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RESUMO

Entre as principais enfermidades genéticas identificadas nos equinos da
raca Quarto de Milha (QM) estdo a miopatia por acumulo de polissacarideo 1
(PSSM1), a paralisia periodica hipercalémica (HYPP) e a hipertermia maligna
(HM). No Brasil o teste molecular para a PSSM1 e para HM n&o esta disponivel
e tampouco se conhece sobre a prevaléncia destas enfermidades, enquanto
que, para HYPP apesar do teste estar disponivel no pais, informacdes sobre
sua prevaléncia sdo escassos. O objetivo deste trabalho foi padronizar o teste
para PSSM1, HYPP e HM e estudar a prevaléncia destas enfermidades em
cavalos da raga QM no Brasil. Foram utilizados DNA sanguineo de 741
cavalos. O teste genético para as trés enfermidades foi padronizado e as
amostras sequenciadas para identificacdo da mutacdo no gene GYS1
responsavel pela PSSM1, no gene SCN4A responsavel pela HYPP e no gene
RYR1 responsavel pela HM. A prevaléncia da PSSM1 foi de 6,7%, da HYPP de
4,2% e nao foram encontrados animais com a mutacao responsavel pela HM.
Os resultados alertam para a importancia da PSSM1 e da HYPP nos cavalos
QM no Brasil. A padronizacao dos testes sera util para o diagnéstico da PSSMH1
e da HM. Identificar os animais positivos para PSSM1, HYPP e HM ir& auxiliar
na escolha dos acasalamentos e sera importante para minimizar a ocorréncia

destas enfermidades.

Palavras chave: doenca genética, GYS1, miopatia, RYR1, SCN4A.
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ABSTRACT

Type 1 polysaccharide storage myopathy (PSSM1), hyperkalemic
periodic paralysis (HYPP) and malignant hyperthermia (MH) are considered
major genetic diseases identified in Quarter Horses (QH). In Brazil, the
molecular test for PSSM1 and MH is not available and the prevalence of both
diseases is not known. Regarding HYPP, information about the disease
prevalence is limited, although a molecular test is available in the country. The
aim of this study was to standardize a molecular test for PSSM1, HYPP and
MH, as well as to evaluate the diseases’ prevalence in Brazilian QM. Blood
DNA from 741 horses were used and genetic tests for the three diseases were
standardized. Samples were sequenced to identify the mutation on GYST gene,
responsible for the PSSM; on SCN4A gene, responsible for HYPP; and on
RYR1 gene, responsible for MH. The prevalence obtained was 6.7% for
PSSM1, 4.2% for HYPP and no positive results were found for MH. The results
indicate the importance of PSSM1 and HYPP in QM in Brazil. Tests
standardization would be useful for the diagnosis of PSSM1 and MH. The
identification of positive animals for PSSM1, HYPP and MH would assist on the

mating selections and thus reduce the occurrence of these diseases.

Key words: genetic disease, GYS71, myopathy, RYRI1, SCN4A.
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1. INTRODUCAO

O cavalo sempre desempenhou papel importante na vida do homem.
Antigamente era utilizado principalmente como meio de transporte, para auxiliar
em trabalhos agricolas e como arma de guerra (VOGEL, 2011). Porém, em
virtude do crescimento da industria automobilistica e da intensa mecanizacao
agricola ocorrida no ultimo século, a criacdo de cavalos para tragdo tornou-se
menos importante que outras atividades equestres. A procura por cavalos para
lazer e principalmente, para praticas esportivas cresceu muito nas ultimas
décadas (MOTA et al., 2002).

Dentre as diversas racas de cavalos, a raca Quarto de Milha (QM) ocupa
lugar de destaque, principalmente, devido a sua versatilidade, a qual viabilizou
seu uso em diversas modalidades esportivas (HARRIS & SWINNEY 2010). A
raca QM é dividida em trés linhagens principais: conformacgéo, velocidade
(modalidades de corrida, tambor e baliza) e trabalho, sendo que esta ultima
engloba animais das modalidades esportivas de rédeas e apartagcdo. Estas
modalidades esportivas sdo muito praticadas no Brasil com inumeras
competicdes durante o ano (ABQM, 2014). Algumas doengas genéticas
ocorrem com maior frequéncia em determinadas linhagens, devido aos
acasalamentos consanguineos entre familias que possuem os genes afetados
(RUDOLPH et al., 1992; BROSNAHAN et al., 2010).

Investimentos na raga visando principalmente o melhoramento genético
sdo cada vez maiores. Com o desenvolvimento das biotecnologias de
reprodugdo, tendo como destaque a transferéncia de embrides, uma Uunica
égua pode produzir varios potros em uma mesma estacdo, com sémen de
garanhdes de qualquer parte do mundo. Geralmente, esses cruzamentos sao
escolhidos baseados apenas no desempenho dos animais durante a vida
esportiva ou em sua conformacao. Sendo assim, talvez por desconhecimento
ou pela dificuldade de diagnéstico, as doengas genéticas acabam sendo, por
vezes, negligenciadas e o problema sé passa a ser evidente no terco final de
gestacdo, apds a paricdo do potro ou até mesmo no momento da doma,
quando nada mais pode ser feito para evitar o prejuizo econébmico e o

sofrimento dos animais.



Na raga QM, cinco importantes doengas genéticas possuem as
mutagdes caracterizadas (TRYON et al., 2009), essas doengas séo: a paralisia
periddica hipercalémica (HYPP) (RUDOLPH et al., 1992), deficiéncia da enzima
ramificadora do glicogénio (GBED) (WARD et al., 2004), astenia dérmica
regional hereditaria equina (HERDA) (TRYON et al., 2007), miopatia por
acumulo de polissacarideo 1 (PSSM1) (MCCUE et al., 2008a) e a hipertermia
maligna (HM) (ALEMAN et al., 2009).

No Brasil, somente a HYPP (GARCIA et al., 1996) e a HERDA (BADIAL
et al., 2014) possuem teste comercial disponivel para confirmacao da doenca.
O teste para GBED esta sendo padronizado (ARAUJO et al., 2014) e a PSSMH1
e a HM ainda nao possuem o diagnéstico molecular confirmatério padronizado
no pais.

A PSSM1 é uma enfermidade autossémica dominante, que ocorre
devido a uma mutacao pontual no gene GYS7 (MCCUE et al., 2008a). Os
principais sinais clinicos da PSSM1 sdo andar rigido, relutdncia em se
movimentar, rigidez, fraqueza e dor muscular. Nos Estados Unidos da América
(EUA), a prevaléncia da mutacdo em equinos QM €& estimada entre 6,6%
(MCCUE et al., 2010) e 11,3% (TRYON et al., 2009). A PSSM1 é considerada
a principal causa de miopatia em equinos (MCCUE et al., 2010).

A HYPP é uma enfermidade autossémica co-dominante, decorrente de
uma mutacao pontual no gene SCN4A, que foi a primeira mutacao genética
identificada em equinos (RUDOLPH et al., 1992). Todos os animais positivos
para a enfermidade possuem um ancestral em comum, o garanhao Impressive,
muito utilizado na linhagem de conformagdo (NAYLOR et al.,, 1992a). Este
garanhao teve aproximadamente 2.250 filhos e mais de 55.000 descendentes
(NAYLOR, 1994a). Por este motivo a doenca ficou conhecida nos EUA como
“sindrome do Impressive” (MOORE, 1993; NAYLOR, 1994a).

Os sinais clinicos da HYPP sao em forma de crises e incluem miotonia,
fasciculagées musculares, prolapso de terceira palpebra, fraqueza muscular,
dificuldade respiratoria e decubito (STEISS & NAYLOR, 1986; MEYER et al.,
1999). Nos EUA a prevaléncia da enfermidade nos animais da linhagem de
conformacao é de aproximadamente 56% (TRYON et al., 2009).

A HM é uma doenca genética autossémica dominante, que foi

diagnosticada em equinos QM, ap6s a ocorréncia de hipertermia grave durante



a anestesia geral inalatéria (ALEMAN et al., 2004; ALEMAN et al., 2005;
FINNO et al., 2009). A enfermidade ocorre devido a uma mutagdo pontual no
gene RYR1 (ALEMAN at al., 2004). O principal sinal clinico identificado &
hipertermia que pode ultrapassar os 43°C, outros sinais clinicos podem estar
presentes como prolapso de terceira palpebra, trismo mandibular (ALEMAN et
al., 2009), sudorese intensa, rigidez muscular, rabdomidlise e incapacidade de
permanecer em estacdo (DENBOROUGH, 1998; ALEMAN et al., 2005). A
prevaléncia da HM nos EUA é de 1,3% (NIETO & ALEMAN, 2009).

Para melhor compreensao sobre a PSSM1, HYPP e HM uma revisao
bibliografica sobre essas enfermidades é apresentada neste capitulo.

Este trabalho teve como objetivo padronizar a técnica de PCR para
PSSM1, HYPP e HM e determinar a prevaléncia das mutacdes responsaveis
pelas trés enfermidades nos cavalos QM no Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Miopatia por acumulo de polissacarideo (PSSM)

A PSSM ¢é classificada em PSSM1 e PSSM2 (MCCUE et al., 2008b;
MCCUE et al.,, 2009a; VALBERG et al., 2011). Apesar do objetivo deste
trabalho ser o estudo da PSSM1 para melhor entendimento da enfermidade,
nesta revisao sera abordada os dois tipos de PSSM. Quando o termo PSSM for
utilizado estara se referindo tanto a PSSM1 quanto a PSSM2.

2.1.1 Etiologia

A PSSM1 é uma enfermidade autossbmica dominante que ocorre devido
a mutacao pontual (c.926G>A) no gene responsavel pela sintese de glicogénio
1 (GYS1) que acarreta a substituicdo de uma guanina por uma adenina
resultando na troca de uma arginina por uma histidina, sendo caracterizada
pelo acumulo excessivo de glicogénio nas células musculares (MCCUE et al.,
2008a). Cavalos que possuem PSSM por outras razdes ainda desconhecidas
sao classificados como acometidos por PSSM2 (MCCUE et al., 2009a).

O armazenamento de glicogénio é essencial para a homeostase da
glicose e para fornecer energia durante as atividades musculares (KOLLBERG
et al., 2007) e o gene GYST esta relacionado com a sintese do glicogénio da
musculatura cardiaca e esquelética (KOLLBERG et al., 2007, NAYLOR et al.,
2012b). Em humanos a mutagcdo neste gene provoca cardiomiopatia e
intolerancia ao exercicio (KOLLBERG et al., 2007). Em equinos a mutagao no
gene GYST1 afeta principalmente a musculatura esquelética (VALBERG et al.,
1992; MCCUE et al., 2009a; NAYLOR et al., 2012b), podendo também ocorrer
inclusdo de polissacarideo na musculatura cardiaca (VALENTINE et al., 1997;
LARCHER et al., 2008).

MCCUE et al. (2009a) levantaram trés possibilidades para a auséncia da
mutagdo no gene GYS7 em alguns cavalos com diagnostico de PSSM no
exame histopatolégico. A primeira e a menos provavel é que a mutagédo
descrita ndo seja a causa da PSSM; a segunda € que muitos casos

diagnosticados pelo exame histopatologico sejam falsos positivos; a terceira é



a existéncia de duas formas de PSSM, inclusive existindo a possibilidade da
PSSM2 ser causada por uma mutagado em outro local ainda nao identificado.

2.1.2 Epidemiologia

A PSSM nao apresenta predilecao por sexo ou idade (HUNT et al., 2008;
McGOWAN et al., 2009). Em um trabalho realizado por FIRSHMAN et al.
(2003), a média de idade em que os cavalos apresentaram sinais clinicos de
rabdomidlise foi de 4,9 £ 3,5 anos, e variou de 1 dia a 14 anos de vida. O
diagndstico histopatolégico de PSSM ja foi descrito em 35 ragas de equinos € a
mutagédo no gene GYS1, descrita em 17 ragcas (MCCUE et al., 2008b).

A PSSM2 ja foi identificada nos EUA, (VALBERG et al., 1999;
FIRSHMAN et al., 2005; MCCUE et al., 2006), Inglaterra (McGOWAN et al.,
2009) e Dinamarca (Séderqvist et al., 2013), enquanto que a PSSM1 foi
identificada nos EUA (MCCUE et al., 2008a; TRYON et al., 2009; MCCUE et
al., 2010), Austria (SCHWARZ et al., 2011) e Inglaterra (STANLEY et al., 2009)
sendo provavel que a enfermidade ocorra em outros paises. Um estudo
realizado nos EUA com as ragas de origem europeia, South German CB e a
Saxon-Thuringian CB, houve prevaléncia de 20,4% e 11,4% de animais
portadores da mutacao no gene GYS1, respectivamente (MCCUE et al., 2010).

Na Inglaterra, McGOWAN et al. (2009) demonstraram por exame
histopatolégico que a PSSM é uma enfermidade comum em cavalos com
miopatia, estando presente em 21% dos animais; neste estudo nao realizou-se
o teste molecular para diferenciar entre tipo 1 e 2. Nos EUA a maior
prevaléncia de PSSM1 € na raga Pecheron, onde 62,4% dos animais
amostrados eram positivos; no QM a prevaléncia variou entre 11,3% (TRYON
et al., 2009) e 6,6% (MCCUE et al., 2010). Quando as avaliagdes foram feitas
apenas pelo exame histopatoloégico, a ocorréncia foi de 36% nas racas de
tracdo (FIRSHMAN et al., 2005) e entre 6 € 12% no QM (MCCUE & VALBERG,
2007). Quando se considerou somente 0s equinos com sinais clinicos de
rabdomidlise a prevaléncia no QM chegou a 48,5% (MCCUE et al., 2006). Na
Dinamarca estimou-se através do exame histopatolégico que a prevaléncia da
PSSM seja de 1,7% (SODERQVIST et al., 2013).



2.1.3 Patogénese

Causas de armazenamento anormal de glicogénio como a deficiéncia de
miofosforilase, deficiéncia da enzima fosfofrutoquinase, deficiéncia de
adenosina monofosfato quinase e deficiéncia da enzima ramificadora de
glicogénio que sao descritas em outras espécies, sendo a ultima, também
descrita em equinos (WARD et al., 2004), foram excluidas como causa de
PSSM (VALBERG et al., 1998; VALBERG, 2006).

