinat 1500t Companhiat 25,4 a 332 2AKC
Shih-tzu China 1931 Companhia até 27 CBKC
1
Spitz Alemanhat 14502 Companhiat 201 CEING
2AKC
SRD Sem padrao Sem padrao Sem Padrao Sem padrdo
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Média de tamanho
(cm)

Raca Local de origem  Primeiro registro Utilizacéo

Raca originariamente
. . Era vitoriana utilizada para caga, um s 1CBKC
- 1 1
Whippet Gré-Bretanha (183824 1901)2 | ou outro pelo faro ou 44a51 2AKC
pela visdo?!
1
Yorkshire Gra-Bretanhat 18501 Companhiat 17,8 a 20,32 SABK}EZC

O estudo comportamental de Jotta (2012) demonstrou que uma fémea de
Lobo-guara (C. brachyurus) apresentou comportamento de um animal
tricromata, porém a andlise genética em quatro individuos ndo comprovou esse
resultado, demonstrando uma dicromacia em outros animais dessa espécie. O
trabalho de Emerling et al. (2015) indica que o Lobo-guara e o Cachorro-vinagre
(S. venaticus) apresentam o gene swsl. Além de sequenciar 0 gene, 0s autores
conseguiram inferir que o fotopigmento SWS1 desses animais apresenta
respostas a estimulos de comprimentos de onda do espectro violeta, porém nao

identificaram seu pico de sensibilidade espectral.

O presente trabalho pretende fazer um estudo comparativo sobre a
genética dos pigmentos visuais de diferentes espécies de canideos para
compreender melhor o processo evolutivo das opsinas dentro do grupo. Além
disso, serdo analisados os genes dos pigmentos visuais em diferentes racas de
cdes domésticos, para assim avaliar se o processo de selecao artificial das racas
e adaptacao a diferentes habitats teria exercido uma pressao seletiva nos genes

das opsinas.

2 JUSTIFICATIVA

Dada a relevancia da visao para a sobrevivéncia dos animais, estudos
gue pretendem investigar essa habilidade propiciam melhor compreenséo sobre
sua importancia no comportamento dos animais. Devido a caréncia de pesquisas
em relacdo a estudos dos pigmentos visuais em canideos, é necessaria maior

investigacdo para entender como esses animais percebem o mundo.

Além disso, estudos comparativos podem trazer informacdes em relacdo

a evolucao dos pigmentos visuais em determinados grupos de animais. Com



29

informacdes sobre a genética das opsinas dos canideos estudados neste
trabalho (figura 16), é possivel observar se houveram modificacbes dessas
moléculas ao longo da histéria evolutiva das espécies e se essas mudancas se

correlacionam com algum aspecto da vida desses animais.

Cerdocyon thous (Cachorro-do-mato) ‘m

Lycalopex vetulus (Raposa-do-campo) “

£
I/ 4
Chrysocyon brachyurus (Lobo-guara) \

Speothos venaticus (Cachorro-vinagre) :‘H
P

by

Canis lupus familians (Cao)

Figura 16: Cladograma simplificado ilustrando as espécies que foram estudadas neste projeto.
Modificado de Lindlab-toh.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar os genes das opsinas presentes em diferentes espécies de

canideos.

3.2 Objetivos especificos

e Sequenciar os éxons 3, 4 e 5 do gene lws nas espécies Chrysocyon
brachyurus (Lobo-guara), Speothos venaticus (Cachorro-vinagre),
Lycalopex vetulus (Raposa-do-campo), Cerdocyon thous (Cachorro-do-
mato) e diferentes racas de Canis lupus familiris (Cdo doméstico);

e Sequenciar o éxon 1 do gene swsl nas espécies Cerdocyon thous
(Cachorro-do-mato), L. vetulus (Raposa-do-campo) e diferentes racas de
Canis lupus familiris (C&o doméstico);

e Inferir e comparar os picos de sensibilidade espectral das opsinas das

espécies selecionadas e de diferentes racas de cdes domésticos;

4 MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos realizados neste projeto estdo de acordo com o0s
principios éticos de gestdo e experimentacdo estabelecido pelo Sistema de
Autorizagéo e Informagéo em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Chico Mendes
de Conservacao e Biodiversidade (ICMBIO) sob protocolo n® 71236-1 (Anexo 1).
Esse projeto foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa animal do Instituto
de Psicologia da Universidade de Sao Paulo sob protocolo n° 8595300719
(Anexo 2).

4.1 Coleta do material

A coleta do material bioldgico dos animais silvestres foi realizada em
parceria com o Parque Zool6gico Municipal Quinzinho de Barros (PZMQB) e
Zoolégico de Sao Paulo (FPZSP). Para esses animais, optamos por utilizar
amostras de sangue, soro ou DNA gendmico, dependendo da disponibilidade de

coleta e do material armazenado nas instituicdes.
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Para a analise dos animais mantidos nos zooldgicos, foi solicitado uma
amostra de 2ml sangue coletado em tubos de EDTA. A coleta de sangue foi
realizada por profissionais especializados em cada instituicdo colaboradora.
Foram coletadas amostras de sangue, soro ou DNA ja extraido das espécies L.

vetulus, C. brachyurus, S. venaticus e C.thous.

Quadro 3: Informacgdes sobre a instituicdo de origem e o material biologico obtido das espécies
de canideos silvestres estudadas no presente trabalho. A sigla PZMQB refere-se ao Parque

Zooldégico Municipal Quinzinho de Barros e a sigla FPZSP refere-se ao Zooldgico de S&o Paulo.

Espécie Amostra bioldgica Instituicdo de origem
C. brachyurus | Soro PZMQB
C. thous Sangue | DNA extraido | PZMQB | FPZSP
L. vetulus Sangue PZMQB
S. venaticus DNA extraido FPZSP

Para cdes domeésticos, foi realizada a coleta de amostras de saliva. Esse
método foi escolhido por ser menos invasivo ao animal. As amostras de saliva
dos cédes domésticos foram obtidas com a contribuicdo de colegas, familiares, e
com o apoio do médico veterinario Dr. Francisco Moreno que se disponibilizou
em contribuir com o trabalho, coletando as amostras dos cdes que atende. Os
tutores dos animais foram informados sobre o projeto e 0 método de coleta, e
somente com a sua autorizacao e assinatura no termo de ciéncia e concordancia

(apéndice I) as amostras foram coletadas.

Para realizar a coleta de saliva, foi utilizado o procedimento de raspagem
bucal com auxilio de um swab. Ap6s a raspagem com o swab, o mesmo foi
mantido em um microtubo de 1,5ml contendo 300ul de solucéo Cell Lysis. Essa
solucéo é necessaria para realizacéo da extracdo de DNA descrita a seguir no
item 4.2.

Amostras de saliva de cdes domésticos foram obtidas. Esses individuos

séo classificados e distribuidos em 16 ragas diferentes (quadro 4).



32

Quadro 4: Raca e niumero de cdes analisados neste trabalho. SRD: Sem raca definida.

