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APRESENTACAO

Este € o segundo volume do e-book “Estado da Arte da Pesquisa em Recursos
Genéticos”, uma proposta atualizada e contextualizada em assuntos direcionado aos
académicos e docentes que se interessam por esta subarea da biologia denominada
genética.

A genética e suas aplicagcdes ao longo dos tem influenciado pesquisas e aplicacdes
promissoras em todo o mundo, contribuindo de forma significativa na saude, melhoramento
agricola, pesquisa animal, economia, desenvolvimento e biotecnologia. Deste modo,
compreender essa ciéncia, em suas diferentes interfaces, € um dos objetivos principais do
conteudo deste livro

Sabemos que a genética aliada a revolugdo tecnoldgica tem contribuido de forma
extremamente significativa com o0 avan¢o no campo das pesquisas basicas e aplicadas. Da
mesma forma as descobertas propiciadas pelos estudos e artigos de diversos pesquisadores
possibilitaram um entendimento mais amplo desta importante area.

Como sabemos a genética possui um campo vasto de aplicabilidades que podem
colaborar e cooperar grandemente com os avancos cientificos e entender um pouco mais
da pesquisa e recursos genéticos e suas promissoras possibilidades, € o enfoque desta
obra.

Assim abordamos aqui assuntos relativos aos avangos e dados cientificos aplicados
aos recursos genéticos, oferecendo um breve panorama daquilo que tem sido feito no
pais. O leitor podera se aprofundar em temas direcionados a variabilidade, anélise de
agrupamento, painéis genéticos, analise multivariada, ecotipos, morfometria componentes
principais, conservacao, diversidade genética, dentre outros.

Nosso objetivo com este segundo volume é que mais uma vez o conteludo deste
material possa agregar de maneira significativa aos conhecimentos do leitor somados aos
novos conceitos aplicados a genética, influenciando e estimulando cada vez mais a pesquisa
nesta area em nosso pais. Parabenizamos cada autor pela teoria bem fundamentada aliada
aresultados promissores, e principalmente a Atena Editora por permitir que o conhecimento
seja difundido e disponibilizado para que as novas geragdes se interessem cada vez mais
pelo ensino e pesquisa em genética.

Desejo a todos uma 6tima leitura!
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METODOLOGIA PARA ESTUDO DO CRESCIMENTO
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RESUMO: Na regidao Nordeste do Brasil,
existem varios grupos genéticos de galinhas
naturalizadas que correm risco iminente
de extincdo e devem ser conservadas.
Poucas pesquisas tém sido feitas para
a caracterizacdo do crescimento dessas
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aves e sao informagbes importantes para
orientar a conservagao delas de modo que
a variabilidade seja mantida. Assim sendo,
este trabalho objetiva apresentar modelos,
os métodos, critérios de avaliagdo dos
resultados e um resumo de programacao de
analise de curva de crescimento utilizando o
software RStudio.

PALAVRAS-CHAVE: AIC, BIC, recursos
genéticos

METHODOLOGY FOR STUDYING THE
GROWTH OF NATURALIZED CHICKENS

ABSTRAT: In the Northeast region of
Brazil, there are several genetic groups of
naturalized chickens that are imminently at
risk of extinction and should be conserved.
Little research has been done to characterize
the growth of these chickens and is important
information to guide their conservation so
that variability is maintained. Therefore, this
paper aims to present models, methods,
results evaluation criteria and a summary
of the growth curve analysis programming
using the RStudio software.

KEYWORDS: AIC, BIC, genetic resources

11 INTRODUCAO

A galinha doméstica é originaria da
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india e foi introduzida no Brasil por ocasido do descobrimento e colonizagdo. Estas aves
foram criadas durante séculos sem receberam praticas de manejo adequadas e submetidas
a situacbes adversas de criagdo. Assim, adquiriram resisténcia a algumas doencas e se
tornaram adaptadas ao clima local, tornando-as naturalizadas (BARBOSA, 2006).

Os animais naturalizados geralmente apresentam grande diversidade genética e
devem ser incluidos em programas de conservacao. Ha varias razdes para a conservacao
de recursos genéticos de animais de producédo, uma delas seria a manutencao de ragas
raras ou locais, uma vez que as mesmas podem cumprir as exigéncias especificas em
relacdo as regides de origem, ao clima ou produzir produtos tipicos regionais. Além disso, as
racas locais sdo vistas como patrimonio cultural e genético, por isso devem ser preservadas
(WOELDERS et al., 2006).

Além destes, a FAO (Food and Agriculture Organization) considera também o potencial
econdmico, o risco de extincao, a oportunidade de pesquisa e o treinamento pessoal como
razbes de conservacao de recursos genéticos.

Compreender a extensao da diversidade genética desses animais é fundamental
para o desenvolvimento de cole¢bes em bancos de germoplasma, bem como para o
desenvolvimento de estratégias para conservar e explorar esses recursos (FARUQUE et al.,
2010). As linhagens pertencentes a instituicdes publicas e grandes empresas comerciais de
criacdo, o entendimento é consideravel devido as avaliagdes constantes, e isto ndo ocorre
com as racas de varias espécies em extincédo, principalmente de galinhas, pela falta de
conhecimento na estrutura de pedigree, producéo e populacéo, além dos niveis moleculares
(BLACKBURN, 2006).

A caracterizagdo de galinhas por meio do uso de marcadores genéticos é Util para
o estabelecimento de plano para conservacdo como recurso genético (TADANO et al.,
2013). Da mesma maneira, a identificacdo do padrao e do potencial de crescimento de aves
naturalizadas também é relevante e deve ser considerado complementar ao processo de
caracterizacao fenotipica e genética.

Na literatura existem varios trabalhos estimando curvas de crescimento para aves
melhoradas como o frango de corte (MARCATO et al., 2010; ZUIDHOF et al., 2014), galinhas
de postura (GALEANO-VASCO et al., 2014), codornas (BONAFE et al., 2011; DRUMOND et
al., 2013), aves caipiras (MORAIS et al., 2015; VELOSO et al., 2015), dentre outras.

Poucas pesquisas, no entanto, tém sido feitas para a caracterizacdo do crescimento
de aves naturalizadas de interesse econémico. Esses animais podem apresentar padrao de
crescimento diferenciado das demais aves citadas. Isso requer a identificacdo de modelos
apropriados. Os resultados obtidos podem ser utilizados para orientar a conservacao das
aves de modo que a variabilidade existente entre os animais seja mantida.

Essas informacdes também possibilitam a identificacdo dos animais que apresentam
maior taxa de crescimento e precocidade. De tal modo, podem contribuir para conservacao
sustentavel uma vez que fornecem dados que possibilitam o ajuste do manejo alimentar, ganho
de peso, dentre outros. Assim, este capitulo objetiva divulgar metodologias apropriadas para
estudos de crescimento de aves naturalizadas, assim como para outros animais domésticos.
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Os modelos, os métodos e critérios de avaliagcdo dos mesmos séo descritos a seguir. Também
€ apresentado um resumo de programacao de andlise de curva de crescimento utilizando o
software RStudio versédo 3.4.2.

2|1 MODELOS NAO LINEARES

Varios sao os modelos empregados para descrever a curva de crescimento dos animais.
Veloso et al. (2015) recomendam os modelos de Gompertz, von Bertalanffy e Logistico
para avaliar o crescimento de frangos caipiras. Freitas (2005) sugere os mesmos modelos
para avaliar o crescimento de aves. Morais et al. (2015) afirmam que o modelo Quadratico
Logaritmico pode ser utilizado para descrever a curva de crescimento de linhagens de
frangos caipiras.

Os modelos comumente utilizados para descrever curva de crescimento dos animais
e suas propriedades estao descritos na Tabela 1.

Modelos Formula Geral TCI TCA PPI IPI
Brody y =A(1-be~") +& Abk e~ ¢ bke-K - -

Von Bertalanffy y=A(1-be™)3+e  3Abke™(1-be*)? 3bke ¥(1+be k)2 8A/27 loge(3b)/k
Logistico y=A/(1+be™*)+e  ybk/(1+be ") ek  bke "/(1+be-*)2  A/2 (Inb)/k
Gompertz y=Ae(-be™) +& bkye-* kye~ /A Ale (logb)/k

Tabela 1. Modelos néo lineares de Brody, Von Bertalanffy, Logistico e Gompertz e suas respectivas
Taxa de Crescimento Instantanea (TCI), Taxa de Crescimento Absoluto (TCA), Peso no Ponto de
Inflexéo (PPI) e Idade no Ponto de Inflexao (IP1) na curva de crescimento.

Fonte: (FREITAS, 2005)

Os modelos sdo compostos pelos mesmos parametros, A, 0 peso assintético quando
t (idade) tende a mais infinito, ou seja, este parametro é interpretado como peso a idade
adulta; b, uma constante relacionada aos pesos iniciais dos animais e K, interpretado como
taxa de maturacéo ou taxa de crescimento. O valor de y representa o peso corporal na idade
t.

Existem ainda o modelo Quadratico Logaritmico, proposto por Bianchini Sobrinho
(1984), é descrito por Morais et al. (2015) pela equagéo abaixo:

Yt= a+ bt+ct? +din(t) +&

em que: a é o valor assintético do peso; b a taxa de aumento do peso; ¢ é a taxa de
decréscimo do peso e d ndao possui interpretacao bioldgica.

Estes parametros sédo classificados como efeitos fixos devido a inexisténcia de efeitos
aleatorios atribuidos aos individuos no modelo. Com a adicdo de efeitos aleatorios, os
modelos passam a serem conhecidos como Modelos néo Lineares Mistos por apresentarem
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efeitos fixos e aleatorios.

31 MODELOS NAO LINEARES MISTOS

Ao submeter dados a andlises de curvas de crescimento utilizando modelos néo
lineares de efeitos fixos, o pesquisador parte de pressupostos que os dados apresentam
erros nao correlacionados e homogeneidade de variancia. Estes requisitos sdo exigidos
para a realizacao deste tipo de analise. No entanto, dados de peso/idade de animais nao
apresentam esses pré-requisitos e a analise realizada apresenta resultados questionaveis e/
ou duvidosos.

Uma alternativa é a inclusdo no modelo de efeitos aleatérios. Assim, € incluida na
avaliacdo a informacao da variabilidade existente entre os individuos e os pré-requisitos de
existéncia de erros nao correlacionados e homogeneidade de variancia sao desprezados. A
incluséo do efeito aleatério no modelo associado as diferengas entre os individuos permitem
explicar essa variabilidade e a heterogeneidade de variancia (AGGREY, 2009).

Os efeitos aleatérios séo atribuidos aos parametros do modelo. Quanto maior o numero
de parametros deles, maiores serdo as possibilidades de introdugéo do efeito no modelo. O
vetor de parametros pode variar entre os individuos e é incorporado ao modelo da seguinte
maneira:

p; = A;p + B;b;, b;i~N(0,0°D),

em que: B & um vetor de parametros de efeitos fixos ligados a populacéo, b; é um
vetor de efeitos aleatoérios associados aos individuos i, 4; e B; e sao matrizes de incidéncia
dos efeitos fixos e aleatérios, respectivamente, e ¢°0 é uma matriz de covariancias entre os
efeitos aleat6rios (Lindstrom & Bates, 1990).

O modelo passa a ser entdo denominado Modelo ndo Linear Misto, pois além dos
efeitos fixos como pardmetros do modelo, ha também os efeitos aleatérios atribuidas as
diferengas entre os individuos.

Os modelos da Tabela 2 possuem trés parametros fixos (A, b e k) e dois parametros
de efeito aleatérios (u, e u,). Existe varios outros beneficios com utilizagéo deste tipo de
analise. Wang e Znidhof (2004) ao avaliarem a curva de crescimento de frangos de corte,
observaram uma reducéo de 55% da variancia do erro com a introducéo do efeito aleatorio.
Resultados semelhantes foram obtidos por Aggrey (2009) ao avaliarem o crescimento de
codornas. Nesta pesquisa a adicdo de um efeito aleat6rio possibilitou a reducao de 57% da
variancia do erro. Com a adigao de mais um segundo efeito aleat6rio no modelo, houve uma
diminuic&o de 72% em relagcé@o ao primeiro modelo e de 38% em relagéo ao segundo.
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Modelos Formula Geral

Von Bertalanffy y= (A+u,)*(1-bet*+21)3 1g
Logistico = (A+u,)/(1+bet*2)+g
Gompertz y= (A+u1) (-betkr2ty 4g

Tabela 2. Modelos nao lineares mistos de Von Bertalanffy, Logistico e Gompertz.

