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Resumo

A citogenética surge para estudar a natureza dos cromossomos, dividida em duas
areas, a classica baseada em bandeamentos cromossomicos € a molecular baseada em sondas
fluorescéncia. A citogenética em canideos teve grandes avancos nos ultimos anos devido aos
interesses em pesquisas na investigagdo de doencas hereditarias principalmente na area da
oncologia. O objetivo da presente dissertagdo foi avaliar a tendéncia das publicacdes
cientificas cobre citogenética de canideos usando a base de dados Web of Science por meio de
analise cienciométrica. Os dados foram obtidos atravez da plataforma ISI Web of Science
entre dos anos de 1974 a 2018 utilizando as palavras “canideos”, “citogenética” e
“cromossomos” como termos de pesquisa. Os atigos selecionados foram coletados os dados e
feitas analises quantitativas e testes de exato de fisher e correlacdo de Spearman. Os dados
foram tabulados e analisados por meio de estatistica descritiva. Foram selecionados 210
artigos entre os anos de 1974 a 2018 sendo que 2011 foi o ano com mais publicagdes. Os
Estados Unidos seguido da Polonia foram os paises com maior nimero de autorias somando
35% das publicagdes. O niimero de autores por artigo variou de 1 a 20 e Switonski M. foi o
autor com mais publicagdes. Observando as coautorias e autorias, temos Pozan University
como a maior colaboradora nessa area e a Inglaterra o pais com mais publicagdes. Cerca de
1384 palavras chave foram utilizadas e destas a palavra Dog foi utilizada em 8,2% dos
artigos. Entre os canideos estudados, os caes domésticos foram mais expressivos usado como
metodologia em 79% dos artigos. Destes 42% eram SRD e entre os cdes de ragca o destaque
foi para a raga Beagle em 5,9% artigos. Entre as metologias citogenéticas utilizadas pelos
autores, a técnica FISH foi a mais utilizada em 40,2% dos trabalhos seguida da técnica de
cariotipagem (28,4%) e bandeamento (24,5%). 21,4% dos artigos trataram problemas na area
da oncologia canina sendo a area observada mais expressiva. A quantidade de estudos na area
da citogenética em cdes ainda ¢ pequena, mas a semelhanga entre esses animais com 0s seres
humanos, fazem surgir cada vez mais pesquisas para achar respostas para canceres humanos

utilizando como modelo os caes.

Palavras-chave: Caes. Genética. Artigos Cientificos. Estado da Arte.



Abstract

Cytogenetics arises to study the nature of chromosomes, divided into two areas, the
classical based on chromosomal bundles and the molecular-based fluorescence probes.
Cytogenetics in dogs has made great strides in recent years due to research interests in the
investigation of hereditary diseases mainly in the area of oncology. The objective of this
dissertation was to evaluate the trend of scientific publications on cytogenetics of canids using
the Web of Science database by means of cienciométrica analysis. Data were obtained
through the ISI Web of Science platform from 1974 to 2018 using the words "canids",
"cytogenetics" and "chromosomes" as search terms. The selected atlases were collected data
and made quantitative analyzes and fisher exact tests and Spearman correlation. Data were
tabulated and analyzed using descriptive statistics. 210 articles were selected from 1974 to
2018, with 2011 being the year with the most publications. The United States followed by
Poland were the countries with the highest number of authorships accounting for 35% of the
publications. The number of authors per article varied from 1 to 20 and Switonski M. was the
author with more publications. Looking at the co-authorships and authorships, we have Pozan
University as the largest collaborator in this area and England the country with the most
publications. About 1384 keywords were used and of these the word Dog was used in 8.2% of
the articles. Among the canids studied, domestic dogs were more expressive used as
methodology in 79% of the articles. Of these 42% were SRD and among the dogs of race the
highlight was for the Beagle breed in 5.9% articles. Among the cytogenetic methods used by
the authors, the FISH technique was the most used in 40.2% of the works followed by
karyotyping technique (28.4%) and banding (24.5%). 21.4% of the articles dealt with
problems in the area of canine oncology being the most expressive area observed. The number
of studies in the area of cytogenetics in dogs is still small, but the similarity between these
animals and humans, makes more and more research to find answers to human cancers using

the model dogs.

Keywords: Dogs. Genetics. Scientific articles. State of art.



1. INTRODUCAO

A Citogenética surgiu como uma ciéncia hibrida formada pela unido entre a citologia e
a genética, tendo como natureza o estudo dos cromossomos, isolados ou em conjunto,
condensados ou distendidos, tanto no que se refere na sua morfologia, organizagdo, fungao,

quanto também a sua variagao e evolucao (LACADEMA, 1996; BRAMMER, 2007).

Inicialmente, a Citogenética como ciéncia foi dividida em duas areas (BREEN, 2008):
(a) A citogenética classica, baseada na andalise do material genético em divisdo celular
mitdtica, principalmente na fase de metafase, onde a molécula de DNA encontra-se
condensada. (b) A citogenética molecular, caracterizada, sobretudo, pelo empego de sondas
fluorescentes completares a uma sequéncia alvo do DNA ndo necessitando que o material

genético esteja em divisdo celular.

A citogenética molecular consiste em técnicas para visualizacdo de sequencias
definidas de DNA, em preparagdes celulares, através da hibridizacdo se sequencias
complementares chamadas de sondas (PARDUE & GALL, 1969). O objetivo ¢ a verificagdo
se a célula, ou tecido, possui essa sequéncia especifica de nucleotideos ou conhecer sua exata

localiza¢@o na célula ou no cromossomo (ROGATO & RAINHO, 2000)

Como ferramenta auxiliar a citogenética, as técnicas de bandeamento cromossomico
expandiram os horizontes no campo da citogenética e sua primeira aplicagdo se deu no
pareamento cromossomico, possibilitando compreender melhor as alteracdes cromossomicas

que se estabelecem em cada genotipo (GUERRA, 1988)

Especificamente a citogenética de canideos avangou significamente a partir do ano
2000, estimulada principalmente pelo interesse em caes (Canis Lupus familiaris) na
investigacdo de doencas hereditarias (FERGURSN-SMITH et al. 2007). Contudo, os
trabalhos citogenéticos com canideos apresentam um alto nivel de dificuldade, destacando: (a)
Complexidade em se estabelecer um correto pareamento cromossdmico orientado por
bandeamentos especificos, por exemplo o do cdo, apresentando aproximadamente 2,4 Gb de
DNA dividido em 78 cromossomos, sendo que 38 pares sdo autossdmicos e classificados
como acrocéntricos ¢ um par sexual heterogamético XY para machos e XX para fémeas

(BREEN, 2008).

Os estudos comparativos entre genomas estdo fornecendo uma grande quantidade de
informacdes e correlacdes no contexto de satde Unica, sobretudo ao fato que caes

compartilham doencas, herdadas ou esporadicas, com os seres humanos (OSTRANDER &
11



WAYNE, 2005). A maioria das doencas genéticas hereditarias que acometem os canideos,
principalmente o cdo doméstico, ¢ causada por mutacdes em genes especificos ortdlogos aos

genes humanos (OSTRANDER & GINIGIR, 1997).

Além dos caes, outros canideos como as raposas, lobos e cdo guaxinins, foram
estudados por meio de técnicas citogenéticas, na busca de entender os seus genomas e a

filogenia e evolucdo dessa familia de canideos (OSTRANDER, 2007).

Para mensurar a propagacdo do conhecimento cientifico e o fluxo da informagao surge
na antiga Unido Soviética e ganha forca na Hungria o termo cienciometria (VANTI, 2002).
Essa metodologia auxilia avaliar a importancia de um determinado tema e demonstrar as
tendéncias e contribui¢des, cientistas e paises em relagdo ao avanco cientifico e tecnoldgico

(STREHL & SANTOS, 2002).

Dessa forma foi realizado uma quantificacdo das producdes cientificas da familia

Canidae, na busca de entender a natureza das pesquisas citogenéticas realizadas nesse grupo.

12



2. OBJETIVOS
2.1 Geral

O objetivo da presente dissertacdo foi avaliar a tendéncia das publica¢des cientificas sobre
citogenética de canideos usando a base de dados Web of Science por uma analise

cienciométrica no periodo de 1974 a 2018.

2.2 Especificos

e Analisar quantitativamente as publicagdes cientificas acerca da citogenética em
canideos em periodicos indexados a base de dados Web of Science;

e Descrever as tendéncias dos estudos analisados em fun¢ao dos objetivos e achados
cientificos que justifiquem o emprego da citogenética em canideos.

e Avaliar os Fatores de Impacto dos periddicos em que os artigos foram publicados.

e Quantificar as producdes do tipo artigo de revisao e do tipo original.

e Demonstrar o numero de artigos por décadas de acordo com os paises de origem.

e Testar as associagdes entre o ano das publicagdes com o numero de autores e entre o
numero de citagdes e o numero de autores.

¢ Quantificar e analisar as palavras chaves utilizadas pelos autores.

e Demonstrar os artigos e autores mais citados entre os trabalhos selecionados.

e Determinar quais espécies dentro da familia de canideos que compuseram os estudos
de citogenética

e Determinar dentro da espécie Canis lupus familiares, quais ragas sao mais frequentes
em estudos citogenéticos indexados a plataforma Web of Science.

e Identificar as metodologias citogenéticas utilizadas em trabalhos usando canideos.

e Inferir os objetivos principais das pesquisas nos artigos.

13



3. REVISAO DE LITERATURA
3.1 Marcos importantes que corroboraram com o surgimento da citogenética

De modo geral, a citogenética € o campo da genética que estuda todos os aspectos que
envolvem o0s cromossomos, tais como: sua estrutura, composicdo e papel na evolugdo e
quando oportuno, o desenvolvimento de doencas. Esta ciéncia foi constituida no final do
século XIX para o inicio do século XX, com o avango na melhoria de lentes e sistemas de
microscopias Opticos que com o passar do tempo foram evoluindo de rudimentares para

otimizados (SOARES-SCOTT, 2005).

No ano de 1882 foram publicadas as primeiras ilustragcdes dos cromossomos humanos
pelo citologista e professor Walter Flemming, que também referiu a parte coravel do ntcleo
como cromatina (CAPERSSON, T. 1979). Ap6s 5 anos, Von Waldeyer (1888) sugestionou a
palavra “cromossomo”, em referéncia as palavras gregas ‘“corpo colorido” (LEVITSKY,

1924).

A partir da redescoberta dos trabalhos de Mendel em 1990, Sutton formulou a Teoria
Cromossdmica da Heranga, que alinhava as areas da genética e da citologia em uma 4rea

comum denominada citogenética (SUTTON, 1903).

Outro marco importante, relativo ao inicio da citogenética, foi decorrente a trabalhos
de diversos autores, impulsionados em decorréncia da melhoria dos sistemas de microscopia
Optica, objetivaram a determinagdo do numero correto dos cromossomos humanos
(GUERRA, 1988). Assim, foram apresentados diversos resultados, como descrito por
Winiwarter et al. (1912), sugerindo que os homens e mulheres apresentavam em suas células
47 e 48 cromossomos, com o mecanismo de determinagdo sexual XX/X0. Ja Painter et al.
(1923), propds que nos humanos apresentavam 2 cromossomos sexuais, X ¢ Y, e um total de

48 cromossomos.