Numero de
animais
Akita 1
Borzoi
Bulldog francés
Galgo italiano
Golden retriever
Greyhound
King Charles Spaniel
Lhasa apso
Pastor Australiano
Pequinés
Pug
Shih-tzu
Spitz
SRD
Teckel
Whippet
Yorkshire

Raca

PR RPONNBEBAEADNWWENWOWNDPER W

4.2 Extracao e quantificacdo do DNA

Para extragdo do DNA, utilizou-se o kit PUREGENE DNA purification
(Gentra Systems) da QIAGEN seguindo o protocolo do fabricante para cada tipo
de amostra: sangue, saliva ou soro. Apos a extracao, a concentracéo de DNA foi

obtida utilizando o microespectrofotémetro Nanodrop 2000.

Das 45 amostras de cdes domeésticos coletadas, 41 tiveram o DNA
extraido. Nao foi realizada a extracdo do DNA de 4 amostras devido ao tempo
utilizado para realizar as extragbes em laboratorio. Todas as 03 amostras de
sangue e soro das espécies C. thous, C. brachyurus e L. vetulus tiveram seu
DNA extraido.

As informacdes sobre a extracdo e quantificacdo do material genético
extraido das amostras de cdes domésticos e canideos silvestres constam no

apéndice Il e Ill.

Apods a extracdo de DNA, as amostras permaneceram a -20°C e foram
utilizadas nas reacdes de PCR.
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4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR, polymerase chain
reaction) € utilizada para realizar a amplificacdo de regibes especificas do
material genético. A PCR se baseia em trés etapas, nas quais ha uma variacéo
de temperatura para que a amplificacdo da sequéncia de interesse seja obtida
(figura 17).

1° etapa 2° etapa 3? etapa
98°C
i _ 68-72°C
\48-72°C / 5 min
20 seg
4°C
(e o)

Figura 17: llustracdo esquematica com um exemplo de protocolo utilizado no termociclador paraa
técnica de PCR. A imagem ilustra a divisdo das trés etapas de variagdo de temperatura para o
processamento do método. Acima da linha do grafico em azul, séo indicadas as temperaturas
utilizadas, e abaixo dessa linha é indicada a duracdo de tempo em minutos (min) e segundos
(seg) de cada etapa. Modificado de GenScript, disponivel em: https://www.genscript.com/pcr-
protocol-pcr-steps.html.

A primeira etapa é conhecida como processo de desnaturacéo, e nela
ocorre a separacgéo da dupla-fita de DNA com a quebra das pontes de hidrogénio
devido a temperatura. Na segunda etapa, conhecida como etapa de anelamento,
ocorre a ligacdo dos primers, que séo os iniciadores da sintese de uma nova fita
de DNA. Os primers sao pequenas sequéncias de nucleotideos que se ligam a
sequéncia de DNA devido queda de temperatura. A temperatura de anelamento
€ variada de acordo com a sequéncia de nucleotideos dos primers. Na terceira
etapa, conhecida como etapa de extensao, a enzima responsavel pela sintese
de uma fita complementar de DNA, se liga aos primers e com a elevacdo da
temperatura realizara a sintese de uma nova dita de DNA (figura 18)


http://www.genscript.com/pcr-
http://www.genscript.com/pcr-
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Figura 18: Esquema com a descricao e ilustracdo das etapas que ocorrem com as amostras de
DNA durante o processamento no termociclador. No canto superior esquerdo é ilustrado um
termociclador em cinza e um microtubo com amostra. Na regido central da imagem se encontra,
as ilustragc@es indicando o que ocorre durante o processo de amplificacdo das fitas de DNA no
termociclador. Ao lado direito da imagem, encontra-se as explicagbes em forma de texto
indicando cada uma das que ocorrem na amplificacdo do material genético na técnica de PCR.
Modificado de NEB, disponivel em: https://www.neb.com/products/pcr-gpcr-and-amplification-
technologies/master-mixes/master-mixes.


http://www.neb.com/products/pcr-qpcr-and-amplification-
http://www.neb.com/products/pcr-qpcr-and-amplification-
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A técnica de PCR foi utilizada para amplificar os éxons 3, 4 e 5 do gene
lws, e 0 éxon 1 do gene swsl. Para tal, utilizou-se o kit Platinum Tag DNA
Polymerase (Life Technologies), seguindo o protocolo do fabricante. Esse kit
possui 0s seguintes reagentes: Enzima Platinum Tagpolymerase, Magnésio na
concentracdo de 50mM, 10x tampdao. Além desses reagentes, foram utilizados

dNTPs (desoxirribonucleotideos fosfatados) na concentracdo de 10mM.

Para realizacao da PCR, foi necessério desenhar primers com o objetivo
de amplificar as regides de interesse do DNA. Foram utilizadas as sequéncias
dos genes lws (ENSCAFG00000019441) e swsl (ENSCAFG00000001626) de
caes domésticos presentes na plataforma Ensembl (HOWE et al., 2021) para a
confeccdo dos primers realizada no programa online Primer3 (KORESSAAR &
REMM, 2007; UNTERGASSER et al., 2012). Os primers utilizados neste trabalho
estdo descritos no quadro 5. Em todas as reac¢6es foram utilizados primers com
a concentracdo de 20uM e 35 ciclagens como parametro para a PCR no

termociclador.

Quadro 5: Descricdo dos primers utilizados na PCR.

Temperatura
Sequéncia de
Anelamento
L3_Exon3Canis_fw | TTGGCTGATCTGGATGGAAT 58 °C
L3_Exon3Canis_rv | CCTTGGGACAAATTGCTGTT 58 °C
L4 _Exon4Canis_fw | CTGTCAGCCCTTCTCTCCAG 59 °C
L4_Exon4Canis_rv | ATCCTACAATTCCTTCGGGG 59 °C
L1 Exon5Canis_fw A CTGGGATACAGAGGCAGGAG 65 °C
L1 Exon5Canis_rv | CCTTTCAGAGTCTTGGCCTG 65 °C
S1_ExonlCanis_fw | GGGGCTTGGACAGCTCTAAT 63 °C
S1 ExonlCanis_rv | GAGTGGGTCCCTAAAGAGGC 63 °C

Em todos os protocolos realizados, foram utilizados os parametros

descritos na figura 19.
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1° etapa 2° etapa 3? etapa
94°C 94°C
1min  15seq\ 12%C { 729¢
\ G % / 30seg | 7min
30 seg \
- 4°C -
oo

Figura 19: llustracdo esquematica do protocolo de PCR utilizado no termociclador Veriti da
Thermofisher Scientific para o desenvolvimento deste trabalhoA imagem apresenta divisdo das
trés etapas de variacdo de temperatura para o processamento do método. Acima da linha do
gréfico em azul, séo indicadas as temperaturas utilizadas, e abaixo dessa linha é indicada a
duragdo de tempo em minutos (min) e segundos (seg) de cada etapa. O “X” indica que a
temperatura utilizada para a realizacdo do anelamento variou de acordo com os primers
utilizados na reacdo. Modificado de GenScript, disponivel em: https://www.genscript.com/pcr-
protocol-pcr-steps.html.