Fonte: (GALENO-VASCO et al., 2014)

41 METODOS DE ESTIMACAO DOS PARAMETROS

Os métodos de minimos quadrados e de maxima verossimilhanca podem ser utilizados
para estimar os parametros de modelos néo lineares. Os métodos sao descrito a seguir.
Considerando um sistema de equacoes representado por um modelo néo linear:

V' =F(Bo,Brs s BrsZo, Z1, s Zy) + € = F(B7) + €

onde Z é uma matriz de variaveis independentes, 8~ é um vetor dos parametros,
€ € o vetor de erro e F € uma fungcdo com parédmentros e variaveis independentes. As
estimativas dos parémetros pode ser obtidas por dois métodos. O primeiro € minimizar
L(B) = 0,5(c'e),come =Y — F(B) e f com e uma estimativa de .

O segundo método é resolver as equacdes néo lineares X'F(B) = X'Y. No entanto, como

=2 (derivadas parciais) e F(f) s&o calculados em fungéo de S, uma solucio final ndo
€ possivel ser encontrada. Assim, busca-se utilizar um processo iterativo no qual os valores
iniciais dos parametros B s&o continuamente melhorados até que a soma de quadrado dos
residuos seja minimizada.

O processo iterativo da inicio aos calculos com os valores iniciais dos paréametros
introduzidos na andlise. Posteriormente, X e Y sédo usados para calcular um A da seguinte
maneira: SSE (B, + kA) < SSE(f,), com SSE sendo a soma dos quadrados dos
residuos. A diferenca entre os métodos utilizados para ajustar os modelos esta na maneira
como o A é calculado para modificar o vetor dos parémetros:
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Streepest descent: A = X'e
Gauss — Newton: A= (X'X) " X'e
Newton: A= (G™)X'e
Marquardt: A = (X'X +> diag(X'X)) X'e

em que X é uma matriz de derivadas parciais, € = Y — F(f).

Nos modelos nao lineares mistos as estimativas dos parametros sdo obtidas utilizando
a metodologia de maxima verossimilhanca. Em consequéncia da falta de dados relativos aos
efeitos aleatdrios, as estimativas de maxima verossimilhangca sdo baseadas em uma funcéo
marginal de y. Assim, é utilizado o método de méaxima verossimilhanca marginal.

Como a fungao geralmente é nédo linear em relacdo aos parametros, a fungcdo nao
finaliza gerando os resultados das estimativas. Assim, sdo propostos diferentes métodos
de aproximagédo. Um deles é o algoritmo de estimacé&o descrito por Lindstom e Bates
(1990). O algoritmo alterna entre solugbes de minimos quadrados ponderados e maxima
verossimilhanga, até atingir a convergéncia.

5| CRITERIOS DE CONVERGENCIA

Independentemente do método iterativo utilizado para estimar os parametros, a medida
de convergéncia de Bates e Watts é usada para determinar o quanto o0 modelo se adequou
aos dados de peso vivo e idade dos animais avaliados. A convergéncia ocorre quando:

rX(X'X)"1xmr
. <,
LOSSt

onde r € o vetor residual e X é a matriz jacobiana. Como padrdo, ¢ = 10°. No entanto,
existe a possibilidade de mudancga do parametro para qualquer outro valor.

6 | ESCOLHA DO MODELO DE MELHOR AJUSTE

Os critérios mais usados para orientar a escolha do modelo de melhor ajuste da curva
de crescimento sdao o Quadrado Médio do Residuo ou erro do quadrado médio (QMR), é
calculado dividindo-se a soma de quadrados do residuo pelo numero de observacdes e o
Desvio Médio Absoluto dos residuos (DMA), proposto por Sarmento et al. (2006), € obtido pela
soma dos modulos ou valores absolutos dos residuos dividida pelo numero de observagdes.
Os modelos que apresentam os menores valores para os dois critérios sao interpretados
como os modelos que melhor descreveram a curva de crescimento dos animais.

Ja o valor do Coeficiente de Determinacao (R?) € interpretado da maneira oposta. Os
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modelos que apresentam os maiores valores sé&o entendidos como 0s que mais se adequaram

aos dados. O R2 é obtido pelo calculo do quadrado da correlagéo entre o peso observado e
SQR
sQT.’
soma de quadrados total corrigida pela média, como descreve Sarmento et al. (2006).

estimado e equivale a 1 — onde SQR ¢é a soma de quadrados do residuo e SQT_¢é a

Os critério de informacgéao de Akaike — AIC e Bayesiano — BIC, também séao utilizados
na avaliacdo de modelos. No procedimento sdo inseridas informacgdes de distribuicdo dos
dados quanto a normalidade e os efeitos fixos e aleatérios.

Devido a inexisténcia de testes eficientes em avaliar o ajuste de dados a determinados
modelos, Akaike (1974) desenvolveu um procedimento livre das ambiguidades inerentes
a aplicacédo do procedimento de teste de hip6teses convencional. Schwarz (1978) propds
solucbes Bayesianas para a sele¢cdo de modelos.

Os valores sdo calculados da seguinte forma: AIC = —ZlogL(g) + 2 (p) e,
BIC = —2logL(f) + In(N)p, em que: p representa o numero total de parametros
estimados pelo modelo e N é o numero total de observagdes e o logL(6) é o logaritmo de
verossimilhanga restrita. Os modelos que melhor representam os dados sdo aqueles que
apresentaram os menores valores para AIC e BIC.

7 | ANALISE DE DADOS NO SOFTWARE “R”

Neste tépico apresentamos um resumo de programacdo de andlise de curva de
crescimento utilizando o software RStudio versdao 3.4.2. Ressalta-se que 0s mesmos
resultados podem ser obtidos com outras linhas de programacdao. Como exemplo, existe
outras maneiras de entrada dos dados que néo interferirdo nos resultados.

Os dados (animal/idade/peso) podem ser inseridos no programa a partir de planilhas
do Excel e importados para o programa R utilizando o comando “read_excel”, conforme
apresentado a seguir:

library(readxl)

dados <- read_excel(“C:/Users/Desktop/dados.xlsx”, sheet = “ Plan1”)

require(hydroGOF)

require(nime)

dados <- groupedData(peso~idadelanim,data=dados)

ApbGs a entrada dos dados no programa, o modelo a ser utilizado deve ser descrito.
Como exemplo, o modelo Logistico € inserido como exposto abaixo.
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#modelo logistico
logistico <- function(idade,a,b,k) a/(1+b*exp(-idade*k))
logistico <- deriv(~a/(1+b*exp(-idade*k)),c(“a”,”b”,’k”),function(idade,a,b,k){})

A funcao utilizada para estimar os parametros e o ajuste dos modelos n&o lineares é a
nls (Nonlinear Least Squeres) do pacote stats.

parametros <- nls(peso~logistico(idade,a,b,k),data=dados,start=c(a=1200,b=38,k=1/30),nls.control(maxiter =
1000))

summary(parametros)

Os critérios utilizados na escolha do modelo de melhor ajuste séo calculados da seguinte
maneira:

#critério de informacéo de Akaike

AlC(parametros)

#critério de informacéo Bayesiano

BIC(parametros)

#R2

var(fitted(parametros))/var(dados$peso)

#DMA

sum(abs(fitted(parametros)-dados$peso))/nrow(dados)

#QMR

mse(dados$peso,fitted(parametros))

A funcéo utilizada para estimar os parametros e o ajuste dos modelos né&o lineares
mistos é a nlme (Nonlinear Mixed-Effects Models) do pacote de mesmo nome. Neste sao
inseridos os efeitos aleatérios (random). E possivel atribuir o efeito aleatério em todos os
paréametros do modelo na fungcdo random=list(a~1,b~1,k~1).

parametrosmistos <- nime(peso~logistico(idade,a,b,k),data=dados,fixed=list(a~1,b~1,k~1),random=lis-
t(a~1,k~1),groups=~anim,start=c(a=1200,b=38,k=1/30),control=nimeControl(minScale=0.0000001,maxl-
ter=1000))

O método iterativo da inicio aos calculos com os valores iniciais dos parametros
introduzidos na analise no item start (start=c(a=1200,b=38,k=1/30)), conforme descrito no subtitulo
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4 deste capitulo. Os critérios utilizados na escolha do modelo de melhor ajuste podem ser
obtidos utilizando os comandos submetidos na funcgao nls.

8 | CONSIDERACOES FINAIS

O conhecimento da forma de crescimento de animais naturalizados pode ter um padrao
que lhe é peculiar, que deve ser usado para 0 monitoramento em rebanho em estado de
conservagcao. Também contribui para melhor identificar a aptidao zootécnica dos animais.

Desvios do padrdao de crescimento podem ser vistos como indicativo de perda de
variabilidade. A reducéo de peso vivo das aves indica um possivel aumento da ocorréncia de
acasalamentos entre individuos aparentados, que devem ser evitados. O aumento de peso
vivo nas diferentes idades pode indicar a ocorréncia de cruzamentos e, consequentemente,
introgressao génica.
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RESUMO: Neste trabalho avalia-se a
utiizacdo de morfometria corporal para
explorar a compatibilidade de tamanho e
peso em aves naturalizadas. Avaliou-se
420 animais (210 machos e 210 fémeas).
Foram aferidos dados morfométricos
relativos a peso corporal, perimetros
toracico, abdominal e toracico-abdominal e
0os comprimentos ventral, dorsal e corporal.
Foi realizada analise de correlagcdo e de
componentes principais com o SAS e
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analise de agrupamento com algoritmos
hierarquicos de ligagcao simples, ligacao
completa e média e Ward, com as
caracteristicas peso corporal, perimetro
toracico-abdominal e comprimento ventral,
que foram as de maior variagdo na analise
de componentes principais. Os coeficientes
de correlagao entre o peso vivo e as demais
caracteristicas foram elevados (P<0,01). A
analise de componentes principais indicou
que o primeiro componente foi responsavel
por 98,45% da variabilidade, sendo mais
correlacionado com peso vivo dos animais,
mostrando que €& grande a contribuicao
do peso para caracterizar o tamanho do
animal, logo indicando ser recomendavel
seu uso para auxiliar a formacédo de
lotes para acasalamento que leve a
compatibilidade de tamanhos dos animais.
O segundo componente principal se mostrou
representado pelas variaveis perimetro
toracico-abdominal e comprimento ventral.
Os dendrogramas resultantes da analise de
agrupamento permitiram separar os animais
em dois grupos distintos (machos e fémeas).
A formacédo dos casais deve ser feita de
maneira que permita acasalar o maior
reprodutor com a maior matriz, onde ambos
0s individuos serdo os primeiros animais
classificados na analise de agrupamento,
obedecendo a sequéncia da esquerda para
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a direita. Essa sequéncia deve ser respeitada de forma que reprodutor de menor peso e
tamanho corporal sera acasalado com a matriz com as mesmas caracteristicas, sendo os
ultimos classificados na analise de agrupamento. Esta metodologia proporciona a formacgao
de casais compativeis em termos de peso e tamanho corporal.

PALAVRAS-CHAVE: analise de agrupamento, componentes principais, conservacao

USE OF MORPHOMETRIC PARAMETERS FOR MATING OF NATURALIZED CHICKENS

ABSTRAT: This paper evaluates the use of body morphometry for exploring compatibility
of size and weight in chickens naturalized. We evaluated 420 animals (210 males and 210
females). Morphometric data on body weight, thoracic, abdominal and thoracic-abdominal
circumferences and ventral, dorsal, body lengths were measured. Correlation analysis and
principal components was performed with the SAS and cluster analysis with algorithms
hierarchical single linkage, complete and average linkage and Ward with the characteristics
thoracic-abdominal perimeter and ventral length and body weight, which showed the
highest variation in the principal component analysis. The correlation coefficients between
live weight and other characteristics were increased (P <0.01). The principal component
analysis indicated that the first component accounted for 98.45% of the variability, being
more correlated with live weight, showing that the contribution is large weight to characterize
the size of the animal, immediately indicating that recommend its use to assist the formation
of small batches to which mating compatibility sizes of animals. The dendrograms resulting
from cluster analysis allowed to divide the animals into two groups (males and females). The
formation of the couples shall be made in a manner that allows the greatest male to mate with
the largest female, where both individuals are the first animals of cluster analysis, following
the sequence from left to right. This sequence must be respected so that male body size
and lower weight will be mated with the female with the same characteristics, the latter being
classified in grouping analysis. This methodology provides for the formation of compatible
couples in terms of weight and body size.