A musculatura esquelética é composta por trés tipos de fibras, (I, Il A e ll
X) que diferem entre si por suas caracteristicas contrateis e metabdlicas
(RIVERO et al.,, 1996; HINCHCLIFF et al., 2013). As fibras tipo |, sdo de
contracao lenta, possuem mais mitocondrias e utilizam o mecanismo oxidativo
(aerdbico) para a formacado de ATP. As fibras do tipo Il sdo de contragcédo
rapida, sendo tanto a Il A (oxidativo e glicolitico), quanto a tipo Il X (glicolitico)
fortemente dependentes do metabolismo do glicogénio para fornecer ATP
(QUIROZ-ROTHE & RIVERO, 2001; NAYLOR et al., 2012b). Cavalos com
PSSM1 acumulam glicogénio em excesso nas fibras musculares Il A e Il X,
devido a mutagédo no gene GYST responsavel pela sintese de glicogénio. Este
acumulo faz com que ocorra lesdo muscular apos esforco (MCCUE et al.,
2008a).

E provavel que a PSSM seja causada por um defeito na via reguladora
que controla o fluxo de substratos, como a glicose para dentro da célula
muscular, ou pelo, o fluxo de glicogénio e acidos graxos livres nas vias
metabdlicas durante exercicios aerébicos (VALBERG, 2006).

A patogénese da PSSM ainda ndo estd completamente desvendada.
Uma das causas propostas € o aumento de sensibilidade a insulina
(ANNANDALE et al., 2004; FIRSHMAN et al., 2005) associada ao consumo de
dietas ricas em carboidratos, o que levaria a maior captacdo de glicose pela
musculatura esquelética e subsequente formacdo de glicogénio (VALBERG,
2006).

2.1.4 Sinais clinicos
Equinos com PSSM podem ser assintomaticos (FIRSHMAN et al., 2005;

MCCUE et al., 2008a) e nos animais em que a doenga se manifesta, 0s sinais
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clinicos podem variar em intensidade e incluem: rigidez muscular, sudorese,
dor, relutdncia em se movimentar, fasciculagbes musculares, fraqueza e atrofia
muscular, andar rigido, sinais de cdlica, mioglobinuria e decubito (VALBERG et
al., 1999a; FIRSHMAN, 2003; ALEMAN, 2008; MCCUE et al., 2009a).
Geralmente os animais acometidos apresentam mais de um sinal clinico
(FIRSHMAN et al., 2003; VALBERG, 2006, VALBERG et al., 2011).

Estudos recentes demonstraram que na PSSM1 ha dominancia
incompleta, ou seja, nos animais homozigotos a doenca se manifesta de uma
forma mais grave em comparacao aos animais heterozigotos (NAYLOR et al.,
2012a). Nos animais que possuem a PSSM1 associado a mutacdo no gene
receptor da rianodina 1 (RYR1), que causa hipertermia maligna, os sinais
clinicos sdo mais evidentes e potencialmente fatais (MCCUE et al., 2009b).

A PSSM pode ou ndo estar relacionada ao exercicio (ALEMAN, 2008).
Alguns equinos com PSSM, mesmo sendo bastante exigidos fisicamente, ndo
apresentam clinica (VALBERG et al., 2011). J& outros cavalos podem
apresentar sinais clinicos quando conduzidos ao passo, trote, galope ou até
mesmo pastando, durante transportes ou apds serem colocados em baias
(FIRSHMAN et al., 2003). Poucos minutos de exercicio ja é suficiente para que
alguns animais apresentem os sinais clinicos (FIRSHMAN et al., 2003,
VALBERG et al., 2011). A razédo pela qual existe essa variagao fenotipica dos
sinais clinicos entre os animais com PSSM ndo estd claramente entendida
(NAYLOR et al., 2012a).

Nos equinos homozigotos para a mutagéo, os sinais clinicos tendem a
ser mais evidentes (NAYLOR et al., 2012a). Geralmente o0s sinais sao
desencadeados apds alguns minutos de exercicio constante, principalmente
nos cavalos que estao ha algum tempo sem se exercitarem (FIRSHMAN et al.,
2003; VALBERG, 2006). Os sinais clinicos duram algumas horas e quando ha
dor muscular podem perdurar por até dois dias; em casos graves pode ocorrer
morte (VALBERG et al., 1992).

2.1.5 Patologia clinica

Equinos com PSSM apresentam aumento de atividade das enzimas
creatina quinase (CK) (DE LA CORTE et al., 2002; NAYLOR et al., 2012a) e
aspartato aminotransferase (AST) (SPRAYBERRY et al., 1998; MCCUE et al.,
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2006; NAYLOR et al., 2012a). Os valores de referéncia para CK e AST em
equinos € de 35 a 380 UI/L (RADOSTITS et al.,, 2007) e 226 a 336 UIl/L
(ORSINI & DIVERS 2007), respectivamente. Nos cavalos com PSSM os
valores médios de CK sao de 459 UI/L podendo chegar a mais de 35.000 UI/L
durante os episédios agudos e, os valores médios de AST sao de 537 UIl/L
(VALBERG et al., 2011).

VALBERG et al. (1999a) demonstraram que em equinos QM portadores
de PSSM os niveis da CK sdo maiores antes e apds o exercicio, em relagao a
cavalos da mesma raca que ndo apresentam a enfermidade. Nos equinos que
possuem a mutacdo no gene GYS1 os niveis de CK e AST, além de serem
estatisticamente maiores em relacdo aos equinos que nao possuem PSSM,
ainda sao estatisticamente superiores nos equinos homozigotos, em relacao
aos heterozigotos para a mutacao (NAYLOR et al., 2012a).

A concentracao de alguns metabdlitos na musculatura de equinos como
o glicogénio (FIRSHMAN et al., 2008), lactato e glicose-6-fosfato s&o
estatisticamente maiores nos animais com PSSM, em relacdo aos animais
controle, antes e apos o exercicio (VALBERG et al., 1999a). Os niveis
plasmaticos da vitamina E, apesar de ficarem dentro do limite de referéncia
para a espécie, sd0 menores nos animais com a enfermidade quando
comparados aos animais controle (NAYLOR et al., 2012a). Em alguns animais
€ possivel identificar mioglobindria durante episédios agudos de PSSM
desencadeada por exercicio (MACLEAY, 2004, VALBERG et al., 2011).

2.1.6 Diagndstico

Para que se estabeleca o diagndstico da PSSM é necessario que haja
uma suspeita, portanto todos os cavalos que apresentarem rigidez muscular,
relutdncia em se movimentar, andar rigido e outros sinais de miopatia o
diagnéstico de PSSM deve ser considerado (VALBER et al., 1992; LARCHER
et al., 2008; VALBERG et al., 2011).

O diagnéstico é fundamentado no histérico de episédios recorrentes de
miopatia, nos sinais clinicos, aumento nos valores séricos de CK e AST, e
associado ao exame histopatologico de biopsia muscular e do teste genético
para PSSM1 (VALBERG et al., 1992; MCCUE et al., 2008a; NAYLOR et al.,
2012).
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Os musculos semitendinosus, semimembranosus ou o0 gluteus medius
sao os de escolha para biopsia, nos casos de suspeita de PSSM (VALENTINE
et al., 1998; DE LA CORTE et al.,, 2002). Um fragmento com 2 x 1 cm de
tamanho € o suficiente para andlise; a biopsia pode ser colhida através de
procedimento cirurgico aberto ou utilizando uma agulha de biopsia muscular
tipo Bergstrom (VALBERG et al.,, 2006). A melhor forma de conservar a
amostra é congelando-a em nitrogénio liquido. A fixacdo em formol apesar de
pratica pode provocar a contracao de até 30% as fibras musculares o que pode
inviabilizar o diagnéstico (FIRSHMAN et al., 2006).

Além da coloracao de rotina com hematoxilina e eosina (H&E) deve-se
utilizar a coloragao acido periédico de Schiff e PAS-amilase para o diagnostico
(VALENTINE et al., 1998; DE LA CORTE et al., 2002; HUNT et al., 2008).

As amostras positivas para PSSM sao caracterizadas pela inclusdo PAS
positivas nas fibras musculares tipo 2A e 2B que sao resistentes a digestao da
amilase (VALBERG et al., 1992; FIRSHMAN et al., 2006). E importante lembrar
que o acumulo de polissacarideo amilase resistente ndo é evidente em equinos
com menos de 18 meses de idade, dificultando o diagndstico histopatoldgico
nos animais dentro desta faixa etaria (FIRSHMAN et al., 2006).

Alguns autores classificam a PSSM em grau 1, quando sao identificados
agregados granulares de polissacarideo no citoplasma ou sob o sarcolema e,
esses agregados sao sensiveis & digestao da amilase; e em grau 2, quando as
fiboras musculares sdo PAS positivas e ha inclusdes cristalinas anormais,
resistentes a digestdo da amilase (MCCUE et al., 2006). Esta classificacao
aumenta a sensibilidade, mas diminui a especificidade do exame histoldgico
(FIRSHMAN et al., 2006).

O teste genético (PCR) é realizado identificando a mutagdo no gene
GYS1, sendo considerado o padrdao ouro para o diagnéstico da PSSM1
(MCCUE et al.,, 2008a). MCCUE et al. (2009a) sugerem que nos animais
suspeitos para PSSM e negativos no teste genético, deve ser feita a biopsia

muscular para realiza¢cdo do exame histopatolégico.

2.1.7 Diagnéstico diferencial
A PSSM é um importante diagnéstico diferencial para todos os casos de

anormalidades de locomogéo, atrofia muscular e miopatia pds-exercicio em
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equinos (MCCUE et al., 2006), incluindo deficiéncia de vitamina E e selénio
(VALBERG et al., 1992; AMORIM et al., 2011), hipertermia maligna (VALBERG
et al., 1992; MCCUE et al., 2009b) e miopatia atipica (VOTION, 2012).

A doenga do neurdnio motor em equinos (DNM) é outro diagndstico
diferencial que deve ser considerado, pois as manifestacées clinicas sao
semelhantes, porém na DNM as fibras musculares envolvidas sdo do tipo 1,
enquanto na PSSM sao as do tipo 2 (VALENTINE et al., 1998). VALENTINE et
al. (1997) também incluem como diagndstico diferencial da PSSM a miopatia

pds anestésica e a mieloencefalopatia protozoaria equina.

2.1.8 Progndstico

A enfermidade nao tem cura, os equinos com PSSM sempre estarao
predispostos a apresentar sinais clinicos, porém estes sinais podem ser
controlados com manejo e alimentagdo adequada (FIRSHMAN et al., 2003,
VALBERG et al., 2011). Animais que apresentam episddios recorrentes e com
sinais clinicos graves tem o prognéstico desfavoravel quanto ao desempenho
atlético (MACLEAY, 2004).

2.1.9 Tratamento

A PSSM néo possui tratamento especifico, sendo realizado apenas
tratamento de suporte, que incluem fluidoterapia com correcdo do equilibrio
acido basico e eletrolitico (MACLEAY, 2004), administracdo de
antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) (flunixim meglumine, fenilbutazona ou
dipirona), relaxantes musculares, sedativos e suplementacdo com vitamina E e
selénio (FIRSHMAN et al., 2003).

E preciso ter cautela com o uso de AINES nos casos onde existe a
suspeita de comprometimento renal (MACLEAY, 2004). Dietas especiais e
exercicios programados sdo as melhores ferramentas para a redugado dos
sinais clinicos nos cavalos acometidos (VALENTINE et al., 2001; VALBERG et
al., 2011).

2.1.10 Manejo da dieta e programa de exercicios
A modificacdo na dieta para cavalos com PSSM é baseada na redugéo

do fornecimento de carboidrato e aumento na quantidade de gordura
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(VALBERG, 2006; VALBERG et al.,, 2011). Estas recomendagbes sao
fundamentadas na suspeita do envolvimento de um defeito no metabolismo dos
carboidratos que pode resultar no acumulo de glicogénio nos tecidos
(VALENTINE et al., 2001a).

As forragens contém carboidratos estruturais (CE) que nos equinos sao
fermentados pelos microorganismos do intestino grosso, dando origem a
acidos graxos volateis, principalmente acético e butirico que podem ser
transformados em energia ou utilizados na sintese de gordura. O acglcar e o
amido sao carboidratos ndo estruturais (CNE) que sao absorvidos no intestino
delgado, predominantemente como forma de glicose, tendo um efeito
hiperglicémico, que pode desencadear os sinais clinicos da PSSM
(VALENTINE et al., 2001a).

E recomendado que os animais consumam ao menos 1% do peso vivo
em forragem por dia (VALENTINE et al., 2001a). O ideal é que seja utilizado
feno de graminea ou aveia, se o feno for de ma qualidade pode ser fornecido
feno de alfafa, desde que nao ultrapasse 50% do total de forragem consumida
dia (FIRSHMAN et al., 2003).

O concentrado que contenha CNE, como também o melaco, devem ser
retirados da dieta. Energia suplementar pode ser fornecida através de aveia
peletizada com éleo de milho (até 600 mL/dia) ou farelo de arroz (0,5 kg/dia
para animais que fazem exercicios leves podendo chegar a 2 kg/dia para
animais que sao mais exigidos fisicamente) (VALENTINE et al., 2001a;
FIRSHMAN et al., 2003). Estudos demonstraram que ha pouca elevacao de
glicose e insulina sistémica apds o consumo de farelo de arroz, apesar de este
cereal ter aproximadamente 22% de CNE em sua composicao (VALENTINE et
al.,, 2001a). No farelo de arroz a relagao calcio:fésforo € em média 0,04:1,85,
portanto, torna-se necessario suplementacdo mineral para equilibrar esta
relacdo (VALENTINE et al., 2001a).