Ap6s a PCR, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de
agarose. Nesse processo, as sequéncias amplificadas séo coradas e dispostas
em um gel de agarose dentro de uma cuba com corrente elétrica, contendo um
polo negativo e outro positivo. As amostras de DNA possuem carga negativa, e
por isso, sdo dispostas na regido de polo também negativo, para que assim,
migrem ao polo positivo. A velocidade da migracéo das sequéncias ira depender
do protocolo utilizado na eletroforese, do tamanho da sequéncia e da

concentracéo do gel utilizado.

Neste trabalho, foi utilizado 1ul do produto da PCR ao qual foi adicionado
9ul do tampéo de corrida BlueJuice™ Gel Loading Buffer (10X) da ThermoFisher
Scientific. A concentracéo do gel de agarose utilizada foi de 2%, e os parametros
utilizados para a eletroforese foram: 90 volts, e 35 minutos. Em seguida, os
resultados foram visualizados através de luz ultravioleta (UV) utilizando um
transiluminador da marca UVTRANS (figura 20). Utilizou-se o tampéo TAE 1x
para a confeccado do gel de agarose e como meio para a corrida na cuba de

eletroforese.


http://www.genscript.com/pcr-
http://www.genscript.com/pcr-
http://www.genscript.com/pcr-
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Figura 20: Resultado da PCR apds eletroforese em gel de agarose (2%). Na primeira canaleta
esta o ladder de 100pb, em seguida, as canaletas onde as amostras s&o pipetadas no gel. E
possivel observar as bandas que indicam a amplificagdo do material genético a partir da terceira
canaleta. Na décima canaleta se encontra o controle negativo, indicado como CN em amarelo
na imagem, esse é utilizado para verificar se houve contamina¢éo durante a reacéo de PCR.

Apbs a eletroforese, o produto de PCR foi mantido a -20°C até o momento
de ser purificado. Para purificacao utilizou-se o kit lllustraTM GFXTM PCR DNA
and Gel Band purification (GE Healthcare), seguindo o protocolo do fabricante.

As amostras foram armazenadas a -20°C para posterior sequenciamento.

4.4 Sequenciamento

O sequenciamento foi realizado com o kit Big Dye Terminator (Life
Technologies) e sequenciador 3500xL (Life Technologies) do Instituto Israelita
de Ensino Albert Einstein (IIEPAE), em S&o Paulo.

Além disso, também contamos com o0 servico terceirizado de

seguenciamento Sanger do projeto Genoma USP.

4.5 Analise de dados

As sequéncias de nucleotideos obtidas apds o sequenciamento foram
comparadas com sequéncias de genes de opsinas de outras espécies de
canideos, felinos e outros mamiferos j& depositadas no Genebank (NCBI),
utilizando o programa BioEdit v7.2.5. Para o gene lws foram utilizadas as
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sequéncias de humano (GenBank:AH005298.2), boi (Bos taurus-NM_174566.1),
cavalo (Equus caballus-NM_001081845.1), coelho (Oryctolagus cuniculus-
NM_001322264.1), Gato (Felis catus-AF132040.1) e cachorro (Canis |I.
familiaris-NM_001197072.1). Os alinhamentos foram realizados separadamente

para cada um dos trés éxons amplificados.

Para o gene swsl foram utilizadas as sequéncias de Boi (Bos taurus-
NM_174567.1), elefante (Loxodonta africana-NM_001280859.1), porquinho-da-
india (Cavia porcellus-NM_001172758.1), camundongo (Mus musculus-
AF190671.2), tigre-siberiano (Panthera tigres altaica-XM_007078061.2), lobo-
guard (Chrysocyon brachyurus-KT221562.1), cachorro-vinagre (Speothos
venaticus- KT221593.1), Feneco (Vulpes zerda- KT221601.1), raposa-do-artico
(Vulpes lagopus- KT221600.1), raposa-vermelha (Vulpes vulpes-
XM_026010889.1), dingo (Canis lupus dingo-XM_025471586.1) e cachorro
(Canis lupus familiaris-XM_539386.6).

Os sitios importantes para inferir o pico de sensibilidade espectral das
opsinas do gene lws sao: 180, 197, 277, 285 e 308, tendo como referéncia o
gene lws de humano (GenBank:AH005298.2), (Yokoyama e Radlwimmer, 2001).
Em relacéo as opsinas do gene swsl, os sitios importantes para inferir seu pico
de sensibilidade espectral em vertebrados séo: 46, 49, 52, 86, 90, 93, 114 e 118,
e a referéncia utilizada no alinhamento foi o gene da rodopsina bovina (GenBank:
NM_001014890.2) (SHI et al., 2001; YOKOYAMA & SHI, 2000; HAUSER et
al.,2014).

4.6 Modelagem das proteinas

Para inferir as estruturas dos fotopigmentos, utilizou-se a técnica de
modelagem comparativa utilizando a plataforma Swissplot (WATERHOUSE et
al., 2018; BIENERT, et al., 2017; GUEX et al., 2009; STUDER et al., 2020;
BERTONI et al., 2017). A plataforma utiliza uma sequéncia como molde e
desenvolve um modelo em 3D da proteina a partir da sequéncia de aminoacidos

fornecida pelo usuério.

Neste projeto, foi utilizada como sequéncia molde a estrutura

cristalografica da rodopsina bovina. Além disso, utilizou-se as sequéncias
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completas de aminoacidos para o SWS1 (XM_539386.6) de caes domésticos

presentes nos bancos de dados do NCBI.

Optou-se por utilizar as sequéncias de caes domésticos disponiveis nos
bancos de dados pois: (I) no presente trabalho, realizou-se a amplificagao parcial
dos genes. (ll) Observou-se alta similaridade das sequéncias dos céaes

domésticos com 0s outros canideos analisados.

6 RESULTADOS

As informacBes completas referentes as amostras que foram
amplificadas, sequenciadas e analisadas, tanto para o LWS quanto para o SWS1

se encontram nos apéndices IV e V respectivamente.

6.1 LWS

6.1.1 Caes domeésticos

A amplificacdo e sequenciamento dos cinco sitios importantes para inferir
o pico de sensibilidade espectral do LWS foi possivel de ser realizada em 12
animais, contemplando cinco cdes sem raga definida (SRD), trés Pequinés, um
Akita, um King Charles Spaniel, um Pug e um Whippet. Além desses, também
foi realizada amplificacdo e sequenciamento parcial dos éxons desse gene em

outros animais (apéndice V).