KEYWORDS: cluster analysis, principal components, conservation

11 INTRODUCAO

Na criacédo extensiva de galinhas é recomendavel que as fémeas de lotes submetidas
a acasalamentos devam apresentar compatibilidade de tamanho corporal com os machos
envolvidos. Quando isso ndo ocorre, 0 macho tem dificuldades para acasalar e a producéo
de ovos néo fertilizados aumenta.

A esse respeito, inUmeras variaveis podem ser relacionadas ao tamanho do animal
e devem ser analisadas de maneira a proporcionar, além da compatibilidade de tamanho,
também que ocorra a menor perda de variabilidade genética possivel em decorréncia dos
acasalamentos realizados, quer em programas de conservagao genética ou em criacéo
comercial.

Entretanto, a utilizacdo de muitas caracteriticas pode comprometer a interpretacédo dos
dados. Assim, faz-se necessario o uso de tecnicas de andlise multivariadas que possibilitem
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a reducado do numero de variaveis avaliadas em experiementos com aves sem a ocorrencia
de perda de qualidade da informag&o, como a analise de componentes principais (Paiva et
al., 2010). Além disto, nos animais naturalizados existe um agravante a mais que é a falta
de informacédo em relacao a estrutura da populagcao, desconhecimento de pedigree e niveis
de producao (Blackburn, 2006). Portanto, a realizacdo de pesquisas que contribuam para a
manutengao destes recursos genéticos se tornam necessarias.

Planos de manejos reprodutivos devem ser propostos para que n&o ocorram perdas
de material genético ou comprometimento dos indices zootécnicos dos rebanhos, devido
a acasalamentos endogamicos (Gongalves et al., 2011), ou por incompatibilidade entre o
tamanho dos animais envolvidos nos acasalamentos, visto que, € grande a variabilidade
genética entre eles (Clementino et al., 2010). Assim, trabalhos sdao necessarios para a
definicao de estratégias para bom aproveitamento destes recursos genéticos (Zaragoza et
al., 2013).

A analise de agrupamento, realizadas com dados obtidos de varidveis que representam
o tamanho corporal de reprodutores e matrizes, pode ser utilizada para agrupar individuos
semelhantes e, a partir disso, formar casais que sejam compativeis em termos de tamanho
e peso vivo. Nessa perspectiva, com essa pesquisa avaliou-se a utilizacdo de analise
multivariada contemplando o peso corporal e caracteristicas relacionadas a morfometria do
corpo da ave, para a definicdo de acasalamentos nesses animais compatibilizando tamanho
corporal entre os sexos.

2| METODOLOGIA EMPREGADA

Este trabalho foi realizado com dados de 420 (quatrocentos e vinte) aves adultas em
plena fase reprodutiva (210 machos e 210 fémeas), aleatoriamente escolhidas, pertencentes
ao Nucleo de Conservacao de Galinhas Naturalizadas do Meio-Norte do Brasil, NUGAN —
MN.

As aves foram mantidas sobre as mesmas condi¢des de manejo, onde foram adotadas
as recomendacgdes técnicas do Sistema Alternativo de Criacdo de Aves Caipiras — SACAC
(Barbosa et al., 2007).

Foram coletados dados de peso corporal (kg) e os perimetros toracico, abdominal e
toracico-abdominal (em mm), além dos comprimentos ventral, dorsal e corporal (em mm),
foram mensurados conforme descri¢cao presente na Tabela 1.
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Descricdo da mensuracao

Perimetros

Toracico Mensuracgéo da circunferéncia do térax, na parte posterior a asa;

Abdominal Mensuragéo da circunferéncia do abdome, na parte posterior a coxa;
Circunferéncia do corpo que passa pelo dorso do animal e desce ao

Toracico-Abdominal ventre passando pelo lado esquerdo do pescoco e volta ao dorso

pelo lado direito da cauda;

Comprimentos

Comprimento desde a inser¢do do pescogo ao corpo, passando pelas

Dorsal . : C o
vertebras toracicas-dorsais e caudais até o pigostilo;

Ventral Comprimento desde a inser¢éo do pescogo ao corpo, passando pelo
musculo peitoral até as vértebras coccigeneas;

Corporal Comprimento entre a ponta do bico e a ponta da cauda (sem penas).

Tabela 1. Descricdo das mensuracdes corporais de caracteristicas quantitativas em galinhas.

Os animais foram divididos em 21 lotes (com 10 machos e 10 fémeas) com base no
peso em ordem decrescente em cada sexo, de forma a apresentar tamanho proporcional,
ou seja, os machos mais pesados foram agrupados as fémeas mais pesadas e 0os machos
mais leves com as respectivas fémeas mais leves (Tabela 2). As analises estatisticas foram
processadas utilizando o software SAS (Statistical Analysis System — versao 9.0). Neste,
os dados foram submetidos a analise descritiva, onde se calculou média, desvio padrao,
coeficiente de variagdo, menor e maior valores da amostra das variaveis por intermédio do
procedimento MEANS e posteriormente se fez andlise de correlacdo de Pearson entre as
caracteristicas avaliadas por meio do procedimento CORR.

Em seguida, foram submetidos a andalise de componentes principais utilizando o
procedimento PRINCOMP para identificagcao das variaveis com maior influéncia na variacao
dos dados. Por fim, os grupos foram submetidos a andlise de agrupamento a partir dos
algoritmos hierarquicos de agrupamento de ligacao simples (single linkage), ligagcdo completa
(complete linkage), ligacao média (average linkage) e Ward (1963), por meio de matrizes de
distancia generalizadas de Mahalanobis (D?).
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Peso Vivo* PTA CVen

GRUPO - - - % PFM
Macho Fémea Macho Fémea Macho Fémea
1 3913,6 2367,5 617,2 571,3 347,0 365,3 60,49
2 3598,6 2018,6 610,2 552,2 363,1 341,3 56,09
3 3336,1 1944.,4 596,9 517,6 356,0 336,1 58,28
4 3209,4 1834,4 608,9 544.,6 363,5 339,0 57,16
5 3091,8 1754,1 640,7 496,4 393,6 306,7 56,73
6 2979,0 1710,3 598,2 473,9 344,3 298,2 57,41
7 2900,0 1679,9 605,6 501,1 398,5 304,0 57,93
8 2851,1 1643,0 582,6 517,7 380,7 320,9 57,63
9 2786,1 1612,7 595,6 523,4 400,7 326,1 57,88
10 2693,4 1583,7 598,8 488,7 366,2 318,0 58,80
11 2623,0 1548,5 576,2 490,1 384.,4 310,9 59,04
12 2550,4 1513,3 575,1 4931 361,1 310,9 59,34
13 2460,6 1475,1 603,4 5141 359,7 324,7 59,95
14 2398,6 1449,0 589,2 494,0 381,3 302,4 60,41
15 2330,3 1423,4 560,1 484,0 359,5 306,9 61,08
16 2257,6 1398,2 564,2 490,6 354,8 296,5 61,93
17 2169,9 1358,2 558,2 497,6 337,1 309,2 62,59
18 2073,3 1308,1 543,0 488,3 357,1 324,8 63,09
19 1977,2 1273,6 536,2 476,5 339,9 279,2 64,41
20 1859,1 1211,1 543,8 4874 327,8 286,3 65,14
21 1528,4 1086,1 495,1 545,6 310,2 290,7 71,06

* Unidades: Peso em gramas e medidas morfométricas em milimetros.

Tabela 2. Médias de peso vivo, perimetro toracico-abdominal (PTA) e de comprimento ventral (CVen)
para os diferentes sexos e percentual do peso vivo da fémea em relacdo ao do macho nos diferentes

grupos formados (%PFM) de galinhas criadas na regidao Meio Norte do Brasil.

3 | PRINCIPAIS RESULTADOS

Estdo expostas na Tabela 3 as estatisticas descritivas das caracteristicas avaliadas
(média, desvio-padréo e coeficiente de variacédo) de machos e fémeas. Observa-se que a
maior variabilidade foi apresentada pelo peso vivo, cujo coeficiente de variagao foi 21,97%
nos machos e 18,81% nas fémeas. Quando se compara este coeficiente com o obtido por
Schettino et al. (2006), em média de 3,3% ao avaliarem o peso de frangos comerciais,
confirma-se a hip6tese de que as galinhas naturalizadas apresentam grande variabilidade
no tamanho corporal. E, segundo Pérez et al. (2004) isto € tipico de populagdes nas quais
prevalece auséncia de selecédo ou melhoramento genético.

Estado da Arte da Pesquisa em Recursos Genéticos 2 Capitulo 2




Machos

Caracteristicas Média Maximo Minimo DpP* C.V. (%)
Peso 2647 4222 1000 581,6 21,97
PTor 340,75 447 250 30,57 8,97
PA 378,48 501 250 44,91 11,87
PTA 580,91 886 512 60,96 10,94
CVen 361,28 542 194 48,36 13,39
CDor 277,92 396 184 31,09 11,19
CCorp 502,42 638 275 48,90 9,73
Fémeas
Caracteristicas Média Maximo Minimo DP C.V. (%)
Peso 1583 2890 1030 297,8 18,81
PTor 2929 399 211 27,9 9,53
PA 332,7 432 234 33,0 9,93
PTA 502,7 694 261 47,7 9,49
CVen 314,2 432 226 39,3 12,51
CDor 235,7 324 182 26,7 11,34
CCorp 416,4 514 338 31,5 7,57

*DP = Desvio Padrao. Unidades: Peso em gramas e medidas morfométricas em milimetros. PTor
= perimetro toracico; PA = perimetro abdominal; PTA = perimetro toracico-abdominal; CVen =

comprimento ventral; CDor = comprimento dorsal; CCorp = comprimento corporal.

Tabela 3. Estatistica descritiva de caracteristicas quantitativas referentes a mensuragbes corporais em

galinhas naturalizadas (machos e fémeas), criadas na regiao Meio Norte do Brasil.

Os galos avaliados apresentaram média de peso vivo igual a 2647 g e as galinhas

mostraram média igual 1583 g, valor que foi superior quando comparado com 0 peso vivo de
machos de galinhas baleares das racgas Ibicenca (2442 g), Menorquina (2017 g) e Mallorquina
(1763 g), em pesquisa realizada por Méndez et al. (2011).

Os coeficientes de correlacéo entre 0 peso vivo e as demais caracteristicas avaliadas
resultaram em valores relativamente elevados, positivos e significativos (Tabela 4),

concordando com resultados obtidos por Pérez et al. (2004) com galinhas da regiao central

da provincia Villa Clara, em Cuba.

Peso CCorp PTor PA PTA CVen CDor

Peso 1 0,7767 0,7821 0,6936 0,6814 0,5070 0,6928
*CCorp <0,0001 1 0,6576 0,5811 0,6448 0,5369 0,6872
PTor <0,0001  <0,0001 1 0,6636 0,6102 0,4690 0,5656
PA <0,0001 <0,0001  <0,0001 1 0,4120 0,2594 0,5794
PTA <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 1 0,6236 0,4089
CVen <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 1 0,2291
CDor <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001  <0,0001 1

*CCorp = comprimento corporal; PTor = perimetro toracico; PA = perimetro abdominal; PTA = perimetro
toracico-abdominal; CVen = comprimento ventral; CDor = comprimento dorsal.

Tabela 4. Coeficientes de correlagcdo de Pearson (acima da diagonal) e respectivos niveis de
significancia (abaixo da diagonal) entre mensuragdes corporais em galinhas criadas na regido Meio
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Norte do Brasil.

O peso vivo destes animais se apresenta como uma variavel importante para definicao
do tamanho do animal que pode ser util como estratégia para formacéo de grupos para
acasalamento, pois, além de apresentar variabilidade, também se mostra altamente
correlacionado com as demais caracteristicas de morfometria corporal.

Ao submeter os dados a analise de componentes principais constatou-se como
resultado que o primeiro componente foi responsavel por 98,45% da variabilidade presente,
representado principalmente pelo peso vivo dos animais. O primeiro e o segundo componentes
principais juntos (Figura 1) explicaram 99,10% da variabilidade das caracteristicas, sendo
gue, o segundo componente representado pela contribuicdo das variaveis perimetro toracico-
abdominal e comprimento ventral do corpo. Os animais apresentaram pouca variacao nas
demais caracteristicas e, consequentemente, elas contribuem pouco para a diversidade
fenotipica destes animais, e podem ser eliminadas nas analises de agrupamento como

recomendam Yamaki et al. (2008).