Nesse contexto, o termo cariotipo foi sugerido por Levitsky (1924), com o objetivo de
propor um modelo para a representagdo ordenada dos cromossomos. Contudo, devido a
dificuldade na visualizagdo dos cromossomos, a quantidade de 48 cromossomos para a

espécie humana se manteve e foi também observada por outros pesquisadores

(WINIWARTER, 1926) (HSU, 1952).

De acordo com os proprios autores como “um erro laboratorial”’, Hsu & Pomerat

(1953) observaram que ao lavarem as laminas com solugdo hipotonica € nao em solucao

14



isotonica, perceberam que poderia aumentar o tamanho celular, o que possibilitou uma maior
separa¢do dos cromossomos, contribuindo com os resultados que com o passar do tempo se

tornaram mais confiaveis e corretos.

Ford & Hamerton (1955) reportaram um pré-tratamento das células com colchicina, o
qual permitiu paralisar o fuso mitotico e assim obter células no estagio de divisdao celular
desejado. Entretanto, somente no ano de 1956, Tiijo & Levan (1956) concluiram em seus
achados que as células humanas, ao invés de apresentarem 48 cromossomos, de fato
apresentavam 46 cromossomos. Porém, no mesmo ano, Ford & Hamerton (1956)
confirmaram estes resultados, deixando em contatagdo aproximadamente 30 anos de

informacao incipente.

Os estudos foram se tornando cada vez mais promissores € focaram a investigacao e a
associacdo de sindromes aberragdes cromossomicas. Em destaque, as sindromes
cromossomicas: (a) Sindrome de Down, descrita por Lejeune em 1959, como uma trissomia
envolvendo um dos menores pares de cromossomo, o 21. (b) A Sindrome de Turner, descrita
por Ford em 1959, onde mulheres apresentavam somente 45 cromossomos com apenas um
unico X. (c¢) A Sindrome de Klinefelter foi relatada por Jacobs e Strong (1959), onde homens
apresentavam um numero a mais na quantidade do cromossomo sexual X, totalizando um

cariotipo com 47 cromossomos.

A partir da década de 60, outras anormalidades cromossdmicas foram sendo
relacionadas com sindromes. Patau (1960) descreveu uma anomalia, onde duas criangas
apresentavam uma trissomia dos cromossomos 13. No mesmo ano, Edward relatou outra

trissomia envolvendo os cromossomos 18.

Eventos envolvendo a perda de uma parte de material genético também foi relacionada
a algumas sindromes como observado por Lejeune em 1964, que relatou trés recém-nascidos
com a sindrome Cri-Du-Chat, e permitido por técnicas citogenéticas, foi determinado que

esses individuos apresentavam uma dele¢ao no braco curto do cromossomo 5.

Um importante marco para o desenvolvimento da Citogenética foi decorrente aos
estudos de Casperson (1970) e Caperson et al. (1971) inicialmente envolvia o uso de um
sistema de coloragdo de material genético com compostos fluorescentes derivados de
quinicrina e posteriormente foi apresentado um padrao de bandeamento para cada par dos

cromossomos humanos.

15



Contudo, a técnica descrita por Casperson (1970) e em Caperson et al. (1971)
apresentava algumas dificuldades, como a fluorescéncia, que se apagava apds um curto
espaco de tempo e o custo para a produgdo desta coloracdo (ARRIGHI & HSU, 1971). Entao,
foi descrito por Drets ¢ Shaw (1971) um novo método de producdo de bandeamento
cromossomico utilizando coloragdo Giensa, facilitando a utilizagdo da citogenética em

diferentes abordagens.

Impulsionada por avangos tecnoldgicos na area, um grande numero de sindromes e
anomalias foram relacionadas a aneuploidias, dele¢des, translocacdes, inversoes,
mosaicismos, inser¢des e rearranjos (HOCKELMAN, 1993). Dessa forma, a partir da
possibilidade em se identificar regides menores do material genético, surgiu a citogenética
molecular, caracterizada, sobretudo, pela técnica de hibridizagao fluorescente in situ. A partir
dessa técnica e de outras derivadas dela, um grande avango ocorreu na area de Citogenética,
sendo assim capaz de responder a diferentes questdes que acometem o material genético nao

apenas nos seres humanos, mas também em outras espécies (FERGUSON-SMITH, 2005).

3.2 Metodologias para o estudo da Citogenética

Na realizacdo das analises cromossomicas, considerando técnicas mais simples,
abrangendo também técnicas mais complexas, a observagao dos cromossomos de animais, na
grande maioria dos casos, ¢ dependente de protocolos metodologicos que cursam com

processos de cultivo celular (ROGATTO & RAINHO, 2000).
3.2.1 Cultura de células para analise de cromossomos

As técnicas de andlise Citogenética tem o objetivo de analisar um conjunto de
cromossomos que compde determinada célula ou segmentos especificos de cromossomos,
com o intuito de visualizacdo de um cariotipo ou para permitir a identificagdo de algum tipo
de alteracdo cromossdmica que ird suceder em algum tipo de anomalia genética (PEREIRA,

etal. 2011).

Entretanto, o cultivo in vitro de células apresenta algumas diferengas ao comparado
com o sistema in vivo, mesmo considerando protocolos que estejam otimizados o mais
proximo da realidade. As principais diferengas sao (VERMA & BABU, 1995): (a) células que
in vivo cresciam em um modelo tridimensional, in vitro encontram em um meio que favorece

seu espalhamento, (b) cultivos in vivo envolvem também a proliferacao de diferentes células,

16



0 que ndo ocorre em cultivo in vitro com o uso de meios especificos e, (c¢) o cultivo in vitro
substitui o uso de animais em algumas pesquisa, apresentando vantagens como

homogeneidade da amostra e controle do ambiente quando comparado ao uso de animais.

De acordo com a origem do tecido, as células necessitam ou nao de interagcdo entre
elas. As células oriundas de tecido duro dependem de ancoragem, e assim sdo classificadas
como células aderentes. Esse tipo de célula precisa de adesao em uma superficie de contato
para que se dé€ o inicio a proliferacdo. O tipo de células influencia no tipo de garrafa de cultura
que serd utilizado. Para as células aderentes a garrafa deve apresentar uma carga negativa que

medeia a producao de proteina de adesao (ROGATTO & RAINHO, 2000).

Entretanto as células que nao necessita de interacdo ou ancoragem para se multiplicar
e sobreviver, sdo conhecidas como células ndo aderentes. Essas células sdo de origem
hematopoiética, de linhagens transformadas ou de tecido tumoral (ROGATTO & RAINHO,
2000).

Para o sucesso ou bom andamento das pesquisas relacionadas a cultura de células o
ambiente e o profissional que realizar as culturas deve seguir praticas e EPIs (Equipamentos
de Prote¢ao Individual) adequados para que nao contaminem o material dessa forma o
trabalho deve ser realizado nas cabines de fluxo essencialmente limpas (CARVALHO &

RECCO-PIMENTEL, 2001).

Eagle (1995), foi um dos primeiros pesquisadores a estudar as necessidades de
nutricao para cultivo de células de mamiferos, dessa forma conseguiu definir um meio
minimo essencial para o crescimento celular destas linhagens, conhecido como meio minimo

essencial de Eagle.

Para que as células continuem se desenvolvendo, ¢ necessario ter disponivel as
mesmas condi¢des do corpo em que foram retiradas, para que sejam supridas as necessidades
metabolicas, energéticas e estruturais, portanto, sdo adicionados diversos compostos em um

meio de cultura (EAGLE, 1955).

Deste modo ¢ necessario antes de iniciar um experimento com cultura de células ¢
pesquisar protocolos na literatura ¢ bancos de dados para escolher um meio de cultura
adequado, pois a propor¢ao de cada nutriente consumido por diferentes rotas do metabolismo

celular depende do estado metabdlico das células (CRUZ et al., 1999)
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Para esses trabalhos alguns requisitos sdo basicos para a coducdo das investigacdes,
como a agua que ¢ essencial nos meios de cultura e no intuito de evitar a contaminagao, ¢
indicado o uso de agua ultrapura, mas devido seu custo, a dgua deionizada ¢ utilizada no

preparo dos meios (GUERRA, 2002).

Outro importante requisito para o crescimento celular ocorra o pH deve estar entre 7 a
7,6 se mantendo dentro desses nimeros devido a utilizacdes de solugdes tampdes que resiste

as variagdes do pH. (CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2001).

O controle microbiolégico do meio ¢ essencial evitando a proliferacdo de bactérias e
fungos, assim ¢ necessario o uso de antibioticos e fungicidas para controlar a contaminacao

microbiologica (GUERRA, 2002).

Tratando de um complexo de proteinas uteis para a nutricdo e adesdo celular, o soro ¢
um suplemento que estimula o transporte de glicose, fosfato e aminidcidos e aumenta a
permeabilidade das membranas. Os soros mais utilizados sao de origem bovina, sendo um
suplemento mais efetivo para a multiplicagdo celular, devido a elevada quantidade de fatores

de crescimento e as baixas concentragdes de imunoglobulinas (MORAES et al., 2008)

O comportamento das células durante o processo de cultura apresentar um padrao de
crescimento sigmoidal (figura 1) denominada como curva de crescimento (KEAGLE, 2005).
Esse processo pode ser observado em quatro etapas:

a) Fase lag: Intensa atividade metabdlica, com duragdo variada de acordo com a densidade
celular, mas sem ocorrer proliferacao celular.

b) Fase log: Maior variabilidade e atividade metabodlica, também chamada de exponencial, as
c€lulas nessa fase estdo em constante e maxima multiplicagao.

¢) Fase estacionaria: Devido a competi¢dao pelo meio, o numero de células novas € igual ao
numero de células que morrem. Essa fase pode ser adiada se o meio for renovado.

d) Fase de declinio: Ocorre quando o meio ndo supre as necessidades das células e ocorre um

grande numero de morte celular.
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Figura 1 — Curva padrio de crescimento de células normais. Adaptado de Castilho et al. (2006)

O entendimento das fases do crescimento, apresentadas por células em processos de
cultura sdo importantes para direcionar a manutencdo ou na paralisagdo do ciclo celular
(ROGATTO & RAINHO, 2000). Além disso, a otimizacdo do método e sua transferéncia
entre diferentes espécies sdo dependentes do conhecimento da curva de crescimento celular
(KEAGLE, 2005).

A escolha do tecido ou tipo celular influencia no manejo e protocolos a serem
utilizados. Devido a isso, o sangue ¢ o tecido mais utilizado para diagnostico citogenético em
humanos e para outros animais (CARVALHO & RECCO-PIMENTEL, 2001).

Algumas caracteristicas apresentadas por este tecido favorecem sua escolha
(ROGATTO & RAINHO, 2000), como por exemplo: (a) requer menos cuidados quando
comparados a outros tecidos, sobretudo sua manutencdo, (b) Facilidade de coleta, observava
na maioria dos animais, e (c¢) facilidade de adaptagao de protocolos para outras espécies. Entre
os diferentes tipos celulares observados no sangue, os Linfocitos T, destacam-se por serem
rusticos, resistentes e responsivos quando estimulados em cultivo celular (GUERRA &
SOUZA, 2002), dessa forma esses sdo amplamente usados em protocolos para a obtengdo

cromossomica.