Para o éxon 3, foi observada uma Alanina no sitio 180 (A180). O préximo
sitio importante é o 197, localizado no éxon 4, observou-se a presenca do
aminoacido Histidina (H197). No éxon 5, pode-se observar a presenca de uma
Tirosina no sitio 277, uma Treonina no sitio 285 e uma Alanina no sitio 308
(Y277, T285 e A308) completando assim os cinco sitios importantes para o
ajuste espectral do pigmento LWS (figura 21), estabelecendo, portanto, o perfil

AHYTA para o fotopigmento LWS das amostras analisadas.
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Figura 21: Alinhamentos das sequéncias de aminoécidos do gene lws de Humano (Homo
sapiens, GenBank:AH005298.2); Boi (Bos taurus, NM_174566.1); Cavalo (Equss caballus,
NM_001081845.1); Céo doméstico (Canis Ilupus familiaris, NM_001197072.1); Coelho
(Oryctolagus cuniculus, NM_001322264.1) e Gato (Felis catus, AF132040.1), além das amostras
das racas: SRD (sem raca definida), Akita, Pug, Pequinés e Whippet. Os pontos na imagem
indicam que os amino&cidos séo idénticos aos da primeira sequéncia (H. sapiens). Quando
diferente, os aminoacidos aparecem em forma de letra. Em azul estdo as sequéncias de cdes
domésticos que foram sequenciadas neste projeto. Os destaques em vermelho correspondem
aos sitios 180, 197, 277, 285 e 308, importante para inferir o pico de sensibilidade espectral do
fotopigmento LWS.

As amostras que foram parcialmente sequenciadas, ou seja, que nao foi
possivel analisar todas as regifes de interesse, também foram submetidas ao
processo de analise por alinhamento de sequéncias. Os resultados parciais
dessas amostras indicam um resultado semelhante ao que foi observado nas
demais racas, em que todos os éxons 3 apresentaram uma Alanina no sitio 180,

e 0S éxons 4 apresentaram uma Histidina no sitio 197.
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6.1.2 Canideos silvestres

No caso dos canideos silvestres, foi possivel realizar a amplificagédo e o
sequenciamento das cinco regides importantes para a inferéncia do pico de
sensibilidade espectral do LWS em duas espécies, sendo elas a Lycalopex

vetulus e Cerdocyon thous.

Com o alinhamento (figura 22) é possivel observar que essas espécies
também apresentaram a conformacdo de aminoacidos AHYTA nos cinco sitios
importantes para a inferéncia do pico de sensibilidade espectral do fotopigmento
LWS.
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Figura 22: Alinhamentos das sequéncias de aminoacidos do gene lws de Humano (Homo
sapiens, GenBank:AH005298.2); Boi (Bos taurus, NM_174566.1); Cavalo (Equss caballus,
NM_001081845.1); Céo doméstico (Canis Ilupus familiaris, NM_001197072.1); Coelho
(Oryctolagus cuniculus, NM_001322264.1) e Gato (Felis catus, AF132040.1), além das amostras
das espécies Lycalopex vetulus e Cerdocyon thous. Os pontos na imagem indicam que 0s
aminodacidos sao idénticos aos da primeira sequéncia (H. sapiens). Quando diferente, os
aminoacidos aparecem em forma de letra. Em azul estao as sequéncias dos canideos que foram
sequenciadas neste projeto. Os destaques em vermelho correspondem aos sitios 180, 197, 277,
285 e 308, importante para inferir o pico de sensibilidade espectral do fotopigmento LWS.
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No caso da espécie Speothos venaticus foi realizado o sequenciamento
apenas dos éxons 4 e 5, e da Chrysocyon brachyurus foi realizado o
sequenciamento para os éxons 3 e 4. Os aminoacidos presentes nos sitios
analisados dessas regifes foram semelhantes aos observados no caso das

espécies L. vetulus e C. thous.

Para a espécie C. brachyurus, néo foi possivel sequenciar o éxon 5 devido
esgotamento das amostras presentes no laboratério. Entretanto, no caso da S.
venaticus houve amplificacdo de sequéncia, porém a qualidade do

sequenciamento ficou baixa, impossibilitando assim a realiza¢do de analise.

6.2 SWS1

6.2.1 Caes domeésticos

Foram amplificadas as sequéncias de 27 caes domésticos, dentre eles um
Akita, dois Golden retriever, um King Charles Spaniel, quatro Pequinés, quatro
Pugs, um Shih-tzu, dois Splitz, sete SRD, um Teckel, trés Whippets e dois
Yorkshires.

Em todos os individuos observou-se a conformacdo de aminoacidos
FFTYSTAS nos sitios selecionados para inferéncia do pico de sensibilidade
espectral do fotopigmento SWS1 (figura 23). Além disso, quando essas amostras
foram alinhadas com sequéncias de outros mamiferos, observou-se uma gap de
aminoacidos no sitio 89 da opsina SWS1 nos caes domésticos e as demais

espécies de canideos.
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Figura 23: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da rodopsina bovina (GenBank:
NM_001014890.2), e o gene swsl de boi (Bos taurus, NM_174567.1); elefante (Loxodonta
africana, NM_001280859.1); porquinho-da-india (Cavia porcellus, NM_001172758.1); tigre-
siberiano (Panthera tigres altaica, XM_007078061.2); camundongo (Mus musculus,
AF190671.2) e cdo doméstico (Canis lupus familiaris, XM_539386.5), além das ragas SRD, Pug,
Akita, Golden retriever, King Charles Spaniel e Whippet. Em azul estdo as sequéncias de caes
domésticos que foram sequenciadas neste projeto. Os pontos na imagem indicam que o0s
aminoacidos sao idénticos aos da primeira sequéncia (Rodopsina Bovina). Quando diferente, os
aminoacidos aparecem em forma de letra. Os destaques em vermelho correspondem aos sitios
46, 49, 52, 86, 90, 93, 114, e 118, importantes para inferir o pico de sensibilidade espectral do
SWSL1. O destaque em verde corresponde a um gap de aminoacidos.

Verificando o alinhamento das sequéncias de DNA também foi possivel
observar o gap de nucleotideos nos canideos (figura 24). Ao analisar o
cromatograma dos caes domesticos (figura 25), ndo ha indicios de que esse gap
seja decorrente de problemas no sequenciamento. Além disso, devido ao fato
dele estar presente em diferentes sequencias de diferentes ragas e espécies de

canideos, a chances de ter ocorrido erro no sequenciamento sao inviaveis.
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Figura 24: Alinhamentos das sequéncias de nucleotideos correspondente ao éxon 1 do gene
swsl de Boi (Bos taurus, NM_174567.1)); Elefante (Loxodonta africana, NM_001280859.1);
Porquinho-da-india (Cavia porcellus, NM_001172758.1); Camundongo (Mus musculus,
AF190671.2); Tigre-siberiano (Panthera tigres altaica, XM_007078061.2); Cao doméstico (Canis
lupus familiaris, XM_539386.5), além das racas SRD, Pug, Akita, Golden retriever, King Charles
Spaniel e Whippet. Em azul estdo as sequéncias de cdes domésticos que foram sequenciadas
neste projeto. Os pontos na imagem indicam que os nucleotideos séo idénticos aos da primeira
sequéncia (Rodopsina bovina). Quando diferente, os nucleotideos aparecem em forma de letra.
O destaque em verde corresponde a um gap de trés nucleotideos, referentes ao gap de
aminoacidos encontrado no sitio 89.
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Figura 25: Eletroferograma de uma sequéncia parcial de nucleotideos do gene sws1 de cao
domeéstico. As curvas indicam a presenca de determinado nucleotideo, identificado durante o
sequenciamento. Curvas azuis indicam citosinas, pretas indicam guaninas, vermelhas indicam
timinas e verdes adeninas. A seta em vermelho indica a posi¢éo na qual estéo faltando os trés
nucleotideos que codificam o amino&cido da posi¢éo 89.
6.2.2 Canideos silvestres

Em relacdo a espécies L. vetulus, fora realizada a amplificacdo e
sequenciamento da regido de interesse. Parte do eletroferograma obtido no
seguenciamento pode ser observado na figura 26.