300 7 perimetro Corporal

Peso Vivo

2500

-250 -

Figura 1. Diagrama de disperséao resultante da analise por componentes principais com galinhas
naturalizadas da regido Meio Norte do Brasil (tridngulos azuis = machos e quadrados vermelhos =
fémeas).

Observa-se na Figura 1 resultante da analise de componentes principais que, levando-
se em consideracéo o porte do animal definido pela contribuicdo do peso e da morfometria
corporal, os machos ficaram mais dispersos que as fémeas, portanto, com maior variabilidade
fenotipica. Assim, considerando-se que é importante existir compatibilidade de tamanho
entre reprodutores e matrizes e implica ser o peso um bom indicador para auxiliar a formacéo
de lotes de fémeas para acasalamento com machos, de forma a atender a necessidade de
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compatibilidade de tamanhos dos animais.

Nos dendrogramas gerados pelas analises de agrupamento realizada dentro de cada
grupo definido com base no peso vivo, independentemente do método que foi empregado,
constatou-se que ocorreu separaram de machos e fémeas em ramos distintos, com excecéo
do grupo formado pelos animais de menor peso vivo (Figura 2), onde o macho de menor
porte se juntou com as fémeas de maior tamanho do grupo. Assim, o dimorfismo sexual
acentuado no tamanho das aves também foi confirmado pelas analises de agrupamentos
realizadas dentro de cada lote formado.

Considera-se ser mais conveniente que a recomendacéo do tamanho do macho para
acasalar com determinado lote de fémeas, deva ser feita ndo apenas com base no peso
corporal, mas sim com base em resultado de analise de agrupamento utilizando o algoritmo
de Ward ou outro similar, de forma a parear para acasalamento o maior reprodutor com o lote
de matrizes com maior tamanho.

Os diferentes métodos (ligacdo simples, completa, média e Ward) utilizados nas
analises de agrupamentos resultaram em dendrogramas semelhantes, entretanto ocorreram
diferencas nas distancias entre os sexos formados, em virtude do algoritmo empregado.
Observou-se que o método de Ward apresentou maiores distancias entre os diferentes
grupos formados quando comparado com os demais métodos.

Resultados semelhantes foram obtidos por Cargnelutti Filho et al. (2008) ao compararem
estes métodos de agrupamento para o estudo da divergéncia genética em cultivares de
feijdao. Estes concluiram que os métodos hierarquicos da ligacdo simples, de Ward, da
ligacdo completa, da ligagdo média, dentre outros, agruparam cultivares de maneira
coerente e concordante com a origem genética dos materiais avaliados a partir de distancias
generalizadas de Mahalanobis.
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Figura 2. Dendrogramas de similaridade fenotipica, obtidos com os métodos de Ward (A) e de ligagédo
média (B), vizinho mais proximo (C) e vizinho mais distante (D), com reprodutores e matrizes de
ecotipos de galinha naturalizada criadas na regiao Meio Norte do Brasil.

Vale ressaltar ainda que acasalamentos entre individuos aparentados devem ser

evitados de modo a proporcionar menor incremento no coeficiente de endogamia (Carneiro

et al., 2007; Oliveira et al., 2006).

41 CONSIDERACOES FINAIS

O peso corporal se apresenta como a caracteristica mais indicada para auxiliar a
formacao de lotes de fémeas para atender a necessidade de compatibilidade de tamanhos
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com os machos para acasalamentos. Entretanto, considera-se ser mais conveniente que a
recomendacao do tamanho do macho para acasalar com determinado lote de fémeas, deva
ser feita também com base em resultado de analise de agrupamento utilizando o algoritmo
de Ward ou outro similar, de forma a parear para acasalamento o maior reprodutor com o lote
de matrizes com maior tamanho.

A ocorréncia de acasalamentos entre individuos compativeis em termos de tamanho
melhora os indices reprodutivos do rebanho, uma vez que os acasalamentos ocorrerdo de
maneira eficiente. Existe ainda a diminuicdo de machos dominantes de grande porte que
evitam que outros machos menores acasalem.

A formacao de lotes de fémeas de galinhas naturalizadas para reproducéo atendendo
proporcionalidade de tamanho entre 0s pares acasalantes merece atencao, pois em longo
prazo pode resultar em aumento de consanguinidade no criatorio.
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RESUMO: Cada vez mais a ciéncia caminha
de maneira eficaz para as explicacoes
materiais da vida e da complexidade de
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seu funcionamento. Fato esse que, sem
duvida, esta ligado a descoberta do DNA e
ao desenvolvimento da biologia molecular
conciliado também aos resultados cada
vez mais sofisticados das tecnologias
da informacdo e, em particular, nesse
caso, a bioinformatica. A informatica
foi uma ferramenta poderosa para o
desenvolvimento da genbmica, haja vista
que um novo gene, com cerca de doze mil
bases pode ter sua sequéncia decodificada
em 1 minuto, enquanto que ha trés anos
atras, a mesma tarefa levaria em torno de
20 minutos, se voltarmos mais no tempo,
a vinte anos, mais ou menos doze meses.
Com a bioinformatica procura-se estudar
a expressado dos genes codificados pelo
genoma dos organismos, tecidos, células ou
compartimentos celulares em determinadas
condicbes fisiologicas (por exemplo:
uma doenca hereditaria, ou habilidade
especifica para uma determinada atividade
fisica). Tentando entender a resposta a
essas condicdes, sao alvos de estudos:
a ativacdo ou repressao de determinados
genes, a inducdo de mudancas no estado
pos-traducional das proteinas e qualquer
processo que resulte na modificacdo do
namero ou da composicdo das proteinas
existentes. Porém do ponto de vista ético

existem questbes a serem discutidas,
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como por exemplo, até que ponto a apropriacdo destas informacdes génicas irdo trazer
beneficios a sociedade. O painel genético é uma metodologia de analise de varios genes
simultaneamente, o que permite diversas aplicagcdes na biologia humana. Com o emprego
crescente das tecnologias de sequenciamento de DNA da nova geracao, sera cada vez mais
possivel entender da associacao entre polimorfismos genéticos e o alto desempenho de
habilidades motoras e cognitivas. O aumento da familiaridade do uso de painéis genéticos
exigira a superacao de desafios, assim, como grupo de pesquisa pretendemos, abordar os
limites e as novas perspectivas da utilizacao dos painéis genéticos que cada vez mais atrai
a atencao de inumeros geneticistas, que com as novas ferramentas moleculares certamente
revolucionarao muito nossas praticas na saude, na educacao e no mundo do trabalho, desde
gue sejam adotados critérios rigorosos de validacao.

PALAVRAS-CHAVE: Painel genético, biologia humana.

ABSTRACT: More and more science is moving effectively towards the material explanations
of life and the complexity of its functioning. This fact is undoubtedly linked to the discovery
of DNA and the development of molecular biology conciliated also with the increasingly
sophisticated results of information technologies and, in this case, in particular, bioinformatics.
Informatics was a powerful tool for the development of genomics, given that a new gene, with
about twelve thousand bases can have its sequence decoded in 1 minute, whereas three
years ago, the same task would have taken around 20 minutes , if we go back more in time,
to twenty years, more or less twelve months. Bioinformatics seeks to study the expression of
genes encoded by the genome of organisms, tissues, cells or cellular compartments under
certain physiological conditions (for example: an inherited disease, or specific ability for a
particular physical activity). Trying to understand the answer to these conditions, they are
targets of studies: the activation or repression of certain genes, the induction of changes in
the post-translational state of proteins and any process that results in the modification of the
number or the composition of the existing proteins. However, from an ethical point of view,
there are issues to be discussed, such as the extent to which the appropriation of this genetic
information will bring benefits to society. The genetic panel is a methodology for analyzing
several genes simultaneously, which allows for several applications in human biology. With
the increasing use of new generation DNA sequencing technologies, it will be increasingly
possible to understand the association between genetic polymorphisms and the high
performance of motor and cognitive skills. The increase in familiarity with the use of genetic
panels will require overcoming challenges, so, as a research group, we intend to address
the limits and new perspectives of the use of genetic panels, which increasingly attracts the
attention of countless geneticists, who with the new Molecular tools will certainly revolutionize
our practices in health, education and the world of work, as long as strict validation criteria
are adopted.

KEYWORDS: Genetic panel, human biology.

INTRODUCAO

O conhecimento das doencas hereditarias tem um longo caminho. O inicio desta
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jornada se deu com o estudo das doencas monogénicas, ocasionadas por uma simples
mutacdo em Unico gene, em seguida passando pelas investigacbes das alteracdes
cromossémicas, e mais recentemente podendo-se observar mudangas moleculares em
multiplos genes através da gendmica, em especial 0 sequenciamento da nova geragao, ngs
(next generation sequencing)'?. Tal evolugao possibilitou avan¢os na metodologia do painel
genético.

O painel genético € uma metodologia de analise de varios genes simultaneamente, o
que permite diversas aplica¢des na biologia humana. Podemos citar o diagnostico laboratorial
em oncologia®*®, na medicina reprodutiva®, na avaliacdo de disturbios metabdlicos e
nutricionais’, na prescricao de drogas psicotropicas®e no acompanhamento terapéutico®. Tais
avancos resultam em melhorias no préprio aconselhamento genético'®'2, Com o emprego
crescente das tecnologias de sequenciamento de DNA da nova geracéao (ngs), certamente
outras areas serao impactadas e influenciadas por uma melhor compreenséo da associacéo
entre polimorfismos genéticos e o0 alto desempenho de habilidades motoras e cognitivas.
Apesar de ainda incipiente, alguns trabalhos tém sido publicados sobre polimorfismo de
nucleotideo Unico no gene codificador da proteina a-actina-3 (ACTNS3) entre atletas de elite' 4.
Acreditamos que a investigacao de outros polimorfismos genéticos resultara brevemente na
producéo de um painel, que possa melhorar a selecado de jovens talentos, ao menos no
mundo dos esportes.

O aumento da familiaridade do uso de painéis genéticos exigird a superagao de trés
desafios: o barateamento de custos, o desenvolvimento de técnicas de bioinformatica e um
maior treinamento de profissionais na interpretacdo dos resultados, que possam atuar no
aconselhamento genético ou como consultores especializados. Este ultimo desafio € enorme,
em razao do numero de publicacdes.

Em uma pesquisa em 12 junho de 2020 no PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov)
utilizando-se a palavra-chave “genetic testing panel’ foram publicados nos ultimos dez anos,
2.872 artigos completos, incluindo-se as revisdes. Destes, 2.167 desde 2015, evidenciando-
se a grande quantidade publicada em 2018, 2019 e 2020 (até 11 de junho): 587, 609 e 237,
respectivamente. Esses nUmeros sao subestimados, pois ndo abrangem a enorme literatura
referente para cada gene utilizado na montagem dos painéis.

No Brasil, o Laboratério de Testes Genéticos do Centro de Pesquisa sobre o Genoma
Humano e Células-Tronco (CEGH-CEL, Universidade de S&o Paulo) e muitos outros
laboratoérios particulares tém empregado essa metodologia como ferramenta de diagndstico
de doencas raras, canceres, doencgas neuroldgicas, cardiopatias, aconselhamento genético,
avaliacao do perfil genético metabdlico e nutricional. Contudo, 0 acesso ainda é muito restrito,
devido aos precos proibitivos de muitos dos painéis genéticos oferecidos.

No presente capitulo, pretendemos, numa maneira transversal, fazer uma reflexao
sobre os limites e as novas perspectivas da utilizagcdo dos painéis genéticos, pois sabemos
que se trata de uma area extremamente instigante, e que cada vez mais atrai a atencéo
de inumeros geneticistas, que com as novas ferramentas moleculares certamente
revolucionardao muito nossas praticas na saude, na educacédo € no mundo do trabalho,
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desde que sejam adotados critérios rigorosos de validacao.

QUAIS OS LIMITES DO USO DE PAINEIS GENETICOS?

A tecnologia de sequenciamento de nova geracao (ngs) tem permitido a incorporacao
de uma grande quantidade de genes nos painéis. Com o passar dos anos, esses custos
tém sdo cada vez menores. Se por um lado isso é positivo, por outro temos encontrado, por
exemplo, um leque enorme de painéis multigénicos para diferentes doencas hereditarias,
com precos ainda nao acessiveis a toda populagao.