3.2.1.1 Cultura de Linfécitos T em curto prazo
A cultura de Linfécitos T em curto prazo descrita por Fenech e Morley (1985) para

analise cromossdmica ¢ um processo formado pelas seguintes etapas:

a) Inicialmente ¢ feito a coleta do sangue periférico em seringas heparinizadas;
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b) Apds, as células serdo semeadas, em uma camara de fluxo laminar, em meio de cultura
(que contém nutrientes, suporte celular basal, soro fetal bovino, estreptomicina,

fitohemaglutinina e penicilina);

¢) A suspensio celular ¢ incubada em estufa com 5% de CO* e a 37 °C de temperatura,

durante 24 ou 72 horas;

d) Apos a incubagdo, deve-se adicionar a colchicina ao meio de cultura, esta substancia afeta
o comportamento da cromatina, interrompendo o ciclo de divisdo na fase de metafase, dessa
forma, os cromossomos, quando observados com auxilio de microscopio, se apresentarao
espacados (preferencialmente) e gradualmente maiores. O tempo de atuacdo da colchicina

pode variar entre 1 a 2 horas;

e) Em seguida, o meio passa por centrifugagdo para a retirada da substincia aplicada
anteriormente, o meio de cultura € sujeito a um tratamento com solu¢do hipotdnica,
geralmente composta por KCL, objetivando o aumento de tamanho do nucleo celular,

permitindo que os cromossomos fiquem livres no nucleo;

f) Apos a centrifugacdo, o meio de cultura serd sujeito a sucessivas lavagens com uma solugao

fixadora (metanol), com o objetivo de eliminar eventuais residuos celulares;

g) Goteja-se a suspensdo (apds centrifugagcdo e lavagem) em uma lamina de vidro, com o
auxilio de uma pipeta Pasteur, a uma determinada altura da lamina, permitindo uma melhor
distribuicdo dos cromossomos, permitindo que fiquem separados, para uma melhor
visualizagdo. Esse processo ¢ chamado de preparacao cromossomica;

h) Finalizada a preparacdo cromossOmica, cora-se as laminas para visualizagdo dos
cromossomos. A coloragdo de Giemsa ¢ a mais frequente op¢do para ser usada em praticas

citogenéticas;

3.2.2. Técnicas de bandeamento e coloracao
Existem muitas maneiras para preparar e corar laminas para analise de cromossomo,
sendo que para a escolha da técnica dependera dos objetivos desejados e dos recursos
disponiveis (GUERRA, 1988).
Até na década de 70 os cromossomos eram corados com corantes que tinham
afinidade pela cromatina, mas sO era possivel diagnosticar aneuploidias devido os

cromossomos serem corados uniformemente (WALKER, 1999).
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Na atualidade as técnicas de coloragdo foram divididas em duas: que produzem bandas
ao longo do cromossomo e as que marcam regides especificas. A eficiéncia da técnica que
produzem bandas depende da condensagcdo dos cromossomos. Os menos condensado
possibilita a visualizagdo de mais bandas. Um bandeamento de alta resolugdo corando
cromossomos na prometafase permite a visualizagao ¢ em torno de 850 bandas enquanto uma
resolucao moderada com os cromossomos em metafase, o numero de bandas gira em torno de
500 (KEAGLE, 2005).

A primeira técnica de marcagdo foi o bandeamento Q, onde as bandas sdo obtidas da
utilizacdo de corantes fluorescentes, os fluorocromos. Essa marcagdo permite estudar
polimorfismos da intensidade de fluorescéncia na regido pericentromerica dos cromossomos
1, 3, 4 e 16, regides satélites e pericentromericas dos cromossomos acrocéntricos, além de
detectar a presenca do cromossomo Y (ALBANI & JONES, 1989). Mas a fluorescéncia ndo ¢
permanente, trazendo desvantagens para essa técnica, pois € necessaria uma rapida avaliagao
das laminas e uso de microscopio de fluorescéncia (VERMA, 1985).

De acordo com Morais (2007) a técnica mais utilizada nos laboratdrios de rotina ¢ o
bandeamento G. Essa técnica utiliza a enzima Tripsina e a coloragdo com Giemsa produzindo
bandas escuros e claras possibilitando a identificagdo dos pares cromossdmicos. As regioes
ricas em sequencias de nucleotideos AT formam as bandas escuras, sendo que as sequencias
de GC formam as bandas claras (GARDNER, 2012). Diferente do bandeamento Q, esse
apresenta uma durabilidade na coloragdo € um baixo custo, possibilitando uma analise mais
detalhada das metafases (VERMA, 1985).

Oposto dos padrdes produzidos pelos bandeamentos Q e G, a técnica de bandeamento
Reversa (bandeamento R), necessita de um tratamento das ldminas com vdrios tampdes em
alta temperatura seguido pela coloragdo com Acridina laranja ou Giemsa. As bandas ricas em
GC serao fluorescentes e escuras possuindo uma grande quantidade de genes ativos, ja as
bandas ricas em AT serdo opacas e claras (KEAGLE, 2005).

Quando as técnicas de bandeamento Q, G e R ndo responde ao objetivo tragado, deve-
se utilizar as técnicas que marcam regioes especificas do cromossomo (GARDNER, 2012)

Para corar a regido de heterocromatina constitutiva utiliza a técnica de bandeamento C
que permite em cromossomos humanos especificamente, marcar regides polimorficas
pericentricas dos cromossomos 1, 9 e 16 e a por¢do distal do bragco longo do cromossomo Y.
Para que possa formar as bandas C utiliza o Hidroxido de Bario ou Alcalis para desnaturar a

molécula de DNA e quando a mesma ao se renaturar, as regides em que tem a presenga de
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DNA repetitivo se juntam mais rapido formando bandas. Essa técnica ¢ util para detecgdo de
cromossomos dicentricos e para distinguir os pares dos cromossomos 8 € 9, por esses serem
bastantes semelhantes quando corados através do bandeamento G (RIED ef al., 1998).

Pelo protocolo de coloracdo pela prata ¢ possivel observar as Regides Organizadoras
de Nucléolos. Também conhecida essas regides como RONs, nelas estdo localizados genes
responsaveis pela producdo de RNAs ribossomicos que sintetizam todas as proteinas das
células. Mas para que as RONs apresentem afinidade pela prata, essas regides devem estar

transcricionalmente ativas (SHAFFER et al., 2012).

3.2.3. Cariotipo

O cariotipo ¢ uma representacdo do conjunto de cromossomos de uma espécie
caracterizado pelo nimero, forma e tamanho dos cromossomos (GUERRA & SOUZA, 2012).
Pode ser representado a partir de imagens ou esquemas fornecendo informagdes a respeito da
organizacao dos cromossomos (GUERRA, 1988).

O ideograma ¢ a representacdo esquematizada que utiliza valores médios da posi¢ao
dos centromeros e o tamanho de cada cromossomo (KAVALCO, 2002).

O caridtipo pode ser representado por fotografias bem detalhadas das metafases.
Conhecido como Cariograma (figura 2), essa representacdo necessita que 0S Cromossomos
estejam bem corados e individualizados. A partir da imagem gerada da metafase, os
cromossomos sao reordenados € os homologos sdo emparelhados e enumerados por ordem de

tamanho e posicao centromérica (GUERRA, 1988).
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Figura 2 — A. Cariograma de um cdo doméstico organizado em 38 pares de acordo com os padrdes de bandas. B.
Cromossomos metafsicos do cio doméstico. Disponivel em: https://www.akc.org/expert-advice/dog-
breeding/genetics-for-dog-breeders/. Acesso em 04 de fevereiro de 2019.

3.2.4. Hibridizacao In Situ por Fluorescéncia

Derivado do inglés fluorescent in situ hybridization (FISH), essa metodologia consiste
em detectar determinadas sequencias de DNA, avaliar o nimero ou a organizacdo de um
cromossomo in situ (READ & DONNALI 2007).

Pardue e Gall nos anos de 1969 descreveram essa técnica, marcando a transi¢ao da era
da citogenética classica para a da citogenética. Baseado no fato de que o DNA ¢ formado por
das fitas complementares, que sdo facilmente desnaturadas e renaturadas. No momento do
processo de renaturacdo das fitas, sondas inseridas ao meio, serdo hibridizadas em regides
homologas dentro da célula, permitindo a localizagao precisa (MORALIS, 2007)

Quando descrita em 1969, Pardue e Gall utilizavam sondas marcadas radioativamente.
Atualmente a deteccdo ¢ realizada por fluorocromos, uma molécula que quando excitada por
comprimentos de luzes especificas florescem (VERMA, 1995).

A técnica envolve a preparacdo de laminas, isolamento e marcagdo da sequéncia
desejada de DNA e a hibridizagdo dos cromossomos. Para que seja possivel visualizar as
regides hibridizadas com a sonda, € necessario associar um corante a sonda € uma outra cor ao

restante do material genético (Figura 3) (ROGATTO & RAINHO, 2000).
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Figura 3 — Sinais de fluorescéncia resultantes da hibridacdo de sondas moleculares especificas nos cromossomos

sexuais no: (A) Cio doméstico; (B) Raposa do Artico; (C) Raposa Vermelha; (D) Guaxinim Chinés.

A tecnologia FISH pode atender a varias regides do genoma. Utilizando sondas
especificas para cromossomos individuais ou regides génicas, os marcadores podem
identificar rearranjos cromossdmicos (CHEN, et al., 2007).

A utilizagdo dessa técnica apesar de ser melhor que as técnicas de coloracdo cléssicas,
ainda assim sua utiliza¢do ¢ limitada pela necessidade de um alvo especifico com base em

uma regido gendmica suspeita de um diagndstico clinico (KAVALCO, 2004).

3.2.5. Microarranjos cromossomicos
A técnica de microarranjos cromossomicos atende ao genoma inteiro
simultaneamente, pois ¢ representado em laminas contendo seguimento de DNA que
representa todo o material genético (COULTER, et al., 2011). Com essa técnica ¢ possivel

detectar de forma ampla ganhos e perdas relacionadas ao nimero de copias, através do
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processo de hibridizagdo de duas amostras para devidos microarranjos (BALDWIN, et al.,
2008).

Outra alternativa, ¢ a utilizagdo de polimorfismos de nucleotideos tinico, os SNP. A
representatividade e a intensidade relativa dos alelos em diferentes regides do genoma
indicam se o cromossomo ou a regido especifica estd presente ou ausente na dosagem
apropriada (DAN, et al., 2012).

As técnicas com microarranjos vém apresentando resultados revelando varios tipos de
alteragdes gendmicas que nao foi possivel pelo bandeamento G (DEBATISSE, et al., 2012).

A metodologia de microarranjos fornece apenas o numero relativo de copias de
sequéncia do DNA, mas limita a informagdo de que essas copias foram transloucadas ou
rearranjadas. S3o reveladas também variagdes pequenas no nimero de copia, que ndo se sabe
o significado clinico. Esses achados estdo sendo documentados, mas muito parecem ser
variacoes de copias benignas, ressaltando a natureza unica de cada genoma e enfatizando o
desafio de diagnostico para o que pode ser considerado um caridtipo normal € o que parece

ser patogénico (GREEN et al., 2013)

3.3 - Citogenética aplicada a canideos

Entre muitos métodos para estudar a variagdes genéticas estdo as andlises citogenética.
Esse tipo de analise apresenta uma enorme dificuldade quando se trabalha com canideos,
principalmente por apresentarem um grande nimero de cromossomos (Tabela 1), pequenos e

em grande maioria acrocéntricos (BREEN, 2008).

