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RESUMO

A glicoproteina P é uma proteina transmembrana que funciona como uma bomba de
efluxo para diversas substancias no organismo. E codificada pelo gene MDR1 (Multi Drug
Resistance) e pode apresentar uma mutacdo conhecida como nt230(del4). Esse polimorfismo
é uma delec@o de quatro pares de bases resultando na formacdo de uma proteina com menos
de 10% da sua sequéncia original de amino&cidos, o que gera uma proteina afuncional. Varias
racas de cdes foram descritas como portadoras da mutagdo, principalmente, cées da raga
Collie. Esta mutacéo foi encontrada também em cées da raca Pastor Alemao, entretanto ha
poucos estudos nesta raca. O presente estudo objetivou determinar a frequéncia genotipica e
alélica da mutacdo nt230(del4) em cdes da raca pastor alemdo. Foram coletadas amostras
sanguineas de 80 caes pastores alemdes residentes no Estado do Rio Grande do Sul. Os cdes
possuiam diferentes origens sendo provenientes ndo somente de outros estados do Brasil, mas
também de outros paises. Dos 80 cées, 78 (97,5%) apresentaram genétipo homozigoto
dominante (selvagem), 1 (1,25%) apresentou genétipo heterozigoto e 1 (1,25%) gendtipo
homozigoto recessivo. O alelo mutante apresentou uma frequéncia baixa (1,88%) enquanto o
selvagem apresentou uma frequéncia alta (98,1%). Dentro das cidades do Estado do Rio
Grande do Sul onde foram coletados os animais (Porto Alegre, Canoas, Viaméo, Gravatai,
Novo Hamburgo, Torres e Dom Pedro de Alcéantara), os cées da raca Pastor Alemao carregam
0 alelo da mutacao nt230(del4) no gene MDRL.

Palavras-chave: ABCB1, canino, pastor alemé&o, glicoproteina P.



ABSTRACT

The P-glycoprotein is a transmembrane protein which acts as an efflux pump for many
substances in the body. It is encoded by the MDR1 (Muti Drug Resistance) gene and may
have a mutation known as nt230 (del4). This polymorphism is a deletion of four base pairs,
resulting in the formation of a protein with less than 10% of its original amino acid sequence,
which results in a nonfunctional protein. Several breeds were described as carriers of the
mutation, mainly Collie breed dogs. This mutation was also found in German shepherd dogs,
but there are few studies in this breed. This study aimed to determine the genotypic and allelic
frequency of mutation nt230 (del4) in German Shepherd dogs. Blood samples were collected
from 80 German Shepherds dogs living in the state of Rio Grande do Sul. The dogs were
originated from different states of Brazil but also from other countries. In the dogs studied, 78
(97.5%) were dominant homozygous genotype (wild); 1 (1.25%) had heterozygous genotype
and 1 (1.25%) recessive homozygous genotype. The mutant allele had a low frequency
(1.88%) while the wild showed high frequency (98.1%).Within the cities of Rio Grande do Sul
State where the animals were collected (Porto Alegre, Canoas, Viamdo, Gravatai, Novo
Hamburgo, Torres and Dom Pedro de Alcantara), the German Shepherd dogs carry the allele
mutation nt230(del4 ) on the MDR1gene.

Key Words: ABCB1, canine, German Shepherd, Glycoprotein — P.
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1 INTRODUCAO

Em 1983, Preston relatou um caso de intoxicagdo pelo uso de ivermectina em um céo
da raga Collie. Em 2001, Mealey et al. descreveram uma mutagdo com delecdo de quatro
pares de bases no quarto éxon do gene MDR1. O gene MDR1 esté localizado no cromossomo
14 da espécie Canis familiaris e é composto de 28 éxons. Codifica uma proteina
transmembrana chamada de Glicoproteina P (gp-P) que funciona como uma bomba de efluxo
de diversas substancias sem estrutura relacionada e muitos xenobidticos, incluindo
quimioterapicos, imunossupressores, agentes antiparasitarios, agentes antimicrobianos,
farmacos com fungdo no sistema cardiovascular, opioides, horménios esteroides e muitas
outras (GRAMER et al., 2011; GEYER; JANKO, 2012; MEALEY, 2013).