Deste modo, algumas perguntas se tornam extremamente relevantes: Até que ponto isso
tem proporcionado na melhora da qualidade do diagnéstico e do aconselhamento genético?
E possivel de fato interpretar esses resultados ou ha maioria das vezes esses dados tém
se mostrado inconclusivos? Quais os limites da pesquisa de genes associados as doencas
ou as caracteristicas fenotipicas, com a exigéncia de constante reviséo e validacao, e as
necessidades do mercado de diagnostico genético laboratorial, da clinica e dos consultores
genéticos especializados?

Axilbund' comenta alguns trabalhos sobre painéis genéticos de cancer hereditario de
mama e ovarios num editorial. O autor enfatiza a extrema precau¢dao com o uso e o resultado
dos painéis, os quais deveriam ser analisados idealmente por geneticistas treinados nessa
area. Algumas das razdes citadas sdo: a complexidade da interpretacdo do teste, que
extrapola o mero sequenciamento do gene em si, a falta de adequada caracterizacéo de
muitos genes inseridos, a heterogeneidade no grau de penetrancia desses genes, escolha
enviesada de genes, sem atentar para a histoéria clinica e familiar dos pacientes.

Colas et al.’®, ao analisarem a qualidade e a utilidade clinica de 26 genes mais
encontrados em painéis genéticos de cancer hereditario de mama e ovarios, incluindo o
BRCA1 e o0 BRCAZ2, recomendam uma maior atencéo para cada as caracteristicas de cada
gene inserido na montagem do painel, em raz&o da heterogeneidade desses tumores, como
anteriormente citado por Axilbund'. Isso implicaria uma melhor qualidade dos testes e na
estimativa de riscos de desenvolvimento do cancer.

Lynce, Isaacs'’, comparam a decisdo de se escolher um painel com simples/poucos
genes e outro com multiplos genes. Eles alertam haver pouca caracterizagdo de muitos
genes inseridos nesses painéis, inclusive com diferentes graus de penetrancia: alta, média
e baixa. Tais condicdes acarretam dificuldades no célculo do risco genético e interpretacéo
dos resultados. Entdo, a opcéo de se escolher um painel com simples/poucos genes € mais
indicada em termos de custos e beneficios.

Asphaug, Melberg' corroboram essa posicao de Lynce, Isaacs', ao analisarem
painéis genéticos para o cancer hereditario de mama e ovario na Noruega. De acordo com
0s primeiros autores, um painel com 7 genes (BRCA1/BRCA2, CDH1, PALB2, PTEN, STK11,
TP53) foi mais efetivo em termos de custo/beneficio do que um painel com somente um gene
(BRCA1/BRCA2) e outro com 14 genes (BRCA1/BRCA2, CDH1, PALB2, PTEN, STK11,
TP53, ATM, BARD1, BRIP1, CHEK2, NBN, RAD51C, RAD51D).
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E interessante assinalar que essa discusséo envolve areas pesquisadas, como 0s
tumores hereditarios em oncologia, com genes bastante conhecidos. Mais incerta e complexa
€ a andlise para o aconselhamento genético dos resultados daqueles painéis genéticos
oferecidos no diagnostico de doencas genéticas relacionadas com a infertilidade masculina
e feminina® e a esclerose lateral amiotréfica', s6 para citar alguns exemplos.

QUAIS AS NOVAS PERSPECTIVAS DE APLICACAO?

Conscientes dos limites apontados na discussédo anterior, reconhecemos novas
perspectivas de aplicacdo dos painéis genéticos. A primeira passa pelo sequenciamento
completo de todos os exomas, por¢cao expressas dos genes, de um individuo, ou, até
mesmo, 0 sequenciamento de todo o genoma, buscando-se compreender associacdes
de modificagbes moleculares nessas regides e caracteristicas fenotipicas, que possam
melhorar o diagnéstico laboratorial, 0 aconselhamento genético e a prescricdo adequada de
medicamentos. Teriamos uma medicina altamente personalizada.

Imaginamos que esse desdobramento possa levar ao aparecimento de uma educacéo
e selecdo profissional/orientagdo vocacional cada vez mais individualizado. Assim, nao sé
o diagndstico laboratorial, o aconselhamento genético e o acompanhamento terapéutico
seriam focos dos painéis genéticos, mas a associacao de genotipos com habilidades motoras
e cognitivas teria também destaque.

No campo das habilidades motoras, as investiga¢des sobre polimorfismos do ACTN3'314
e alguns dos genes incorporados em painéis voltados para a esclerose lateral amiotréfica™
poderiam constituir-se em outro painel montado para a selecdo de jovens ao mundo dos
esportes, inclusive com potencial para o alto rendimento. Por sua vez, no campo das
habilidades cognitivas, as pesquisas de painéis genéticos para desordens do espectro autista
e do neurodesenvolvimento'2, epilepsia®2'?? e déficit intelectual?®> poderiam ser suporte
inicial, acrescentados de outros genes, para painéis voltados para a orientagcdo vocacional,
a identificacdo de criangas com altas habilidades e transtornos de aprendizagem, o que
poderia resultar num melhor rendimento educacional e profissional.

CONSIDERACOES FINAIS

Um método s6 podera ser preciso e preditivo se melhor conhecer geneticamente
essa populacdo. Pensamos ser esse a maior questdo para alcancarmos melhor os
beneficios da aplicacdo de painéis genéticos diante dos custos. Sé assim estaremos mais
seguros, quando atuarmos no aconselhamento genético ou como consultores geneticistas
especializados. Entdo, precisamos da existéncia de uma pesquisa epidemiolégica de
exceléncia, com robustos bancos de dados genéticos populacionais.

Também nao duvidamos que num tempo préximo o painel genético seja mais uma
ferramenta empregada no recrutamento e selecdo de profissionais, complementando os testes
psicométricos. Porém, preocupamos que essa disseminagao seja adotada, sem uma postura
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critica exercida por laboratorios, clinicas, dirigentes esportivos e demais empregadores.

Por fim, achamos sempre atualizado o editorial publicado no Journal of Clinical Oncology
em 2016 por Axilbund: “panel testing is not a panacea’'®. Devemos ter em mente essa licéo,
guando empregamos essa metodologia, sempre de forma critica.
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RESUMO: Na sub-regiao Meio-Norte do
Brasil ha ecétipos de galinhas naturalizadas
que precisam ser conservados. S&o aves
descendentes de animais introduzidos
na época da colonizacdo que adquiriram
caracteristicas peculiares em resposta
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as condicbes do ambiente e ao modo
de criagdo extensiva, mas encontram-
se em risco de extincdo ocasionado pela
presenca de outros grupos genéticos como
0s galos combatentes, que sao agressivos
e geralmente inseridos nos criatérios
familiares. Neste texto serdo apresentados
grupos genéticos naturalizados da regiao e
metodologias de avaliacao de variabilidade
fenotipica.

PALAVRAS-CHAVE: analise multivariada,

ecotipos, morfometria

PHENOTYPIC VARIABILITY OF
NATURALIZED CHICKENS OF GENETIC
GROUPS

ABSTRAT: In the Middle-North region of
Brazil there are naturalized chicken ecotypes
that need to be conserved. They are chikens
descended from animals introduced at the
time of colonization that have acquired
characteristics in response to
conditions and extensive

peculiar
environmental
farming, but are at risk of extinction due to
the presence of other genetic groups such
as fighting roosters, which are aggressive
and usually inserted in family farms. This text
will present naturalized genetic groups of the
region and methodologies for phenotypic
variability evaluation.
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11 INTRODUCAO

Os animais naturalizados de ambiente tropical séo importantes recursos genéticos por
apresentarem caracteristicas proprias e diferenciadas, adquiridas em resposta a pressao de
selecdo natural imposta pelo ambiente, resultando em rusticidade, variabilidade genética,
adaptabilidade a condi¢bes adversas a criagcao de animais, dentre outras.

Na industria avicola de corte ou postura, geralmente, ha o predominio da plumagem
branca nas linhagens e hibridos comerciais, ja a variabilidade fenotipica constitui um
diferencial importante entre as aves naturalizadas, sendo que em muitos casos € utilizado
como componente de identidade.

A diversidade de fenétipos em aves é carater importante, pois pode ser visto como um
componente que pode agregar valor e contribuir para aumentar a aceitacdo dos animais
com identidade ou perfil fenotipico regional. Como exemplo cita-se a galinha Canela Preta
(CARVALHO et al., 2017) e ecétipos inseridos em programas de conservacao (CLEMENTINO
et al., 2010), ambos no Piaui.

E importante nas populagdes de aves naturalizadas de uma regido a discriminagéo
fenotipica de tipos ja padronizados, principalmente como forma de monitoramento de sua
identidade ou deteccéo de introgresséao génica. Nesse procedimento, embora simples mas
relevante, a utilizacdo de dados de morfometria e morfologia corporal submetidos a analises
multivariadas, tem sido considerado adequados para esse fim.

Dentre as justificativas do uso de andlises multivariadas esta o baixo custo da técnica
sem comprometimento da qualidade dos resultado, como afirmaram Biagiotti et al. (2014),
e por Adeyemi e Oseni (2018) que recorreram a analise de discriminante canbnica para
diferenciar trés populacdes de perus nigerianos com diferentes coloragdes de plumagens.
Porém, a discriminag¢do genética deve complementar estudos morfologicos, geralmente feita
com analise de dados de microssatélites. E a gendmica desde que foi inserida na producéo
animal como ciéncia nova tem causado mudangas no paradigma do melhoramento animal.
Contudo a informag¢do molecular ndo mudou os principios basicos do melhoramento, que
tem o fendtipo como um componente essencial (SARMENTO e SENA, 2017).

Independentemente da metodologia utilizada para discriminar animais naturalizados, a
conservacao destes faz-se necessaria para o uso em futuros programas de melhoramento
genético, ou mesmo para a producao de alimentos de qualidade como atividade familiar ou
agricultura familiar.

A criagao de aves naturalizadas, geralmente como atividade de agropecuéria familiar,
prevalece como sistema extensivo e sem controle de acasalamentos, tem grande influéncia
na manutencdo de populacbes com identidade que possa resultar em raga ou linhagem.
A esse respeito, um exemplo marcante € o risco de introgressdo génica pela utilizacéo de
galos de combate como reprodutor, que pode ocorrer de forma voluntéaria com a finalidade
de aumentar o percentual de musculatura na carcacga, ou de forma involuntaria pois quando
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nao sao mais uteis para rinha, geralmente s&o colocados em criatério familiar.

Assim, grupos genéticos distintos devem ser mantidos em sistema criacdo onde a
perda de diversidade genética seja minimizada ou extinta (RIZTYAN et al., 2011). Esse
€ 0 contexto que varios ecotipos de galinhas naturalizadas ainda existentes na regiao
Meio-Norte do Brasil estdo submetidos e o risco iminente de erosao genética decorre
principalmente da introdu¢do desordenada de exemplares de racas e linhagens comerciais,
consequentemente, estdo sob necessidade de se conservar.

2| GALINHAS NATURALIZADAS

A galinha doméstica é originaria da india, local onde ocorreu sua domesticacdo, assim
como na China e na Pérsia. Foi introduzida na Europa a partir da Pérsia e da Grécia, talvez
no quarto século antes de Cristo (DOMINGUES, 1981).

No Brasil, a introducéo da galinha doméstica ocorreu por ocasido do descobrimento
e colonizacédo, originaria de quatro ramos genealogicos distintos, o mediterraneo, o inglés,
0 americano e o asiatico. Estas aves, ndo recebendo as praticas de manejo adequadas e
submetidas a situagdes adversas adquiriram resisténcia a algumas doencas e se tornaram
adaptadas ao clima local (BARBOSA et al., 2007).

O termo “caipira” foi utilizada de forma generalizada a todas as galinhas de plumagem
colorida, como as das ragas Plymouth Rock Barrada, Label Rouge, Rhodes Island Red,
dentre outras, assim como para varias marcas comerciais melhoradas, como a “Pesadéao”, a
“Paraiso Pedrés”, a “Gigante Negro”, entre outros. Entretanto, o termo “galinhas naturalizadas”
passou a ser adotado para grupos de animais que sdo bem distinto em relacédo as racas
€ marcas comerciais, que se apresentam mais exigentes em termos de manejo, clima e
principalmente, alimentacéo.