O objetivo da dieta € fornecer menos de 10% de energia digestivel a
base de CNE (amido e agucar) e entre 15 e 20% de energia digestivel a base
de gordura (FIRSHMAN et al., 2003). Diminuindo os CNE da dieta e
aumentando a gordura, RIBEIRO et al. (2004), conseguiram manter a
concentracdo da atividade da CK dentro dos valores de referéncia para a
espécie. VALENTINE et al. (2001a) observaram que em 93% (84/90) dos
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cavalos que tiveram suas dietas modificadas houve controle dos sinais clinicos
de PSSM apdés quatro meses de consumo.

Segundo VALBERG, (2010) hd uma grande variedade nas necessidades
individuais para a suplementagdo com gordura e esta deve ser equilibrada com
0 peso do cavalo. Cavalos com PSSM podem consumir menos gordura do que
a recomendada por FIRSHMAN et al. (2003) e RIBEIRO et al. (2004) e
apresentarem valores de CK normais (BORGIA et al., 2010). Nos EUA racoes
comerciais com baixa quantidade de amido e maior teor de gordura estao
disponiveis no mercado e facilitam o manejo (BORGIA et al., 2010; VALBERG,
2010). O importante é avaliar cada caso individualmente e em algumas
situagdes, uma alimentacao a base de graminea e suplementacdo adequada
de vitaminas e minerais € o suficiente para o manejo dos cavalos (VALBERG,
2010).

Mudancas na dieta devem ser acompanhadas de um programa regular
de exercicios (VALBERG et al., 2011). E recomendado que equinos com PSSM
fiquem o menor tempo possivel em baias, o livre acesso ao pastejo continuo
pode diminuir os picos pds prandial de glicose e insulina, e melhorar o
metabolismo da glicose na musculatura esquelética, principalmente devido ao
exercicio e aumento do metabolismo oxidativo (DE LA CORTE et al., 2002).

FIRSHMAN et al. (2003) recomendam que duas semanas apds a
mudanca da dieta os cavalos sejam exercitados diariamente, comegando com
trote em circulos durante cinco minutos e, que este tempo seja aumentado
gradativamente, em 2 minutos por dia. Caso seja observada rigidez muscular, o
aumento do tempo deve ser realizado de forma mais lenta. Quando os animais
estiverem conseguindo trotar 15 minutos, deve ser dado um intervalo de
descanso de 5 minutos e iniciar gradativamente uma nova bateria de exercicios
graduais, até atingir 30 minutos de trote diario. A partir dai a equitagdo pode ser

iniciada.
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2.2 Paralisia periodica hipercalémica (HYPP)

2.2.1 Etiologia

A HYPP é uma doenca autossémica co-dominante que ocorre devido a
uma mutacao no cromossomo 11, que provoca a substituicdo de uma citosina
por uma guanina no gene SCN4A do canal de sodio, que leva a substituicdo de

uma fenilanina por uma leucina (RUDOLPH et al., 1992).

2.2.2 Epidemiologia

A HYPP esta descrita nas racas QM, Apalloosa e na Paint Horse, sendo
que as duas ultimas, possuem a raga QM em sua composigao, por ser uma
mutagdo co-dominante, cavalos mesticos destas racas também podem ser
acometidos (FINNO et al., 2009). A enfermidade ndo tem predisposicdo por
sexo ou idade (NAYLOR et al., 1992). A mutacao afeta principalmente animais
de conformagé&o, mas também foi encontrada em QM das linhagens de trabalho
e velocidade (TRYON et al., 2009).

Todos os animais portadores da mutacdo responsavel pela HYPP
possuem um ancestral em comum, o garanhdo Impressive, muito utilizado na
linhagem de conformacéao e que teve aproximadamente 2.250 filhos (NAYLOR
et al., 1992a; NAYLOR, 1994a). Por este motivo a doenga ficou conhecida nos
EUA como “sindrome do Impressive” (MOORE, 1993; NAYLOR, 1994a).

Os equinos com HYPP possuem a musculatura bem desenvolvida,
provavelmente devido ao aumento da contragdo muscular que pode levar a
hipertrofia (NAYLOR, 1994a), essa caracteristica é desejada em animais de
conformacgdo, 0 que promoveu a propagacao da mutacdo (NAYLOR, 1994b,
SPIER, 2006).

Em 1996, BOWLING et al. descreveram que a prevaléncia da HYPP nos
EUA era de 4%. Em um estudo realizado por TRYON et al. (2009), 1,5% dos
QM e 4,5% dos cavalos Paint Horse possuiam a mutagao, quando considerada
somente a linhagem de conformagdo a prevaléncia foi de 56,4%. No Brasil
ZORDAN (2000) ao testar 182 cavalos da raga QM para HYPP encontrou
quatro animais (2,2%) heterozigotos. No México a prevaléncia é estimada em
15,7% (RIOJAS-VALDES et al., 2014).
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2.2.3 Patogénese

Os canais de sddio controlam a contragdo das fibras musculares. Em
animais normais esses canais se abrem para permitr uma répida
despolarizagdo da membrana, na fase inicial do potencial de agéo e se fecham
quando a membrana é despolarizada (HOFFMAN et al., 1995; FONTAINE et
al., 1997).

Nos animais com a mutagdo no gene SCN4A os canais de sodio
permanecem abertos afetando transporte de ions na membrana das células
musculares esqueléticas aumentando a permeabilidade do sddio e dificultando
a repolarizacao (RUDOLPH et al., 1992; NAYLOR, 1994a). Ocorre também o
aumento do potassio sérico que leva a nova despolarizagdo (LEHMANN-HORN
et al., 1987). Este mecanismo torna os musculos excessivamente excitaveis e
com contragdes involuntdrias, resultando em fraqueza muscular e hipercalemia
(LEHMANN-HORN et al., 1987; NAYLOR, 1994a).

2.2.4 Sinais Clinicos

Os animais acometidos geralmente apresentam sinais clinicos antes de
atingirem trés anos de idade (NAYLOR et al.,, 1993). Algumas situagdes
estressantes como: o transporte, participagcdo em exposicoes, jejum prolongado
(PICKAR et al.,, 1991, NAYLOR et al., 1993; SPIER, 2006) e baixas
temperaturas, podem desencadear as crises de HYPP em equinos (PICKAR et
al.,, 1991; NAYLOR, 1994). A ingestao de feno de alfafa que é rico em potassio
também tem sido associada a manifestacdo dos sinais clinicos (STEISS &
NAYLOR, 1986; NAYLOR et al., 1992).

Os cavalos com uma copia do alelo mutado (N/H) podem ser
assintomaticos ou apresentarem crises diarias (MEYER et al., 1999); animais
que sao homozigotos para a mutacao (H/H) apresentam sinais clinicos mais
graves (RUDOLPH et al, 1992). Os sinais clinicos incluem miotonia,
fasciculagées musculares, prolapso de terceira palpebra, fraqueza muscular,
dificuldade respiratoria e decubito (STEISS & NAYLOR, 1986; MEYER et al.,
1999). Ocasionalmente pode ocorrer morte subita durante uma crise,
principalmente devido a insuficiéncia cardiaca e paralisia dos musculos
respiratérios (COX & DEBOWES, 1991).
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Animais H/H podem apresentar também disfagia, hemiplegia laringea e
obstrucao respiratéria (NAYLOR et al., 1993; MEYER et al., 1999). A duracéo
dos episddios geralmente é curta (20 minutos a 4 horas, tipicamente de 30
minutos a 1 hora) (NAYLOR et al., 1993, HARRIS & MAYHEW, 2000).

As primeiras descrigbes da HYPP indicavam que a fraqueza muscular e
o decubito eram sinais clinicos comuns durante as crises (COX, 1985; STEISS
& NAYLOR, 1986), dai originou-se o termo paralisia para designar a
enfermidade (NAYLOR, 1994a). Porém, um estudo experimental demonstrou
que esses sinais sdo 0s mais graves e ndao os mais comuns (NAYLOR et al.,
1993).

2.2.5 Patologia Clinica

A principal alteragédo sérica que pode ser identificada nos equinos com
HYPP é a elevacao dos niveis de potassio, porém esta elevagdo apesar de
frequente nem sempre esta presente (NAYLOR et al., 1993). Os valores de
referéncia para o potassio sérico em equinos é de 2,4 a 4,7 mmol/l (ORSINI &
DIVERS 2007), durante as crises de HYPP geralmente estes valores estdo
entre 6,0 e 8,0 mmol/l (NAYLOR et al., 1993). Valores ainda maiores podem
ser encontrados em alguns cavalos, entre as crises 0s niveis de potassio sérico
estdo em niveis considerados normais (NAYLOR et al.,, 1993; STEELE &
NAYLOR, 1996).

Apoés a realizagdo de exercicios, cavalos com HYPP apresentam niveis
de lactato plasmatico maiores que animais sem a enfermidade (STEELE &
NAYLOR, 1996). Embora o equilibrio &cido basico se mantenha normal,
hemoconcentragdo e moderada hiponatremia podem ocorrer durante 0s
episddios de crise (SPIER et al., 1993; SPIER, 2006).

2.2.6 Diagnéstico

Animais com os sinais clinicos descritos anteriormente e descendentes
do garanhao Impressive sdo sugestivos de serem portadores de HYPP (SPIER,
2006). Entre um episddio e outro os equinos parecem estar clinicamente
normais (COX, 1985). O diagnostico definitivo é realizado pelo teste genético
para a identificagdo da mutagcao no gene SCN4A (RUDOLPH et al., 1992).
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O teste do desafio do cloreto de potassio (KCL) (NAYLOR et al., 1993;
STEELE & NAYLOR, 1996), era utilizado para o diagnéstico de HYPP (SPIER,
2006). Para a realizacao do teste ap6s 12 horas de jejum o cavalo recebia por
via oral a dose de 0,1g/kg de peso vivo (PV) de KCI, os animais eram
monitorados durante seis horas apdés a administracdo. Os cavalos que
apresentavam sinais clinicos da enfermidade eram considerados positivos para
HYPP. Para ser considerado negativo 0 equino que nao apresentasse sinais
clinicos com a dose de KCL inicial deveria ser testado acrescentando
0,025g/kg/PV a dose inicial em testes sucessivos, até atingir 0,2g9/kg/PV de KCI
e ndo apresentar sinais clinicos (NAYLOR et al., 1993). O problema deste teste
€ que equinos portadores de HYPP podem morrer durante o desafio (NAYLOR,
1994a). Depois da descoberta da mutacao, este teste ndo é mais necessario,
portanto ndo deve ser realizado (LOHMANN, 2008).

A eletromiografia também foi utilizada para identificar equinos com
HYPP, os animais portadores da mutagdo apresentam potenciais de agao
anormais, complexo de descargas repetitivas com ocasionais potenciais
miotdnicos, mesmo que o cavalo nao esteja em crise (ROBINSON et al., 1990).

2.2.7 Diagnéstico diferencial

No diagnostico diferencial devem ser consideradas outras causas de
colapso, incluindo sincope, narcolepsia e convulsées (HARRYS & MAYHEW,
2000). A sindrome cdlica, laminite, tétano e outras miopatias que possam levar
a tremor muscular e decubito também s&o diagnésticos diferenciais para HYPP
(RUDOLPH et al., 1992; FINNO et al., 2009).

2.2.8 Progndstico

O progndstico quanto a vida é favoravel (COX, 1985), sendo na maioria
dos casos uma doenga controlavel, no entanto episddios recorrentes podem
acontecer e dependendo da intensidade dos sinais clinicos podem ser fatais
(SPIER, 2006). E recomendado que animais com a mutacdo sejam
manipulados e utilizados por pessoas que conhegam os sinais clinicos, e
tenham cautela com o surgimento de qualquer indicio de crise (HARRIS &
MAYHEW, 2000).
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2.2.9 Tratamento

Se o cavalo estiver iniciando com sinais clinicos discretos (fasciculagbes
musculares), exercicios leves podem interromper o episodio (SPIER, 2006).
Em muitos animais com crises brandas e esporadicas ndo € necessario
tratamento (NAYLOR et al., 1994a).

Quando o equino apresenta crises graves € recomendada a
administracao intravenosa de gluconato de calcio (0,2 a 0,5 ml’kg de PV de
solugcdo a 23% de gluconato de calcio em um litro de dextrose a 5%), o
aumento da concentragao do calcio extracelular, aumenta o limiar do potencial
da membrana muscular o que diminui sua excitabilidade (STEISS & NAYLOR
1986, SPIER, 2006).

No inicio das crises pode ser administrado 60 ml de xarope de milho,
que é rico em dextrose, por via oral (CAUDILL, 2014). O fornecimento de
dextrose estimula a circulacao do potassio mediada por insulina para o interior
das células, reduzindo os valores séricos deste eletrdlito (SPIER, 2006). Alguns
autores recomendam a administragdo de adrenalina (3ml de solugdo 1:1000
pela via intramuscular para um cavalo de 500kg) (SPIER, 2006; LOHMANN,
2008), por ela estimular a bomba de sédio e potadssio aumentando a absorgéao
intracelular de potassio e a eliminagao do sédio (MEYER, 1999).

Os animais portadores da doenga devem ingerir dieta balanceada com
baixo teor de potassio (NAYLOR et al., 1993, SPIER, 2006) e pode ser
necessaria a administracao de diuréticos como a acetazolamida (3mg/kg/VO),
que promove a excrecao seletiva do potassio e aumenta a liberagdo de
insulina, facilitando a entrada do potassio para dentro das células (NAYLOR,
1994a).

2.2.10 Prevencao e controle

Para evitar os episddios de HYPP a principal medida é diminuir o teor de
potassio da alimentagéo (concentragao entre 0,6% e 1,5% da dieta) e aumentar
sua excrecao renal (SPIER, 2006). O feno de alfafa ndo deve ser fornecido,
pois € rico em potassio, o ideal é a alimentagdo com gramineas (LOHMANN,
2008). O uso da acetozolaminda por via oral a cada 8 ou 12 horas tem sido
recomendado para o0s cavalos que continuam apresentando crises mesmo

consumindo niveis adequados de potassio (SPIER, 2006).
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Como medida preventiva, assim como ocorre nos EUA (MEYER et al.,
1999), a ABQM impbs algumas restricbes para o registro de animais
descendentes do Impressive. A partir de primeiro de julho de 2004 o teste
tornou-se obrigatério para os animais descendentes do garanhdo, sendo o
resultado do exame anotado no registro do cavalo e desde primeiro de julho de
2007 esta proibido o registro de animais homozigotos para HYPP (ABQM,
2014).