Esta mutacdo causa a formacdo de um “stop” codon prematuro, resultando em uma
glicoproteina-P composta por menos de 10% de sua sequéncia original de amino&cidos, e,
portanto, afuncional (MEALEY, et al., 2001; FETCH, et al., 2007). Este polimorfismo causa
alteracdo na farmacocinética e farmacodindmica dos substratos da gp-P, sendo assim, podem
provocar efeitos adversos importantes, como por exemplo, intoxicacdo por lactonas
macrociclicas, como a ivermectina, levando ao aparecimento de sinais neurologicos e até a
morte (FETCH et al., 2007).

A gp-P estd presente em diferentes tecidos, tais como barreira hematoencefalica,
testiculos, placenta, figado, rins e intestinos, limitando a absorcdo de farmacos e promovendo
a excrecao na bile e urina (GRAMER et al., 2011).

Os animais podem apresentar trés diferentes genotipos para o gene MDR1, sendo:
homozigoto dominante ou selvagem (S/S) o animal que ndo apresenta a mutacéo,
heterozigoto (S/mut) é o animal portador do alelo mutante e homozigoto recessivo (mut/mut)
0 animal que apresenta a mutacéo.

Estudos demonstraram a presenca desta mutacdo em diversas racas de cdes, nos quais
os Collies e suas linhagens, geralmente sdo os mais afetados (NEFF et al., 2004; GEYER et
al., 2005; MEALEY, 2005; GEYER et al., 2007; MEALEY; MEURS, 2008; GRAMER et
al., 2011, TAPPIN et al., 2012, MEALEY, 2013). Entretanto, outras linhagens de cdes
apresentaram relatos de casos de intoxicacdo com farmacos substratos da gp-P. Mealey e
Meurs relataram pela primeira vez em 2008 a presenca da mutacdo em cdes da raca Pastor
Alemao.

Ha uma diversidade de informacdes a respeito da frequéncia do alelo mutante em
Pastores Alemaes, variando de 0% (GRAMER et al., 2011) a 6% (MEALEY; MEURS,



2008). Gramer et al. (2011) sugerem que a variagdo de informagdes sobre a frequéncia do
alelo mutante em cées Pastores Alemé&es ocorre porque muitos estudos agrupam cdes da raca
Pastor Alemao e cdes da raca Pastor Branco Suico como uma Unica raca. Por isso, existe a
necessidade de estudos sobre a real frequéncia do alelo mutante em cdes da raca Pastor
Aleméo.

Desta forma, este trabalho objetivou determinar se o alelo mutante esta presente em
caes Pastores Alemaes residentes em cidades do Estado do Rio Grande do Sul, e qual a
frequéncia dos trés genotipos (homozigoto selvagem, heterozigoto ou homozigoto mutante) e
do alelo mutante para este gene sendo esses animais desde cdes de companhia e exposicao, até
caes de guerra e guarda da Policia do Exército, Brigada Militar e Aeronautica.



2 MATERIAIS E METODOS
2.1 Selecéo dos animais

A escolha dos animais foi realizada de forma direcionada, priorizando animais de
canis de criacdo e exposicdo, de canis da Policia do Exército, Brigada Militar e Aeronautica
residentes no Estado do Rio Grande do Sul. Entretanto, tutores de cées Pastores Alemaes que
se interessassem em participar da pesquisa, foram incluidos no projeto. Um animal mestico de
Pastor Alemdo foi incluido no estudo, pois chegou ao Hospital de Clinicas Veterinarias da
UFRGS apresentando sintomatologia nervosa apos ter recebido uma dose de ivermectina e,
também, por possuir semelhanca fisica com a raca.

As cidades foram escolhidas de acordo com a localizagdo dos canis. Foram coletadas
amostras em batalhdes da Policia do Exército, Brigada Militar e Aeronautica, e canis
criadores da raca localizados nas cidades de Porto Alegre, Canoas, Viamao, Gravatai, Novo
Hamburgo, Torres e Dom Pedro de Alcantara. Entretanto, apesar dos animais serem
residentes no Estado, grande parte dos animais tem origem em diferentes Estados do Brasil
como Santa Catarina, Sdo Paulo e Rio de Janeiro e outros sdo provenientes de outros paises

como Alemanha, Argentina, Italia, Franca e Hong Kong.
2.2 Coleta de amostras

Foram coletadas amostras sanguineas com volume de 3mL em tubos a vacuo com
anticoagulante EDTA da veia cefalica de 80 caes da raca Pastor Alemdo. Para a coleta foi
realizada a antissepsia do local a ser puncionado.

