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RESUMO

CARAMALAC, S.M. Frequéncia da mutacdo SNP c.-22G>A no gene da
melanofilina responsavel pela diluicdo de cor em céaes. 2019. 42p.
Dissertagcdo de Mestrado — Programa de Pdés-Graduagdo em Ciéncias
Veterinarias. Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul, Campo Grande, MS, 2019.

A alopecia por diluicdo de cor (ADC) consiste em uma dermatopatia observada
exclusivamente em cédes com fendtipo de pelagem diluida. A diluicdo de cor
ocorre devido ao SNP c¢.-22G>A no gene da melanofilina. Entretanto, pelo fato
desta mutacédo ser recessiva, ndo se sabe apenas observando o fendtipo qual
sua frequéncia na populagédo. Assim, o objetivo deste trabalho foi padronizar uma
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase - Polimorfismo no Comprimento de
Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP) que permita a identificacdo desta mutacéo
e determinar sua frequéncia na populacdo de cdes das racas dachshund,
pinscher miniatura e yorkshire. Realizou-se a PCR-RFLP em 40 dachshunds, 40
pinschers e 40 yorkshires e a frequéncia génica do alelo mutado foi igual a 0,1,
0,1 e 0,075 respectivamente. De todos os 120 animais analisados, dois
apresentaram mutacdo em ambos os alelos, confirmando o diagndstico clinico
de ADC. Nao houve diferenca estatistica entre as trés racas analisadas (valor-p
= 0,2521). Além disso, verificou-se que as frequéncias génica e genotipica das
populacdes pinscher e yorkshire estdo em equilibrio de Hardy-Weimberg, ndo
sendo o mesmo observado para a raca dachshund. A padronizacédo de uma
técnica molecular mais simples e acessivel para o reconhecimento do SNP c.-
22G>A no gene MLPH permite que seja possivel a identificacdo dos caes
portadores desta mutacdo e assim sejam excluidos da reproducéo, de modo a
evitar o nascimento de animais diluidos e consequentemente ADC. Além disso,
verificou-se que esta mutacdo esta presente nas trés racas analisadas, sendo

dois cées da raca dachshund estudados com fenotipo e genotipo de ADC.

Palavas-chave: dachshund, frequéncia génica, PCR-RFLP, pinscher miniatura,

yorkshire.
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ABSTRACT

Color dilution alopecia (ADC) consists of a dermatopathy observed exclusively in
dogs with diluted coat phenotype. Color dilution occurs due to SNP ¢.-22G> A in
the melanofilin gene. However, because this mutation is recessive, it is not known
only by observing the phenotype of its frequency in the population. Thus, the
objective of this work was to standardize a Polymerase Chain Reaction (PCR-
RFLP) polymorphism technique to identify this mutation and to determine its
frequency in the dachshund, miniature pinscher and yorkshire PCR-RFLP was
performed on 40 dachshunds, 40 pinschers and 40 yorkshires and the gene
frequency of the mutated allele was 0.1; 0.1 and 0.075 respectively. Of all the
120 animals analyzed, two presented mutation in both alleles, confirming the
clinical diagnosis of ADC. There was no statistical difference between the three
races analyzed (p-value = 0.2521). In addition, it was found that the genotypic
and genotypic frequencies of the pinscher and yorkshire populations are in
Hardy-Weimberg equilibrium, and not the same for the dachshund breed. The
standardization of a simpler and more accessible molecular technique for the
recognition of SNP c.-22G>A in the MLPH gene makes it possible to identify dogs
carrying this mutation and thus excluded from reproduction in order to avoid the
birth of animals diluted and consequently ADC. In addition, it was verified that this
mutation is present in the three analyzed races, being two dachshund dogs

studied with phenotype and ADC genotype.

Keywords: dachshund, gene frequency, PCR-RFLP, miniature pinscher,

yorkshire.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A pelagem constitui um importante atributo racial para os animais,
incluindo os cédes, em que determinada coloracdo ou caracteristica (textura,
pigmentacao, comprimento) dos pelos pode ser decisiva para a perda do padréo
da raca e consequente perda de valor monetario e possibilidade de doencas
concomitantes. Alguns animais apresentam a pelagem diluida em cor, fen6tipo
este presente devido a um distarbio autossémico recessivo responsavel pela
distribuicdo irregular da melanina nos pelos, levando a pelagem azul
(consequéncia da diluicdo da pelagem preta) e Isabella (diluicdo da pelagem
chocolate) (Miller, 1990; Beco et al., 1996; Philipp et al., 2005). Ao longo do
crescimento, alguns desses animais apresentam alopecia progressiva dos pelos
diluidos, sendo tal desordem denominada alopecia por diluicdo de cor (ADC)
(Miller, 1990; Philipp et al., 2005).

A pratica do acasalamento consanguineo faz com que distarbios
hereditarios recessivos se tornem mais frequentes. Animais podem portar o alelo
da diluicdo de cor (d) no gene da melanofilina (MLPH) e ndo apresentarem o
fenotipo diluido, entretanto, o cruzamento entre estes individuos portadores do
alelo recessivo (d) podem resultar no desenvolvimento de animais com diluic&o
de pelagem (gendtipo dd). Alguns destes animais homozigotos recessivos
podem desenvolver ADC e, por se tratar de uma alopecia tardia, faz com que
eles sejam assintomaticos ao nascimento, apresentando apenas a pelagem
diluida (Miller, 1990). Estes cées, ao longo de seu desenvolvimento, comegam a
apresentar alopecia nas regides de pelagem diluida, podendo esta ser
generalizada (Miller, 1990; Beco et al., 1996).