110 120 130 140 150 160 170

LGACGAAGTATCCCTGACAGCTGGCGATGAAGACGGTGGAGACAGAGATGCAGTAGAGGAAGCCCCCCA

fl
n l|
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Figura 26: Eletroferograma obtido a partir do sequenciamento realizado no éxon 1 do gene swsl da
espécie L. vetulus. As curvas indicam a presenca de determinado nucleotideo, identificado
durante o sequenciamento. Curvas azuis indicam citosinas, pretas indicam guaninas, vermelhas
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indicam timinas e verdes adeninas. Na parte superior esta a sequéncia de DNA e os niumeros
correspondem a posicao dos nucleotideos na sequéncia.

Quando submetida ao processo de analise por alinhamento de
sequéncias, a sequencia do éxon 1 do gene swsl da espécie L. vetulus ndo teve
resultado satisfatorio, uma vez que ndo houve pareamento com as demais
amostras e também apresentou um padrdo de nucleotideos diferente das

espécies de canideos e outros mamiferos utilizados no alinhamento.

Utilizando a plataforma BLAST, fora identificada similaridade com a
sequéncia do gene swsl de espécies de raposas como Vulpes vulpes, Vulpes
lagopus e Vulpes zerda (figura 27). Porém, ao realizar o alinhamento das
sequéncias do gene swsl dessas essas espécies, também ndo fora encontrada

similaridade (figura 28).

Max Total Query E Per.

Description Scientific Name Acc. Len :
i Score Score Cover value  Ident Accession
PREDICTED: Vulpes vulpes opsin 1, short wave sensitive (OPN1SW), mRNA Vulpes vulpes 340 340 100% 2e-89 9947% 1047  XM_026010889.1
Vulpes zerda short wavelength-sensitive opsin 1 (SWS1) gene, partial cds Vulpes zerda 340 340 100% 2e-89 99.47% 352 KI221601.1
Vulpes lagopus short wavelength-sensitive opsin 1 (SWS1) gene, partial cds Vulpes lagopus 340 340 100% 2e-89 9947% 352  KT221600.1
PREDICTED: Vulpes lagopus opsin 1, short wave sensitive (OPN1SW), mRNA Vulpeslagopus 340 340 100% 2e-89 9947% 1071  XM_041727980.1

Figura 27: Resultado da busca por sequéncias similares realizada na plataforma BLAST a partir
dos dados obtidos através do sequenciamento do éxon 1 da espécie L. vetulus. Do lado esquerdo
para o direito pode-se observar as sequencias que apresentaram similaridade, o nome cientifico
das espécies, os dados que informam o grau de similaridade dessas sequéncias com os dados
obtidos no sequenciamento da L. vetulus e por fim o cédigo de acesso para essas sequéncias
no banco de dados do NCBI. XM_041727980.1. As informa¢Bes contidas na imagem s&o:
Description — O nome de identificagcdo das sequéncias encontradas, Scientific Name — Indica o
nome cientifico das espécies referentes as sequéncias encontradas, Max e Total Scores —
Indicam o grau de similaridade entre a sequéncia procurada e as sequéncias encontradas, Query
Cover — Indica em porcentagem o quanto da sequéncia procurada € coberta pelas sequéncias
encontradas, E Value — E um parametro de confianca utilizado pela plataforma, Per. Identity —
Indica em porcentagem o quanto a sequéncia procurada € idéntica as sequencias encontradas,

Acc. Len - Indica a quantidade de nucleotideo ou aminoacidos presentes nas sequéncias,
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Accession - O cédigo de identificacdo das  sequencias encontradas.
'|llllIlllllll!l|l|l||llll|lllllllllllllllllll'llllllllllll
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Figura 28: Alinhamento de aminoacidos realizado no BioEdit a partir de sequéncias de
nucleotideos do éxon 1 do gene swsl das espécies V. vulpes, V. lagopus e L.vetulus. As
sequéncias das duas primeiras espécies foram retiradas do banco de dados do NCBI
(XM_026010889 1 e XM_041727980.1, respectivamente), enquanto a sequéncia da espécie L.
vetulus fora obtida por meio de sequenciamento Sanger, realizado para este trabalho. Cada letra
que representa um aminoacido diferente, esta destacada por uma cor diferente.

No caso da espécie C. thous, foi possivel amplificar e sequenciar o éxon
1 do gene swsl.

Em relacdo a analise por alinhamento, também foram utilizadas
sequéncias do gene swsl de outras espécies de canideos (figura 29) obtidas
vida banco de dados do NCBI, sendo elas: Dingo (C. lupus dingo), Lobo-guara
(C. brachyurus), Cachorro-vinagre (S. venaticus), Raposa-do-artico (V. lagopus)

e Raposa-vermelha (V. vulpes) e Feneco (V. zerda).
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Figura 29: Alinhamentos das sequéncias de amino&cidos da rodopsina bovina (GenBank:
NM_001014890.2), e o gene swsl de Boi (Bos taurus, NM_174567.1); Elefante (Loxodonta
africana, NM_001280859.1); Porquinho-da-india (Cavia porcellus, NM_001172758.1); Tigre-
siberiano (Panthera tigres altaica, XM_007078061.2); Camundongo (Mus musculus,
AF190671.2); Cachorro-vinagre (Speothos venaticus, KT221593.1); Raposa-vermelha (Vulpes
vulpes, XM_026010889.1); Raposa-do-artico (Vulpes lagopus, KT221600.1); Lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus, KT221562.1); Feneco (Vulpes zerda, KT221601.1); Dingo (Canis lupus
dingo, XM_025471586.1) e Cao doméstico (Canis lupus familiaris, XM_539386.5). Os pontos na
imagem indicam que os aminoacidos sdo idénticos aos da primeira sequéncia (Rodopsina
Bovina). Quando diferente, os aminoacidos aparecem em forma de letra. Em azul estdo as
sequéncias de espécies de canideos obtidos através do banco de dados do NCBI. Os destaques
em vermelho correspondem aos sitios 46, 49, 52, 86, 90, 93, 114 e 118, importantes para inferir
0 pico de sensibilidade espectral do SWS1. O destaque em verde corresponde a um gap de
aminoéacidos. Em cima se encontra o alinhamento com os sitios 46,49 e 52, embaixo se estédo os
demais sitios.

Assim como o0s cdes domeésticos, os canideos silvestres também
apresentaram a conformagdo de aminoacidos FFTYSTAS nos sitios
selecionados para a inferéncia do pico de sensibilidade espectral do

fotopigmento SWS1. A Unica excecdo é observada na sequéncia da espécie V.
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zerda, uma vez que nao foi possivel observar o aminoacido presente no sitio 93

devido a qualidade da sequéncia obtida.