2.3 Hipertermia maligna

2.3.1 Etiologia

A hipertermia maligna (HM) €& uma doenca genética autossémica
dominante, que foi diagnosticada em equinos QM, apdés a ocorréncia de
hipertermia grave durante a anestesia inalatéria (ALEMAN et al., 2004;
ALEMAN et al., 2005; FINNO et al., 2009). Os equinos acometidos possuem
uma mutacao pontual caracterizada pela substituicdo de uma citosina por uma
guanina na posi¢cao 7.360 da regido codificante, no exén 46 (c.7360C>G), do
gene receptor da riodina (RYR1) (ALEMAN et al., 2009).

2.3.2 Epidemiologia

Nao ha predisposicdo por sexo ou idade na HM (HILDEBRAND &
HOWITT, 1983; ALEMAN et al., 2005). Pode ser desencadeada por
anestésicos halogenados e relaxante muscular despolarizante (succinilcolina)
(DENBOROUGH, 1998). Situacdes de estresse como transporte, inicio da
doma, dias muito quentes, dor e episddios recorrentes de rabdomidlise
induzida ou ndo por exercicio também podem desencadear a HM (ALEMAN et
al., 2009).

Em um estudo realizado em 225 cavalos da raca QM nos Estados
Unidos da América (EUA) selecionados aleatoriamente, a mutagdo foi
encontrada em trés equinos (1,3%), sendo todos os animais heterozigotos
(NIETO & ALEMAN, 2009). A HM é mais frequente em QM da linhagem de
conformacao (ALEMAN et al., 2009), além da raca QM, a HM também ja foi
identificada em animais das ragas Puro Sangue Inglés, Appaloosa, Arabe e em

Péneis (ALEMAN et al.,, 2005). Por se tratar de uma doenca autossdmica
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dominante, ragas que possuam o QM em sua composicdo, como o Paint
Horse, também podem apresentar a doenga (ALEMAN et al., 2009).

A HM j& foi descrita em humanos (MCCARTHY et al., 1990), suinos
(FUJII et al., 1991), cades (O’'BRIEN et al., 1984; Roberts et al., 2001), veados
(PERTZ & SUNBERG, 1978) e equinos (KLEIN, 1975 apud ALEMAN et al.,
2009; ALEMAN et al., 2004; ALEMAN et al., 2005). No Brasil, a doenga ja foi
identificada em humanos (MCWILLIAMS et al., 2002) e suinos (CARMO et al.,
2010), em equinos nao foi encontrada nenhuma descricdo da doenca na
literatura nacional compilada. A HM é uma doenca potencialmente fatal em

cavalos com uma taxa estimada de 34% de letalidade (ALEMAN et al., 2009).

2.3.3 Patogénese

A riodina é um receptor do canal de liberacdo de célcio do reticulo
sarcoplasmatico da musculatura esquelética (MCCARTHY et al., 2000). A
disfungdo deste receptor devido a mutagdo no gene RYRT resulta em uma
liberacdo excessiva de calcio no mioplasma (ALEMAN et al.,, 2004),
desencadeando uma sequéncia de eventos que levam a um estado
hipermetabdlico aumentando a termogénese e por ultimo, levando a morte
celular (O'BRIEN et al., 1984; DENBOROUGH, 1998).

2.3.4 Sinais clinicos

Os sinais clinicos incluem taquicardia, taquipnéia, hipertermia, que pode
exceder 43°C, prolapso de terceira palpebra, trismo mandibular (ALEMAN et
al., 2009), sudorese intensa, rigidez muscular, rabdomidlise, incapacidade de
permanecer em estagdo (DENBOROUGH, 1998; ALEMAN et al., 2005; UENO
et al., 2005) e mioglobinaria (ALEMAN, 2008; ALEMAN et al., 2009). Em estudo
realizado por ALEMAN et al. (2009b), quatro animais tiveram morte subita
algumas horas apos desenvolverem sinais de rabdomidlise e apresentavam a
mutagdo descrita no gene RYR1. Estes casos ndo estavam associados com
procedimentos anestésicos.

Quadros clinicos mais graves de rabdomidlise, foram observados em
cavalos que possuiam a mutagcdo no gene RYR1 associada a mutagédo, no
gene GYST1, responsavel pela miopatia por acumulo de polissacarideo 1
(PSSM1) (MCCUE et al., 2009b). Além disso, os episédios de rabdomidlise sao
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mais frequentes em animais que apresentem as duas mutagdes. Sendo assim,
€ interessante que em animais com PSSM1 se verifique se hi também a
mutagédo no gene RYR1 (ALEMAN et al., 2009; MCCUE et al., 2009b).

2.3.5 Patologia clinica

O principal achado laboratorial nos cavalos com HM é o aumento sérico
das enzimas musculares CK e AST (GRINT et al., 2007; ALEMAN et al., 2009).
Estas enzimas podem ndo estar aumentadas nos casos de morte subita
(ALEMAN, 2008). No exame hemogasométrico se observa acidose metabdlica
e respiratéria (UENO et al., 2005; ALEMAN et al., 2009).

Outras alteragcbes incluem azotemia, aumento do hematdcrito,
leucocitose por neutrofilia (UENO et al., 2005; ALEMAN et al., 2009), e
desequilibrios  eletroliticos  (hiponatremia, hipercalemia, hipocloremia,
hipocalcemia ou hipercalcemia, hiperfosfatemia, hiperglicemia, hiperlactatemia)
(ALEMAN et al., 2009).

2.3.6 Diagnéstico

O diagnostico clinico da HM é realizado quando ocorre hipertermia
rapida e progressiva, hipercapnia e acidose, durante a anestesia geral
inalatéria (ALEMAN et al., 2005). Durante a anestesia geral o equino tende a
perder calor, principalmente devido a diminuicdo do metabolismo, imobilidade e
pela evaporacao (transpiracao e respiracao). A temperatura corporal pode subir
quando a temperatura ambiente for muito alta ou quando se utiliza circuito
inalatério fechado (HARVEY, 2006). Um rapido e descontrolado aumento da
temperatura corporal durante a anestesia é indicativo de um processo
patolégico, sendo a HM um dos principais (GRINT et al., 2007).

O padrao ouro para o diagnéstico da HM é o teste genético para a
identificacdo da mutacdo do gene RYR7 (ALEMAN et al., 2005; NIETO &
ALEMAN, 2009). O teste pode ser realizado por PCR (ALEMAN et al., 2004) ou
por PCR em tempo real (QPCR) (NIETO & ALEMAN, 2009), sendo que a
vantagem da realizagéo do qPCR é a rapidez do resultado, o que permite que o
teste seja realizado antes do procedimento anestésico (NIETO & ALEMAN,
2009).
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Em humanos o teste genético isolado para diagnéstico de HM nem
sempre é recomendado, uma vez que nesta espécie a mutagdo pode estar
localizada em seis diferentes pontos (MACLENNAN, 1992). O teste utilizado
para o diagnéstico da HM, em humanos, € o de contragdo muscular in vitro
(LARACH et al., 1989), onde observa-se a diferenga de contratilidade do
musculo, utilizando cafeina e halotano (HOPKINS et al., 1994), porém, podem
ocorrer resultados falso positivos (HOPKINS, 2000). Em equinos a mutacao
pontual torna o teste genético mais adequado (NIETO & ALEMAN, 2009).

2.3.7 Diagnéstico diferencial

Enfermidades musculares como a HYPP (RUDOLPH et al.,, 1992),
PSSM (VALBERG et al., 1992), miopatia pés anestésica (KLEIN et al., 1989;
GRINT et al., 2007), miopatia por esforco (FOREMAN, 1998) ou qualquer outra
causa de miopatia relacionadas ou nao ao exercicio, devem ser consideradas
como diagnostico diferencial para HM (ALEMAN, 2008).

Durante a anestesia o principal sinal clinico apresentado é aumento de
temperatura. Nestas situagbes devem ser levadas em consideracdo outras
causas de hipertermia, como temperatura ambiente muito alta ou a utilizacdo
de circuito inalatério fechado, porém essas causas Sao0 pouco comuns €
dificilmente elevariam a temperatura préximo de 43°C como ocorre na HM
(HARVEY, 2006; GRINT et al., 2007).

2.3.8 Prognadstico

Para os animais que apresentarem sinais clinicos de HM, o progndstico
€ de reservado a desfavoravel, levando em consideracdo a taxa de 34% de
letalidade (ALEMAN et al., 2009). O tratamento adequado durante a
manifestacdo dos sinais clinicos aumenta a chance de sobrevivéncia dos
equinos e, apos a recuperagao do episédio, os animais poderdo voltar as suas
atividades normais e terdo uma qualidade de vida normal (CARPENTER,
2006).

2.3.8 Tratamento
A doenca n&o possui tratamento especifico, sendo este somente de
suporte (ALEMAN et al., 2005). O passo mais importante no tratamento da HM
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€ retirar os fatores que desencadeiam a crise; nos casos de anestesia inalatéria
o procedimento deve ser suspenso (CARPENTER, 2006).

O dantrolene sodico age como relaxante muscular e como antagonista
do calcio intracelular (KLEIN, 1990), sendo considerado na espécie humana
como o Unico tratamento especifico para HM (HOPKINS, 2000; TOBIN, 2001).
O medicamento tem sido recomendado para equinos na dosagem de 2 a 3
mg/kg/IV durante as crises de HM, porém, tem um alto custo e esta disponivel
em poucos hospitais veterinarios (CARPENTER, 2006).

Para o controle da hipertermia é recomendado o uso de gelo, agua
gelada ou alcool na superficie corporal préximo aos grandes vasos sanguineos.
Fluidoterapia € enema com solucdes geladas também podem ser utilizados
(KLEIN, 1990; CARPENTER, 2006; GRINT et al., 2007).

2.4 Consideracoes gerais

A PSSM é uma das principais causas de miopatia em equinos, sendo
um diagnostico diferencial importante nos casos de rabdomidlise,
anormalidades de locomogao e atrofia muscular. A real causa da PSSM2 ainda
precisa ser identificada. Uma alimentagdo balanceada e programas de
exercicio diarios sdo necessarios para 0 manejo dos equinos com PSSM e,
mesmo realizando todas as recomendagdes, o desempenho atlético desses
animais estara comprometido.

A HYPP apesar de ter sido a primeira enfermidade genética identificada
nos equinos e da adogao de medidas de controle pelas associagdes, ela ainda
possui alta prevaléncia. Isso se deve principalmente ao sucesso dos animais
positivos nas competicoes em que participam.

A HM é uma doenca genética com baixa prevaléncia em equinos, mas €
potencialmente fatal, sendo interessante a realizagdo do teste genético nos
animais que apresentarem sinais clinicos frequente de rabdomidlise, aumento
de CK e AST sem causa aparente e naqueles que apresentarem hipertermia,
miosite ou morte subita, durante ou apds a anestesia inalatoria.

A Unica maneira de evitar a transmissdo da mutacao responsavel pela
PSSM1, HYPP e HM ¢é retirando os equinos com as enfermidades da

reproducdo. Para que isso ocorra é necessaria a conscientizagao de criadores
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e médicos veterinarios sobre a importancia clinica e econémica destas

mutacgoes.



CAPITULO IT
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O artigo a seguir foi redigido em conformidade com as normas do periddico
cientifico “Pesquisa Veterinaria Brasileira”.

Prevaléncia da mutacao causadora da miopatia por acumulo de
polissacarideo tipo 1 em cavalos Quarto de Milha no Brasil

(Prevalence of the type 1 polysaccharide storage myopathy mutation in Quarter

Horses in Brazil)

Abstract

Type 1 polysaccharide storage myopathy (PSSM1) is a dominant autosomal
genetic disease caused by a point mutation in the GYS1 gene. Although
PSSM1 has been described as one of the major causes of myopathy in horses
in other countries, there are no studies describing the prevalence of such
mutation responsible for the development of PSSM1 in Brazil. The aim of this
study was to determine the prevalence of the mutation responsible for the
PSSM1 in Quarter Horses in Brazil. Blood samples from 741 horses were used
for DNA extraction, which belonged to Quarter Horses from different equestrian
modalities such as cutting, reining, barrel racing, racing and halter. A molecular
test was standardized to identify the mutation, using oligonucleotide primers
designed from an equine GYS7 gene sequence stored in GenBank™. From the
741 animals evaluated, 6.7% (50/741) showed the mutation, considering that
6.6% (49/741) and 0.1% (1/741) of these animals were heterozygotes and
homozygotes, respectively. The greater prevalence 31.7%, (32/101) was
observed in animals from the halter lineage. The mutation was not found in the
racing lineage. There was no significant difference on the mutation prevalence
between males and females. In addition, the mutation responsible for the
PSSM1 was found in 48.8% of the farms where samples were obtained. The
PSSM1 prevalence observed here indicates the relevance of the disease, which
must be considered as a differential diagnosis for myopathy, and also indicates

the importance of performing horse breeding orientations.

INDEX-TERMS: PSSM1; GYS1 gene; genetic disease; myopathy; horses.
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Resumo

A miopatia por acumulo de polissacarideo 1 (PSSM1) é uma doencga genética
autossémica dominante que ocorre devido a muta¢do pontual no gene GYSi.
Apesar da PSSM1 ser descrita em outros paises como uma das principais
causas de miopatia em equinos, no Brasil ndo existem estudos sobre a
prevaléncia da mutacdo causadora de PSSM1. O objetivo deste trabalho foi
determinar a prevaléncia da mutacao responsavel pela PSSM1 em cavalos da
raca Quarto de Milha (QM) no Brasil. Foram utilizadas amostras de sangue de
741 cavalos QM para extracdo de DNA, os quais eram utilizados nas
modalidades esportivas de rédeas, apartacdo, tambor e baliza, corrida e
conformacgao. Um teste molecular foi padronizado para identificar a mutacao,
utilizando oligonucleotideos iniciadores desenhados a partir da sequéncia do
gene GYST equino depositadas no GenBank™. Dos 741 animais utilizados
6,7% (50/741) apresentavam a mutagdo, sendo que, destes cavalos 6,6%
(49/741) e 0,1% (1/741) eram heterozigotos e homozigotos, respectivamente. A
maior prevaléncia 31,7%, (32/101) foi observada em animais da linhagem de
conformacgdo. A mutacdo ndo foi observada nos animais de corrida. Nao houve
diferenga significativa quanto a prevaléncia da mutacdo entre machos e
fémeas. Em 48,8% das propriedades onde as amostras foram colhidas haviam
animais com a mutacdo causadora de PSSM1. A prevaléncia de PSSMH1
observada neste estudo indica a relevancia da enfermidade como diagndstico
diferencial para os casos de miopatia e a importancia da orientagdo dos

acasalamentos.