Tabela 1 — Espécies da familia Canidae e seus respectivos nimeros de cromossomos

Espécies Nome popular 2n
Canis familiaris Cao doméstico 78
Canis lupus Lobo 78
Cuon alpinus Cao selvagem asiatico 78
Cerdocyon thous Cachorro do mato 74
Alopex lagopus Raposa do artico 50
Vulpes velox Raposa veloz 50

25



Vulpes vulpes Raposa vermelha 34+B’s

Vulpes corsac Raposa das estepes 36
Fennecus zerda Feneco 64
Nycteruetes procyonoides Cao Guaxinim 38+ B’s
Urocyon cinereiargenteus Raposa cinzenta 66

B’s: NIE, et al. 2003; GRAPHODATSKY, et al. 2001.

3.3.1 - Cariotipo Canino

Estudos de células meidticas determinaram a presenca de 78 cromossomos nas células
do cao (MINOUCHI, 1928) e confirmado mais tarde por Gustavsson (1964) usando linfocitos
periféricos cultivados. O cariotipo compreende 38 pares de autossomicos acrocéntricos, um
grande cromossomo submetacéntrico X e um pequeno cromossomo Y metacéntrico (Figura
4).

O cromossomo 1 do cdo tem 125Mb de tamanho e ¢, portanto, menor que o
cromossomo humano 12. Exceto os cinco primeiros cromossomos, todos sdo menores que o
cromossomo 18 humano (LINDBLAD-TOH et al., 2005).

O genoma canino permite a identificagdo precisa apenas dos cromossomos sexuais, 1 e

38 em virtude do seu tamanho e morfologia (LINDBLAD-TOH et al., 2005).




Figura 4 — Metafases caninas com um cariétipo 78, XX (BREEN, 2008).

Uma variedade de caridtipo com bandas para cao foi publicada nos ultimos 40
anos, mas os padrdes de bandas cromossdmicas ndo oferecem discriminagdo suficiente
para descrever o cariotipo dos canideos com confianca (BREEN, 2008).

Nos anos 90 foi criado um Comité no Worshop DogMap para propor uma
nomenclatura cromossdmica do cariotipo canino para ser aceito universalmente. Pela
citogenética convencional o Comité conseguiu identificar os cromossomos 1 até o 21,
definindo que um caridtipo padronizado completo exigiria o uso de reagentes
citogenéticos moleculares (SWITONSKI, 1996).

Em 2000 a Sociedade Internacional de Genética Animal propds o sistema de

numeragdo de todos os cromossomos caninos no Workshop DogMap (Tabela 2)

(LINDBLAD-TOH et al., 2005).
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Tabela 2 — Nomenclatura e tamanho fisico dos cromossomos caninos.

Cromossomo Tamanho em Mb Cromossomo Tamanho em Mb
CFA 01 125 CFA 21 54
CFA 02 88 CFA 22 64
CFA 03 94 CFA 23 55
CFA 04 91 CFA 24 50
CFA 05 91 CFA 25 54
CFA 06 80 CFA 26 42
CFA 07 83 CFA 27 48
CFA 08 77 CFA 28 44
CFA 09 64 CFA 29 44
CFA 10 72 CFA 30 43
CFA 11 77 CFA 31 42
CFA 12 75 CFA 32 41
CFA 13 66 CFA 33 34
CFA 14 63 CFA 34 45
CFA 15 67 CFA 35 29
CFA 16 62 CFA 36 33
CFA 17 67 CFA 37 33
CFA 18 58 CFA 38 26
CFA 19 56 CFA X 126
CFA 20 61 CFAY 27

Fonte: (LINDBLAD-TOH et al., 2005). CFA — Canis familiares.

3.3.2 - Mapeamento do genoma canino

Com a padroniza¢do da nomenclatura dos cromossomos, o uso da tecnologia FISH
abriu a porta para ser realizado o mapeamento do genoma canino.

No primeiro mapa do genoma integrado do cao realizado por Breen (2001), 266 clones
de cosmideo onde cada um continha um marcador microssatélite polimoérfico foram utilizados
para definir suas localizagdes citogenética. Distribuido por todos os cromossomos, esses
clones serviram como pontos citogenéticos importantes e permitiram que 1800 marcadores
integrasse o mapa Hibrido Radiolégico (RH) do genoma canino bem como os subsequentes
3.279 (GUYON, 2003) e 4.249 (BEEN, 2004) marcadores, relatando a localizag¢do precisa de
1000 clones de cromossomos artificiais bacteriano (BAC).

Com o desenvolvimento de reagentes a citogenética molecular, tornou-se possivel o
desenvolvimento de uma biblioteca BAC. O RPCI-81 (LI, 1999) foi construido a partir de um
Doberman Pinscher e representa 8,1! da cobertura do genoma com um tamanho médio de
inser¢ao de 155Kkb.

Especificamente para estudos citogenéticos moleculares, clones da biblioteca BAC

RPCI-81 foram usados para gerar painéis de sondas FISH especificos. Um conjunto de 41
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clones foi descrito por Thomas (2003) que pode ser usado para identificar conclusivamente
cada cromossomo canino de acordo com a posicdo de cada clone no cromossomo
correspondente.

Uma segunda biblioteca BAC de caes CHORI-82 foi construida a partir de uma fémea
Boxer, que representa 10! da cobertura do genoma canino e contem 198.000 clones com um
tamanho médio de inser¢ao de 172kb (THOMAS et al., 2007).

Como acontece em outras espécies a disponibilidades de clones BAC que estdo
integrados no genoma langou a citogenética molecular canina em uma nova arena. As
observagdes de aberragdes cromossomicas podem ser rapidamente relacionadas com

aberragoes de regides especificas da sequéncia do genoma (THOMAS et al., 2007).

3.3.3. Evoluciao dos canideos

O cao doméstico pertence aos Canidae, uma familia que divergiu de outras familias de
carnivoros de 50 a 60 milhdes de anos atras (Figura 5). Estudos citogenéticos das 34 espécies
existentes dessa familia revelaram uma consideravel variacdo no niumero e na morfologia dos
cromossomos (WAYNE, 1993; BININDA-EMONDS et al, 1999; GRAPHODATSKY et al.,
2001; OSTRANDER, 2007).

A arquitetura cariotipica dos Canidae varia de 2n = 34 nas Raposas Vermelhas (Vulpes
vulpes) a 2n = 78 nos canideos semelhantes aos lobos incluindo os caes domésticos (Canis
familiares). A familia passou por uma taxa relativamente alta de evolucdo cariotipica e
oferece uma excelente oportunidade de usar a avaliagdo citogenética, tanto a convencional
quanto a molecular, para avaliar a evolucdo cromossomica (OSTRANDER, 2007).

Pinturas cromossomicas de cromossomos inteiros e comparagdes de bandas
cromossomicas foram realizadas em numerosas espécies dentro dos Canidae. Além do cao
doméstico, esses estudos envolveram principalmente os canideos semelhantes a raposa, como
a Raposa Vermelha (Vulpes vulpes, 2n =34 + B [ 0 — 8]), Cao Guaxinim Chinés (Nyctereutes
procyonoides, 2n = 38 + B [ 0 — 8]) e a Raposa Artica (4dlopex lagopus, 2n = 48 — 50). Estes
estudos sugerem um padrao de rearranjos de braco inteiro durante a especiagdo dentro dos
Canidea (YANG, 1999; GRAPHODATSKY et al., 2001; NIE, 2003).

Uma caracteristica interessante dos cariotipos de varias espécies dentro dos canideos ¢
a presenca dos cromossomos Bs, elementos supranumerados presentes além do cariotipo
padrio (MUNOZ PAJARES, 2011). O nimero de cromossomos Bs em cada célula pode

variar entre diferentes tecidos, individuos e populagdes devido a sua instabilidade mitotica e a
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existéncia de mecanismos especificos de acumulagdo que atual durante a gametogénese

(JONES & HOUBEN, 2003).
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Figura 5 — Filogenia das espécies da familia Canidae ( LINDBLAD-TOH et al., 2005).

No nivel molecular, os cromossomos Bs sdo geralmente enriquecidos com sequencias

repetidas em tandem, elementos nucleares intercalados, sequencias teloméricas intersticiais,

agregados de DNA ribossomal e outros (STITOU, 2000).

Acreditava-se que esses cromossomos eram inertes, mas foi localizado um proto

oncogene KIT nos cromossomos Bs do Cao Guaxinim Chinés e Japonés e da Raposa

Vermelha (YUDKIN, 2007). KIT codifica uma tirosina quinase da superficie celular
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especifica para o fator de crescimento de mastocitos/ células tronco, o que ¢ critico para a

proliferagdo e diferenciacdo celular das células germinativas primordiais (ROSKOSKI, 2005).

3.3.4 — Citogenética Clinica em caes

As Investigagdes citogenéticas em cdes se tornou uma area de grande impacto,
principalmente para criadores que possuem problemas de fertilidade entre seus pedigrees,
para veterinarios e para os proprios donos de caes (REIMANN BERG, 2012).

A anomalia cromossdmica mais comum relatada em amostras ndo oncologicas
envolve os cromossomos sexuais. Ha trés décadas atras, a citogenética convencional foi usada
para investigar caes com distirbios do desenvolvimento sexual e revelou que varios possuiam
aneuploidias no cromossomo X (79, XXY) ou eram quimeras (78, XX/ 78, XY) (MLLINK &
BSMA, 1989). Tanto a citogenética convencional quanto a molecular foram utilizadas para
diagnosticos em cadelas inférteis que apresentaram aneuploidias no cromossomo X
(SCHELLING, 2001).

Andlises citogenéticas moleculares de cdes apresentando Distrofia Muscular de
Duchene (DMD) foi revelado que, como em humanos, tais casos apresentados tinham uma
pequena exclusao de uma regido no Xp21, contendo o gene DMD canino (SCHATZBERG,
1999).

A medicina veterinaria forneceu uma riqueza de informagdes sobre a apresentacao
clinica e patoldgicas de nimeros cancros caninos. Apesar de milhdes de anos de evolugao
divergente, o alto grau de similaridade entre os humanos e os caes, também se estende as suas
sequencias genomicas (LINDBLAD — TOH, 2005). Como animais de estimagdo, os caes sao
expostos as mesmas influencias ambientais que os seres humanos, por isso existem
consideraveis semelhancas fisiopatologicas compartilhadas por muitas formas de cancer
humano e canino (WITHROW & VAIL, 2006).

No estudo de malignidade hematopoiética canina foi demonstrado que células
isoladas de tumores humanos e caninos de malignidade comparaveis, compartilham vérias
alteragdes citogenéticas evolutivamente conservadas (BREEN & MODIANO, 2008).

As dificuldades associadas a identificacdo de cromossomos normais de caes sao
exacerbadas quando tais cromossomos sofrem alteragdes estruturais e, portanto, a avaliacao
do complexo caridtipo do tumor canino usando bandeamento G ou DAPI sozinhos, ndo sdo

uma opgao realista (BEEN, 2008).
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O desenvolvimento de reagentes para a citogenética molecular canina permitiu
analises direta de genomas de tumores caninos por FISH. O uso de sondas permite uma
avaliacdo réapida das caracteristicas numéricas e estruturais dos cromossomos de células
tumorais (MILNE, 2004) .