6.2.3 Modelagem SWS1

Com a utlizagdo da plataforma Swissplot, utilizando a estrutura
cristalografica da rodopsina bovina como molde e a sequéncia de SWS1 de C. I.
familiaris (XM_539386.6) presentes no banco de dados do NCBI, foi possivel

modelar a estrutura representativa do fotopigmento em questéo (figura 30).

Figura 30: Modelo representativo do fotopigmento SWS1 da espécie C. |. familiaris obtido
através do método de modelagem de proteinas por comparagcdo de sequéncias utilizando a
plataforma Swissplot. Modelagem realizada utilizando a sequéncia de aminoaciodos da proteina
presente no banco de dados do NCBI (XM_539386.6). Cada um dos sete dominios
transmembranicos da proteina estao destacados de cores diferentes. Destacado com um circulo
em vermelho e dentro um “X”, esta o local do gap no sitio 89.
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7 DISCUSSAO

7.1 LWS

Os resultados obtidos corroboram com as informacfes ja descritas a

respeito do gene Iws e sua opsina em caes domésticos (C. |. familiaris).

Todas as amostras sequenciadas sao idénticas ao gene depositado no
GenBank: NM_001197072.1. Quando as sequéncias desses animais sao
alinhadas, é observada a conformacdo AHYTA, assim como descrito por
Yokoyama e Radlwimmer (2001) em cdo doméstico. Sendo assim, pode-se
deduzir que todos os animais que tiveram todos os cinco sitios analisados neste
trabalho, apresentam a opsina expressa a partir do gene lws com o pico de

sensibilidade espectral em ~555nm (figura 31).
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Figura 31: Gréfico indicando a curva de sensibilidade espectral do fotopigmento LWS de todas
as amostras de canideos analisadas neste trabalho. O pico de sensibilidade espectral se
encontra em aproximadamente 555nm.

Dentre as amostras de caes domésticos analisadas no presente trabalho,
ha racas de diferentes origens, anatomias e funcdes, porém os resultados em

relagdo aos aminoacidos presentes nos cinco sitios importantes foram similares,



50

apresentando o perfil AHYTA. Yokoyama e Radwimmer (2001) descreveram
essa conformacdo de aminoacidos na espécie C. |. familiaris, porém os autores
nao indicaram a raga de cao utilizada no estudo. Por outro lado, o resultado
concluido pelos autores corresponde aos dados descritos no trabalho de
comportamento realizado por Neitz et al. (1989), em que foram utilizados dois
cées de diferentes racas, Galgo italiano e Poodle toy. Essa conservacéo pode
ser explicada pela possivel origem recente dessa subespécie de canideo, entre
14.000 e 6.400 anos atras (FRANTZ et al., 2016).

O trabalho eletrorretinograma de Jacobs et al. (1992) também apontou
gue o cone L do cdo doméstico e diferentes espécies de raposas apresentaram
um pico de sensibilidade espectral em ~555nm. Para as diferentes racas de céaes
domésticos e espécies de canideos analisados no presente trabalho foi inferido
um pico de sensibilidade espectral semelhante, devido a conformacdo AHYTA
em seus sitios importantes para inferir o pico de sensibilidade espectral do
fotopigmento LWS. Com as informacdes obtidas até o presente momento, pode-
se deduzir que a conformag¢@o AHYTA nos cinco sitios importantes para inferir o
pico de sensibilidade espectral nas opsinas expressas a partir do gene lws se

mantem conservada entre as diferentes espécies de canideos.

7.2 SWS1

Até o momento, ndo hé trabalhos que informem sobre a inferéncia do pico
de sensibilidade espectral do fotopigmento SWS1 a partir da conformacao de

aminoacidos em espécies de canideos.

Levando em consideracéo os resultados obtidos neste trabalho, os céaes
domeésticos e silvestres apresentam a conformacéo FFTYSTAS em seus sitios
importantes (46, 49, 52, 86, 90, 93, 114 e 118 respectivamente) para inferir o

pico de sensibilidade espectral da opsina expressa a partir do gene swsl.

Dentre todas as sequéncias utilizadas na analise por alinhamento, o
camundongo (M. musculus) € a Unica espécie que compartilha com os canideos
0S mesmos aminoacidos em sete dos oito sitios importantes. As espécies
divergem unicamente em relacao ao sitio 86, em que o camundongo apresenta

uma Fenilalanina (F86) e o canideos apresentam uma Tirosina (Y86).
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Fasick et al. (2002) realizaram uma substituicdo de aminoacidos no sitio
86 da opsina produzida a partir do gene swsl de camundongo. Os autores
substituiram a Fenilalanina encontrada nessa posi¢éo por uma Tirosina (F>Y86).
Com essa alteracdo, a proteina apresentou um pico de sensibilidade espectral
de ~424nm. Com essa alteracao, os oito sitios importantes para inferir o pico de
sensibilidade espectral do fotopigmento SWS1 ficaram semelhantes entre as
sequéncias de aminoacidos dos canideos e do camundongo mutado. Dessa
maneira, pode-se inferir que os canideos também apresentam essa opsina com

0 pico de ~424nm.

Entretanto, esse resultado diverge em relacdo ao que ja foi descrito na
literatura. Os testes comportamentais realizados em caes domeésticos por Neitz
et al. (1989) indicam que esse fotopigmento apresenta pico de sensibilidade em
~429nm, juntamente, o trabalho de eletrorretinograma realizado em céaes
domésticos e diferentes espécies de raposa por Jacobs et al. (1993) informa que
0 pico desse fotopigmento é de ~431,5nm (figura 32). Portando, os dados obtidos
a partir dos sitios selecionados neste trabalho para inferir o pico de sensibilidade
espectral do SWS1 teve resultado discrepante em relacdo aos dados obtidos

com testes de comportamento e eletrorretinograma.
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Figura 32: Grafico indicando a curva de sensibilidade espectral do fotopigmento SWS1 das
amostras de canideos analisadas neste trabalho, além dos picos descritos na literatura, por
testes de comportamento em caes domésticos (Neitz et al., 1989) e de eletrorretinograma em
cées domésticos e raposas (Jacobs et al., 1993). O pico de sensibilidade espectral inferida no
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presente trabalho é de aproximadamente 424nm, diferente dos demais trabalhos que indicaram
um pico de aproximadamente 429nm, 431nm e 438nm.

Essa situacdo pode ter acontecido pois, o método de inferéncia do pico
de sensibilidade espectral por alinhamento de sequéncias de DNA se baseia em
observar os aminoacidos presentes em determinadas regides da proteina. O
processamento das informagfes que ocorre além do DNA, como a expresséo do
gene e processamento da informag&o pelo sistema nervoso dos animais, nao
pode ser observado. Diferente do ERG, por exemplo, que avalia os sinais
apresentados pela retina a diferentes estimulos luminosos, e assim é possivel
inferir o pico de sensibilidade espectral dos fotopigmentos ja expressos. E com
isso, faz-se importante a necessidade de utilizar diferentes métodos nos estudos

das espécies, para que assim, seja possivel obter um resultado mais acurado.