Os animais foram contidos somente por meio de mordaca ou focinheira e um auxiliar
manteve o membro anterior estendido para a realizagdo da coleta. Todas as coletas foram

realizadas no local de residéncia dos animais.
2.3 Analise das amostras

Para analise do material coletado, primeiramente, foi extraido o DNA de cada amostra
de sangue total por meio do Kit Comercial - NucleoSpin® Blood Genomic DNA from blood
and biological fluids da empresa alema Macherey-Nagel.

Apos, para a amplificacdo do DNA foi realizada a Reacdo em Cadeia da Polimerase
segundo Fetch et al. (2007). A fim de obter um volume total de 25uL, foram adicionados 4uL
de DNA (~200ng), tampdo 1x (20mM Tris-HCI pH 8,4, 50mM KCI), 1,5mM MgCl,, 2,5%
DMSO, 0.4mM dNTP, 0.5uM de cada primer (forward 5- GGC TTG ATA GGT TGT ATA
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TGT TGG TG- 3’ ereverse 5’- ATT ATA ACT GGA AAAGTT TTGTTT-3") e 1U de Taq
DNA Polimerase.

A reacdo alcancada por meio de um termociclador ocorre com um ciclo de
desnaturacdo inicial de 94°C por 4 minutos, seguido de 32 ciclos de desnaturacéo a 94°C por
30 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extenséo a 72°C por 30 segundos.

Para observacdo dos genotipos dos animais, realizou-se a eletroforese em gel de
poliacrilamida desnaturante 6%. Para isso, as amostras foram desnaturadas & 95°C por 5
minutos para a possivel migracdo no gel desnaturante. Posteriormente, foi realizada a
visualizacdo por meio da revelagdo com nitrato de prata segundo Sanguinetti, Neto e Simpson
(1994).
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3 RESULTADOS

Dos 80 cdes analisados originarios das cidades de Porto Alegre, Canoas, Viamao,
Gravatai, Novo Hamburgo, Torres e Dom Pedro de Alcéantara, 78 (97,5%) apresentaram
genotipo selvagem — S/S (homozigoto dominante), ou seja, ndo apresentaram o alelo mutante;
1 animal (1,25%) apresentou genotipo heterozigoto — S/mut (o animal é portador do alelo
mutante), e 1 animal (1,25%) apresentou gen6tipo homozigoto recessivo — mut/mut (o animal
possui a mutacdo nos dois alelos para o gene MDR1). As frequéncias genotipicas estdo
representadas na tabela 1.

Tabela 1- Frequéncias (%) genotipicas para 0 gene MDR1 de 80 cées da raca Pastor Alemao.

Gendtipo Gendtipo Gendtipo
Raca Total
SIS S/mut mut/mut
Pastor Alemao 100 97,5 1,25 1,25

Fonte: o proprio autor.

Dentro da populacdo de caes analisada, a frequéncia do alelo mutante encontrada foi
de 1,87%, sendo que apenas um animal apresentou os dois alelos mutantes (homozigoto
recessivo) para o gene MDR1 e um animal apresentou um alelo mutante (heterozigoto) para o

mesmo gene. A frequéncia do alelo selvagem foi de 98,1%.
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4 DISCUSSAO

A mutacdo nt230(del4) foi identificada pela primeira vez em cdes da raga Pastor
Alemé&o por Mealey e Meurs (2008). Nesse estudo, foram genotipados 166 pastores alemées
sendo 149 homozigotos dominantes (90%), 14 heterozigotos (8%) e 3 homozigotos recessivos
(2%). Até aquele momento, ndo se sabia que cdes da raca Pastor Alemédo carregavam a
mutacdo. O presente estudo verificou se hd realmente a presenca do alelo mutante na
populacdo de cdes Pastores Alemaes, visto que o estudo apresentado em 2008 por Mealey e
Meurs sugere a presenga da mutacdo na raca, mas 0S cdes que a apresentaram ndo eram
Pastores Alemées e, sim, Pastores Brancos Suicos.

O fato de cdes Pastores Alemdes apresentarem a mutacdo nt230(deld) € interessante
visto que estudos mostram que ela deriva de apenas 1 cdo de trabalho que vivera na Gra-
Bretanha em meados de 1800 e é idéntica para os seus descendentes. Acredita-se que esse
tenha sido o reprodutor que deu origem a raca Collie e em menor escala a raca Old English
Sheepdog (NEFF et al., 2004; FETCH et al., 2007), no entanto, cdes da raca Pastor Aleméo
ndo dividem a ancestralidade com essas ragas (NEFF et al., 2004, MEALEY; MEURS, 2008).