Por se tratar de uma doenca incomum, muitos clinicos veterinarios
desconhecem a ADC e preconizam diversos tratamentos com antifungicos,
antibiéticos e até reposicdo hormonal, uma vez que se assemelha muito com
perda de pelo de origem enddcrina, principalmente com o hipotireoidismo. O

insucesso destes tratamentos pode também resultar em muitas despesas
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desnecessarias ao proprietario e oferecer riscos a saude do animal (Perego et
al., 2009).

A ADC é uma desordem que pode ser evitada por praticas de restricdo na
reproducdo (Miller, 1990). Para o adequado aconselhamento é importante a
realizacao de estudos que identifiquem a presenca do alelo “d” responsavel pela
diluicdo de cor nos cdes e que determinem a frequéncia desta mutacdo na
populacdo canina. Também é necessario o desenvolvimento de técnicas
moleculares de baixo custo para a identificagcdo dos animais portadores deste
alelo recessivo da diluicao (d), podendo ser realizado antes da comercializagéo
de animais, protegendo os proprietarios da aquisicdo de um cdo que possa
desenvolver ADC. Além disso, estes testes moleculares podem ser utilizados
como critério para o acasalamento destes animais pelos criadores e ser
empregados na rotina dos médicos veterinarios, permitindo, assim, a

erradicacdo da ADC nesta espécie.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Determinar a frequéncia da mutagdo SNP c.-22G>A no gene da
melanofilina em cées das racas dachshund, pinscher miniatura e yorkshire no

municipio de Campo Grande, MS.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste projeto séo:

e Padronizar e validar uma reacdo de PCR-RFLP (Reacdo em Cadeia da
Polimerase — Polimorfismo no Comprimento de Fragmentos de Restricao)
para identificagdo da mutagdo SNP c.-22G>A,

e Determinar as frequéncias genotipica e génica do gene melanofilina em
populagdes de caes das ragas dachshund, pinscher miniatura e yorkshire

provenientes de Campo Grande, MS;

12
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e Verificar se ha associacdo entres as frequéncias do alelo “d” e as ragas

estudadas.

3. REVISAO DE LITERATURA

A genética molecular da pigmentacao € altamente complexa e envolve a
acao coordenada de muitos genes (Ishida et al., 2006). A pigmentacéo do pelo
se da pela deposicdo de melanina sintetizada pelo melanécito. O mecanismo de
formac&o acontece no interior dos melanossomos, onde a enzima tirosinase é
responsavel pela oxidagdo da tirosina em DOPA (1,3,4-diidroxifenilalanina),
sendo esta, entdo, transformada em melanina (Kierszenbaum, 2012).
Posteriormente, gracas a cinesina e dineina, ocorre o transporte dos
melanossomos ao longo dos microtabulos. A miosina VA, que se liga ao
melanossomo RAB27A pela melanofilina, captura os melanossomos que
atingem a periferia da célula e os prendem ao citoesqueleto da actina (Barral &
Seabra, 2004). O defeito em uma destas trés proteinas (miosina VA, melanofilina
e RAB27A) resulta em falha no transporte da melanina, com consequente
formacédo de granulos alargados e de distribuicéo irregular ao longo do pelo,
diminuindo a quantidade de absorcdo de luz de modo a formar um fen6tipo em
gue a cor da pelagem é diluida (Ishida et al., 2006).

O gene melanofilina (MLPH) codifica uma proteina expressa
principalmente no melandcito que € essencial para a formacdo do complexo
miosina VA, melanofilina e RAB27A. A mutacao deste gene é responsavel pela
diluicdo da pelagem, afetando tanto a eumelanina como a feomelanina (Demars
et al., 2018), ja identificada em caninos (Philipp et al., 2005), felinos (Ishida et al.,
2006), bovinos (Li et al., 2016), galinha (Vaez et al., 2008), codorna (Bed’hom et
al., 2012), vison-americano (Cirera et al., 2013) e coelhos (Demars et al., 2018).
Em cées, sabe-se que o Polimorfismo de Unico Nucleotideo (SNP) ¢.-22G>A no
exon 1 (Drégemdller et al., 2007) e ¢.705G>C no exon 7 (Bauer et al., 2018) no
gene MLPH sao responsaveis pelo fendtipo diluido.

A pelagem diluida é herdada como um traco autossémico recessivo
(Drogemdller et al., 2007; Welle et al., 2009). Desse modo, na presenca da

mutacdo em homozigose, o cdo com o pelo originalmente preto ou chocolate,
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apresenta o fenétipo azul (também denominada cinza) e creme (Isabella),
respectivamente (Beco et al., 1996). Entretanto, aqueles que forem portadores
da mutacdo em heterozigose, sao fenotipicamente normais, sendo estes
impossiveis de serem identificados sem a realizagdo de exames genéticos. Em
humanos, a mutacdo no gene da melanofilina é responsavel pela Sindrome de
Griscelli Ill, que é caracterizada por diluicdo do pigmento do cabelo e da pele,
sem entretanto ser acompanhado por alteracdes neurolégicas ou de imunidade
(Ménasché et al., 2003; Demars et al., 2018).