Por sua vez, os animais naturalizados se caracterizam por apresentar grande
variabilidade genética e fenotipica, como constatado por Clementino et al. (2010), por meio
de analises moleculares utilizando como instrumento os marcadores de microssatélite.

Estes animais sao potencialmente ricos em termos de genes de adaptabilidade
e resisténcia a doencas tropicais, portanto de grande importancia para incorporar em
germoplasma exético de alto rendimento. Assim, a conservacado desses animais tem como
principal finalidade a protecdo como fonte de variagdo genética para futuros trabalhos de
melhoramento. Além disso, o germoplasma nativo tem grande utilidade para a geracdo de
renda para os pequenos criadores e 0s produtos apresentam qualidade nutricional, sabor e
textura diferenciados quando comparados a animais que foram submetidos a métodos de
melhoramento genético (CHOE et al., 2010; MELESSE e NEGESSE, 2011).

As galinhas naturalizadas sao geralmente criadas em instalacbes simples no pais,
explorando recursos disponiveis na regiao, mas esse manejo resulta em baixo rendimento
comparado a outros matérias, portanto devem receber praticas de manejo que as permitam
expressar todo potencial produtivo (BARBOSA et al., 2007), de modo a reduzir riscos de
extingao.
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Aexploracéo de aves com grande variabilidade genética e que sejam mais adaptadas as
condi¢cdes do meio e ao manejo a que forem submetidas, por exemplo em criagao extensiva,
tem um aspecto positivo que € possibilitar formar grupos com animais fenotipicamente
semelhantes.

As diferencas fenotipicas detectadas entre populacbes sdo evidencias de variacédo
genética resultante da selecao pelo ambiente. Assim, os grupos de animais criados de
maneira isolada, sem a realizacdo de acasalamento com animais de outras regides e com
caracteristicas préprias sao classificados como “ecétipos” (INNES, 1984).

Na microrregido Meio-Norte do Brasil, area que abrange o estado do Maranh&o e do
Piaui, é expressiva a quantidade de animais criados como atividade familiar e grande é o
risco de introducao de animais de outras regides, alterar a composi¢cao dessa populacéao.

Considerando esse contexto Barbosa et al. (2006) avaliando populacdes dessas aves,
destaca a constatac&o de quatro populacées isoladas geograficamente e com caracteristicas
fenotipicas distintas, que passaram a ser mantidas em Nucleo de conservag¢ao no Estado,
como ecbtipos com a denominagao segundo a sua origem.

O ecdtipoTeresina, originario da cidade de Teresina-Piaui, apresenta o macho com
plumagem de tons vermelhos e alaranjados com a ponta da cauda preta e as fémeas tém
plumagem marrons (Figura 1).

Figura 1. Fotografia de aves pertencentes ao ec6tipo Teresina. Fonte: NUGAN-MN, 2018.

Sao animais de porte médio com o macho apresentando média de peso vivo de 2,1 kg,
e as fémeas 1,7 kg e produz ovos marrons (média de 110 ovos/ave/ano). Os animais deste
grupo tém crista do tipo serra (simples) cuja heranca é denominada homozigoto recessiva
(IKEOBI et al., 2000).

O ecdtipo Nordestina, com origem de referéncia o municipio de Regeneracgao, Piaui,
apresentam plumagem variada, mas predomina o branco chitado de preto (Figura 2).
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Figura 2. Fotografia de um casal pertencente ao ec6tipo Nordestina. Fonte: NUGAN-MN, 2018.

Sao animais de porte médio mais apresentam carcaga com maior propor¢ao muscular,
em relacdo aos demais ecotipos. Apresentam crista do tipo serra e as fémeas produzem
ovos brancos e azuis (117 ovos/ave/ano).

Grauna Dourada é o nome do ecétipo proveniente da cidade de Itapecuru Mirim, no
Maranh&o. A plumagem de cor preta predomina e os machos tém no pescoc¢o e nas asas
penas douradas, Figura 3.

Figura 3. Fotografia de aves pertencentes ao ecétipo Grauna Dourada. Fonte: NUGAN-MN, 2018.

Sao aves menores mas 0s machos podem apresentar peso vivo de 2,3 e 1,5 kg para as
fémeas (CARVALHO et al., 2015). E o grupo mais prolifero (124 ovos/ave/ano) e com maior
capacidade adaptativa em ambientes de clima quente e seco. As fémeas produzem ovos
marrons.

O ecdtipo Brejeira € oriundo de regides de brejos ou areas alagadicas do municipio
de Brejo de Anapurus, Maranh&o. A produtividade aumenta e ndo ha aumento significativo
de mortalidade em ambientes Umidos e no periodo chuvoso, se destacando em relacéo
aos demais ecétipos nessa condicdo ambiente. As fémeas produzem ovos brancos, azuis
e marrons claro (98 ovos/ave/ano). S&o animais que apresentam carcaga com proporcao
muscular mais elevada que os demais, Figura 4. A média de peso vivo dos machos € de 2,0
e as fémeas 1,5 kg (CARVALHO et al., 2015).
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Figura 4. Fotografia de aves pertencentes ao ecétipo Brejeira. Fonte: NUGAN-MN, 2018.

Existe ainda um grupo sintético denominado Sertaneja que € resultado de cruzamentos
envolvendo os ecétipos Grauna Dourada e Nordestina (Figura 5). As aves produzem ovos
brancos e existe o interesse em introduzir os genes que condicionam a cor da casca dos
ovos e das penas azuis (ZHAO et al., 2006). Os primeiros cruzamentos com esse objetivo no
Brasil foram realizados por Graner e Torres (1949). As aves deste grupo tém crista simples e
tamanho semelhante ao ecétipo Grauna Dourada. No entanto, produzem menor quantidade
de ovos (110 ovos/ave/ano).

Figura 5. Fotografias de reprodutores dos grupos genéticos Sertaneja (a esquerda) e Galos de
Combate (a direita). Fonte: NUGAN-MN, 2018.

Os galos de Combate tém maior tamanho e média de peso vivo quando comparados
com os demais (Figura 5). Além disso, as fémeas do grupo produzem menor quantidade de
ovos. Embora seja considerada uma atividade ilegal no Brasil, a realizacdo de rinhas ainda
é frequente no pais (ESCOBAR et al., 2015).

Os animais das populagdes mensionadas estdo mantidos ha mais de 20 anos no
Nucleo de Conservacao de Galinhas Naturalizadas da Regi&do Meio-Norte do Brasil,
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NUGAN-MN, Teresina-PI. Foi comprovada a existéncia de variabilidade genética tanto entre
os diferentes ecoétipos como entre os individuos dentro de cada ecotipos (CLEMENTINO
et al., 2010). Ressalta-se que atualmente, as galinhas pertencentes aos nucleos agricolas
familiares nessa regido sdo compostas por aves resultantes do cruzamento de racas e
linhagens comerciais e de animais de combate.

Além da conservacao dos grupos genéticos ja citados, o objetivo principal do Nucleo
€ a multiplicacao destes grupos para que a médio ou em longo prazo os ecoétipos obtenham
status de raca (BARBOSA, 2006).

Em programas de conservacdo e de melhoramento genético o uso de marcadores
morfométricos e de dados produtivos contribuiu e ainda contribui para a caracterizacéao de
grupos genéticos (FRANCESCH et al., 2011) e na obtencao de ganhos produtivos por meio
de selec&o, como a producgao de ovos, que pode ser melhorada com a distingéo de individuos
com base na taxa de producéo (SAVEGNAGO et al., 2011). Carvalho et al. (2017) utilizaram
a metodologia sugerida por Francesch et al. (2011) para caracterizar grupos genéticos
denominados “Canela Preta” e concluiram que as aves estudadas apresentam variabilidade
fenotipica.

31 MARCADORES MORFOLOGICOS E MORFOMETRICOS

A diversidade fenotipica em populagcdes de galinhas € um importante ponto de partida
para a realizacao de programas de conservacao genética (ZARAGOZA et al., 2013).

Em termos de conservacdo ou de melhoramento de aves, como também em outros
animais domésticos, a existéncia de variabilidade fenotipica e genética é de fundamental
importancia para que se obtenha sucesso na atividade, razdo pela qual a caracterizacao de
diferentes ecétipos se faz necesséria, tanto na morfologia como no desempenho produtivo.
Em ambos é importante a utilizacdo de marcadores e de metodologia de analise adequadas.

Marcadores sao partes no genoma que podem representar um gene ou um fragmento
de DNA, sendo esses morfolégicos ou moleculares. Até meados da década de 60, tais
marcadores foram utilizadas em estudos de genética e melhoramento e, quando controlados
por genes associados a caracteres morfolégicos sdo denominados marcadores morfologicos
(FERREIRA & GRATTAPAGLIA, 1998).

Marcadores morfométricos ou zoométricos se tornaram conhecidos quando foram
utilizados em estudos de dimorfismo sexual (BADUBI et al., 2006; PEREZ et al., 2004).
Passaram a ser mais utilizados apdés a descricdo da metodologia para caracterizacao e
comparacao entre ragas de uma mesma espécie de aves, feita por Francesch et al. (2011).
Na metodologia, as caracteristicas de peso e medidas corporal sdo comparadas utilizando
0 seguinte modelo:
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Yije =1+ a; + B + (aB)ij + e,

onde Y;j, & aresposta esperada na variavel dependente, U ¢éamédiada populacao,
{@; é o efeito do grupo genético i, B; & o efeito inerente ao operador j, j, (af3);; é o efeito da
interacao entre os dois fatores e €ijk é o erro aleatério.

Varios sao os trabalhos que utilizaram essa metodologia para verificar a existéncia de
variabilidade fenotipica entre grupos genéticos naturalizados e todas as pesquisas chegaram
a concluséo da existéncia de variabilidade fenotipica nas aves estudadas (DORJI e SUNAR,
2014; FARUQUE, et al., 2010; NGENO et al., 2014; GIL et al., 2015; GIL et al., 2015b).

Como exemplo, cita-se que caracteristicas como crista simples e empenamento normal
séo marcadores morfolégicos associados a genes recessivos e indicam maior capacidade
de adaptacao a diferentes condi¢cdes climaticas (CORRALES et al., 2010). Ja o tipo de crista
rosa, expressa em homozigose — RR, e associada a baixa fertilidade de reprodutores nessa
combinacao (FROMAN et al., 1992).

Outra evidencia é que aves que apresentam cristas de tamanho reduzido tém tendéncia
a acréscimo de temperatura corporal devido a dissipacéo de calor ineficiente e isto pode ter
relacdo com a fertilidade de reprodutores (ROSA et al., 2010).

41 ANALISE MULTIVARIADA

Quando se necessita tomar uma decisédo, deve-se levar em consideracdo um grande
numero de fatores, principalmente quando se identifica que os acontecimentos envolvem
um grande numero de variaveis. Para que se apresente uma visdo mais completa de um
fendbmeno, se comparada com a observada numa abordagem univariada, pode-se fazer
uso de varios métodos e técnicas que utilizam simultaneamente todas as variaveis na
interpretacao tedrica do conjunto de dados obtidos, denominada Analise Multivariada (MOITA
NETO, 2004). Entre as técnicas de analise multivariadas, as mais utilizadas séo a analise por
componentes principais e os métodos de agrupamento (OLIVEIRA et. al., 2003).

4.1 COMPONENTES PRINCIPAIS

A técnica de analise de componentes principais foi inicialmente descrita por Karl
Pearson (1901), reconhecida como método simples e tem como objetivo transformar variaveis
(X;, X,, ..., X)) em componentes principais (Z,, Z,, ..., Z)). Cada componente é resultado de
combinagdes entre as variaveis de forma que sejam n&o correlacionados entre si e que
descrevam a variacao dos dados (MANLY, 2008).

Os resultados obtidos com a analise permitem identificar o percentual da variabilidade
existente em cada componente e a que variavel é atribuida, sendo importante para explicar
a variacao total dos dados (PAIVA et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2012). Isto proporciona maior
facilidade na interpretacdo de um grande numero de dados (YAMAKI et al., 2009).

A andlise de componentes principais pode ser utilizada para a formacéo e identificacéo
de grupos homogéneos segundo as caracteristicas introduzidas na analise (MARIANO et
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al., 2012). Também pode gerar graficos de associagcdo das temperaturas superficiais com
variaveis ambientais em aviarios com diferentes sistemas de ventilagdo (NASCIMENTO et
al., 2014).