A analise CGH baseada em matriz foi desenvolvida para a aplicagao em caes com base
no uso de produtos da PCR iniciados por primers degenerados de clones BAC caninos, cada
um dos quais foi atribuido a uma localizag@o citogenética precisa utilizando analise FISH. O
uso dessa técnica demonstrou uma oportunidade de melhoria significativa na resolugdo bem
como na producao de amostras de cancer canino (THOMAS, 2007).

O uso de matrizes BAC integradas permite uma rapida tradugdo de aberracdes
citogenéticas para aberracdes de sequencias do genoma. A identidade de alteragdes
citogenéticas recorrentes em cancros caninos deve levar a descoberta dessas alteragdes que
estdo associadas ao diagnostico e progndstico e, assim, abri a porta para a citogenética clinica

se tornar um componente de rotina de manejo clinico de caes com cancer (THOMAS, 2007).

3.4 — Cienciometria
A publicagdo os resultados das pesquisas cientificas ¢ um compromisso que o0s
cientistas sdo compelidos a cumprir (MERTON, 1957). De acordo com Okubo (1997) a
publicagdo dos resultados tem trés objetivos: (a) divulgacdo das descobertas cientificas, (b)

resguardar as descobertas cientificas e (c) alcangar a fama.

Nos ultimos anos, acompanhando a expansdo da ciéncia e da tecnologia, tornou-se
cada vez mais a necessidade de avaliagdo desses avangos e de determinar os

desenvolvimentos alcangados pelas diversas disciplinas do conhecimento (VANTI, 2002).

Em um ramo do conhecimento, a avaliagdo permite dignificar o saber quando métodos
sistematicos e confidveis sdo utilizados para mostrar a sociedade como tal saber vem-se
desenvolvendo e de qual maneira vem contribuindo para resolver os problemas que se

apresentam dentro de sua area de abrangéncia (TORRINHO, 1939)

A cienciometria surge na antiga URSS e Europa Oriental e empregado
principalmente na Hungria (VANTI, 2002). Os primeiros autores a utilizar esse termo foi
Dobrov e Karenoi em 1969, em uma publicagdo do All-Union Stitut for Scientific and
Techical Information. Originalmente considerava-se esse termo a medicdo do processo

informatico (SPINAK, 1996), alcangando notoriedade em 1977 com o inicio das publicacdes
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da revista Sciemetrics, editada originalmente na Hungria e atualmente na Holanda (TAGUE-

SUTCKIFFE, 1992).

A cienciometria ¢ o estudo dos aspectos quantitativos da ciéncia enquanto uma
disciplina ou atividade econdmica, sendo um segmento da sociologia da ciéncia, aplicada no

desenvolvimento de politicas cientificas (MACIAS-CHAPULA, 1998).

Para Callon et al (1998) a cienciometria se aplica ao tratamento e gerenciamento das
informacdes formais provenientes de bases de dados cientificas ou técnicas. Essa metodologia
pode ser utilizada como (a) o uso do numero de publicagdes e citacdes como auxilio para
avaliar o desempenho cientifico e (b) na tomada de decisdes quanto a distribui¢do de recursos

financeiros (SPINAK, 1996).

Packera (2012) diz que a comunidade cientifica reconhece a necessidade desse tipo de
qualificacdo da pesquisa ou de sua repercussdo, sendo utilizados os métodos da cienciometria

para avaliar os impactos de revistas, artigos e pesquisadores.
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4. Materiais e Métodos

Os dados usados por esta analise Cienciométrica sdo inerentes a artigos indexados no
banco de dados Thomson Reuters Web of Science através da plataforma ISI do Web of Science
disponibilizada pela plataforma CAFE CAPES/PROXY PUC Goias. A opg¢ao pela plataforma
ISI do Web of Science foi justificada pelo seu sistema integrado de busca, um exigente padrao
para inclusao de artigos em sua colecao e registros completos dos periodicos que iniciaram no
ano de 1974.

Para o levantamento retrospectivo de dados bibliograficos, foi considerado o periodo
de 1 de janeiro de 1974 at¢ 31 de dezembro de 2018, contemplando todo o registro
bibliografico da base literaria Web of Science até o ano de 2018, observando artigos
cientificos completos que retratavam o emprego da citogenética em canideos. Posteriormente
a andlise cienciométrica foi realizada seguindo as etapas:

a) Definicao dos artigos a serem incluidos na analise;
b) Coleta dos dados quantitativos das publicagdes;
c) Definicao e delimitagcdo de abordagens tematicas relevantes;

d) Analise e tratamento dos dados.

4.1 Definiciio dos artigos a serem incluidos na analise:
4.1.1 Termos descritivos aplicados para a selecao dos artigos
Como ferramenta de busca ativa da Web of Science, foram usados aos termos:
Canideos, citogenética e cromossomos, em suas formas plural e singular, portugués, inglés e
espanhol. Os termos descritivos foram usados em relacdo aos pardmetros disponiveis como

ferramentas de busca ativa da base de dados.

4.1.2 Critérios para a inclusio e exclusio de artigos
e Inclusao

Os trabalhos que apresentaram a investigacdo citogenética de animais da familia Canidae

(Canideos);

e Exclusao
Trabalhos que se apresentaram em duplicidade;
Outros tipos de produgdo cientifica nao sendo artigos completos e revisao, publicados em

periddicos cientificos;
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Artigos em desacordo com os critérios de inclusao.

4.2 Coleta dos dados quantitativos das publicacoes

Os dados quantitativos e/ou varidveis estudadas foram: niimero de artigos e de citagdes
de cada artigo por ano de sua publicacdo; paises de origens os artigos, colaboragdes
internacionais que originaram os artigos, as palavras-chaves mais representativas, os artigos
mais citados, os autores mais citados e os periddicos mais citados. Todos foram dados
observados na propria plataforma ISI do Web of Science.

Os dados para as instituicdes envolvidas foram coletados a partir das informagdes
presentes nos artigos considerando cada autor da publicagdo e em seguida, esses dados foram
tabulados e uma contagem foi realizada para levantamento do nimero de autores por
institui¢do. Para as andlises das instituicdes envolvidas, foram consideradas apenas
instituicdes académicas, centros tecnoldgicos e ou inovagdes e laboratorios de diagnostico
clinico.

Para a informagdo dos paises de origem dos artigos, foi realizada uma pesquisa dentro
da base de dados (ISI), na qual foi identificado o pais de origem para cada um dos periodicos.
A seguir, foi realizada uma contagem para os paises de publicacdo de cada artigo analisado.

Para a contagem do numero de autores, foi realizada uma contagem do numero de
autores por artigo e esses dados foram cruzados com o ano de publicacdo de cada artigo
analisado.

Para o fator de impacto (FI) dos artigos utilizados nas andlises foi obtido a partir do
Journal Citation Reports (JCR) publicado no ano de publicagdo do artigo analisado,
disponivel no site: https://clarivate.com/blog/science-research-connect/the-[ 1974 — 2018]-jcr-release-
is-here/. E importante ressaltar que o FI de um periédico cientifico é definido como a razio
entre o numero de citagdes feitas no corrente ano aos artigos publicados neste mesmo

periddico nos ultimos dois anos (PORTUGAL 2011).

4.3 Definicao e delimitacio de abordagens tematicas relevantes

Para a delimitagao das abordagens e subabordagens a serem adotadas pela andlise
cienciométrica da producao cientifica encontrada, foi utilizada a produgdo bibliografica como
indicador dos resultados. A partir das publicacdes selecionadas, foram levantadas as

informacgdes, observados nos artigos encontrados, o objetivo e/ou finalidade do uso da
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citogenética aplicada em canideos. Esta observac¢do foi realizada por meio da leitura dos

resumos e quando necessario de todo o artigo.

4.4 Analise e tratamento dos dados

A andlise de dados consistiu no teste de exato de fisher para a verificacao da
relacdo entre o FI e o tipo de documento das publicacdes e a médias de citagcdes sobre
citogenética de canideos com o objetivo de detectar a associagdo do tipo de producdo e sua
quantidade de publicacdo e Correlagdo de Spearman nas associacdes entre fator de impacto,
numero de citagdes e autores. Para ambos adotamos o nivel de significancia 0.05, além disso,
outras interpretagdes foram feitas também por andlise de frequéncia simples e estatistica
descritiva.

Todos os dados deste estudo foram organizados em uma planilha de Excel® (Microsoft
Corporation - USA, Office 2010). Em seguida, os dados foram tabulados e analisados por
meio de estatistica descritiva. Também houve a comparacdo de frequéncias das espécies
estudadas com o numero de publica¢des por ano. Adotou-se um nivel de significancia de 0.05
em todas as andlises. As andlises foram realizadas no programa SPSS 13.0 (Software IBM
SPSS Statistics). Para o dimensionamento dos termos encontrados, foi usado a ferramenta

Nuvem de palavras, disponivel no site: www.wordclaud.com.
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5. Resultados e discussao

Em fun¢do do levantamento das palavras-chave na base do Web of Science no periodo
aberto (1945 — 2018) da plataforma foram identificados inicialmente 275 artigos entre os anos
de 1974 a 2018, que ao serem submetidos aos critérios de inclusdo e exclusdo deste estudo,
resultaram em 65 exclusdes (23,63%), permanecendo para esta andlise cienciométrica 210
artigos (Apéndice 1). Os artigos foram excluidos por utilizar outros modelos de animais para
seus estudos, fugindo do objetivo desta pesquisa. Esse n ¢ justificado devido o avango da
citogenética gendmica deixando de lado a citogenética cldssica.

Considerando a publicagdo dos artigos analisados de forma ano a ano, observou-se
uma média de 4,70 (£4,40) artigos publicados anualmente com uma mediana de 4 trabalhos.
Neste contexto ndo foi observado na plataforma da Web of Science, artigos para os anos de
1975 a 1982 e 1987 a 1990. O nimero maximo de artigos foi observado em 2011
correspondendo a 15 publicagdes (Figura 6).
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Figura 6. Numero de artigos publicados no periodo de 1974 a 2018, indexados na plataforma ISI.

O aumento de publicagdes observado na figura 6 considerando os artigos indexados na
plataforma ISI ¢ um indicativo do aumento de pesquisadores interessados em citogenética em
canideos. Considerando que o nimero de publica¢cdes ¢ uma das medidas mais utilizadas para
quantificar o progresso e a evolugcdo da ciéncia (STREHL, 2002), esse aumento de
publicacdes, se deve a natural evolugdo das técnicas citogenéticas e o aumento do nimero de
periddicos cientificos (BERTHO & AL, 2000).

De acordo com Sancho (1990), o crescimento do conhecimento cientifico de uma éarea
pode ser medido pelo aumento dos documentos gerados e publicados em periddicos
reciprocos. O numero de publicagdes ¢ uma varidvel tradicionalmente usada como medida

para quantificar o progresso e a evolucdo da ciéncia (VERBEEK, et al. 2002), contudo,
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Scariot, et al., (2011); Cartes-Velasques, et al., (2015) e Haeffener, et al., (2015) relatam que
ao qualificar uma 4rea da ciéncia em fun¢do de seu nimero de artigos publicados s6 ¢
pertinente para o acompanhamento da area em si, ndo sendo possivel a comparacdo entre
areas diferentes. Estes autores reforcaram que o numero de pesquisadores, o nimero de
periddicos cientificos e o nimero de editais para fomento de projetos cientificos ¢ variado
entra as areas o que impossibilita essa comparagao.