Além disso, os oito sitios selecionados aqui para inferir o pico de
sensibilidade do SWS1 podem né&o ter sido o suficiente para as diferentes
espécies de canideos. Hauser et al. (2014) informam que em mamiferos prever
0os picos de sensibilidade espectral do fotopigmento SWS1 a partir dos
aminoacidos pode ser uma tarefa dificil, pois ha uma variacdo nos sitios
importantes para o ajuste espectral, e a importancia de determinados sitios pode

variar até mesmo em linhagens estreitamente relacionadas.

Para solucionar essa questéo, é necessario identificar as diferencas entre
os sitios de aminoacidos presentes na estrutura do opsina das espécies de
canideos, e juntamente com outros métodos, como por exemplo, edicdo
gendmica, ERG, comportamento e morfologia, inferir de forma mais precisa o
pico de sensibilidade espectral do fotopigmento SWS1 nas diferentes espécies

presentes na familia Canidae.

Apesar disso, o sitio 86 pode apresentar papel importante para inferir o
pico de sensibilidade espectral do SWS1 em mamiferos (HAUSER et al., 2014;
HUNT et al., 2009). Todos os canideos alinhados apresentaram uma Tirosina
nesse sitio (Y86). De acordo com Cowing et al. (2002) e Fasick et al. (2002), a
presenca de uma Tirosina nesse sitio confere a opsina uma sensibilidade para o

espectro violeta, o que indica que esses animais ndo apresentam uma Vvisao
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ultravioleta. Esse resultado corrobora com o que é descrito por de Emerling et
al. (2015), uma vez que é descrito que as espécies C. brachyurus e S. venaticus
apresentam fotopigmento SWS1 sensiveis a estimulos de comprimentos de

onda do espectro violeta.

Em relac&o ao gap identificado na posicédo 89 da opsina, apesar da sua
proximidade com regides importantes para inferir o pico de sensibilidade
espectral do fotopigmento SWS1, podemos deduzir que esse gap néo interfere
na habilidade de visdo de cores dos animais, visto que, ja € descrito na literatura
que diferentes espécies de canideos, inclusive dentre as espécies utilizadas aqui
para o método de alinhamento de sequéncias, apresentam a habilidade de
perceber cores de comprimentos de onda curtos (NETITZ et al., 1989; JACOBS
et al., 1993). Uma vez que esse gap se manteve nas sequéncias dos demais
canideos, pode-se inferir que essa é uma caracteristica conservada da familia
Canidae. Provavelmente houve uma delecdo em um ancestral em comum dentre
0s canideos, levando em consideracdo que os demais mamiferos alinhados

neste trabalho ndo apresentam esse gap na mesma regiao.

Com o método de modelagem de proteina foi possivel criar um modelo
em 3D de nossa proteina de interesse por técnicas de bioinformatica. Nesse
caso, utilizamos esse método para observar se gap presente na posicao 89 do
fotopigmento SWS1 poderia interferir na morfologia da proteina. Contudo, essa
técnica de modelagem nao nos permite analisar essa informacéo, uma vez que
o modelo elaborado pela plataforma nos informa o formato da proteina a partir
das informacdes de aminoacidos que o usuario submete. Como nossas
informacdes de aminoacidos desse fotopigmento dos canideos ja possui esse
gap, ndo é possivel comparar com uma amostra de canideos sem essa
caracteristica, e assim ndo € possivel analisar se essa caracteristica altera ou

nao o formato da proteina devido sua presenca.

A respeito da sequéncia obtida da espécie L. vetulus, observou-se via
eletroforese a amplificacdo de uma banda de tamanho que corresponde ao que
se esperaria do éxon 1 do gene swsl, aléem disso, o eletroferograma obtido
através do seguenciamento apresentou boa qualidade, uma vez que nao

apresentou quantidade expressiva de ruidos, e por fim, a sequéncia apresentou
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similaridade com outras sequéncias do gene swsl de outras espécies de
raposas via plataforma BLAST. Por esses motivos, pode-se aqui deduzir que a
disparidade encontrada no momento de analise por alinhamento de sequéncias
€ explicada pela baixa especificidade do par de primers utlizados para
amplificacdo da regido de interesse dessa espécie. Por esse motivo faz-se
necesséario o desenho de novos primers para identificar a sequéncia do éxon 1

do gene swsl para a espécies L. vetulus.
8 CONCLUSAO

Com os dados levantados no presente trabalho, € possivel observar que
0s genes lws e swsl estdo presentes no genoma de todas as espécies

analisadas.

Com as informacg0des obtidas, pode-se inferir que independente da origem,
anatomia, e funcdo das racas, todos individuos da espécie Canis lupus familiaris
apresentam os cones L com uma opsina com o pico de sensibilidade espectral

em aproximadamente 555nm.

Além dos caes domésticos, os canideos silvestres estudados aqui
também apresentaram resultado semelhante em todos os cinco sitios
importantes para a inferéncia do pico de sensibilidade espectral do fotopigmento
LWS, e assim podemos deduzir que seus cones L também apresentam um pico

em aproximadamente 555nm.

Com os resultados semelhantes entre espécies diferentes, podemos
observar um indicio de que esse pico de sensibilidade espectral é uma
caracteristica conservada entre diferentes espécies presentes na familia dos

canideos.

Em relacdo ao fotopigmento SWS1, o pico de sensibilidade espectral
estimado (~424nm) nao se aproximou dos picos obtidos a partir de outros
experimentos com canideos, como por exemplo, experimentos de
comportamento e eletrorretinograma. A diferenca observada pode indicar a
existéncia de outros sitios, aléem dos selecionados aqui, que possam influenciar

no pico de sensibilidade espectral desse fotopigmento.
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Apesar de ndo ter sido possivel inferir o pico de sensibilidade espectral do
SWS1 nas diferentes espécies estudadas aqui, pode-se deduzir que essas
apresentam esse fotopigmento com o pico de sensibilidade voltado para o

espectro do violeta, devido a presenca do aminoacido Tirosina no sitio 86.

Uma vez que todas as espécies de canideos analisadas nesse trabalho
apresentaram as mesmas conformacdes de aminoacidos para inferéncia do pico
de sensibilidade espectral dos fotopigmentos, néo foi possivel relacionar o papel
e importancia da habilidade de visdo de cores para a sobrevivéncia desses

animais que ocupam nichos ecoldgicos diferentes.

Ressalva-se aqui uma caréncia de informagdes sobre a habilidade de
visdo de cores dentre as diferentes espécies de canideos. Uma vez que 0s
canideos domésticos e silvestres apresentam diversos papeis sociais e
ecologicos, entender como esses animais interpretam o mundo através da visao
pode nos auxiliar além do ambito de curiosidade. Com essas informacdes
podemos entender a historia evolutiva das espécies, além de propiciar o
desenvolvimento de métodos de adestramento, manejo e estratégias de

conservacgao e preservacao de espécies.
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deste procedimento podem ser: Dor momentanea e hematoma leve.