No estudo de Mealey e Meurs (2008), dos trés cdes que apresentaram a mutacéo, dois
eram Pastores Brancos Suicos e 0 outro possuia pais ou avos que eram dessa mesma raca.
Acredita-se que Pastores Brancos Suicos sdo descendentes dos Pastores Alemaes (GEYER, et
al., 2007). Diferentemente da Europa, nos Estados Unidos os Pastores Brancos Sui¢os ndo sao
conhecidos como raca e frequentemente séo referidos como Pastores Alemaes (GRAMER et
al., 2011). Isso nos remete a uma duvida: sera que Pastores Aleméaes sem relacdo com o fator
branco carregam o alelo mutante?

Geyer et al. (2007) relataram os primeiros dois casos da presenca do alelo mutante em
dois Pastores Brancos Suicos e, apds genotiparem 217 outros cdes dessa mesma raca,
detectaram uma frequéncia de 2% de animais homozigotos recessivos. Também realizaram
um analise de microssatélites a fim de identificar os haplotipos da mutacdo nessa raca e
comparar com os determinados por Neff et al. (2004) para as racas da linhagem dos Collies.
O resultado foi que todos os Pastores Brancos Suicos que carregavam o alelo mutante,
possuiam um haplotipo que divide trés dos quatro marcadores alélicos demonstrados por Neff
et al. (2004) para a linhagem dos Collies. Isso significa que os Pastores Brancos Suicos
possuem a mutacao idéntica aos caes que derivam da raca Collie. Entretanto, esse haplotipo é

mais comumente encontrado e mais relacionado com o encontrado em cées da linhagem dos
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Sighthounds (Whippets de pelo longo, por exemplo), por isso, os Pastores Brancos Suigcos
podem ter adquirido a mutagéo da linhagem dos Sighthounds e néo dos Collies.

Poucos estudos genotiparam cdes da raca Pastor Alemé&o para o gene MDR1 a fim de
determinar a presenca e/ou a frequéncia da mutacdo nessa raca (MEALEY; MEURS, 2008;
ERKENS, et al., 2009; BARBET, et al., 2009; GRAMER, et al,, 2011; TAPPIN, et al., 2012;
ASAWAKARN, et al., 2013). Dentre eles, somente Mealey e Meurs (2008) encontraram o
alelo mutante na raca.

Foi encontrado o alelo mutante em dois dos 80 cées analisados neste estudo. 1sso
representa uma frequéncia baixa, tanto do alelo mutante, quanto dos genétipos homozigoto
recessivo e heterozigoto. O resultado condiz parcialmente com os outros estudos citados
anteriormente que avaliaram a presenca da mutacdo nessa raca, onde todos o0s animais
apresentavam genotipo selvagem. Todavia, nesse estudo, foi demonstrada a presenca do alelo
mutante na raca Pastor Alemdo o que vai ao encontro do que Mealey e Meurs (2008)
mostraram em seu estudo.

Dos dois animais que apresentaram o alelo mutante, o animal com gendtipo
heterozigoto é proveniente de um canil, apresentando registro oficial no Kennel Club do Rio
Grande do Sul (KCRGS) e o padréo racial desejado para a raca Pastor Alemao. O animal com
gendtipo homozigoto recessivo foi atendido no Hospital de Clinicas Veterinarias da UFRGS
com histérico de intoxicacao por ivermectina e € um cdo mestico de Pastor Alemao. 1sso nos
mostra que cdes da raca Pastor Alem&o possuem o alelo mutante em sua linhagem e, pelos
Pastores Brancos Suicos derivarem dessa raca (GEYER, et al., 2007), podem ter herdado a
mutacéo deles.

Estudos mais detalhados sobre a origem da mutacdo na raca Pastor Alemdo séo
necessarios para poder afirmar que esta trata-se da mesma origem da mutacao presente em
caes da raca Collie, como foi realizado por Geyer, et al. (2007) com os Pastores Brancos

Suicos.



14

5 CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo, dentro das cidades do Estado do Rio Grande do
Sul onde foram coletados os animais (Porto Alegre, Canoas, Viamao, Gravatai, Novo
Hamburgo, Torres e Dom Pedro de Alcantara), os cdes da raga Pastor Alemdo carregam o
alelo da mutagdo nt230(del4) no gene MDR1.

A frequéncia do alelo mutante foi baixa, enquanto a frequéncia do alelo selvagem

mostrou-se alta.
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