Os trabalhos do tipo artigo originais sdo aqueles caracterizados como experimentais,
orientados por metas e estratégias, na busca de novos conhecimentos e respostas sobre o
funcionamento dos fendmenos e fatores observaveis (LEONEL, 2007). Dos 210 artigos
analisados por esta cienciometria, 198 trabalhos sdo no formato de artigo de pesquisa
completos, correspondendo 94,3% das publicagdes, seguido de 12 (5,7%) do tipo revisdo de
literatura. O elevado numero de artigos de pesquisa completo demonstra que cientistas estao
concentrando seus interesses nesse tipo de artigo, contribuindo com novas descobertas e para
0 avanco na area da citogenética de canideos.

O fator de impacto dos artigos analisados foi medido através do indice SCImago
Jornal Rank (SJR) apresentado no momento da publica¢do do artigo. O JCR médio dos 210
trabalhos foi de 2,427. Na tabela 3 demonstra a classificagdo das publicagdes agrupadas pelo
numero de publicacdes em fun¢do da JCR médio e tipo de documento. Observamos que o tipo
de documento ndo apresentou diferenca significativa (p=0,0761) na distribui¢do do impacto

apresentado pelos periodicos.

Tabela 3. Relagdo entre o fator de impacto e o tipo de documento das publicagdes sobre
citogenética de canideos

Fator de impacto

. %
Tipo de documento <=2427 >=2,427 p

Artigo original 93 (91,1%) 105 (97,2%) 0.0761

Artigo de revisio 9 (8,9%) 3 (2,7%) ’

Para o valor de fator de impacto (< e >) foi usado o valor médio dos fatores de impactos da produgdo = 2,427.
*Exato de Fisher.

Os artigos do tipo relato de caso sdo definidos como trabalhos que tem um objetivo
exploratorio e descritivo de individuos (YIN, 2009). Ja os trabalhos de revisdo de literatura
apresentaram a menor taxa de publicagdo, pois sdo artigos que consome um tempo elevado
para a sua producdo e de acordo com Moreira (2004), este tipo de producao ¢ dependente do

numero artigos completos.
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Foi avaliada a correlagdo existente entre o numero de autores € o ano de publicacio
dos artigos (Figura 7). Observou-se uma correlacdo negativa entre estas duas variaveis onde
os valores de maximo e de minimo de autores foram 20 e 1 respectivamente. A média de
autores foi de 4,9 (£2,8). A correlagdo negativa apresentada nesta andlise sugere um

comportamento inversamente proporcional entre o nimero de autores € o ano de publicagao.
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Figura 7. Correlagdo do numero de autores das publica¢des analisadas com ano de publicagdo. Em vermelho,
exponencial. * e ** Correspondem ao segundo e terceiro milénio DC.

Quando considerados o niamero de periddicos cientificos, observou-se que um total de
86 periddicos diferentes publicaram sobre citogenética de canideos. Destes, cinco periddicos
apresentaram 60 publicagdes, correspondendo a 28,6% do total de artigos (Figura 8). O top 1
dos que mais publicaram foi o Chromosome Research que publicou 18 artigos. O periddico
Chromosome Research apresenta em seu escopo a intencdo clara de publicar trabalhos que

envolveram caracterizagdo estrutural de cromossomos de diferentes espécies.
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Figura 8. Ranking dos peridédicos com maior nimero de publicagdes em citogenética de canideos entre os anos
de 1974 2 2018.
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A producdo global dos artigos no campo da citogenética de canideos no periodo de 1974 a
2018 foi originada de 36 paises diferentes. Os 15 paises mais produtivos ao considerar o
nimero de artigos dos 15 mais produtivos/numero totais de artigos, dos 36 paises observados,
contribuiu com 189 para 210 publicagdes, durante o periodo analisado. Juntos, os 15 paises
produtivos representaram 90,0% das produgdes. A representacdo dos paises e sua producdo
foi demonstrada na Figura 9, considerando os 15 paises com o maior numero (90%) de

publicac¢des analisadas no periodo de 1974 a 2018.
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Figura 9. Frequéncia de paises na publicacdo de artigos em citogenética em canideos observados pela analise
Cienciométrica no periodo de 1974 a 2018.

Adicionalmente, a relacdo dos 15 paises de origem dos artigos que mais apresentaram
publicagdes foi descrita na tabela 4. Foi considerada a classificagdo em ordem crescente, o

pais e o ano de publicacao do artigo agrupados por décadas, abrangendo dos os anos de 1974

a2018.

40



Tabela 4. Numero de artigos publicados em citogenética em canideos observados pela analise Cienciométrica
no periodo de 1974 a 2018 distribuidos por década.

. ~ , Décadas
Classificacao Pais 70%A 80* 90* 00%* 10%* Total
1 USA 0 0 17 10 11 38
2 Polonia 0 0 2 19 16 37
3 Inglaterra 0 0 9 15 0 24
4 Alemanha 0 0 7 9 5 21
5 Japao 0 4 4 1 4 13
6 Austria 0 0 11 0 0 11
7 Suica 0 0 2 5 0 7
8 Franca 0 0 3 3 1 7
9 Russia 0 0 0 4 2 6
10 Italia 0 0 0 1 5 6
11 P. Baixos 0 0 2 3 1 6
12 China 0 1 0 1 2 4
13 Espanha 0 0 1 0 2 3
14 Brasil 0 0 1 0 2 3
15 Turquia 0 0 0 1 2 3
Total 0 5 59 73 52 189

* ¢ ** Correspondem ao segundo e terceiro milénio DC.; A: Demonstra a falta de producéo de artigos na década
de 70 dos 15 paises mais produtivos.

De acordo com o relatério Science & Enginnering Indicators, publicado em 2018,
destacou que os Estadunidenses mantiveram a lideranga mundial em diferentes aspectos da
producao cientifica, sobretudo o numero de produgdes e a qualificagdo das produgdes medidas
pelo JCR até o ano de 2016, e em 2017, sendo ultrapassado pela China. O motivo desta
lideranca foi atribuido aos investimentos em Ciéncia e Tecnologia (C&T) com uma média
anual de US$ 284,5 bilhdes. Em nosso estudo, os Estados Unidos foi o pais que mais
produziu artigos em relacdo a citogenética de canideos.

E importante relatar o considerdvel aumento da produgio cientifica da China. Este pais
apresentou em 2006 aproximadamente 190 mil artigos publicados, saltando para 2017 com
aproximadamente 426 mil trabalhos publicados, saindo de 16° para a segunda posicao
mundial. Este aumento consideravel na produgdo cientifica chinesa foi a evolucdao do
investimento na area de C&T que o governo chinés destinou a este setor, saltando de US$
84,6 bilhdes em 2006 para US$ 408 bilhdes 2017 (KLEBIS, 2018). Porém, o niimero de
trabalhos cientificos publicados pelos chineses foi de 4 (1,9%), ficando neste levantamento a
12% posicao.

Se comparado o dispéndio do Brasil com o maior valor investido observado entre os
anos de 2003 a 2016 em C&T, este representa aproximadamente 5,0% do dispéndio médio

dos EUA e 3,3% do valor médio chinés. O maior valor investido pelo Brasil em C&T foi de
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USS$ 13,5 bilhoes, contudo, ao relativizar este valor em fungdo do numero de pesquisadores
apresentados pelo EUA, o Brasil apresenta um valor trés vezes menor que os Estados Unidos.
Em uma estimativa feita por Rathmann, et al., (2018) o valor de investimento em C&T
brasileiro no ano de 2016 deveria ser aproximadamente de US$ 37 bilhGes para se equiparar
ao valor investido dos paises desenvolvidos.

Em relagdo ao numero de autores dos artigos analisados, foi possivel observar que o
numero total de autores foi de 701 (Figura 10) e o nimero médio de autores por artigo foi de
4,9 (Figura 11). O ntmero minimo e maximo de autor por artigo foi de 1 a 20

respectivamente. Adicionalmente, foi possivel observar que a frequéncia dos 15 autores que

mais participaram das publicacdes analisadas, que em conjunto totalizam 35,3%.
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Figura 10. Ranque dos autores que mais publicaram sobre citogenética de canideos. Foram considerados: autor
principal e coautoria.

Observou-se que do total de autores, apenas 164 autores (23,3%) produziram dois ou
mais artigos com uma média de 4,2 trabalhos, corroborando com o Modelo de Lotka que diz
que diferentes pessoas contribuem para o progresso da ciéncia e que a propor¢ao daqueles que

fazem uma tnica contribuicdo ¢ aproximadamente 60% (URBIZAGASTIQUI, 2008).
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Figura 11. Box plot da relagdo ano X numero de autores por artigos nos anos pesquisados.

O numero de autores variou de 1 a 20, perfazendo uma média de 4,9 (£2,8) autores por

publicacdo. Esta correlagdo observada como negativa sugere o comportamento que artigos

mais recentes tem menos autores, revelando uma tendencia da area em diminuir o numero de

autores nos artigos publicados com o passar do ano. E importante relatar que o ano de 1991

apresentou a publicacdo com o maior numero de autores, o que poderia estar influenciando

nesta tendencia apresentada.

Quando analisada a relacdo entre a quantidade de citagdes e o numero de autores

observamos uma correlagdo significativa onde indica que os artigos que contém um menor

numero de autores estd correlacioando com um maior numero de citagdes (Figura 12)
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Figura 12. Correlagdo do numero de autores das publicagdes analisadas com o Fator de Impacto dos artigos
analisados.

43



O numero de colaboragdes internacionais foi observado considerando o nimero de
autores de cada artigo e respectivamente a apresentada pela filiagdo de cada um deles. Assim
foi possivel observar que os 210 artigos apresentaram a colaboragcdo de 830 institui¢cdes ao
total, sendo 320 diferentes com uma média de 3,9 institui¢des coautoras. O ranking das 15 de
instituicdo coautoras (figura 13), juntas, foram responsaveis por 290 colaboragdes o que

corresponde a aproximadamente 35%.
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Figura 13. Ranking das Institui¢des que mais colaboraram nas pesquisas na area da citogenética dos canideos nos
anos de 1974 a 2018.

A colaboragdo internacional foi observada através da origem geografica (pais) das
institui¢des coautoras (figura 14), dessa forma observou-se um total de 463 colaboracdes entre
paises. O top 15 paises que apresentam o maior numero de colaboragdes, juntos, representam

415 colaboragdes o que corresponde a 88,6%.
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Figura 14. Ranking dos paise que mais colaboraram nas pesquisas na area da citogenética dos canideos nos anos

de 1974 a 2018.

Um apontamento para embasar o comportamento de produzir trabalhos cientificos de
forma compartilhada em fun¢do de sua autoria e colaboragdes entre institui¢des esta na busca
pela transferéncia do conhecimento, de habilidades por meio do compartilhamento de
trabalho com colegas de destaque pode promover o aumento da qualidade e visibilidade da
pesquisa, reducdes do tempo de produgdo, também a obtencdo ou ampliagio de
financiamentos para as atividades de pesquisas e a nivel de Brasil a natureza do setor de
pesquisa vinculado a capacitagao de estudantes de Pos-Graduagao (VANZ, 2009).