TERMOS DE INDEXACAOQ: PSSM1; gene GYST; doenca genética; miopatia;

cavalos.
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Introducao

A miopatia por acumulo de polissacarideo (PSSM) é uma enfermidade
muscular caracterizada pelo acumulo anormal de glicogénio e inclusdo de
polissacarideo nas fibras musculares esqueléticas (Valberg et al.,, 1992;
Valentine et al., 2000). A PSSM foi descrita pela primeira vez por Valberg et al.
(1992), apos avaliarem biopsias musculares de nove equinos com historico de
episédios recorrentes de rabdomidlise.

A PSSM tipo 1 (PSSM1) € uma enfermidade autossémica dominante
que ocorre devido a mutagdo pontual (c.926G>A) no gene GYS1. Esta
mutagdo acarreta na substituicdo de um residuo de arginina por uma histidina,
na proteina codificada por este gene e leva ao acumulo excessivo de
glicogénio nas células musculares (McCue et al., 2008a).

Alguns cavalos séo positivos para PSSM no exame histopatologico, mas
nao possuem a mutacao no gene GYST; estes cavalos sao diagnosticados com
PSSM tipo 2 (PSSM2) (McCue et al., 2008b; McCue et ; McCue et al., 2009a).

McCue e Valberg (2007) estimaram que a prevaléncia da enfermidade
em cavalos da raga Quarto de Milha (QM) nos Estados Unidos (EUA) variava
entre 6 a 12%. O provavel carater hereditario da PSSM foi sugerido por De La
Corte et al. (2002) e por McCue & Valberg (2007). A confirmagdo da
hereditariedade foi realizada por McCue et al. (2008a) apés a identificacao de
uma mutacdo pontual no gene responsavel pela sintese de glicogénio 1
(GYS1) em cavalos diagnosticados com PSSM, no exame histopatol6gico.

Os sinais clinicos apresentados por cavalos com PSSM incluem rigidez
e atrofia muscular, sudorese, relutancia em se movimentar, fasciculacoes,
fraqueza, andar rigido, mioglobindria e decubito (Valberg et al., 1999;
Firshman, 2003; Aleman, 2008; McCue et al., 2009). Alguns equinos podem ser
assintomaticos (Firshman et al., 2005; McCue et al., 2008a).

O teste genético para identificagdo da mutagcdo no gene GYST, é
necessario para o diagnéstico da PSSM1 (McCUE et al., 2008a). Nos animais
com suspeita de PSSM e negativos no teste genético, deve ser realizado o
exame histopatologico (McCUE et al., 2009).

Devido a importancia da enfermidade em outros paises e a inexisténcia
de dados epidemioldgicos da ocorréncia da PSSM1 no Brasil, o objetivo deste

trabalho foi verificar a prevaléncia da mutacéo responsavel pela PSSM1 em
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equinos da ragca QM no pais, utilizados em cinco diferentes modalidades
esportivas.

Material e Métodos

Foram utilizadas amostras de DNA obtidas do sangue de 741 cavalos da
raca QM, sendo 530 fémeas e 211 machos, com idade variando entre um e 32
anos, registrados na Associagao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de
Milha (ABQM), os quais eram provenientes de 41 propriedades. Estes animais
pertenciam a linhagens utilizadas nas modalidades esportivas de rédeas
(n=160), apartacdo (n=160), tambor e baliza (n=160), corrida (n=160) e
conformacdo (n=101). Os procedimentos realizados foram previamente
aprovados pela Camara de Etica em Experimentagcdo Animal institucional
(Protocolo n®262/2011-CEUA).

O tamanho da amostra foi calculado utilizando o software OpenEpi, on
line versao 3. A prevaléncia estimada de PSSM1 foi de 11,3% (Tryon et al,.
2009), com margem de erro de 3%, populacdo de 172.241 cavalos QM
registrados no Brasil (ABQM, 2014) e intervalo de confianga de 95%,
resultando em um calculo de amostragem de 417 animais. Entretanto utilizou-
se um numero de animais (n=741) acima do minimo necessario para a
pesquisa.

Amostras de sangue foram colhidas em tubos com EDTA, e a extracao
do DNA sanguineo foi realizada utilizando o llustra™ Blood GenomicPrep Mini
Spin Kit (GE Healthcare), de acordo com o protocolo recomendado pelo
fabricante. Ap6s a extracdo, o DNA foi testado para pureza (A260/280) e
concentragdo no NanoDrop® 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific™, DE,
USA), para serem utilizadas na pesquisa as amostras deviam apresentar
relagcao A260/A280 entre 1,8 e 2,1 e concentragdo minima de 20 ng/ul.

A partir da sequéncia do gene GYS1 (Gene ID: 100054723) depositada
no Genbank™, foram desenhados oligonucleotideos iniciadores (DZD-GYS1-F,
5-AAGTGAAACATGGGACCTTCTCCC-3 e DZD-GYS1-R, 5-
ACTCAGCCATTGTTCTGACGCT-3') utilizando o programa Primer Express®
(Life Technologies™). Os iniciadores amplificaram um produto de 279pb
contendo a regido da mutacdo pontual (c.926G>A), no gene GYSH,
previamente descrita como responsavel pela PSSM1.
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As reagdes de PCR foram padronizadas para um volume final de 25 pL,
contendo 2 uL do DNA extraido, 12,5 uL da enzima G.oTaq® Green Master Mix,
2x (Promega™), 300 nM de cada um dos oligonucleotideos iniciadores e agua
“nuclease-free” qg.s.p.. A programacao de termociclagem foi de 95°C/2 min,
seguida por 40 ciclos de 95°C/30 s, 59°C/1 min e 72°C/1 min e extensao final
de 72°C/7 min.

O tamanho dos produtos amplificados foi verificado por eletroforese
(Major Science, Saratoga, CA, USA) em gel de agarose a 1,5% corado com
GelRed™ (Biotium, Halward, CA, USA) e comparados com o marcador de peso
molecular LowRanger 100 pb DNA ladder (NorgenTM, BioTek Corporation,
Ontario, Canada).

As amostras amplificadas foram purificadas com o NucleoSpin® Gel and
PCR clean-up (Macherey-Nagel®, Duren, Alemanha), conforme a
recomendacao do fabricante. Apdés a purificacdo, 3 pL de cada uma das
amostras foram submetidas a nova eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com GelRed™ (Biotium, Halward, CA, USA) e 2uL foram submetidos a
leitura no espectrofotdmetro BioPhotometer (Eppendorf®, Hamburg, Germany),
para verificacdo da qualidade e quantidade do material purificado.

Em seguida, 10 pL de produto de PCR purificado e 5 pL do
oligonucleotideo iniciador DZD-GYS1-R, foram submetidos ao sequenciamento
direto usando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Life
Technologies) e o sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Life
Technologies). Apdés o sequenciamento, o controle de qualidade das
sequéncias e dos eletroferogramas obtidos foi realizado utilizando o software
Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Em
uma segunda etapa, as sequéncias e eletroferogramas foram novamente
analisadas utilizando o programa Sequencher 5.1 (Gene Code Corporation),
para verificagdo da sequéncia de nucleotideos.

Apos os procedimentos previamente descritos, foi possivel identificar os
gendtipos de cada individuo para a regido estudada do gene alvo e assim
determinar a prevaléncia da mutacao no gene GYS1 na populagdo amostrada.
Os animais também foram separados em grupos de machos e fémeas para
avaliar a predisposicao por sexo.
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A prevaléncia da PSSM1 é apresentada de forma descritiva. A analise
estatistica para avaliar a predisposi¢cao entre machos e fémeas para PSSM1 foi
realizada utilizando o teste Qui Quadrado no programa GraphPad Prism versao
6. A diferenca estatistica foi considerada para p< 0,05.

Resultados

A mutacao no gene GYST foi observada em 50 (6,7%) dos 741 animais
testados, sendo que desses cavalos 49 (6,6%) eram heterozigotos e um equino
era homozigoto (0,1%). A mutacdo foi mais frequente nos cavalos de
conformacao (31,7% 32/101). No quadro 1 sdo apresentados os animais
portadores da mutacdo no gene GYS7, encontrados em cada modalidade
esportiva estudada.

Quando a prevaléncia da mutagéao foi avaliada comparando-se machos e
fémeas nao foi verificada diferenca estatistica entre os sexos em relacao ao
nuamero total de animais (p=0,061) amostrados ou dentro de cada modalidade
estudada (Quadro 2).

Dos 41 locais onde as amostras foram colhidas em 20 (48,8%) foram
encontrados pelo menos um animal com PSSM1 (Quadro 3). Em algumas
propriedades foram encontrados cavalos de mais de uma modalidade
esportiva, sendo que em nove de 13 locais (69,2%) onde havia cavalos de
conformagcdo a mutagao foi identificada. O numero de locais onde amostras
para cada modalidade esportiva foi colhida e o numero de propriedades onde

cavalos com a mutacao foram encontrados sdo apresentados no quadro 4.

Discussao

O plantel de cavalos QM no Brasil foi formado a partir de animais
importados dos EUA (ABQM, 2014). Apesar da PSSM1 estar presente nos
cavalos norte-americanos (McCue et al., 2008b; Tryon et al., 2009) nao era
possivel afirmar sobre a ocorréncia da mutacdo no plantel brasileiro. Nesta
pesquisa, além de padronizar o teste para PSSM1, demonstrou-se que 6,7%
dos cavalos amostrados possuiam a muta¢ao no gene GYST, responsavel pela
enfermidade. A ocorréncia da mutagao no gene GYST7 identificada neste estudo
foi semelhante aquelas observadas nos EUA em cavalos QM, 11,3% (Tryon et
al., 2009) e 6,6% (McCue et al. 2010).
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A presenga da mutacao indica que no Brasil a PSSM1 deve ser incluida
como diagnostico diferencial de miopatias. Apesar das miopatias serem
comuns, identificar sua etiologia € sempre um desafio para os clinicos (Valberg,
et al.,, 1992; Aleman, 2008). McCue et al. (2008b) ao realizarem o teste
molecular em amostras de 831 cavalos com diagnostico histopatoldgico de
PSSM, encontraram a mutagédo no gene GYS71 em 48,3% dos equinos de 17
racas diferentes. A PSSM foi diagnosticada em 48,5% (288/594) das biopsias
de cavalos QM com histérico de afeccbes neuromusculares submetidas ao
laboratério de doencas neuromusculares da Universidade de Minnesota
(McCue et al., 2006). Esses achados reforcam a necessidade de realizar o
teste genético para verificar se ha a presenca da mutacao em todos os animais
atendidos com histérico de miopatia.

N&o foi realizada a avaliagéo clinica dos cavalos, portanto ndo se sabe
quantos animais com a mutacdo no gene GYS7, encontrados neste estudo,
apresentam ou ja apresentaram sinais clinicos de miopatia. Alguns cavalos
possuem a mutagdo responsavel pela PSSM1, mas ndo desenvolvem sinais
clinicos (McCue et al., 2008a). Apesar da néo identificagdo de sinais clinicos
especificos, muitos destes animais portadores de mutacao podem ter queixa de
inadequado desempenho atlético (McCue et al.,2009; Naylor et al., 2012).

Nos animais de corrida amostrados no atual estudo n&o foi detectada a
mutacdo, enquanto que nos animais de tambor e baliza e apartacdo, a mutacao
foi identificada em apenas 3 (1,9%) e 4 (2,5%) cavalos respectivamente,
demonstrando menor prevaléncia da PSSM1 nos animais destas modalidades.
Tryon et al (2009) obtiveram resultados semelhantes para animais de tambor e
baliza com 1,4% de prevaléncia, porém encontraram 6,7% de prevaléncia para
animais de apartagdo e 2% para animais de corrida, resultados que
demonstram que ha diferengas entre o plantel brasileiro e 0 americano quanto
a prevaléncia de PSSM1.

Nos animais de rédeas foram identificados 6,9% de animais positivos
para PSSM1, resultado semelhante aos 4,3% apresentados por Tryon et al.
(2009). A mutacdo foi identificada em 31,7% dos cavalos de conformacao
amostrados; nos EUA a prevaléncia da enfermidade nesta linhagem foi de
28,2% (Tryon et al., 2009). A alta prevaléncia de PSSM1 em cavalos de
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conformagdao justifica que medidas de controle sejam tomadas para evitar o
aumento de animais com a mutagao, nesta categoria.

Ao comparar a prevaléncia da mutagdo entre machos e fémeas
observamos que nao houve diferenga estatistica (p=0,06), apesar de uma
porcentagem maior de machos 9,5%, em relacéo a fémeas 5,7% com PSSM1.
Outros autores também nao identificaram predisposicdo por sexo nos casos de
PSSM, porém nao realizaram o teste genético para diferenciar entre PSSM1 e
PSSM2 (Firshman et al., 2003; McCue et al., 2006; Hunt et al., 2008; McGowan
et al., 2009).

Um fato que chama a atengéo é que em 48,8% (20/41) das propriedades
foram encontrados pelo menos um animal positivo para PSSM1. Nas
propriedades P4, P7, P8 e P10 todos os animais foram positivos para doenca.
Nos outros locais onde a mutagao foi encontrada a prevaléncia variou entre 3,2
(1/31) e 50% (3/6), resultados semelhantes aos encontrados por McCue e
Valberg (2007) ao realizarem biopsia muscular para diagnostico histopatolégico
de PSSM em cavalos sem histérico de miopatia.