Alopecia por diluicdo de cor (ADC) consiste em uma doenca de pele
estritamente relacionada com a pelagem diluida, e consequentemente com a
mutacdo do gene MLPH. Anteriormente conhecida como Sindrome do
Doberman Cinza, Alopecia Congénita e Doenca do Céo Cinza, tal desordem
caracteriza-se pela perda progressiva de pelos das areas de pigmento diluido,
gue em alguns casos é acompanhada por foliculite recorrente (Phillip et al.,
2005). Apresenta elevada prevaléncia em Doberman Pinscher (93%) (Miller,
1991), mas também é descrita em Yorkshire Terrier, Pinscher miniatura, Great
Dane, Whippet, Irish Setter,Greyhound italiano, Saluki, Chow Chow, Dachshund,
Silky Terrier, Boston Terrier, Newfoundland, Bernese Mountain, Shetland
Sheepdog, Schipperke, Chiuahua e Poodle (Roperto et al., 1995; Beco et al.,
1996; Ferreira et al., 2007; Cerundolo, 2013), entretanto, pode acometer
qgualquer cédo de pelagem diluida (Kim et al., 2005), incluindo cédes mesti¢cos
(Lopes et al., 2017). Trata-se de uma displasia folicular ligada a cor da pelagem
(também denominada displasia cutanea neuroectodermal congénita) que pode
ter apresentacao difusa (no caso da ADC) ou restrita a pelagem preta, sendo
esta denominada Displasia Folicular dos Pelos Pretos (DFPP) (Ferreira et al.,
2007). Segundo von Bomhard et al. (2006), um defeito no transporte do
melanossomo dentro do melanécito com interrupcdo da unidade pigmentada €
proposto como parte integrante do mecanismo patogénico para DFPP.

A ADC néo ocorre em todos os animais com pelagem diluida, mas esta
caracteristica fenotipica consiste no fator predisponente para ocorréncia da
displasia folicular ligada a cor da pelagem, de modo que segundo a teoria de
Miller (1990), o gene MLPH mutado esteja relacionado com a transmissao
genética da ADC. Entretanto, apesar de ser um fator predisponente, ndo sao

todos os cdes com fenétipo diluido que irdo desenvolver ADC. Estudo realizado

14
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por Welle et al. (2009) verificou que cerca de 25% dos cées de pelo cinza
mostraram sinais clinicos de ADC, enquanto os outros ndo desenvolveram
alopecia.

O mecanismo patogénico da ADC néo esta totalmente esclarecido. Sabe-
se que tal distarbio ndo se manifesta ao nascimento (Kim et al., 2005), sendo as
anormalidades no pelo e lenta alopecia progressiva desenvolvidas ao longo de
seu crescimento, entre 3 e 12 meses de idade (Welle et al., 2009). Os caes
apresentam alopecia, descamacéao, pelos secos e quebradicos (Ferreira et al.,
2007). A alopecia comumente inicia-se na regido dorsal do tronco, progredindo
para a cabeca, cauda e membros, podendo variar de acordo com a raca
acometida. O animal apresenta prurido apenas se acometido por infeccéo
bacteriana (Kim et al., 2005), o qual diminui com antibioticoterapia, mas nao
resulta na melhora da cobertura pilosa (Perego et al., 2009).

A distribuicéo irregular da melanina no pelo diluido faz com que o pelo se
torne mais suscetivel a quebras, de modo que esta pode ser a explicacdo do
desenvolvimento de alopecia em alguns animais com pelagem diluida
(Mecklenburg et al., 2009). N&ao se sabe ao certo por que ocorre a interrupgao
do ciclo folicular, com a permanéncia na fase telégena (repouso). Uma
explicacéo seria que, nos animais diluidos, a liberacdo da melanina do interior
do melandcito levaria a exposicao de fatores citotoxicos as células da matriz, que
néo afetaria o cao na sua fase inicial de vida, mas com o avanco na idade mais
células seriam danificadas, de modo a afetar a maioria, se ndo todas as células
de matriz, havendo crescimento folicular minimo nestes animais (Miller, 1990;
Mecklenburg et al., 2009). Welle et al. (2009) verificaram que os caes com ADC
apresentam aglomerados de melanina na epiderme, diferentemente dos animais
gue tem a pelagem diluida mas nédo a alopecia.

Dermatopatias que resultam em alopecia devem ser consideradas, como
hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo e demodicidose generalizada. Todavia, a
presenca da pelagem diluida e o curso caracteristico da doenca ajuda na
realizacdo do diagnéstico. O diagndstico definitivo da ADC é realizado por meio
da analise microscopica do pelo ou biopsia da pele, observando-se foliculos
pilosos atrofiados ou displasicos, com areas preenchidas com grandes granulos
de melanina (Ferreira et al., 2007). O desenvolvimento de pelos displasicos esta

diretamente ligado a mudanca da arquitetura da regido bulbar, em que a
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formacéao de grandes aglomerados de melanina em melandcitos separa o centro
germinal da matriz do pelo (von Bomhard et al.,, 2006). A presenca de
aglomerados de melanina na epiderme é um forte indicador para ADC ou DFPP
(Welle et al., 2009).

N&o ha tratamento especifico ou curativo para ADC (Perego et al., 2009).
Os animais acometidos ndo respondem a nenhum tratamento antifingico,
antibacteriano e suplementacdo com hormonios tireoidianos ou melatonina. O
tratamento € limitado ao controle da descamacdo e prurido com uso de
shampoos e tratamentos topicos (Kim et al., 2005). O progndéstico € bom, mas &
preferivel evitar a criagdo de animais afetados (Perego et al., 2009). Pelo fato
desta desordem ser de origem genética, € possivel realizar a identificacdo dos
animais portadores desta mutacéo e retira-los da reproducéo, de modo a diminuir
0 nascimento de caes predispostos ao desenvolvimento de ADC.
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Frequéncia da mutagdo SNP c.-22G>A no gene da melanofilina responsavel pela

diluicdo de cor em cées

Frequency of mutation SNPc.22G>A in the gene of melanofiline responsible for
dilution of color in dogs

Resumo: A alopecia por dilui¢do de cor consiste em uma dermatopatia caracterizada por
queda de pelo tardia, que acomete exclusivamente regides com pelagem diluida. Este
fendtipo mais claro dos pelames ocorre devido a mutacdo em um dos genes responsaveis
pela producdo de proteinas que transportam os granulos de melanina ao longo do foliculo
piloso. Sabe-se que 0 SNP c.-22G>A no gene da melanofilina é responsavel pelo fenétipo
diluido em cdes. Entretanto, por sua caracteristica autossdbmica recessiva, ndo se sabe a
frequéncia desta mutacdo na populacdo desta espécie. Assim, o presente estudo teve como
objetivo padronizar uma nova técnica de PCR-RFLP para identificacdo desta mutacdo e
determinar sua frequéncia em uma populacao de cdes das racas dachshund, yorkshire e
pinscher miniatura. Foi realizada a analise genética de 40 cées de cada uma das racas, em
que se obteve frequéncia génica do alelo mutado de 0,1; 0,1 e 0,0875 em dachshund,
yorkshire e pinscher miniatura, respectivamente. Verificou-se também que,
estatisticamente, a frequéncia genotipica entre as trés racas sdo iguais (valor-p = 0,2521)
e as racas yorkshire e pinscher estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg, diferentemente
do observado na raca dachshund.