O reflexo deste cenario ¢ demonstrado pelas figuras 13 e 14 e seus respectivos
resultados. Dentre os mecanismos responsaveis pela articulagdo das relagdes sociais entre a
comunidade cientifica, as redes de coautorias sdo particularmente importantes, uma vez que
sao indicadores dos fluxos de conhecimento entre os pesquisadores e fazem parte das andlises
qualitativas vinculadas a internacionalizacdo de pesquisadores e de programas de pos-
graduacdo (PAN et al. 2012).

Um total de 1384 palavras compuseram as palavras-chaves dos 210 artigos analisados,
destas, 634 (45,8%) palavras ndo se repetiram. Ao considerar a frequéncia das 15 palavras
(figura 15) mais usadas no titulo dos artigos observou-se que 8,2% foi Dog, seguido de

karyotype com 3,5%, Red fox com 1,8%, Domestic com 1,7%, Evolution com 1,6%,
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Differentiation com 1,1%, Familiaris 1,0%, Genome 1,0%, Canidae com 0,9%, Fish com
0,9%, Map com 0,9%, Standard karyotype com 0,8 %, B-Chromosomes com 0,8%,
Chromosomes com 0,7% e Canine com 0,7%. As 15 palavras mais frequentes totalizam 357
(25,8%) do total de palavras apresentadas como palavras-chaves. O numero das 15 mais
frequentes palavras chaves foi representado na figura 6 e o dimensionamento de todas as 1384

palavras-chave foi representado na figura 16.
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Figura 15. Ranking das palavras-chave utilizadas pelos autores da area da citogenética dos canideos entre os

anos de 1974 a 2018.
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Figura 16. Nuvem de palavras representando o dimensionamento das 1387 palavras-chave usadas como
indexadores dos 210 artigos analisados.

Os 210 artigos selecionados obtiveram um total de 4.451 citacdes, considerando o 01
de janeiro de 1974 a 2018 dezembro de 2018. O artigo cujo o titulo “A complete comparative
chromosome map for the dog, red fox, and human and its integration with canine genetic
maps” publicado por Yang F. er al. (1999), apresentou o maior nimero de citagdes
totalizando 5,5%, seguido pelo artigo “Chromosome-specific single-locus FISH probes allow
anchorage of an 1800-marker integrated radiation-hybrid/linkage map of the domestic dog
genome to all chromosomes” de Breen, M. et al. (2001) correspondendo 4,74% e por “A
linkage map of the canine genome” escrito por Mellersh, CS et al. (1997) que corresponde a
3,90% do numero de citagdes. Os 15 artigos mais citados (Tabela 5) corresponderam a 41,9%

(1.865) do total das citagdes.
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Tabela 5 — Os 15 artigos mais citados na area da citogenética de canideos entre os anos de 1974 a 2018.

Titulo do artigo Autor Ano N (ie
citacoes
A complete comparative chromosome. .. Yang F. et al. 1999 245
Chromosome-specific single-locus FISH... Breen, M. et al. 2001 211
A linkage map of the canine genome Mellersh, CS. et al. 1997 174
A second-generation genetic linkage... Neff, MW. et al. 1999 167
Canine genetics comes of age Ostrander, EA. et al. 2000 144
Variation of short tandem repeants. .. Fredholm, M & Wintero AK 1995 131
Reciprocal chromosome painting... Breen, M. et al. 1999 122
Report on the progress of standardization... Switonski, M et al. 1996 101
Linkage analysis and comparative mapping... Acland, GM. et al. 1998 96
The DAPI banded karyotype... Breen, M. et al. 1999 90
A comparative chromosome map... Graphodatsky, AS. et al. 2000 83
Origin, genetic diversity... Wayne, RK. et al. 1999 82
Reciprocal chromosome painting... Yang, FT. et al. 2000 77
Use os polymorphisms to determine... Yu, C. et al. 1994 74
Chromosome-specific paints... Langford, CF. et al. 1996 68
Outros - - 2586

- Nao avaliado.

Dos 210 artigos teve-se um total de 138 autores (primeiro autor) diferentes. O autor
que apresentou o maior numero de citagdes foi o Breen, M. com um total de 493 citagdes em
5 trabalhos, seguido por Yang, F. com 356 citagdes dividido em trés trabalhos e
Graphodatsky, A. com 322 citagdes com 6 trabalhos. Os 15 autores mais citados estdo

relacionados na tabela 6.
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Tabela 6. Os 15 autores mais citados que publicaram na area da citogenética de canideos entre os anos de 1974 a 2018.

Autor Artigo Ano N ’ (!e T.O tal~de
citacoes citacoes
FISH mapping and identification of canine ... 1999 42
The DAPI banded karyotype of the domestic... 1999 90
Breen, M Reciprocal chromosome painting reveals... 1999 122 493
Chromosome-specific single-locus FISH ... 2001 211
Canine cytogenetics - from band to basepair 2008 28
A complete comparative chromosome ... 1999 245
Yang, F Reciprocal chromosome painting ... 2000 77 356
Chromosome identification and... 2000 34
A comparative chromosome map of the ... 2000 83
Phylogenetic implications of the 38 ... 2001 68
The proto-oncogene C-KIT maps to canid.. 2005 57
Graphodatsky, AS The genome diversity and karyotype... 2011 55 322
Phylogenomics of the dog and fox family.. 2008 30
High-resolution GTG-banding patterns of ... 1995 29
'Putting our heads together": insights ... 2009 48
Refining tumor-associated aneuploidy... 2011 47
Influence of genetic background on ... 2009 46
Construction of a 2-Mb resolution BAC ... 2005 40
Thomas, R A genome assembly-integrate.d dog 1 ... 2008 25 269
Molecular cytogenetic analysis of a ... 2001 25
[solation and chromosomal assignment... 2003 18
Extensive conservation of genomic... 2009 12
Z00-FISH analysis of dog chromosome ... 1999 8
Mellersh, CS A linkage map of the canine genome 1997 174 174
Report on the progress of standardiza... 1996 101
Comparative Genomics of 3 Farm ... 2009 17
. . Chromosome polymorphism and ... 2003 15
Switonski, M Hereditary sex-reversal syndrome (78, ... 2004 9 168
Two cases of infertile bitches with ... 2003 7
Robertsonian translocation (8;14) in an ... 2003 3
A second-generation genetic linkage map of the
Neff, MW domestic dog, Canis familiaris 1999 167 167
Ostrander, EA Canine genetics comes of age 2000 144 144
Fredhomd, M Variation of short tandem repeats ... 1995 131 131
An extended nomenclature of the canine.. 1996 67
Trisomy 1 in a canine acute leucemia... 1998 16
Working with canine chromosomes:... 1999 10
Reimann, N Testicular tumor in an XXY dog 2008 10 100
Two New Cases of Polysomy 13 in ... 2011 8
Cytogenetic investigation of canine... 1999 7
Cytogenetic Analysis of CpG- ... 2011 1
Acland, GM Linkage analysis and comparative ... 1998 96 96
Wayne, RK Origin, genetic diversity, and genome ... 1999 82 82
Yu, C Use of pplymorphisms to determine ... 1994 74 74
Trisomy-1 in canine mammary tubular... 1993 13
Cytogenetic, ras, and p53: Studies in... 1999 12
Characterization of complex karyotype... 1991 9
Analysis of complex cytogenetic ... 1992 9
Cytogenetic analyses of 4 solid tumors ... 1994 8
Mayr,B Cytogenetic characterizations of ... 1991 6 69
Characterization of complex karyotype ... 1991 5
Deleted chromossome 32 in mammary ... 1992 4
Cytogenetic characterization of a ... 1995 3
Chromosomal hypotriploidy in a canine ... 1995 0
Lanford,CF Chromosome-specific paints from a ... 1996 68 68

O numero de citagdes apresentado na tabela 7 foi ajustado em relagdo ao ano de

publicacdo. Este ajuste foi pensado com o objetivo de encontrar qual dos autores apresenta a
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maior média anual de citagdes. Dessa forma, (Figura 17) observamos que o autor que

apresenta a maior média anual de publicagdes foi Neff, MW com 8,8 cita¢des ano.

Mayr,B 0.3
Reimann, N 1
Switonski, M 15
Lanford,CF 31
Yu, C 3.1
Thomas, R 35
Graphodatsky, AS 4.2
Wayne, RK 4.3
Acland, GM 4.8
Fredhomd, M 5.7
Breen, M 5.7
Yang, F 6.4
Ostrander, EA 8
Mellersh, CS 8.3
Neff, MW 8.8

Figura 17. Valores de citagdes ajustado pelo ano da publicagao.

Os 210 artigos selecionados trabalharam com 8 espécies de canideos diferentes
(Figura 18), sendo que o Cao doméstico (Canis Lupus familiaris) foi utilizado em 167
pesquisas, representando 79% dos artigos. A segunda espécie mais utilizada foi o Cao
Guaxinim (Nyctereutes procyonides) em 34 artigos (16%), seguido da Raposa Vermelha
(Vulpes vulpes) em 22 artigos (10%), Raposa do Artico (4lopex lagopus) em 10 artigos, Lobo
(Canis lupus) em 4 (1,9%), Raposa prateada (Vulpes chama) em 2 artigos e o Cachorro do
Mato (Cerdocyon thous) e Chacal Asiatico (Canis anthus) em 1 artigo cada. Dos artigos, 28

trabalharam com duas ou mais espécies de canideos representando 13,3 % do total.
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Canis anthus | 1
Cerdocyon thous | 1
Vulpes chama | 2
Canis lupus 4
Alopex lagopus 10
Vulpes vulpes 22
Nyctereutes procyonides 34

Canis Lupus familiaris
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Figura 18. Espécies de canideos estudadas nos 210 artigos analisados.

Os 167 artigos utilizaram 55 racas de cdes doméstico como metodologia de trabalho
sendo que 42% (91 artigos) das espécies eram Sem Raca Definida (SRD) ou ndo foram
descritas pelo autor. A raga que teve maior nimero de estudos (Figura 19) foram os caes da
raca Beagle em 10 trabalhos, seguido das racas Cocker Spaniel e Podle em 9 artigos, Pastor
Alemao em 7, Yorkshire e Golden Retriever em 6 pesquisas, Schnauzer em 5, Labrador,
Boxer, German Shepherd, Dachshund, Staffordshire ¢ Bulldog em 4 artigos cada um ¢ a raga

Pinscher em 3 (Anexo 2). As outras 40 ragas se enquadraram dentro de 44 artigos.
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Figura 19. As 15 ragas de cdes doméstico mais utilizadas nos artigos de 1974 a 2018. Imagens das ragas descritas

estao disponibilizadas no Anexo 2.
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O termo SRD (Sem Raga Definida) aplicado a caes abrange todos os animais que nao
possuem origem racial definida, considerando descendentes de cruzamentos entre racas puras
ou mistas. Além disso, para a composi¢ao racial de cies e o estabelecimento de ragas puras,
exigem dos criadores a comprovagdo de cruzamentos via pedigree de duas geracdes ancestrais
para o reconhecimento de raga, ou seja, considerando um possivel pedido de reconhecimento
racial para uma determinada raga de caes, este ndo sera concedido para uma F2 em que a F1
seja descendente de uma geracdo parental mista (PD, 2019). Esta estratégia de
acompanhamento dos cruzamentos de racas de cades para andlise de pedigree de caes para
reconhecimento racial foi recomendada pela Confederacdo Brasileira de Cinofilia (CBKC) e
foi considerada neste estudo para a atribui¢do do termo SRD para os cdes sem identificagdo
racial.