Nos haras muitos acasalamentos sédo realizados entre 0s equinos
existentes na propriedade. Dos locais onde foram colhidas amostras de
animais de conformacao, em 69,2% (9/13) havia equinos positivos para PSSM
e a prevaléncia nestes locais, foi acima de 20%, devido o carater hereditario da
doenca. Se medidas de controle como a orientacdo dos acasalamentos nao
forem adotadas a mutacao continuara sendo transmitida.

Conclui-se que a mutacao no gene GYST esta presente nos animais QM
no Brasil, ocorrendo em animais de rédeas, apartacao, conformacao e tambor
e baliza. A maior prevaléncia da enfermidade ocorre nos cavalos de
conformagdo. A presenga da mutacdo foi identificada em 48,8% das
propriedades estudadas, sendo assim, ressalta-se a importancia da
identificacdo da mutacdo, uma vez que a Unica maneira de prevengao da
enfermidade é o direcionamento dos acasalamentos, retirando-se animais com

PSSM1 dos programas de reprodugao.
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Quadros

Quadro 1: Animais portadores da mutagdo previamente descrita no gene
GYS1 causadora de PSSMA1.

Modalidade esportiva N G/G (%) A/A (%) G/A (%)
Rédeas 160 149 (93,1) 0 (0) 11 (6,9)
Apartacao 160 156 (97,5) 0 (0) 4 (2,5)
Corrida 160 160 (100) 0 (0) 0 (0)
Conformagao 101 69 (68,3) 1(1) 31 (30,7)
Tambor/Baliza 160 157 (98,1) 0 (0) 3(1,9)
Total 741 691 (93,3) 1(0,1) 49 (6,6)

N: ndmero de animais testados, G/G cavalos homozigotos normais, A/A animais
homozigotos para PSSM1 e G/A animais heterozigotos para PSSM1.
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Quadro 2: Prevaléncia de PSSM1 entre os sexos nas cinco modalidades esportivas e
valor de p quando comparado dentro de cada modalidade esportiva e no total de

animais amostrados.

. N° (%) de N° (%) de N° (%) de N° (%) de Valor de p
MEc; <:>ac:Ir(tji?/ge fémeas animais machos animais com
amostradas com PSSM1 amostrados PSSM1
Rédeas 91 (56,9) 4 (4,3) 69 (43,1) 7 (10,1) 0,209
Apartacao 122 (76,2) 3(2,5) 38 (23,8) 1(2,6) 1
Corrida 132 (82,5) 0 (0) 28 (17,5) 0 (0) -
Conformagéo 74 (73,3) 22 (29,7) 27 (26,7) 10 (37) 0,480
Tambor e baliza 111 (69,4) 1(0,9) 49 (30,6) 2(4,1) 0,222

Total 530 (71,5) 30 (5,7) 211 (28,5) 20 (9,5) 0,061
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Quadro 3: Numero de amostras colhidas em cada propriedade para as cinco
modalidades esportivas estudadas e numero de animais com PSSM1
encontrados em cada propriedade.

N° de animais testados em cada
modalidade, () N° de animais com

PSSM1
. N N° (%) de
Propri- N° animais oo
Red Apa Cor Con Ta/ba animais com

edade testados PSSM1
P1 0 0 0 6(2) 0 6 2 (33,3)
p2* 9(1) 0 0 0 1 10 1 (10)
P3 15(2) 0 0 0 0 15 2(13,3)
P4 0 0 0 2(2) 0 2 2 (100)
P5* 1 1 4 0 9 15 0 (0)
P6 0 1 0 0 0 1 0 (0)
P7 0 0 0 1(1) 0 1 1 (100)
P8 0 0 0 1(1) 0 1 1 (100)
P9 0 6 (3) 0 0 0 6 3(50)
P10 0 0 0 1(1) 0 1 1 (100)
P11 4 3 1 3 1(1) 12 1(8,3)
P12 1 48 0 0 0 49 0 (0)
P13 2 0 0 0 0 2 0 (0)
P14 1 0 2 1 20 24 0 (0)
P15 1 0 0 0 0 1 0 (0)
P16 3(1) 5 0 0 3 11 1(9,1)
P17 0 0 0 0 31(1) 31 1(3,2)
P18 2 8 (1) 0 0 0 10 1(10)
P19 0 0 20 35 (9) 0 55 9 (16,3)
pP20* 4 53 12 0 8 77 0 (0)
P21 0 0 0 0 20 20 0 (0)
P22 0 1 16 0 0 17 0 (0)
P23 0 0 8 0 0 8 0 (0)
P24 1 0 0 0 6 7 0 (0)
P25~ 0 0 0 20(9) 7 27 9 (33,3)
P26 13 0 0 7 0 20 0 (0)
P27 0 17 0 0 0 17 0 (0)
P28 1 2 12 0 19 34 0 (0)
P29 0 0 22 0 0 22 0 (0)
P30 0 0 20 0 0 20 0 (0)
P31 0 0 0 1 1 2 0 (0)
p32* 4 7 5 0 9(1) 25 1(4)
P33* 9 0 0 0 1 10 0 (0)
P34* 3(1) 1 29 18(7) 2 53 8 (15,1)
P35 0 0 0 5(1) 0 5 1 (20)
P36 31(2) 1 0 0 0 32 2 (6,2)
P37 4(1) 6 0 0 0 10 1(10)
P38 4 0 0 0 0 4 0 (0)
P39 0 0 9 0 19 28 0 (0)
P40* 11 0 0 0 2 13 0 (0)
P41* 37(3) 0 0 0 0 37 3(8,1)
TOTAL 160 160 160 101 160 741 50 (6,7)

Red, rédeas; Apa, apartagdo; Cor, corrida; Con, conformagéao, Ta/ba, tambor e baliza.
* Central de reproducdo ou centro de treinamento com cavalos de vérios criadores.
* Colhidos de animais atendidos no Hospital Veterinario.



Quadro 4: Locais entre as 41 propriedades amostradas onde
foram encontrados cavalos para cada modalidade esportiva, e
nimero de locais onde cavalos com PSSM1 foram
encontrados.

o F : o "
Modalidade N° de locais colhidos N° (%) de locais de

esportiva modal?:;z: Zggortiva anirzgilé1 ?:Ict)arlncgrsnsm
Rédeas 22 7 (31,8)
Apartagdo 14 2(14,3)
Corrida 13 0 (0)
Conformagéao 13 9 (69,2)

Tambor e baliza 17 3(17,6)




CAPITULO I
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O artigo a seguir foi redigido em conformidade com as normas do periddico
cientifico “Ciéncia Rural”.

Prevaléncia das mutacoes causadoras da Paralisia Periodica
Hipercalémica e Hipertermia Maligha em equinos da raca Quarto de Milha
no Brasil

Prevalence of the Hypercalemic Periodic Paralysis and Malignant Hyperthermia

mutations in Quarter Horses in Brazil

RESUMO

Dentre as principais enfermidades genéticas de carater dominante que
acometem equinos da raca Quarto de milha (QM) destacam-se a paralisia
periodica hipercalémica (HYPP) e a hipertermia maligna (HM). A HYPP é
causada por uma mutacdo pontual no gene SCN4A enquanto a HM ocorre
devido a mutacdo pontual no gene RYR1. Apesar de estar presente nos
cavalos QM no Brasil, dados sobre a prevaléncia da HYPP s&o escassos, e em
relacdo a HM nao se sabe se a enfermidade esta presente no plantel nacional
tampouco, se conhece sua prevaléncia. O objetivo deste trabalho foi verificar a
prevaléncia das mutacdes responsaveis pela HYPP e pela HM em cavalos QM,
utilizados em cinco modalidades esportivas. Foram utilizados DNA sanguineo
de 741 equinos; o teste genético para ambas as enfermidades foi padronizado
e as amostras sequenciadas para identificacdo da mutacdo no gene alvo. A
prevaléncia de HYPP na populacdo amostrada foi de 4,2%, sendo que somente
na linhagem de conformagédo foram identificados animais positivos (30,7%). A
mutagdo responsavel pela HM ndo foi detectada em nenhum dos animais
testados. Medidas de controle mais efetivas devem ser adotadas para diminuir
a prevaléncia da HYPP. Pelos resultados deste estudo a HM ndo possui

relevancia no plantel de equinos da raga QM no Brasil.

Palavras-chave: HYPP, gene SCN4A, gene RYR1, doenga genética.
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ABSTRACT

Hyperkalemic Periodic Paralysis (HYPP) and Malignant Hyperthermia
(MH) are considered major dominant genetic diseases which affect Quarter
Horses (QH). The HYPP is caused by a point mutation in the SCN4A gene,
whereas MH is due to a point mutation in the RYR1 gene. Despite the presence
of HYPP in Brazilian QH, limited data on the disease prevalence are available,
and regarding MH, it is not known if the disease is found in Brazilian herds
neither the prevalence in the country. The aim of this study was to investigate
the mutations responsible for the development of HYPP and MH in QH, which
belonged to five competitive disciplines. Blood DNA from 741 horses were
used. Genetic tests were standardized for both diseases and samples were
sequenced to identify the mutation on the target gene. The prevalence of HYPP
on the sampled population was 4.2% and positive animals (30.7%) were only
identified in the halter lineage. The mutation responsible for the development of
MH was not detected in any of the evaluated animals. More effective actions on
HYPP control should be done to reduce the disease prevalence. This study

demonstrates that MH is not relevant in Brazilian QH herds.
Key words: HYPP, SCN4A gene, RYR1 gene, genetic disease.
INTRODUCAO

Importantes enfermidades genéticas tém sido identificadas na raca
Quarto de Milha (QM) (TRYON, et al., 2009; BROSNAHAN et al., 2010). A
paralisia periédica hipercalémica (HYPP) (RUDOLPH et al.,, 1992) e a
hipertermia maligna (HM) (ALEMAN, et al., 2004) estdo entre as principais. A
HYPP ja foi identificada em equinos no Brasil (GARCIA et al., 1996), e a HM foi
relatada no pais apenas em humanos (MCWILLIAMS et al., 2002) e suinos
(CARMO et al., 2010).

A HYPP é uma doenga genética autossémica co-dominante que ocorre
devido a substituicdo de uma citosina por uma guanina no gene SCN4A do

canal de sodio no cromossomo 11, que leva a substituicdo de uma fenilanina



45

por uma leucina (RUDOLPH et al., 1992). Todos os equinos com a mutacao
possuem em sua genealogia o garanhdo Impressive (NAYLOR et al., 1992a;
NAYLOR, 1994a). Alem da raca QM a HYPP também ocorre nas ragas Paint
Horse e na Apalloosa (FINNO et al., 2009).

Os sinais clinicos da HYPP ocorrem em forma de crises, sendo mais
graves nos animais homozigotos para a mutacéo; animais heterozigotos podem
ser assintomaticos ou em alguns casos apresentarem crises diarias
(RUDOLPH et al.,, 1992; MEYER et al., 1999). Fasciculacbes musculares,
miotonia, prolapso de terceira palpebra, fraqueza muscular, dificuldade
respiratéria, decubito e morte podem ser sinais clinicos da enfermidade
(STEISS & NAYLOR, 1986; MEYER et al., 1999).

O teste genético para a identificacdo da mutagdo € necessario para o
diagnéstico da HYPP (RUDOLPH et al., 1992). No Brasil, desde 2004,
restricbes foram impostas pela associacao brasileira de criadores de cavalo
Quarto de Milha (ABQM) para o registro dos animais positivos para a
enfermidade (ABQM, 2014).

A HM é uma enfermidade autossémica dominante, que foi diagnosticada
em equinos QM, apos a ocorréncia de hipertermia grave durante anestesia
inalatéria (ALEMAN et al., 2004; ALEMAN et al., 2005; FINNO et al., 2009). Os
equinos acometidos possuem uma mutacdo pontual caracterizada pela
substituicdo de uma citosina por uma guanina, na posicao 7.360 da regiao
codificante, no exén 46 (c.7360C>G), do gene receptor da riodina (RYRT1)
(ALEMAN et al., 2009).

Os sinais clinicos da HM podem ser desencadeados por anestésicos
halogenados, relaxante muscular despolarizante, estresse, dor e episodios
recorrentes de rabdomidlise (DENBOROUGH, 1998; ALEMAN et al., 2009). O
principal sinal identificado é a hipertermia, que pode exceder 43°C. Sinais
clinicos como taquicardia, taquipnéia, prolapso de terceira palpebra, trismo
mandibular (ALEMAN et al., 2009), sudorese intensa, rigidez muscular,
rabdomidlise, incapacidade de permanecer em posicdo quadrupedal
(DENBOROUGH, 1998; ALEMAN et al., 2005) mioglobinuria e morte subita,
podem estar relacionados com a enfermidade (ALEMAN, 2008; ALEMAN et al.,
2009).
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O teste genético para a identificagdo da mutacdo do gene RYRT é
necessario para o diagnéstico da HM (ALEMAN et al., 2005; NIETO &
ALEMAN, 2009). Nao existem estudos no Brasil, que avaliaram a prevaléncia
da HM em equinos, tampouco se sabe sobre a presenca da mutagdo no plantel
QM nacional.

A identificacdo dos equinos com HYPP e HM é necessaria para que os
acasalamentos possam ser orientados. O objetivo deste trabalho é verificar a
prevaléncia da mutacdo no gene SCN4A, responsavel pela HYPP e da
mutagcdo no gene RYR71 responsavel pela HM em equinos da ragca QM

utilizados em cinco modalidades esportivas no Brasil.
MATERIAL E METODOS

O tamanho da amostra foi calculado utilizando o software OpenEpi, on
line versdo 3. A prevaléncia das enfermidades foi estimada em estudos prévios
sendo que para HYPP foi de 2,2% (ZORDAN, 2000) e a para a HM de 1,3%
(NIETO & ALEMAN, 2009), com margem de erro de 2%, populacéo de 172.241
cavalos QM registrados no Brasil (ABQM, 2014) e intervalo de confianga de
99%, resultando em um célculo de amostragem de 325 animais a serem
testados para HYPP e 165 cavalos para HM. Entretanto utilizou-se um numero
de animais (n=741), acima do minimo necessario para a pesquisa.