Em ambos os procedimentos o animal sera contido de forma gentil, para evitar o
estresse. Nao serdo utilizados sedativos ou anestésicos. O animal ndo sera submetido
a qualquer procedimento cirargico.

As amostras coletadas tém a finalidade de pesquisa. Nao havera nenhum custo
financeiro para o tutor do céo que participar desta pesquisa.

Sua participacgdo é totalmente voluntaria, podendo desistir no momento em que desejar.

Sua assinatura neste termo de consentimento indica que vocé leu 0 mesmo e decidiu
permitir que seu cao participasse do estudo.

Nome do animal:

Idade: Microchip:

Espécie: Canina Raga:

Sexo: Cor da pelagem:

Assinatura do tutor:

Assinatura do pesquisador:

Assinatura do médico veterinario:

Sao Paulo, de de 20109.
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APENDICE Il

Quadro com as informacdes de concentracdo de pureza do material
genético extraido a partir de amostras de saliva em caes domésticos. SRD: Sem

raca definida.

Raca oncentracao A260/280 A260/230

Akita 117,8 1,75 1,05
Borzoi 123,6 1,67 0,75
Bulldog francés 20,4 1,32 0,69
Galgo italiano 807,9 1,69 0,9
Galgo italiano 163,6 1,66 0,78
Golden retriever 117,2 1,61 0,82
Golden retriever 555,4 1,74 0,89
Golden retriever 40,9 1,47 1,1
Greyhound 31 1,52 2,16
King Charles Spaniel 2268 1,81 1,64
Lhasa apso 48,1 1,66 3,24
Lhasa apso 20,3 1,73 0,58
Lhasa apso 31,4 1,73 0,68
Pastor Australiano 49 0,75 -2,67
Pastor Australiano 28,6 1,28 0,39
Pequinés 97,88 1,71 0,92
Pequinés 1027 1,61 0,86
Pequinés 223,9 1,29 0,52
Pequinés 549,5 1,66 0,83
Pug 103,7 1,6 0,84

Pug 10607 1,73 1,37

Pug 2478,4 1,74 0,94

Pug 115,6 1,63 0,9
Shih-tzu 444.4 1,8 1,18
Shih-tzu 8,6 1,67 0,5
Spitz 208,2 1,7 1,13
Spitz 97,7 1,64 0,92

SRD 124,4 1,84 1,17

SRD 113,4 1,73 1,39

SRD 213,6 1,22 0,8

SRD 204,8 1,31 4,9

SRD 695,1 1,68 0,91

SRD 173,7 1,52 0,49

SRD 97,6 1,64 0,67

SRD 879,6 1,83 15
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Concentracéao A260/280 A260/230
Teckel 8,8 1,18 3,09
Whippet 123,6 1,51 0,97
Whippet 170,6 1,76 1,23
Whippet 319,2 1,81 1,18
Whippet 3,6 1,44 0,8
Yorkshire 31,5 1,84 1,17
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APENDICE Il

Quadro com as informacdes de concentragcdo de pureza do material
genético extraido a partir de amostras de saliva em canideos silvestres. Nao foi
possivel realizar a mensuracao das espécies L. vetulus e S. venaticus pois o
equipamento Nanodrop ndo estava disponivel apés a realizacdo de extracao.
Devido a pandemia causada devido ao novo coronavirus as atividades no

laboratério ficaram restritas e 0 equipamento ainda voltou a operar.

Espécie Concentracdo  A260/280 A260/230
C.thous 14,1 1,62 0,19
C. Brachyurus 9,4 0,89 0,17
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APENDICE IV

Quadro com as relacbes entre as amplificacdes dos sitios importantes
para a inferéncia do pico de sensibilidade espectral do fotopigmento LWS e as

amostras das diferentes racas e espécies coletadas neste projeto.

As células em verde indicam que os sitios foram amplificados,
sequenciados e analisados. Em amarelo é indicado que os sitios foram
amplificados, mas néo foi realizado o sequenciamento e analise, e em vermelho

€ indicado os sitios que ndo foram amplificados, sequenciados e analisado.

Caes domeésticos:

Akita
Borzoi
Galgo italiano
Galgo italiano
Golden retriever
Golden retriever
Golden retriever
Greyhound

Pastor australiano
Pastor australiano

Pequines A H Y T A
Pequines A H Y T A
Pequinés A H Y T A
Pug A H Y T A
Pug A H
Pug A H
Pug A H
Shih-tzu A H
Splitz A H
Splitz A H
SRD A H Y T A
SRD A H Y T A
SRD A H
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Raca 180 197 277 285 308
SRD
SRD
SRD
SRD
Teckel
Whippet
Whippet
Whippet
Yorkshire

IT|IT|T|T
<
—
>

T

T
<
—
>

A P P P P P Pd Pd P

Canideos silvestres:

Espécie

C. brachyurus A H
C. thous A H Y T A
L. vetulus A H Y T A

S. venaticus NER . H T A

seqguenciou
*SRD: Sem raca definida
) A or —~ (A
[uees O-Aro Dunio NP

Lucas de Oliveira Andrade Prof2 Dr2 Daniela Maria Oliveira Bonci
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APENDICE V

Quadro com as relacbes entre as amplificacdes dos sitios importantes
para a inferéncia do pico de sensibilidade espectral do fotopigmento SWS1 e as

amostras das diferentes racas e espécies coletadas neste projeto.

As células em verde indicam que os sitios foram amplificados,
sequenciados e analisados. e em vermelho é indicado os sitios onde nao

houveram amplificacdes da sequéncia.

Caes domeésticos:

49 49 52 86 90 93 114 118

|
|
|

Akita
Borzoi
Galgo italiano
Galgo italiano
Golden retriever
Golden retriever F| F
Golden retriever
Greyhound
King Charles Spaniel
Pastor australiano
Pastor australiano
Pequines
Pequines
Pequines
Pequines
Pug
Pug
Pug
Pug
Shih-tzu
Splitz
Splitz
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD
SRD

'I'I
n
—
<
0]
=
>
0]

=
<
0]
=
>
0]

|
|

mmym|mmym]T|m| T T T T T T T T T T
mmym|mmym]T|m| T T T T T T T T T T
||| =] A === =] A = == =] ==
<|=<|=<|=<l=<=<|=<|=<[=<[=<|=<]=<]|=<]|=<|=<|<]<]|=<
7] K9] K% %21 (%) K22 K ) R L) R R P A P R R 2
||| = =]l A== =] =2 == =] A=
7] 1% K% 721 (%) K2 K ) T2 L2 R R P A e R R 2

AP PP PP P PP B P P B B P Pd Pd P




Raca 49 49 52 86 90 93 114 118

Teckel FIF|IT|Y|[S]|T] A S
Whippet FIF|T|Y]|S]|T A S
Whippet FIF|T|Y]|S]|T A S
Whippet FIF|T|Y]|S]|T A S
Yorkshire FIF|T|Y]|S]|T A S

*SRD: Sem raca definida

Canideos silvestres:

Espécie 49 49 52 86 90 93 114

L. vetulus