Selecdes iniciais foram centradas no comportamento 1util que o cao podia desenvolver,
tais como caga, pastoreio, guarda e companhia e assim ao longo do tempo, por causa das
mutagdes naturais, clima e preferéncia dos humanos, as racas se tornaram casa vez mais
numerosas e especializadas. O registro de ragas puras surgiu em maiores quantidades a partir
da criagdo do Kennel Club em 1873 no Reino Unido, com finalidades de cinofila e cinoldgica
(BKC, 2019)

Até o fim de 2018, sdo reconhecidos por diferentes organizagdes em todo mundo
aproximadamente 350 ragas caninas distintas, consideradas puras, oriundas de selecdo, sendo
o principal fator, o desenvolvimento ponderal e padroes de comportamento, sobretudo a
docilidade para ragas destinadas a companhia e tracos de alerta para cdes de vigilia
(HALFEN, et al. 2017).

Um fato interessante descrito no estudo de Santoro et al. (2018) foi a relacdo entre
humanos e cdes apresenta, a niveis similares e de diversidade de polimorfismos de
nucleotideo unico (SNPs), observados principalmente em caes de ragas puras com aptidao de
companhia. A similaridade e diversidade destes polimorfismos foi observada em genes
ortdlogos a espécie humana e foram associados a eventos catastroficos como guerras
(Hiroshima e Nagasaki), Chernobyl, Fukushima e em momentos de depressao econdmica.

Assim o numero de artigos que utilizaram cdes domésticos ¢ elevado, pois, eles
fornecem uma oportunidade excepcional para estudar caracteristicas complexas que sao
relevantes para a biologia humana usando abordagens robustas que ndo seriam possiveis de

ser estudadas em populacdes humanas (OSTRANDER & WAYNE, 2005).
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As metodologias citogenéticas utilizadas pelos autores foi demostrada na Figura 20. A
técnica FISH foi a mais utilizada pelos os pesquisadores em 72 artigos, seguido da técnica de
Cariotipagem em 51 e Bandeamento em 44. Outras técnicas em menor propor¢ao foram

utilizadas como o CGH em 9 artigos, RH em 2, ¢ DAPI em 1 artigo.

Dentro dos trabalhos que utilizaram a técnica de bandeamento cromossdmico a de
Bandas G foram utilizadas em 54,5% dos trabalhos, seguido pelas bandas C em 22,7%, Q em
11,3%, R em 7% ¢ NOR em 4,5%.
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Figura 20. Metodologias citogenéticas utilizadas nos 210 artigos na area da citogenética de canideos nos anos de

1974 a 2018.

FISH trata-se de uma metodologia sensivel e especifica sendo aplicada em diversas
areas, como na biologia do desenvolvimento, na citotaxionomia, melhoramento genético e
citogenética clinica (GUERRA, 2004). O sequenciamento do genoma canino e sua posterior
caracterizacao via Fish permitiu a introdu¢@o da técnica CGH baseado em Array para analises

do genoma canino (MUELLER, et al 2007).

J& as técnicas de bandeamento permitiram a identificagdo de cromossomos de muitas
espécies. Com a formagao de bandas cromossdmicas homologas, segmentos cromossomicos e
rearranjos poderiam ser identificados (FERGUSO-SMITH & TRIFINOV, 2007). O método

de bandas mais utilizados na citogenética clinica ¢ o bandeamento G (Bandas Giensa) que
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produz um padrdo caracteristico de bandas transversais escuras e claras nos cromossomos

(OSTRANDER, 2000).

Os trabalhos foram separados de acordo com os objetivos e assim pode observar que
em 45 artigos os pesquisadores relataram na 4rea da oncologia canina, seguido por desordem
dos cromossomos sexuais € mapeamento genético dos canideos com 43 artigos cada. O
desafio da cariotipagem foi feita em 33 artigos, seguido de 10 trabalhos que falaram sobre os
cromossomos Bs das espécies dos canideos e mais outros 10 que elucidaram sobre a filogenia
desse grupo. 4 desses artigos eram pesquisas na area de célula tronco e os 22 restantes foram
distribuidos em outras areas. A Tabela 8, demonstra a quantidade de artigos por area de

conhecimento.

Tabela 8 — Numero de artigos por area de pesquisa.

Area de pesquisa N° de artigos %
Oncologia canina 45 21,4
Desordem dos cromossomos sexuais 43 20.4
Mapeamento genético 43 20,4
Cariotipagem 33 15,7
Cromossomo B 10 4.8
Filogenia 10 4,8
Células tronco 4 2,1
Outros 22 10,4
Total 210 100

Analise das sequencias nucleotidicas o DNA nuclear revelou que os membros da
familia Canidae estdo intimamente relacionados (LINDBLAD-TOH, et al. 2005). No entanto
o genoma Canidae foi submetido a muitos rearranjos cromossdmicos durante sua evolucao,

principalmente fissdes e fusdes centrica e tandem (FERGUSON-SMIT & TRIFONOV, 2007).

O nimero de cromossomos diploides dos canideos varia de 34 na raposa vermelha a
78 no cao doméstico (GRAPHODATSKY, 2000). Pode haver cromossomos supranumericos
no cdo guaxinim e no genoma da raposa vermelha (NIE, et al. 2003). O nimero de
cromossomos diploides também ¢ polimorficos na raposa artica (2n = 48 — 50), devido a
frequente incidéncia de transloca¢do robertsonianas nessa espécies (GRAPHODATSKY,
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2000). Os membros mais primitivos dos canideos modernos sdo a raposa cinzenta e o cao
guaxinim, evidenciados pela presenca de muitos segmentos cromossdmicos com homologia

ao genoma felino (FERGUSON-SMIT & TRIFONOV, 2007).

A histdria de estudar os cromossomos Bs surgiu em 1907 quando Edmundo Wilson
trabalhando com hemipteros, notou aqueles que pareciam ser adicionais ao caridtipo principal.
Considera que os Bs sdo os cromossomos que existem além dos cromossomos do caridtipo
principal. Eles sdo geralmente enriquecidos em diferentes sequencias repetidas que diferem
em composicdo molecular ou numero de copias e elementos transponiveis (CAMACHO, et al.

2000; CAMACHO, 2004).

Acreditava-se que os cromossomos Bs em mamiferos eram inertes até a descoberta do

proto-oncogene KIT nas raposas vermelhas e no cao guaxinim (GRAPHODATSKY, 2005).

Nos ultimos anos o cdo foi amplamente aceito e servido como modelo para doengas
genéticas e tumores humanos, pois as doencas em ambas as espécies apresentam uma
semelhanga histoldgica e de comportamento biologica (OSTRANDER, et al. 2000). Entre
eles, estdo alguns tipos de cancer, como o0s osteossarcomas, carcinomas mamarios,
melanomas orais, carcinomas pulmonares e de prostata e linfomas ndo-Hodgkin (KNAPP &
WATERS, 1997; MACEWEN, 1990; PAOLONI , et al. 2009; REIMANN-BERG, et al.
2011; THOMAS, et al. 2009; WINKLER, et al. 2006).

Como os caes nas civilizagdes ocidentais sdo frequentemente expostas as mesmas
condicdes ambientais que os humanos e também estdo sob boa vigilaincia médica ¢
relativamente facil obter dados comparaveis sobre o diagndstico e tratamentos das respectivas

doencas (MULLER, et al. 2012).

Em 2000, mais de 58% das 375 doencas genéticas caninas investigadas
compartilhavam anormalidades clinicas e laboratoriais com os humanos (OSTRANDER, et
al. 2000). No entanto, estudos citogenéticos em cancer canino sao raros (REIMANN-BERG,
etal. 2011).
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6. CONCLUSAO

Foi uma andlise cienciométrica de publica¢des na plataforma ISI da Web of Science
em fun¢do do uso da citogenética e canideos, objetivando a percep¢do de tendéncias da
literatura e producao cientifica, e assim, contribuindo para o estudo citogenéticos em espécies

da familia Canidae.

e Foram encontrados 210 artigos ente os anos de 1974 a 2018, sendo que o ano de 2011
0 ano com maior niumero de publicacdes. Os artigos analisados foram escritos tanto no
formato de pesquisa completo quanto de revisdo ndo apresentando uma diferenga
significativa em relagdo ao valor médio do fator de impacto.

e Os artigos foram publicados em 86 periddicos destacando o Chromosome Reserarch
que mais publicou artigos na area da citogenética canina.

e Foi verificado que 36 paises publicaram no campo da citogenética de canideos e os
Estados Unidos obteve o maior numero de publicagdes nessa area sendo Switonski M.
0 autor que mais publicou tanto como autor principal como coautoria.

e [Levando em consideragdes o ano das publicacdes e o nimero de autores foi observado
uma correlagdo negativa onde ao passar dos anos o nimero de autores em publicagdes
foi diminuindo.

e Foi possivel observar também uma correlacdo significativa negativa entre a
quantidade de autores das publicagdes com o Fator de Impacto das revistas,
observando que quanto menor o nimero de autores maior ¢ o numero de citagdes.

e Tendo em vista as instituicdes autoras e coautoras a Poznn University teve um
destaque com o maior nimero de publicacdes e a Inglaterra foi o pais que mais teve
publicagdes como autoria e coautoria juntas.

e Em virtude das palavras chaves mencionadas pelos autores a palavra dog foi a mais
utilizada.

e Levando em conta o niumero de citacdes, o artigo de Yang F. et al de 1999 obteve o
maior numero de citagcdes até a presente data e Breen M. foi o autor com o maior
numero de citagdes, mas ajustando em relagcdo ao ano, Neff MW apresentou a maior
média anual de citagoes.

e Pela observacao dos aspectos analisados a espécie Canis lupus familiares foi dentre os
canideos a espécie mais estudada e percebe-se que os caes SRD sdo os mais utilizados

em pesquisa seguido da raca Beagle.
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Foi possivel concluir que a técnica FISH foi a metodologia citogenética mais utilizada
pelos pesquisadores. Tendo em vista os pesquisadores que utilizaram a técnica de
bandeamento, dentre todas, a bandas G teve-se o seu destaque

Foi verificado o problema que instigaram os autores a pesquisar, assim foi possivel
afirmar que os autores trabalharam mais na 4rea da oncologia canina.

Sabe-se da importancia dos cdes no convivio social € mais recente nos campos de
pesquisa, desta forma o nimero de trabalhos que utilizam esses canideos ainda sao

poucos.
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Anexo 1

As 15 principais racas de cdes usadas nos estudos de citogenética de canideos.

Raca Beagle

Raga Cocker Spaniel

Raca Poodle

Raca Yorkshire

Raca Schnauzer
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Raca Golden Retriever

Raca Labrador

Raca Boxer




Raca German Shepherd

Raca Dachshund
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Raca Staffordshire

Raca Bulldog

Raca Pinscher
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