Palavas-chave: dachshund, frequéncia génica, PCR-RFLP, pinscher miniatura,
yorkshire.

Abstract: Color dilution alopecia consists of a dermatopathy characterized by late hair
loss, which affects exclusively regions with diluted coat. This lighter pellic phenotype
occurs due to mutation in one of the genes responsible for the production of proteins
carrying the melanin granules along the hair follicle. It is known that the SNP ¢.-22G> A
in the melanofilin gene is responsible for the phenotype diluted in dogs. However, due to
its autosomal recessive characteristic, the frequency of this mutation in the population of
this species is unknown. Thus, the present study aimed to standardize a new PCR-RFLP
technique to identify this mutation and to determine its frequency in a population of dogs

of the dachshund, yorkshire and miniature pinscher breeds. Genetic analysis of 40 dogs
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of each breed was carried out, in which the mutated allele of 0.1 gene frequency was
obtained; 0.1 and 0.0875 in dachshund, yorkshire and miniature pinscher, respectively.
The genotypic frequency between the three races was also statistically the same (p-value
= 0.2521) and the yorkshire and pinscher breeds were in Hardy-Weinberg equilibrium,
differently from the dachshund breed.

Keywords: dachshund, gene frequency, PCR-RFLP, miniature pinscher, yorkshire

Introducéo

A distribuicdo da melanina ao longo do pelo ocorre gracas a participacdo de trés
proteinas, codificadas pelos genes RAB27A, MYO5A e MLPH (Ishida et al., 2006; Hume
et al., 2007). Mutacgdes nestes genes sdo responsaveis pelo arranjo irregular dos granulos
de melanina, que resulta no desenvolvimento da pelagem diluida. Assim, animais de
pelagem originalmente preta apresentam pelos de coloracdo acinzentada (também
denominada azul), enquanto aqueles de pelagem chocolate apresentam fenotipo creme
(Isabella) (Beco et al., 1996).

A diluicdo da cor de pelagem é encontrada em muitas espécies de mamiferos e
aves (Bauer et al., 2018), sendo identificada a mutacdo no gene MLPH em céo
(Drogemdller et al., 2007; Bauer et al., 2018), coelho (Demars et al., 2018), gato (Ishida
etal.,2006), galinha (Vaez et al., 2008), codorna (Bed’hom et al., 2012), vison-americano
(Cirera et al., 2013) e bovino (Li et al., 2016).

Sabe-se que cdes com pelagem diluida tem predisposicdo ao desenvolvimento de
alopecia por diluicdo de cor (ADC), que consiste em uma desordem dermatoldgica
caracterizada pela queda de pelos tardia, acometendo exclusivamente a pelagem diluida
(Miller, 1990). A ADC é descrita, sobretudo, em dobermann pinscher (Miller, 1990),
entretanto, o acometimento de outras racas ja foi relatado, como em dachshund (Beco et
al., 1996), yorkshire (Roperto et al., 1995), saluki (Miller, 1991), cane corso (Negoitd &
Negoita, 2017) e mestico (Lopes et al., 2017).

Em cées, a substituicdo do nucleotideo guanina por adenosina no cddon -22 (SNP
€.-22G>A) no éxon 1 no gene MLPH ¢é responsavel pela diluicdo da cor dos pelos
(Drogemdller et al., 2007), devendo estar presente em ambos os alelos, uma vez que
apresenta caracteristica autossémica recessiva. Assim, a partir do conhecimento do local
de mutacéo é possivel identificar os animais fenotipicamente normais (néo diluidos), mas

que sdo portadores desta mutacdo. Desse modo, o objetivo do presente estudo foi

23



453
454
455
456
457
458
459
460
461
462
463
464
465
466
467
468
469
470
471
472
473
474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486

padronizar uma técnica de PCR-RFLP para identificacdo dos cdes que tem o SNP c.-
22G>A no gene da melanofilina e determinar sua frequéncia na populacdo de cées das

racas dachshund, pinscher miniatura e yorkshire.

Material e métodos

Para o estudo da mutagdo do gene MLPH foi realizada a formacao de trés grupos
amostrais, cada um composto por 40 cées, sendo este nimero determinado com base no
nimero minimo necessario para realizacdo de estudo epidemioldgico. As racas
analisadas foram dachshund, pinscher miniatura e yorkshire. Os animais foram
considerados das respectivas ragas por atenderem aos padrdes minimos determinados pela
Confederacéo Brasileira de Cinofilia, filiada a Fédération Cynologique Internationale. As
amostras foram obtidas a partir da rotina de atendimento de um hospital veterinario.

Para uso das amostras bioldgicas dos animais os proprietarios assinaram o Termo
de Livre Consentimento Esclarecido. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica e
Uso de Animais (CEUA) da UFMS (protocolo n° 822/2016).

A andlise genética dos animais deste estudo foi realizada a partir de amostras de
sangue venoso, coletado por venopuncdo jugular. No momento da coleta, os cdes foram
registrados quanto as caracteristicas fenotipicas da raca e quanto a presenca de alopecia.
As amostras de sangue coletadas foram armazenadas em tubos com EDTA e congeladas
em freezer a -20°C para posterior andlise molecular.