A analise ainda é considerada uma ferramenta Util para a caracterizacao de grupos
genéticos. Carvalho et al. (2016) utilizou a analise de componentes principais com o
objetivo de caracterizar e avaliar a estrutura populacional de galinhas crioulas no Estado
do Piaui. Trabalhos também foram realizados com codornas objetivando identificar dentre
caracteristicas produtivas as mais importantes (TEIXEIRA et al., 2012).

4.2 ANALISE DE AGRUPAMENTO

Os métodos de agrupamento tém como objetivo o planejamento de um esquema para
agrupar objetos em classes de modo que todos os similares estejam na mesma classe
(MANLY, 2008).

Os objetos sao agrupados a partir de distancias. Existem varias distancias que podem
ser utilizadas como base para a realizacdo da andlise de agrupamento, dentre as mais
utilizadas podemos citar as distancias euclidianas. A distancia euclidiana média padronizada
entre dois individuos i e i’ € dada por:

di, = \/%Z(Xi — Xi)%,

em que v é o numero de caracteristicas avaliadas, conforme descrito por Biagiotti et
al. (2014).

A partir das medidas de distancias séo utilizados diferentes métodos para realizar
0s agrupamentos, dentre eles destacamos o método de otimizacdo de Tocher, de Ward e
Average.

O método de otimizagdo de Tocher contribui para a interpretacdo da divergéncia
de grupos genéticos. E, apdés a formacdo de grupos de animais semelhantes, pode-se
conduzir cruzamentos entre as linhagens com o objetivo de maximizacdo da heterose e
da complementaridade das caracteristicas desejaveis em frangos de corte (YAMAKI et al.,
2008).

No método de Ward (minima variancia), a distancia entre dois grupos € a soma de
quadrados entre eles adicionados sobre todas as variaveis. Em cada fase de agrupamento,
a soma de quadrados dentro do grupo é minimizada em todas as particbes obtidas pela
fusé@o de dois grupos da fase anterior. Este método minimiza a variéncia dentro dos grupos
formados.

A distancia entre dois grupos, utilizando os método de Ward (1963) e ligacdo média
(Average), sao definidas pelas equacdes 1 e 2, respectivamente:
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onde Dg; = medida de distancia ou dissimilaridade entre os grupos K e L; Xy =

vetor médio para o grupo K; X, = vetor médio para o grupo L; Ny = numero de
observacbes para o0 grupo K:nN, =numero de observagcbes para O grupo L;Wy =
ZieCK”xi - J’EKHZ; W, = ZiecL”xi - JELHZ-

A avaliacdo da existéncia de possiveis distorcbes ocasionadas no agrupamento &
possivel com ainterpretacdo do coeficiente de correlagéo existente entre a matriz de distancias
entre os individuos (X) e a matriz cofenética obtida a partir da analise de agrupamento (T),
chamado Coeficiente de Correlacado Cofenética. O coeficiente foi descrito por Saracli et al.
(2013) conforme a seguinte expressao:

z:'-::j(x{f,j] - x)(f(f.j) - E)

lei{f(x{f.fj = x)?||Zic;(tyy —

em que x (i, j) = | Xi - Xj I, a distancia euclidiana normal entre as observagdesiejet (i,
j) = a distédncia dendrogramatica entre os pontos do modelo Ti e Tj.

Valores maiores de Coeficiente de Correlagdao Cofenética indicam menores distorcoes
provocadas pelo agrupamento dos individuos. Valores inferiores a 0,70 indicam que o
método de agrupamento foi inadequado (BIAGIOTTI et al., 2014). No entanto, Saragcli et al.
(2013) afirmam que valores elevados do coeficiente diminuem com o aumento de animais,
de caracteristicas e de outliers na analise.

Os procedimentos de analises multivariadas foram utilizados como instrumento para
avaliacdo de diversidade genética entre linhagens de frango de corte (YAMAKI et al., 2008;
PIRES et al., 2002), para caracterizacao de diferentes grupos genéticos (FONSECA et
al., 2002) e para comparar caracteristicas de carcaca de galinha naturalizada Peloco com
linhagens de frango caipira (ALMEIDA et al., 2013).

Eles também contribuem para a compreensao das caracteristicas de qualidade do
sémen por condensarem grande quantidade de dados em poucos resultados informativos
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(SILVA et al., 2009) e para classificar modelos nao lineares, por possibilitar a escolha do
melhor modelo para descrever o crescimento e para predizer adequadamente o peso adulto
de animais jovens (SILVA et al., 2011).

51 CONSIDERACOES FINAIS

Estudos detalhados de caracterizagdo fenotipica e genética contribuirdo para o
desenvolvimento de programas de conservacao genética e de criacao estratégica para o
melhoramento genético da populacéo de aves nativas.

Embora os animais possam ser submetidos a programas de melhoramento genético,
€ sempre necessaria a manutenc¢do de grupos dos mesmos em programas de conservagao
genética.

Pesquisas com animais naturalizados que objetivam a manutencao da atratividade dos
animais para os produtores sdo necessarias. E uma maneira de conservar grupos genéticos
sem a necessidade de grandes investimentos.
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RESUMO: As doencas cardiovasculares,
como a aterosclerose, sado causadas
por inflamagcdo crbnica grave devido a
deposicao de 4cidos graxos, principalmente,
em artérias de grande calibre. A alteracdo
da homeostase vascular esta intimamente
relacionada ao inicio da doenca. Além disso,
a patogénese da aterosclerose responde a
acao da imunidade dos pacientes devido
aos processos de inflamacéo. O diagnostico
da aterosclerose baseia-se em métodos
frequentemente invasivos. Assim, novas
abordagens de diagnostico e novas terapias
poderiam melhorar a qualidade de vida dos
pacientes e a taxa de sobrevivéncia dos
individuos afetados por esta importante
doenca cardiovascular. Um grande numero
de alvos genéticos foi descrito como
relacionado a aterosclerose nas Ultimas
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décadas. Especialmente, TP53 e eNOS,
foram testados como biomarcadores para
varias doencas humanas, por exemplo,
cancer e aterosclerose. O primeiro codifica
uma proteina chamada p53, que possui
atividade supressora de tumor através do
controle de processos relacionados ao
reparo do DNA, ciclo celular e apoptose. E
o gene eNOS regula a sintese e a atividade
do éxido nitrico, desempenhando um papel
central em uma gama de fungdes biolégicas
intracelulares, principalmente vasodilatacéo,
defesa contra lesbes celulares vasculares,
ciclo celular, vias metabdlicas e atividade
imune contra espécies reativas. No presente
estudo, apresentamos uma abordagem
de bioinformatica que estabelece os
modelos mais provaveis de interacdes
proteina-proteina entre os dois marcadores
biol6gicos citados acima, a fim de propor
peptideos a serem aplicados como métodos
de diagnoéstico e/ou terapéuticos.
PALAVRAS-CHAVE: eNOS;
aterosclerose; peptideos

pS3;

ABSTRACT: Cardiovascular diseases, such
as atherosclerosis, is caused by a severe
chronic inflammation through the deposition
of fatty acid compounds in arteries of large
caliber. Alteration of vascular homeostasis
is intimately related with the onset of the
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disease. In addition, the pathogenesis of atherosclerosis respond to the action of patients’
immunity due to inflammation processes. The diagnosis of atherosclerosis relies on methods
that are frequently invasive. Thus, new diagnostic and new therapeutic approaches could
deeply enhance patients’ quality of live and the rate of survivability of individuals affected by
this important cardiovascular disease. A large number of gene targets have been described
to be related to atherosclerosis over the last decades. Specially, TP53 and eNOS, have been
tested as biomarkers for several diseases, for example, cancer and atherosclerosis. The
former codes for a protein named p53, which has tumor suppressor activity through the control
of processes related to DNA repair, cell cycle and apoptosis. The latter gene regulates the
nitric oxide synthesis and activity, playing a pivotal role in a gamma of intracellular biological
functions, mainly, vasodilation, defense against vascular cell injuries, cell cycle, metabolic
pathways and immune activity against reactive species. In the present study, we present a
Bioinformatic approach that establishes the most likely models of protein-protein interactions
between the two biological markers cited above, in order to propose peptides to be applied
as a diagnostic and/or therapeutic methods.

KEYWORDS: eNOS; p53; atherosclerosis; peptides

INTRODUCAO

A aterosclerose é uma doenca inflamatéria crénica que se desenvolve pelo acumulo de
acidos graxos na camada mais interna (tunica intima) de artérias de pequeno, médio e grande
calibre. A placa de ateroma, juntamente com fatores plaquetarios, estimulam a proliferacéo
de células musculares nessas regides do sistema cardiovascular. Assim, células musculares,
leucocitos e lipidios se aglomeram no local, levando a um estreitamento do [umen arterial. As
inflamacgdes causadas por esse depoésito pode levar a formacgéao de fibrose e calcificacdo da
placa de ateroma. Seu crescimento causa obstrucao das artérias e a consequente isquemia
local [1]. O principal mecanismo etiopatogénico das doencas cardiovasculares € esse
processo de aterogénese [2]. As células do sistema imunolégico também desempenham
um papel importante na patogénese da aterosclerose durante o processo inflamatério que
ocorre no endotélio [3].

A aterosclerose geralmente comeca na infancia e progride silenciosamente durante
para afase pré-clinica. A partir de entdo, pode se manifestar clinicamente durante a meia idade
de um individuo. [4]. A aterosclerose e suas manifestacées clinicas, como infarto do miocardio
e acidente vascular cerebral isquémico, sao as principais causas de morbimortalidade n o
mundo [5]a trend largely attributable to an epidemiological transition in many countries from
causes affecting children, to non-communicable diseases (NCDs. Varios fatores podem estar
associados a um maior risco de ocorréncia dos eventos cardiovasculares [6]. O fator de
risco mais estudado é a lipoproteina de baixa densidade (LDL). Lipoproteinas, como LDL-
colesterol, contendo apolipoproteina B, lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e
seus remanescentes, lipoproteinas de densidade intermediaria (IDL) e lipoproteina A podem
influenciar diretamente o desenvolvimento da doenca [7].

O diagnéstico da aterosclerose é realizado por métodos ndo invasivos, como eco
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Doppler, e invasivos, como angiotomografia e cateterismo. Aescolha datécnica de diagnostico
esta relacionada a artéria-alvo. Embora a patologia tenha antecedentes genéticos, ndo existe
uma técnica genotipica eficiente o suficiente para um método de diagnostico ndo invasivo e
altamente confiavel. Isso se deve ao complexo trago genético que caracteriza a aterosclerose
e a diversidade de genes e polimorfismos relacionados a doenca [8—10]. Varias pesquisas
tém buscado desenvolver testes genéticos e moleculares para avaliar individuos com alto
risco de desenvolver aterosclerose e outras doencas de cunho complexo [11-13]

TP53 (proteina tumoral 53) e eNOS (6xido nitrico sintetase endotelial) e as proteinas
codificadas por esses genes sao bons alvos como biomarcadores moleculares. A proteina
p53 é conhecida como guardia do genoma, devido ao papel que exerce frente a estabilidade
gendmica [14]typically acting through cell-cycle arrest, senescence, and apoptosis. We
discovered a function of p53 in preventing conflicts between transcription and replication,
independent of its canonical roles. p53 deficiency sensitizes cells to Topoisomerase (Topo.
Além disso, a p53 € uma proteina supressora de tumor que controla o reparo do DNA
[15], o ciclo celular [16] ou processos apoptéticos [17]. As fungdes exercidas pela p53 sao
bem conhecidas e outras fungdes estdo sendo investigadas, como a sua influéncia na
homeostase no sistema cardiovascular. O aumento da expressao génica e proteica da p53
aumenta as taxas de mortalidade em pacientes que sofreram infarto do miocardio, diminui a
funcdo cardiaca, angiogénese e distribuicdo de oxigénio [18-20]. O oxido nitrico (NO) &€ um
composto sinalizador de estresse e o aumento do nivel de NO pode causar danos ao DNA,
o que ativa a p53 e reflete na homeostase geral e vascular, e na suscetibilidade a doencgas
[21,22.