Foram utilizadas amostras de DNA obtidas do sangue de 741 cavalos da
raca QM, sendo 530 fémeas e 211 machos, com idade variando entre um e 32
anos, registrados na Associagao Brasileira de Criadores de Cavalo Quarto de
Milha (ABQM), os quais eram provenientes de 41 propriedades. Os animais
eram utilizados nas modalidades esportivas de rédeas (n=160), apartacao
(n=160), tambor e baliza (n=160), corrida (n=160) e conformacao (n=101). Os
procedimentos realizados foram previamente aprovados pela Camara de Etica
em Experimentagdo Animal institucional (Protocolo n°262/2011-CEUA).

As amostras de sangue foram colhidas em tubos com EDTA, e a
extracdo do DNA sanguineo foi realizada utilizando o llustra™ Blood
GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante. Apds a extracao, o DNA foi testado para pureza
(A260/280) e concentracdo no NanoDrop® 2000 spectrophotometer (Thermo
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Scientific™, DE, USA), para serem utilizadas na pesquisa as amostras deviam
apresentar relagdo A260/A280 entre 1,8 e 2,1 e concentracdo minima de 20
ng/ul.

A partir das sequéncias dos genes SCN4A (Gene ID: 100049793) e
RYR1 (Gene ID: 100034090) depositadas no Genbank™, foram desenhados
oligonucleotideos iniciadores utilizando o programa Primer Express® (Life
Technologies™) (Tabela 1). Os iniciadores amplificaram as regides, nos genes
SCN4A e RYRT1, que continham as mutagcbes previamente descritas como
responsaveis pela HYPP e HM.

As reacdes de PCR foram padronizadas para um volume final de 25 pL,
contendo 2 uL do DNA extraido, 12,5 pL da enzima GoTaq® Green Master Mix,
2x (Promega™), 300 nM de cada oligonucleotideo iniciador e 4gua “nuclease-
free” g.s.p.. A programacgdo de termociclagem foi de 95°C/2 min, seguida por
40 ciclos de 95°C/30 s, 59°C/1 min e 72°C/1 min e extensao final de 72°C/7
min.

O tamanho dos produtos amplificados foi verificado por eletroforese
(Major Science, Saratoga, CA, USA) em gel de agarose a 1,5% corado com
GelRed™ (Biotium, Halward, CA, USA) e comparados com o marcador de peso
molecular LowRanger 100 pb DNA ladder (NorgenTM, BioTek Corporation,
Ontario, Canada).

As amostras amplificadas foram purificadas com o NucleoSpin® Gel and
PCR clean-up (Macherey-Nagel®, Duren, Alemanha), conforme a
recomendacao do fabricante. Apdés a purificacdo, 3 pL de cada uma das
amostras foram submetidas a nova eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com GelRed™ (Biotium, Halward, CA, USA) e 2uL foram submetidos a
leitura no espectrofotdmetro BioPhotometer (Eppendorf®, Hamburg, Germany),
para confirmagdo da presenca do produto amplificado e verificacdo da
qualidade e quantidade do material purificado.

Em seguida, 10 yL de produto de PCR purificado com 5 pL do
oligonucleotideo iniciador SCN4A-F ou RYR1-F, foram submetidos ao
sequenciamento direto usando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
Kit (Life Technologies) e o sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Life
Technologies). Apdés o sequenciamento, o controle de qualidade das
sequéncias e dos eletroferogramas obtidos foi realizado utilizando o software
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Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Em
uma segunda etapa, as sequéncias e eletroferogramas foram novamente
analisadas utilizando o programa Sequencher 5.1 (Gene Code Corporation)
para verificacdo da sequéncia de nucleotideos.

Apbs os procedimentos previamente descritos, foi possivel identificar os
gendtipos de cada individuo para o gene alvo e assim determinar a prevaléncia
da mutacdo no gene SCN4A e RYR1 na populacdo amostrada. Os resultados

estdo apresentados de maneira descritiva.

RESULTADOS

A prevaléncia da mutagdo no gene SCN4A responsavel pela HYPP foi
de 4,2%. Dos 741 animais testados, 31 possuiam a mutacéo, sendo 29 cavalos
heterozigotos e dois homozigotos. Todos o0s animais positivos eram da
linhagem de conformagéo; a prevaléncia nesta modalidade foi de 30,7%
(Tabela 2).

Dos 101 animais da linhagem de conformagédo amostrados, 48 (47,5%)
nasceram até o ano de 2004 (ano em que restricdo para o registro dos animais
positivos foi adotada) e 53 (52,5%) nasceram a partir de 2005. Dos 31 animais
identificados com a mutacao responsavel pela HYPP, 11 (35,5%) nasceram até
2004 e 20 (64,5%) nasceram a partir de 2005. A prevaléncia da enfermidade foi
de 22,9% para 0s animais nascidos até 2004 e de 37,7% para 0s nascidos a
partir de 2005.

Das 41 propriedades visitadas, em 13 foram colhidas amostras de
cavalos da linhagem de conformacao. Destes 13 locais, em sete (53,8%) havia
animais portadores da mutacdo. Em um dos locais havia apenas um cavalo da
raca QM e este foi positivo para HYPP. Excluindo este local, a prevaléncia de
animais positivos variou entre 15% e 50%, nas propriedades onde a mutagcéo
foi identificada.

Nao se identificou a mutagédo no gene RYR1, responsavel pela HM em

nenhum dos cavalos amostrados.
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DISCUSSAO

A prevaléncia da mutagdo responséavel pela HYPP encontrada neste
estudo foi de 4,2%, valor maior que os 2,2% descritos no Brasil por ZORDAN,
(2000), autor este, que realizou o teste em 182 cavalos e encontrou quatro
heterozigotos para HYPP, porém ndo mencionou a qual linhagem pertencia os
cavalos testados. Se considerarmos o erro padrao de 2%, os resultados dos
trabalhos foram semelhantes. Nos EUA, TRYON et al. (2009) identificaram
1,5% de prevaléncia em um grupo QM, sem diferenciar por modalidade
esportiva.

Nao foram identificados animais positivos para HYPP nas modalidades
esportivas de rédeas, apartacdo, tambor e baliza e corrida. TRYON et al.
(2009) também n&o encontraram animais de rédeas, apartacdo e corrida
positivos; na modalidade de tambor e baliza, esses autores identificaram
apenas um animal (1,3%) com a mutagao. Esses resultados indicam uma alta
concentracdo de HYPP nos cavalos de conformagéo.

Ao testarem para HYPP os cavalos QM mais pontuados no ranking da
AQHA na modalidade de conformagéao, TRYON et al. (2009) encontraram uma
prevaléncia de 56,4%, resultado que esta acima dos 30,7% encontrados neste
estudo, onde os animais ndo foram selecionados pelo desempenho esportivo.
Uma das principais caracteristicas fenotipicas avaliadas nos animais durante
as provas de conformacao é a musculosidade (NAYLOR, 1994a). Os equinos
com HYPP possuem a musculatura bem desenvolvida, provavelmente devido
ao aumento da contracdo muscular, que pode levar a hipertrofia. Os bons
resultados em competicdes acarretaram a selecdo dos animais positivos para
HYPP (NAYLOR, 1994b), justificando a maior prevaléncia encontrada por
TRYON et al. (2009), quando comparado ao presente estudo.

No Brasil, desde primeiro de julho de 2004 todos os QM descendentes
do garanhao Impressive, obrigatoriamente necessitam do teste genético e o
resultado deve constar no registro do animal e desde primeiro de julho de 2007
esta proibido o registro de animais homozigotos para a enfermidade. Essas
medidas foram adotadas visando diminuir a prevaléncia da mutagdao (ABQM,
2014). Neste estudo, a prevaléncia da enfermidade foi de 22,9% para os

animais nascidos até 2004 e de 37,7% para os nascidos a partir de 2005, o que
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demonstra que a medida de controle imposta pode nao estar sendo eficaz para
diminuir a prevaléncia da enfermidade. Talvez a maior dificuldade para se
controlar a HYPP, como j& mencionado, seja 0 sucesso obtido por cavalos
positivos nas competicoes em que participam (NAYLOR, 1994b). A existéncia
de animais positivos em 53,8% dos locais onde amostras de animais de
conformacdo foram colhidas, reforca a necessidade de novas medidas de
controle.

Neste estudo nao se identificou nenhum animal com a mutagdo no gene
RYR1, responsavel pela HM. O Unico trabalho encontrado na literatura
compilada que estudou a prevaléncia da HM foi realizado por NIETO &
ALEMAN, (2009) onde 225 cavalos foram testados e trés animais (1,3%) eram
heterozigotos para a mutacdo. Vale ressaltar, que o numero de animais
testados no presente estudo, foi 4,5 vezes maior que o considerado o0 minimo
necessario para a realizacao da pesquisa, com um intervalo de confianca de
99%.

Segundo ALEMAN et al. (2009), a HM esta presente em equinos da
linhagem de conformacéo. Apesar de n&o ter sido identificado nenhum animal
positivo neste estudo, a HM deve ser incluida como diagnéstico diferencial nos
casos de hipertermia e morte subita durante a anestesia geral inalatéria,
principalmente nos QM desta linhagem.

CONCLUSAO

A elevada prevaléncia de HYPP observada nos animais de conformagéo
evidencia a importancia da enfermidade no contexto do mercado do cavalo QM
desta linhagem. O fato de a mutagdo ter sido identificada em 53,8% das
propriedades onde amostras desta categoria foram colhidas indica que a
presengca do alelo mutante pode ndo estar sendo considerado durante a
escolha dos acasalamentos, o que pode levar a um aumento significativo do
numero de cavalos afetados pela enfermidade. Os achados deste estudo
indicam que a medida adotada para diminuir a prevaléncia da enfermidade
pode ndo estar sendo eficaz, o que torna necessario a adogado de outras

estratégias para diminuir a prevaléncia da mutagao.
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Nao se poder afirmar que a HM nao estéa presente nos equinos QM no
Brasil, mas os resultados indicam que a enfermidade n&o possui relevancia no
plantel QM no pais.
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Tabelas

Tabela 1: Oligonucleotideos iniciadores desenhados para os genes SCN4A e
RYR1.

Oligonucleotidios iniciadores Produto amplificado
SCN4A-F. 5- ACGAAGCAGGTGTTCGACAT-3 441 pb
SCN4A-R 5-ATTCACGTGTGTGCAGGCAA-3’
RYR1-F 5- AGCTGGGCGTCCTAGAGTTA-3
208 pb

RYR1-R 5-ATCTGCAGAGGGAGGCTGATGAT-3’
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Tabela 2: Animais normais e portadores da mutagdo no gene SCN4A
causadora de HYPP.

Modalidade
] N C/C (%) C/G (%) G/G (%)
esportiva
Rédeas 160 160 (100) 0 (0) 0 (0)
Apartacao 160 160 (100) 0 (0) 0 (0)
Tambor/baliza 160 160 (100) 0 (0) 0 (0)
Corrida 160 160 (100) 0 (0) 0 (0)
Conformacao 101 70 (69,3) 29 (28,7) 2 (1,98)
Total 741 710 (95,82) 29 (3,91) 2 (0,27)

N: nimero de animais testados, C/C cavalos homozigotos normais, C/G animais heterozigotos para

HYPP, G/G animais homozigotos para HYPP.
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DISCUSSAO GERAL

Durante a realizagcdo da colheita das amostras, com exce¢do da HYPP
que ja havia sido diagnosticada no Brasil, observou-se que proprietarios,
funcionarios e a maioria dos médicos veterinarios desconheciam a PSSM1 e a
HM. Ocorreu dificuldade na autorizagdo para a colheita das amostras em
muitos locais, sendo que em alguns, a amostragem nao foi permitida. Em
contrapartida muitos proprietarios e médicos veterinarios foram muito solicitos
em colaborar com a pesquisa e ficaram satisfeitos em receber informagdes
sobre estas enfermidades.

Um ponto importante do trabalho foi a padronizacdo dos testes para
PSSM1 e HM no Brasil. Até entdo estes exames ndo eram realizados no pais e
a confirmacado do diagnéstico era possivel apenas enviando amostras de DNA
para serem testadas nos EUA. A divulgacdo sobre a presenca da mutacao
responsavel pela PSSM1 no plantel nacional é necesséria para que haja a
conscientizacdo dos proprietdrios e criadores quanto a importancia da
enfermidade. Muitos animais portadores de PSSM1 podem ter queixa de
inadequado desempenho atlético mesmo sem apresentar sinais clinicos
evidentes (MCCUE et al.,2009; NAYLOR et al., 2012).

A maior prevaléncia para a mutagao responsavel pela PSSM1 (31,7%) e
para HYPP (30,7%) foi identificada nos animais da linhagem de conformagéo.
Em 8,9% (9/101) destes cavalos foram encontradas tanto a mutacdo para
PSSM1 quanto para HYPP. TRYON et al. (2009), identificaram 14,5% (21/110)
de cavalos desta linhagem com ambas as mutagdes. A PSSM1 e a HYPP
possuem sinais clinicos em comum, como fasciculagées musculares, fraqueza,
decubito e morte (STEISS & NAYLOR, 1986; MEYER et al., 1999; MCCUE et
al., 2008a), portanto, € interessante que seja realizado o teste genético para
ambas as mutagdes, pois dependendo do quadro clinico que o animal estiver
apresentando, pode ser dificil diferencia-las.

Outro fator importante € o manejo da alimentacdao dos animais que
possuam ambas as mutagées (PSSM1 e HYPP). Para cavalos com HYPP é
recomendado o uso de dietas que fornegam glicose por esta facilitar a entrada
do potassio para o interior das células e estas dietas sdao a base de

carboidratos nao estruturais como o milho e o melago (SPEIR, 2006). Ja nos
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casos de PSSM1 os carboidratos ndo estruturais devem ser retirados da dieta
(FIRSHMAN et al., 2003). Portanto para os animais positivos para ambas as
enfermidades, as orientagdes quanto a alimentacdo nao sao regras e devem
ser ajustadas de acordo com a necessidade de cada cavalo e pode ser
necessario adequa-las periodicamente.