A extracdo de DNA foi realizada com o protocolo preconizado por Aradjo et al.
(2009) a partir de 350 pulL de sangue. Apds a extra¢do, as amostras de DNA foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% e visualizadas em transiluminador UV
e sistema de documentacdo Gel Doc (Bio-Rad) para avaliagdo da qualidade das amostras
extraidas.

Para reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do gene MLPH foram utilizados
primers anteriormente descritos por Drogemdiller et al. (2007), sendo eles especificos para
a amplificacdo de todo o exon 1 do gene MLPH. O primer senso MLPH_157395 F (5
'CCTTCCTTCCCCTGTAGGAC 3) e o primer antisenso MLPH 157706 R (5
'GCCTAAAATGAGCTCCCTGA 3') amplificam um fragmento de 312 pares de bases
(pb). Cada PCR foi preparada em um volume final de 25 pl, contendo 10 uM de cada
primer (senso e antisenso), 100 ug de DNA, 12.5ul de GoTag® Green Master Mix

(Promega) e &gua nuclease-free em quantidade suficiente para completar o volume final

24



487
488
489
490
491
492
493
494
495
496
497
498
499
500
501
502
503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520

da reacdo. As reacgdes foram realizadas de acordo com as seguintes condicdes: 1 ciclo a
95°C por 4 min; 35 ciclos a 95°C por 30 seg, 60°C por 20 seg, e 72°C por 20 seg; e 1 ciclo
a 72°C durante 3 min. Os fragmentos amplificados foram visualizados em
transiluminador UV e sistema de documentagdo Gel Doc apos eletroforese em gel de
agarose 2%.

Para a padronizacdo do PCR-RFLP, duas sequencias de DNA do fragmento
delimitado pelos primers, sendo uma de um céo ndo portador e uma proveniente de um
cdo com a mutacdo, foram submetidas a analise de restri¢do in silico com o auxilio do
programa Codon Code Aligner. A enzima de restricdo Mspl, que gerou diferentes padroes
de restricdo nos animais portadores e nao portadores com o0 menor nimero de fragmentos,
foi selecionada. Para a realizacdo da PCR-RFLP os fragmentos amplificados foram
submetidos a digestdo com enzima Mspl, e o resultado foi revelado por eletroforese em
gel de agarose a 3%. Os resultados da PCR-RFLP foram comparados com os observados
no sequenciamento de oito amostras de DNA no estudo.

Para o sequenciamento, os fragmentos amplificados foram purificados e
sequenciados em ambas as direcGes pelo método de Sanger et al. (1977). As reagdes
foram purificadas com o reagente Clean Sweep PCR (Apllied Biosystems) de acordo com
as recomendacdes do fabricante. Em seguida, os eletroferogramas foram analisados com
o auxilio do programa Bioedit (Hall, 1999) e as sequencias consenso geradas para
posterior busca por homologia no GenBank-NCBI.

A avaliacdo da eficicia da PCR-RFLP foi realizada pelo coeficiente Kappa. As
frequéncias genotipica e génica obtidas dos alelos das respectivas racas foram avaliadas
pela analise de frequéncia relativa. Para verificar se houve diferenca estatistica entre as
racas foi empregado o teste de Qui-quadrado de aderéncia com determinacéo do valor-p
Exato por amostragem de Monte Carlo (n=100000) no programa SAS v9 ® (2002)
segundo McDonald (2014), e para determinacdo do equilibrio de Hardy-Weinberg foi
realizado o teste exato de Haldane. Os resultados estatisticos foram considerados

significativos quando valor-p <0,05.

Resultados

A partir de amostras de sangue total foi possivel a identificacdo dos cédes que
apresentavam mutagdo SNP c.-22G>A no gene MLPH responsavel pelo fenétipo diluido

por meio da técnica de PCR-RFLP. Com a andlise in silico, foi verificado que a utilizagdo
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521 da enzima de restricdo Mspl permitiu a identificacdo dos animais homozigotos
522  dominantes, recessivos e heterozigotos a partir da formacéo de fragmentos de diferentes
523  tamanhos (Figura 1).
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525
526  Figura 1. Representacdo grafica da PCR-RFLP para identificagdo do SNP c.-22 G>A no

527 gene MLPH. Na primeira coluna esta representado marcador molecular (50-500 pb). Na
528  segunda coluna observar a formacdo de bandas de 249 pb, 43 pb e 20 pb (homozigotos
529  recessivos); na terceira coluna a formacgédo de bandas de 237 pb, 43 pb, 20 pb e 12 pb
530 (homozigotos dominantes); na quarta coluna a formacéo de bandas de 249 pb, 237 pb, 43
531  pb, 20 pb e 12 pb (heterozigotos).

532

533 Verificou-se que com a observacdo apenas dos fragmentos maiores j& seria
534  possivel a distin¢do dos animais com a mutagdo genética analisada, de modo que a analise
535 foi realizada como representado na Figura 2.

536
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538 Figura 2. Genotipagem do PCR-RFLP para mutagdo SNP c.-22G>A no gene MLPH. Na
539 presenca da mutacdo em homozigose recessiva (dd) forma-se uma banda de 249 pb, em
540 heterozigose ha a formacao de duas bandas (249 pb e 237 pb) (A) enquanto que na auséncia
541 da mutacéo (DD) ha a formacao de fragmentos de 237 pb (B, C, D, E, F).