A disfuncao endotelial apresentada por pacientes ateroscleréticos responde a varios
fatores de risco relacionados a doencgas cardiovasculares. Niveis elevados de colesterol
[23]and its complications and statins represent the most potent and widely used therapeutic
approach to prevent and control these disorders\nRECENT ADVANCES: A number of
clinical and experimental studies concur to identify endothelial dysfunction as a primary
step in the development of atherosclerosis, as well as a risk factor for subsequent clinical
events. Oxidant stress resulting from chronic elevation of plasma LDL-cholesterol (LDL-chol,
hipertenséo [24], diabetes [25], tabagismo [26] e outros fatores ambientais [27,28] levam aum
estado pro-inflamatério grave e um endotelial pro-trombdético. Além disso, os polimorfismos
genéticos influenciam a disfuncéo endotelial porque varios genes e as proteinas que eles
codificam exercem funcdes cruciais na regulacao da estabilidade endotelial vascular [29—-31].
O gene eNOS regula os niveis de éxido nitrico, que € vital para varias funcdes bioldgicas
intracelulares, como vasodilatacao[32],homeostase vascular[33], protecdo das artérias
contra les6es[34], ciclo celular[35], vias de sinalizagéo[36]e resposta imune[37].The eNOS
gene has been investigated as a possible biomarker for non-invasive diagnostic and more
efficient treatment of cardiovascular diseases [31,38—40].0 gene eNOS foi investigado
como um possivel biomarcador para diagndstico ndo invasivo e tratamento mais eficiente
de doencas cardiovasculares[31,38-40].

No presente estudo, apresentamos uma abordagem de bioinformatica que
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estabelece os modelos mais provaveis de interagdes proteina-proteina entre os dois
marcadores biologicos citados acima, a fim de propor peptideos a serem aplicados como
métodos de diagndstico e/ou terapéuticos.

Materiais and Métodos

As estruturas tridimensionais das proteinas eNOS e p53 foram modeladas pelo
servidor |-TASSER (lterative Threading Assembly Refinement)[41]. A modelagem se
baseia em modelos homélogsde estruturas de proteinas experimentalmente identificase
disponiveis no PDB (banco de dados de proteinas). A estrutura prevista € montada por
reconhecimento de dobras através de simula¢cdes Monte Carlo.A predicdo da estrutura
secundariafoi estabelecidapelo PSSpred (Previsdo de Estrutura Secundaria de Proteinas)
e a identificacdo de motivospelo LOMETS (Local Meta-Threading-Server) [42].Em
seguida, osfragmentoshomoélogos foramclassificados através de simulagcdes Monte Carlo
[43];0agrupamento de estruturas foi realizado de acordo com a confirmagdo e energia
através do servidorSPEAKERI[44]para identificar estruturas proximas nativas; na ultima
etapa da modelagem proteinca, o refinamento da estrutura da dinédmica molecular e a
previsdo da funcao bioldgica foi realizada pelo servidor COACHI[45].

Os dominios das proteinas eNOS e p53 foram identificados porKBDOCK [46]and
InterPro [47]. As predicdes de proteina-proteina foram realizadas pelo ClusPro [48], através
do agrupamentoe minimizagdo dos modelos preditos. A interagcdo proteina-proteina
(IPP) e a interface de interacao entre as proteinas-alvo s&o construidascom base em trés
coeficientes diferentes considerados individualmente (interagdoeletrostatica, hidrofobicae
Van der Waals) ou em conjunto (equilibriodas interacdes). AsIPPspreditas foramclassificadas
de acordo com as pontuacdes de energia.

O programade Vvisualizacdode estruturas proteicasPyMol (https:/pymol.org) foi
utilizado para analisar os resultados dasPPIs, a interface de interacao entre eNOS e p53,
hotspots preditos, residuos polimdrficos e peptideoscapazes de modular a interagao entre
essas proteinas. Os residuos de aminoacidos que contribuemmaissignificativamente para
a energia livre de ligacdo e estabilidade do PPl na interface de interacdo foram
reconhecidos pelo servidor KFC2 [49]. A base para a identificacdo desses residuos
de aminoacidos € a analise estrutural e quimica do micro-ambiente ao redor dos residuos.
Além disso, os hotspots determinados experimentalmente pela mutagénese da varredura
de alanina sdo levados em consideracdo. Os residuos polimoérficos clinicamente
importantes para as proteinas eNOS e p53 foram identificados através do dbSNP (banco de
dados de polimorfismo de nucleotideo Unico; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/SNP).

Resultados and Discussao

A proteina eNOS regula a disponibilidade de NO, um composto lipofilico que
participa de varios mecanismos biologicos[50]. O NO produzido pela atividade da eNOS
modula, além de outras fungbes, o grau de constricdo experimentado por um
vaso sanguineo [51], progressao do ciclo celular, senescéncia ou apoptose [52], atividade

Estado da Arte da Pesquisa em Recursos Genéticos 2 Capitulo 5




das células do sistema imunoldgico[53,54]e agregacdo plaquetaria[55]. Além disso, a
disponibilidade de NO influencia o céancer[56], a estabilidade gendmica [57]e as doencas
cardiovasculares[31,39].Aproteina p53é uma supressora de tumor classica,relacionada
ao cancer[58]e varias outras doencas relacionadas a instabilidade gendmica, como
endometriose[59], aterosclerose [60]e infertilidade [61].

Abordagens experimentais, juntamente com ferramentasde bioinformatica,
contribuiram para aumentar oconhecimento sobre doencas, desenvolvimento de novos
diagnosticos e estratégias terapéuticas [62,63]. A previséo in silico de hotspots na interface
de complexos proteina-proteina impulsiona o desenhode pequenos peptideos que podem
modular as IPPs, sendo uma técnica promissora paraa elucidacéo de novasabordagens para
o tratamento de doencgas[63—65].A base para essas abordagens é o fato de que certos
residuos de aminoacidos sdo geralmente conservados entre proteinas homélogas ou
proteinas com funcdes semelhantes. A variacdo nesses residuos conservados altera
o estado conformacional de um complexo de proteinas e multiproteinas, aumentando
a suscetibilidade de doencas a doencgas através da reducao, perda ou ganho de fungao [66].
Foi investigado o papel da p53 na aterosclerose e outras doencas cardiovasculares. NO
foi implicado nas funcdes exercidas pela p53 [21]. Como o eNOS é responsavel pela
sintese e disponibilidade de NO, propomos um modode interacdo entre p53 e eNOS de
acordo com os parametros de energia. Nossa abordagem levou ao desenho de peptideos
que poderiam modular a interacéo entre as proteinas alvo e sua funcéo na aterosclerose.
Até onde sabemos, nenhum estudo teve como objetivo propor tal abordagem relacionada
ao eNOS e p53.

A Figura 1 mostra o melhor modo energético de interacdo entre eNOS e p53 e a
interface de interacdo entre as proteinas estudadas. Os modos de interacdo sao baseados
em coeficientes de energia, incluindo eletrostatica, hidrofébica e Van der Waals. Varios
estudos mostram como as forgcas eletrostaticas contribuem para as IPPs[67,68], incluindo
aqueles relacionados ao desenvolvimento de doencas[69].0s residuos de hotspot que
mais contribuem para a interagcdo e estabilizacdo do complexo em relacdo aforcas
eletrostaticasestdo descritos na tabela 1. E importante ressaltar que dentre essas
interacdes eletrostaticas, oefeito hidrofébico nas IPPs &€ uma das principais causas de
aglomeracao de hotspots na interface de interagdo entre proteinas ou proteinas e ligantes
[70].
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Figura 1-Modelo da interacao eNOS e p53 de acordo com coeficientes de forcas
eletrostaticas. Modelo de interagéo entre eNOS e p53 considerando os trés coeficientes de
energia utilizados no presente estudo(interacdo eletrostatica, hidrofébica e Van der Waals. A cor
amarela representa a interface de interagéo entre eNOS e p53.

A clusterizacao conduz a predicao de hotspotse o desenhode peptideos moduladores
em varias abordagens, como as apresentadas aqui. De fato, os hotspots na interface de
interacao entre eNOS e p53 estao proximos um do outro (Tabela 1), formando aglomerados
e contribuindo para a estabilidade do complexo.

_ Pontuacio de Pontuacao
Cadeia Hotspot .

Conformacao Bioguimica

A Arg70 .36 0.04

B Trp244 1,38 029

B Glnd 76 0,52 0,06

B AspdT8 1.37 0.01

B Trp480 1,28 029

a His178 1.21 0,04

a Met243 1,14 022

a Arg280 047 0.07

Tabela 1 -Residuos de hotspots que contribuem significativamente para a energia livre de ligagao
através de coeficientes de energia eletrostaticos

O residuo Arg70 (Figura 2A), presente na estrutura eNOS, interage com dois
residuos da cadeia polipeptidica p53, enquanto Arg280 (Figura 2F) interage com outros
dois residuos. A cadeia lateraldaArg € anfipatica e o aminoacido geralmente é
encontrado na superficie deproteinas, com sua parte hidrofilica interagindo com outros
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residuos polares das proteinas parceiras ou interagindo com o ambiente ao seu redor.[71].
Os residuos GIn476 (Figura 2B), Asp478 (Figura 2C) e Trp480 (Figura 2D) estéo
presentes na estrutura p53 e contribuem significativamente para a estabilidade do
complexo, ligando-se a residuos da cadeia eNOS na interface de interacéo. O residuo,
His178 pertence a um aglomerado de hotspots na estrutura eNOS e contribui
significativamente para a energia livre das proteinas de ligacdo, o que é altamente
importante para a fungéo biolégica do complexo[72,73].Com base nos hotspots preditose
na interface de interacdo entre o complexo formado pelas proteinaseNOS e p53 de
acordo com coeficientes de energia especificos, foram racionalmente projetadospeptideos
moduladores para omodelode interacdo(Figura 3).Até onde sabemos, nenhum estudo
visou 0 desenho de pequenas moléculas para a interacao de tais proteinas, embora varios
outros estudos tenham tentado encontrar peptideos projetados eficientes que pudessem
modular as atividades da eNOS e p53 individualmente ou ao interagir com outras
proteinas-alvo[74,75].

Interface \)\ Arg2an
£ ol &
3 ==
: //- -

m/ Ta)

Figura2-Previsao de hotspotspara o modelo de coeficientes eletrostaticos da interagcao entre

eNOS e p53. Todas as figuras aqui apresentadas mostram interages polares para os residuos de

aminoécidos classificados como hotspots (Tabela 1). A -Arg70; B -Glu476; C -Asp478; D -Trp480; E
-His178; F -Arg280. Azul: eNOS; vermelho: p53; amarelo: residuos de hotspots.

A
%

= His178

A Figura 3A mostra a superficie da proteina eNOS, os residuos de hotspots na
interface de interacdo e uma estrutura secundaria da representacdo do mondémero p53, a
fim de destacar como eles interagem de acordo com os coeficientes de energia em
equilibrio. A Figura 3B mostra o peptideo projetado (a sequéncia dos peptideos néo
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€ mostradapor motivos de patente) ancorado na superficie da eNOS. Em relagéo as forcas
favorecidas eletrostaticas, aglomerados de residuos de hotspotsna superficie da p53
formam /oops que se encaixam nas fendas presentes na superficie da eNOS (Figura 3C).

Figura 3-Interface de interacao, hotspots e peptideos moduladores desenhados racionalmente
para a interacdo eNOS-p53. A -Interface de interagéo entre eNOS e p53 em relagdo a coeficientesde
energia equilibrado. B -Peptideo racionalmente desenhado para modular o modo de interagéo
eNOS-p53 com base em coeficientes equilibrados. C -Interface de interagcdo para o coeficiente
eletrostatico. D -peptideo desenhado racionalmente com base no coeficiente eletrostatico. E -Interface
de interacdo para o coeficiente hidrofébico. F -Peptideo desenhado racionalmente com base no
coeficiente hidrofdbico. G -Interface de interagéo para o coeficiente de Van der Waals. H -Peptideos
desenhados com base no coeficiente deVan der Waals.

Observacoes finais

As doencgas cardiovasculares séo asprincipaiscausasde mortes no mundo. Fatores
genéticos e ambientais aumentam a suscetibilidade a essas doencas. Recentemente,
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a pesquisa se concentrou na predicdoda estrutura, interacdo e outras propriedades
das proteinas que poderiam melhorar os procedimentos terapéuticos e de diagndstico.
As ferramentas de bioinforméticas tornaram-se uma maneira promissora de atingir tais
objetivos e varias abordagens diferentes foram propostas com resultados promissores.
Aqui, usamos uma abordagem in silico para prever o melhor modelo energéticode
interacdo entre proteinas clinicamente importantes (eNOS e p53), para prever a interface
da interacao eracionalmentedesenharpeptideos moduladores a serem testados in vitroe in
vivo e possivelmente usados como terapéuticos.
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