Enquanto a HYPP esta restrita aos cavalos de conformagéo, a PSSM1,
apesar ter maior prevaléncia também nesta linhagem, foi encontrada nas
linhagens de trabalho (rédeas e apartacdo) e velocidade (tambor e baliza);
somente nos QM de corrida a mutacao nao foi detectada. TRYON et al., (2009)
encontraram nos EUA animais com PSSM1 em todas as modalidades
esportivas avaliadas, inclusive nos animais de corrida.

A prevaléncia de 6,7% para a mutacao responsavel pela PSSM1, alerta
para que o teste genético seja realizado em todos os animais que estao ou que
entrardo em reproducéo. Hoje no Brasil a presenca da mutacao nao é levada
em consideracdo na escolha dos acasalamentos. Alguns animais com a
mutagéo identificados neste estudo estavam em centrais de reprodugdo. Se
medidas de controle ndo forem adotadas a PSSM1 continuara sendo
transmitida.

Nenhum cavalo com a mutag¢ao no gene RYR1 responsavel pela HM foi
encontrada neste estudo. Nao se pode afirmar que a enfermidade nao ocorra
nos cavalos da raga QM no Brasil, mas os resultados demonstram que a HM
tem pouca relevancia no cendrio nacional, diferentemente do que ocorre nos
EUA, onde a prevaléncia encontrada foi de 1,3% (TRYON et al., 2009).
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CONCLUSOES GERAIS

A padronizagdo do teste molecular para PSSM1 e HM no Brasil,
permitird que medicos veterinarios e criadores utilizem esta ferramenta para a
escolha dos acasalamentos, evitando assim a transmissao do alelo mutado.

A prevaléncia da mutagéo responsavel pela PSSM1 no Brasil é de 6,7%,
esta enfermidade deve ser incluida como diagnéstico diferencial nos casos de
miopatia. A mutacado ocorre nos animais de rédeas, apartacao, conformacao e
tambor e baliza e nao foi identifica nos cavalos de corrida.

A prevaléncia da HYPP foi de 4,2%, sendo a mutacdo identificada
somente nos animais de conformacao (30,7%). Resultados indicam que as
medidas de controle adotadas no pais para diminuir a prevaléncia da HYPP
néo estdo sendo eficazes.

A mutacdo responsavel pela HM nao foi identificada na populacao
amostrada, demonstrando que a enfermidade ndo possui relevancia no pais.
Entretanto o teste genético sempre deve ser realizado quando houver suspeita
clinica.

O contato com proprietarios e médicos veterinarios de campo,
evidenciou que a PSSM1 e a HM sao pouco conhecidas. Principalmente no
caso da PSSM1, agbes de conscientizagdo e informagdes sobre a importancia
da enfermidade devem ser realizadas.

Conhecer os animais que possuem o alelo mutante para PSSM1 e
HYPP, juntamente com a criteriosa escolha dos acasalamentos, sdo medidas

fundamentais para diminuir a prevaléncia destas enfermidades.
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através do e-mail <jurgen.dobereiner@terra.com.br>, com os arquivos de
texto na versao mais recente do Word. Havendo necessidade (por causa
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Para abreviar sua tramitacao e aceitacao, os trabalhos sempre devem ser
submetidos conforme as normas de apresentacido da revista
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c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros.
Ambos devem ser seguidos de “INDEX TERMS” ou “TERMOS DE
INDEXACAQ”, respectivamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando os mais importantes resultados e
conclusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em
negrito e entre colchetes, logo apoés a palavra RESUMO;
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obtidos. Quadros devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando,

sempre que indicado, médias de varias repeticdes. E conveniente, as vezes,
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expressar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los
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notas de rodapé;

k) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluira a bibliografia citada no trabalho e
a que tenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor, registrando- se 0os nomes
de todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronolégica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacao
e, abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra,
usando as instru¢cdes do “Style Manual for Biological Journals” (American
Institute for Biological Sciences), o “Bibliographic Guide for Editors and Authors”
(American Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja
publicados (www.pvb.com.br).

2. Na elaboracao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) os trabalhos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob
“Instrucoes aos Autores” (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na
fonte Cambria, corpo 10, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato
A4, com 2cm de margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve
ser corrido € nao deve ser formatado em duas colunas, com as legendas das
figuras e os Quadros no final (logo apés as REFERENCIAS). As Figuras
(inclusive gréaficos) devem ter seus arquivos fornecidos separados do texto.
Quando incluidos no texto do trabalho, devem ser introduzidos através da
ferramenta “Inserir’ do Word; pois imagens copiadas e coladas perdem as
informagdes do programa onde foram geradas, resultando, sempre, em ma
qualidade;

b) a redagéo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto

possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas



77

de rodapé serdo numeros arabicos colocados em sobrescrito apos a palavra ou
frase que motivou a nota. Essa numeragao sera continua por todo o trabalho;
as notas serao langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de
chamada. Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto.
Estas remissdes serdo feitas pelos respectivos numeros e, sempre que
possivel, na ordem crescente destes. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos
corridamente em um s6 paragrafo e nao deverao conter citacdes bibliograficas.
c) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional
completo de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia,
bem como e-mails dos demais autores (para eventualidades e
confirmacao de endereco para envio do fasciculo impresso);

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicoes, ao aparecerem pela primeira
vez no trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por
extenso;

e) citagdes bibliograficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano”; trabalhos de
até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, e com mais de trés, pelo
nome do primeiro, seguido de “et al.”, mais o0 ano; se dois trabalhos n&o se
distinguirem por esses elementos, a diferenciagdo sera feita através do
acréscimo de letras minusculas ao ano, em ambos. Trabalhos nao
consultados na integra pelo(s) autor(es), devem ser diferenciados,
colocando-se no final da respectiva referéncia, “(Resumo)” ou”“ (Apud
Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que serviu de fonte, sera
incluida na lista uma s6 vez. A mencao de comunicacao pessoal e de dados
nao publicados é feita no texto somente com citagdo de Nome e Ano,
colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituicdo de
origem do(s) autor(es). Nas citacoes de trabalhos colocados entre parénteses,
nao se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula
apoés cada ano; a separagao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por
virgulas, exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974,
Lemos et al. 2004, Krametter Froetcher et. al. 2007);

f) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade
com o padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto a

ordenacao de seus varios elementos.
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3. As Figuras (gréaficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletrénica. Quando as fotos forem
obtidas através de cameras digitais (com extensao “jpg”), os arquivos deverao
ser enviados como obtidos (sem tratamento ou alteragcées). Quando obtidas em
papel ou outro suporte, deverdo ser anexadas ao trabalho, mesmo se
escaneadas pelo autor. Nesse caso, cada Figura sera identificada na margem
ou no verso, a traco leve de lapis, pelo respectivo nimero e o0 nome do autor;
havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura
pela palavra “pé”. Os graficos devem ser produzidos em 2D, com colunas em
branco, cinza e preto, sem fundo e sem linhas. A chave das convencdes
adotadas serd incluida preferentemente, na area da Figura; evitarse- @ o uso
de titulo ao alto da figura. Fotografias deverdo ser apresentadas
preferentemente em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos
(“slides”). Para evitar danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser
colocados em envelope. Na versdao online, fotos e graficos poderdo ser
publicados em cores; na versao impressa, somente quando a cor for elemento
primordial a impressao das figuras podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagbes suficientes
para que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas, com
independéncia do texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final
do texto. Cada um tera seu titulo completo e sera caracterizado por dois tragos
longos, um acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre esses dois
tragcos podera haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha
tracos verticais. Os sinais de chamada serao alfabéticos, recomecando,
se possivel, com “a” em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo
do Quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.



“CIENCIA RURAL”

(NORMALS)
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1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da
Universidade Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes
bibliograficas e notas referentes a area de Ciéncias Agrarias, que deverao ser
destinados com exclusividade.

2. Os artigos  cientificos, revisoes e notas devem ser encaminhados
via eletrénica e editados em idioma Portugués ou Inglés. Todas as linhas
deverao ser numeradas e paginadas no lado inferior direito. O trabalho devera
ser digitado em tamanho A4 210 x 297mm com, no maximo, 25 linhas por
pagina em espaco duplo, com margens superior, inferior, esquerda e direita em
2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho 12. O maximo de paginas sera 15
para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica e 8 para nota, incluindo
tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pagina, sendo que nao
poderao ultrapassar as margens e nem estar com apresentagao
paisagem.

3.0 artigo cientifico (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key
words; Introdugdo com Revisdo de Literatura; Material e Métodos; Resultados e
Discussdo; Conclusdo e Referéncias; Agradecimento(s) e Apresentagao;
Fontes de Aquisigdo; Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem
aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e
animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacao de um
comité de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser

enviado um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracao

Modelo Animal).

4. A revisao bibliografica (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes
topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key
words;  Introducdo; Desenvolvimento;  Conclusdo; e  Referéncias.
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal,
Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e  animais
obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovacao de um comité

de ética institucional ja na submissao. Alternativamente pode ser enviado
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um dos modelos ao lado (Declaracdo Modelo Humano, Declaracdao Modelo

Animal).

5. A nota (Modelo .doc, .pdf) devera conter os seguintes topicos: Titulo
(Portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto
(sem subdivisao, porém com introdug¢édo; metodologia; resultados e discusséao e
conclusédo; podendo conter tabelas ou figuras); Referéncias. Agradecimento(s)
e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e Informe Verbal; Comité de Etica e
Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo
seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de
aprovacao de um comité de ética institucional ja na submissao.
Alternativamente pode ser enviado um dos modelos ao lado (Declaracéo

Modelo Humano, Declaracao Modelo Animal).

6. Nao serdo fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no
formato pdf no endereco eletrénico da revista www.scielo.br/cr.

7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) -
inglés e portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do
titulo do artigo deve ser mailuscula exceto no caso de nomes proprios. Evitar
abreviaturas e nomes cientificos no titulo. O nome cientifico s6 deve ser
empregado quando estritamente necessario. Esses devem aparecer nas
palavras-chave, resumo e demais se¢des quando necessarios.

8. As citagdes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras mailsculas
seguidas do ano de publicacao, conforme exemplos: Esses resultados estao de
acordo com os reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al.
(1996), como uma ma formacao congénita (MOULTON, 1978).

9. As Referéncias deverao ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000)
conforme normas proéprias da revista.

9.1. Citacao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia :
Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas téxicas da Amazoénia a
bovinos e outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

9.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH,
D.E. The thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.
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9.3. Capitulo de livro sem autoria:
COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: __ . Sampling
techniques. 3.ed. New York : John Willey, 1977. Cap.4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: __ . Técnicas

cirurgicas em animais de grande porte. Sdo Paulo : Roca, 1985. p.29-40.
9.4. Artigo completo:
O autor devera acrescentar a url para o artigo referenciado e o numero de
identificacao DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:
MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against
different stages of the stored product pests Tribolium confusum(Coleoptera:
Tenebrionidae), Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus
granarius (Coleoptera: Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera:
Pyralidae). Journal of Stored Product Research, Amsterdam (Cidade
opcional), v.37, p.153-164, 2001. Disponivel em:
<http://dx.doi.org/10.1016/S0022-474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008.
doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus
oryzae (L.), Cryptolestes ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus
surinamensis (L.) a diferentes concentra¢des de terra de diatomécea em trigo
armazenado a granel. Ciéncia Rural , Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n.
8, p.2103-2108, nov. 2008 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi:
10.1590/S0103-84782008000800002.

9.5. Resumos:

RIZZARDI, M.A.; MILGIORANGCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio
nacional de girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA
DA UFSM, 1., 1992, Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de
Pés-graduacao e Pesquisa, 1992. V.1. 420p. p.236.

9.6. Tese, dissertagcdo:
COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas
entre bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f.
Monografia/Dissertacdo/Tese  (Especializagdo/  Mestrado/Doutorado  em
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Zootecnia) - Curso de Pés-graduagdo em Zootecnia, Universidade Federal de
Santa Maria.

9.7. Boletim:

ROGIK, F.A. Industria da lactose. Sao Paulo : Departamento de Produgao
Animal, 1942. 20p. (Boletim Técnico, 20).

9.8. Informacao verbal:
Identificada no proprio texto logo apods a informacgéo, através da expressao
entre parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe
verbal). Ao final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco
completo do autor (incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de
apresentacao na qual foi emitida a informacéo.

9.9. Documentos eletronicos:
MATERA, J.M. Afec¢bes cirurgicas da coluna vertebral: analise sobre as
possibilidades do tratamento cirurgico. Sdo Paulo : Departamento de
Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1 CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL
ANIMAL VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech
Republic.Proceedings... Prague: WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12
fev. 2007. Online. Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1
UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000.
Especiais. Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em:
http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low
and conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen.Maturitas,
(Ireland), v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados
MEDLINE. 1994-2000. Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em:
http://www. Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Analise comparativa entre duas técnicas de
recuperacao de Ulcera de cornea nao infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997,
Corrientes, Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias -
UNNE, 1997. Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC.
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10. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o
namero de ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a denominagao
quadro. As figuras devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os
desenhos figuras e graficos (com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos
em editor grafico sempre em qualidade maxima com pelo menos 300 dpi em
extensao .tiff. As tabelas devem conter a palavra tabela, seguida do nimero de
ordem em algarismo arabico e ndo devem exceder uma lauda.

11. Os conceitos e afirmagdes contidos nos artigos serdo de inteira
responsabilidade do(s) autor(es).

12. Sera obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissao.
O artigo nado tramitara enquanto o referido item nao for atendido.
Excepcionalmente, mediante consulta prévia para a Comissao Editorial outro
expediente podera ser utilizado.

13. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).

14. Os artigos serao publicados em ordem de aprovagao.

15. Os artigos ndo aprovados serdo arquivados havendo, no entanto, o
encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

16. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de

dirigir-se a Comissao Editorial.