542

543 Em oito amostras também foram realizadas analises moleculares do gene MLPH
544  pela técnica de sequenciamento, sendo o numero utilizado suficiente para comparacao
545  dos resultados com aqueles obtidos pelo método de PCR-RFLP. O coeficiente de Kappa
546  evidenciou concordancia total entre as duas técnicas (K=+1) de modo que permite a
547  validacgdo desta técnica de PCR para identificacdo dos animais com a mutacao genética
548  analisada.

549 A PCR-RFLP foi realizada em 40 animais de cada raga analisada. A frequéncia
550 da mutacdo SNP c.-22G>A no gene da melanofilina dos 120 cdes analisados esta
551  representada na tabela 1.
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Tabela 1. Frequéncia genotipica dos animais homozigotos dominantes (DD),
heterozigotos (Dd) e homozigotos recessivos (dd) e frequéncia génica dos alelos “D” e

“d” do gene da melanofilina nas trés racas analisadas.

o . o Frequéncia
N° de animais Frequéncia genotipica .
Racas génica
testados
DD Dd dd D d
Dachshund 40 0,85 0,1 0,05 0,9 0,1
Pinscher 40 0,8 0,2 0 0,9 0,1
Yorkshire 40 0,825 0,175 0 0,9125 0,0875
TOTAL 120 0,833 0,15 0,05 0,9042  0,0958

No momento da coleta de sangue, cinco cées apresentavam alopecia (4 dachshund
e 1 pinscher), entretanto, destes apenas dois cdes da raca dachshund (Figura 3)

apresentava mutacdo em ambos os alelos, sendo estes 0s Unicos com caracteristicas

fenotipica e genotipica de ADC.

" 4

Figura 3. Dois cées da raca dachshund com alopecia generalizada e mutacdo SNP c.-
22G>A no gene MLPH em homozigose.

Apesar da raca dachshund ter sido a Gnica a ter apresentado animais homozigotos
recessivos, ndo houve diferenca estatistica na frequéncia genotipica entre as trés ragas
analisadas (valor-p = 0,2521). O resultado da analise de equilibrio genético nas ragas
dachshund, pinscher e yorkshire esta representado na tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncia observada e esperada* em trés ragas caninas dos genotipos para a
mutacdo SNP c.-22G>A do gene MLPH.

Freq. observada Freq. Esperada Qui
Racas 55 pd  dd DD Dd dd  quadrado YAOrP
Dachshund 34 4 2 32,4 7,2 0,4 7,9012 0,0049
Pinscher 32 8 0 32,4 7,2 0,4 0,4938 0,4822
Yorkshire 33 7 0 33,3063 6,3875 0,3063 0,3678 0,5442
Total 99 19 2 98,1021 20,7958 1,1021 0,8949 0,3442

*De acordo com o equilibrio de Hardy-Weimberg

Verifica-se que, diferentemente das racas pinscher, yorkshire e da avaliacdo das
trés racas simultaneamente, a raca dachshund isoladamente ndo esta em equilibrio

genético (p>0,05).

Discussao

Na técnica de PCR-RFLP ocorre a amplificacdo do gene pela técnica de PCR e
posterior digestdo enzimatica por endonucleases especificas (Ota et al., 2007). Isso resulta
na formacao de fragmentos de diferentes tamanhos que, apds a realizagéo de eletroforese
em gel, permite a identificacdo da presenca ou auséncia da mutacao analisada (Ota et al.,
2007; Rasmussen, 2013). Neste estudo, foi possivel desenvolver uma metodologia
baseada em PCR-RFLP para identificagdo do SNP c.-22G>A no gene da melanofilina
que é um fator predisponente a ADC em cées. Esta técnica consiste em um método
simples, de baixo custo e preciso para identificagdo de SNPs (Ota et al., 2007; Rasmussen,
2013) em relacdo ao método de sequenciamento pelo método de Sanger et al. (1977)
atualmente utilizado, além de ser uma técnica muito mais simples, pratica e de menor
custo. Assim, na presente pesquisa, quando a mutacdo estava presente em ambos 0s
alelos, a enzima Mspl utilizada formava 3 fragmentos (249 pb, 43 pb e 20 pb). J& nos cées
em que a mutagdo ndo estava presente, os fragmentos eram de 237 pb, 43 pb, 20 pb e 12
pb. Mesmo que a identificacdo de bandas menores seja mais dificil, é possivel o
reconhecimento da mutacdo apenas com observagdo dos fragmentos maiores de DNA
formado. A possibilidade de interpretacéo a partir da eletroforese em gel de agarose torna
esta técnica promissora para identificacdo dos animais portadores do gene da diluicdo de
cor.

Pelo fato da queda de pelos inicialmente ocorrer em regido dorsal e tronco, que
evolui para alopecia simétrica bilateral (Miller, 1990; Beco et al., 1996), muitas vezes a
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ADC é confundida com doencas endocrinas (Miller, 1990; Roperto et al., 1995).
Entretanto, doencas enddcrinas ou outras doengas sistémicas nao afetam especificamente
uma cor de pelagem (Miller, 1990). No presente estudo, foram observados cinco cées
com alopecia no momento da coleta de amostra de sangue, entretanto apenas um
dachshund apresentava mutacdo em ambos os alelos, sendo este o Unico com
caracteristica genética compativel com o desenvolvimento de ADC. Assim, outras causas
de alopecia devem ser investigadas. Bauer et al. (2018), entretanto, recentemente
descreveram uma variante da mutacdo do gene MLPH (c.705G>C) que também é
responsavel pela diluicdo de cor de pelagem (d%d?) nas ragas chow chows, sloughis e thai
ridgebacks. Assim, uma possibilidade é que estes animais tenham de fato o gendtipo
diluido e consequentemente ADC, mas com uma mutacdo diferente da analisada no
presente estudo. Entretanto, ainda ndo h& estudos que tenham analisado a mutagédo
€.705G>C no gene MLPH também ¢ responsavel pelo fenétipo diluido nas trés ragas
analisadas do presente estudo.

Segundo o Teorema de Hardy-Weinberg, uma populacdo que estd em equilibrio
genético mantém as frequéncias alélica e genotipica constantes ao longo das geracoes,
desde que ndo sofram selecdo, mutacdo ou migragdo (Guo & Thompson, 1992). Este
teorema desenvolvido por G.H. Hardy (matematico puro) e W. Weinberg (geneticista
humano) marcou o inicio da genética de populacBes (Mayo, 2008). A auséncia de
equilibrio de Hardy-Weinberg na raga dachshund, entretanto, sugere problemas na
genotipagem ou estrutura desta populacdo, como devido a ndo possibilidade de
cruzamentos ao acaso (Wigginton et al., 2005; Mayo, 2008).

Segundo Miller (1990), em uma ninhada em que ha o nascimento de filhotes cinza
ou Isabella (ou creme), ambos os pais devem portar pelo menos um alelo recessivo “d”.
Pelo fato da diluicdo da pelagem, assim como a ADC, consistir em uma caracteristica
herdada como um traco autossémico recessivo (Beco et al., 1996; Philipp et al., 2005), a
eliminacdo dos cdes portadores desse alelo na reproducdo € necessaria para extinguir
ADC (Miller, 1990). O pelo consiste em um mecanismo de defesa inato, de maneira que
a auséncia deste torna o animal mais susceptivel aos agentes externos. Palumbo et al.
(2012) descreveram um cdo com ADC que desenvolveu carcinoma de células escamosas
em toda regido dorsal de tronco e cabega. Assim, o teste molecular desenvolvido nesta
pesquisa pode ser indicado para evitar o cruzamento de animais portadores da mutacao,

diminuindo o nascimento de animais predispostos ao desenvolvimento da ADC.
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No presente estudo, apesar de ter sido identificado apenas 2 cdes com o0 gendtipo
diluido, a presenca da mutacdo em heterozigose nas ragas analisadas evidencia a

necessidade da identificacdo deste gene, a fim de direcionar cruzamentos.

Concluséo

A técnica de PCR-RFLP padronizada neste estudo foi eficiente na identificacdo
dos cdes com a mutagdo SNP c.-22G>A do gene da melanofilina. A frequéncia génica
do alelo mutado foi 0,1; 0,1 e 0,083 para dachshund, pinscher e yorkshire,
respectivamente. Nao houve diferenca para a ocorréncia da mutacédo entre as trés racas, e

destas, apenas a raca dachshund néo esta em equilibrio genético.
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767 de sangue para realizacao de PCR para pesquisa relacionada a alopecia
768  por diluicao de cor. Autorizo a realizacao de fotografia do meu animal e
769 concordo que os resultados obtidos sejam utilizados para publicacoes
770  cientificas.

771
772

773 Data:
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775
776  Assinatura do proprietario:
777
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Fundacdo Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Ocorréncia da mutagédo SNP c.-
22G>A no gene da melanophilina responsavel pela alopecia por diluigao de cor em
caes", Protocolo n° 822/2016 sob a responsabilidade de Mariana Isa Poci
Palumbo - que envolve a utilizagao de animais pertencentes ao filo Chordata,
subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica — encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS/CEUA da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul/UFMS,

na 12 reuniao ordinaria do dia 02/02/2017.

FINALIDADE ( ) Ensino (x) Pesquisa Cientifica
Vigéncia do Projeto 1°/03/2017 a 1°/03/2019
Espécie/Linhagem ou | Canis lupus familiaris | Dachshund, Pinscher e
Raca Doberman
NGmeros de Animais |60
60
Peso/ldade 2 meses a 8 anos / Variada
Sexo Macho ou Fémea
Origem (fornecedor) | Hospital Veterinario da FAMEZ/UFMS

Maria Araujo Teixeira
Coordenadora da CEUA/UFMS
Campo Grande, 03 de fevereiro de 2017.

Comiss&o de Etica no Uso de Animais/CEUA
http://www.propp.ufms.br/ceua

ceua.2000@gmail.com
fone (67) 3345-7186
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01/10/2018 SEI/UFMS - 0772890 - CI Comunicagdo Interna

Servigo Publico Federal
Ministério da Educagao

Cl n2 73/2018 - CEUA/CPER/COMIS
Campo Grande, 20 de setembro de 2018.

Da: Prof2 Dr2 Joice Stein — Coordenagdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais — CEUA/UFMS

Para: Prof2 Dr2 Mariana Isa Poci Palumbo - FAMEZ

Via: Direta

Assunto: Cl n? 56/2018 de 30/07/2018 a essa CEUA, solicitando a alteragdo
de modelo animal no Protocolo 822/2016.

Prezada Pesquisadora:

.

A Coordenagio da Comissio de Etica no Uso de Animais — CEUA/UFMS
informa a aprovagdo, na 8" Reunido Ordinaria do dia 18/09/2018 a sua solicitagdo de
alteragdo de modelo animal (raga Doberman pela raga Yorkshire), Projeto de Pesquisa
“Ocorréncia da mutagio SNP c.-22G>A no gene da melanophilina responsavel pela
alopecia por dilui¢io de cor em ciies” — Pesquisadora Responsavel: Mariana Isa Poci
Palumbo. (Processo 23104.008784/2016-27) — Protocolo 822/2016.

Sendo o que se apresenta para 0 momento.

Atenciosamente,

Joice Stein
Coordenadora da Comissio de Etica no Uso de Animais

CEUA/UFMS

Documento assinado eletronicamente por Joice Stein, Professor do
Magisterio Superior, em 21/09/2018, as 10:41, conforme horério
oficial de Mato Grosso do Sul, com fundamento no art. 62, § 12, do
Decreto n? 8.539, de 8 de outubro de 2015.
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https://sei.ufms.br/seiloonlrolador.php?acao=documento_|mprimIr_web&acao_orlgem=arvore_visualIzar&id_documento=956240&infra_sistema=‘.. 12
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Normas para Publicacdo - Arquivo Brasileiro De Medicina

Veterinaria E Zootecnia

Preparacéo dos textos para publicagdo

Os artigos devem ser redigidos em portugués ou inglés, na forma

iImpessoal.

Formatacé&o do texto

O texto NAO deve conter subitens em nenhuma das sec¢des do artigo,
deve ser apresentado em arquivo Microsoft Word e anexado como “Main
Document” (Step 6), no formato A4, com margem de 3cm (superior, inferior,
direita e esquerda), na fonte Times New Roman, no tamanho 12 e no
espacamento de entrelinhas 1,5, em todas as paginas e sec¢fes do artigo (do

titulo as referéncias), com linhas numeradas.

Ndo usar rodapé. Referéncias a empresas e produtos, por exemplo,
devem vir, obrigatoriamente, entre paréntesis no corpo do texto na seguinte

ordem: nome do produto, substancia, empresa e pais.

Secbes de um artigo

Titulo: Em portugués e em inglés. Deve contemplar a esséncia do artigo

e nao ultrapassar 50 palavras.

Autores e Filiagcdo: Os nomes dos autores sdo colocados abaixo do
titulo, com identificacédo da instituicdo a qual pertencem. O autor e 0 seu e-mail
para correspondéncia devem ser indicados com asterisco somente no “Title

Page” (Step 6), em arquivo Word.

Resumo e Abstract: Deve ser o mesmo apresentado no cadastro
contendo até 200 palavras em um s paragrafo. Nao repetir o titulo e ndo

acrescentar revisao de literatura. Incluir os principais resultados numeéricos,
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citando-os sem explica-los, quando for o caso. Cada frase deve conter uma

informacéo completa.
Palavras-chave e Keywords: No maximo cinco e no minimo duas*.

* na submisséo usar somente o Keyword (Step 2) e no corpo do artigo constar
tanto keyword (inglés) quanto palavra-chave (portugués), independente do

idioma em que o artigo for submetido.

Introducéo: Explanacdo concisa na qual os problemas seréao
estabelecidos , bem como a pertinéncia, a relevancia e os objetivos do trabalho.

Deve conter poucas referéncias, o suficiente para baliza-la.

Material e Métodos: Citar o desenho experimental, o material envolvido,
a descricdo dos métodos usados ou referenciar corretamente os métodos ja
publicados. Nos trabalhos que envolvam animais e/ou organismos
geneticamente modificados deverdo constar obrigatoriamente o numero do

Certificado de Aprovacdo do CEUA. (verificar o ltem Comité de Etica).
Resultados: Apresentar clara e objetivamente os resultados encontrados.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em linhas e colunas.
Usar linhas horizontais na separacéo dos cabecalhos e no final da tabela. O titulo
da tabela recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo nimero de ordem
em algarismo arabico e ponto (ex.: Tabela 1.). No texto, a tabela deve ser referida
como Tab seguida de ponto e do numero de ordem (ex.: Tab. 1), mesmo quando
referir-se a vérias tabelas (ex.: Tab. 1, 2 e 3). Pode ser apresentada em
espacamento simples e fonte de tamanho menor que 12 (0 menor tamanho
aceito é oito). A legenda da Tabela deve conter apenas o indispensavel para o
seu entendimento. As tabelas devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do
texto de preferéncia apés a sua primeira citacao.

Figura. Compreende qualquer ilustracdo que apresente linhas e pontos:
desenho, fotografia, gréafico, fluxograma, esquema etc. A legenda recebe
inicialmente a palavra Figura, seguida do numero de ordem em algarismo
arabico e ponto (ex.: Figura 1.) e é citada no texto como Fig seguida de ponto e
do namero de ordem (ex.: Fig.1), mesmo se citar mais de uma figura (ex.: Fig. 1,

2 e 3). Além de inseridas no corpo do texto, fotografias e desenhos devem
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também ser enviados no formato JPG com alta qualidade, em um arquivo zipado,
anexado no campo proprio de submisséo, na tela de registro do artigo. As figuras
devem ser obrigatoriamente inseridas no corpo do texto de preferéncia apés a

sua primeira citagao.

Nota: Toda tabela e/ou figura que ja tenha sido publicada deve conter,
abaixo da legenda, informacéo sobre a fonte (autor, autorizacdo de uso, data) e

a correspondente referéncia deve figurar nas Referéncias.

Discusséao: Discutir somente os resultados obtidos no trabalho. (Obs.: As
secoes Resultados e Discusséo poderdo ser apresentadas em conjunto a juizo

do autor, sem prejudicar qualguer uma das partes).

Conclusdes: As conclusdes devem apoiar-se nos resultados da pesquisa
executada e serem apresentadas de forma objetiva, SEM reviséo de literatura,
discusséo, repeticdo de resultados e especulacdes.

Agradecimentos: Nao obrigatério. Devem ser concisamente

expressados.

Referéncias: As referéncias devem ser relacionadas em ordem
alfabética, dando-se preferéncia a artigos publicados em revistas nacionais e
internacionais, indexadas. Livros e teses devem ser referenciados o minimo
possivel, portanto, somente quando indispenséaveis. Sdo adotadas as normas

gerais da ABNT, adaptadas para o ABMVZ, conforme exemplos:

Como referenciar:
1. CitagcOes no texto

A indicacdo da fonte entre parénteses sucede a citacdo para evitar

interrupgdo na sequéncia do texto, conforme exemplos:

- autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971); (Anuério..., 1987/88) ou
Anuério... (1987/88);

- dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e Moreno (1974);

- mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou Ferguson et al. (1979);
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