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ARAU]JO, C.E.T. Estudo da miotonia hereditaria em suinos. Botucatu,
2018. 181p Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

RESUMO

A principal causa de miotonia nao distréfica hereditaria ocorre devido a
mutagoes no gene CLCNI1, codificante para a proteina CLCI que forma o
canal i6nico seletivo para o ion cloreto predominante no tecido muscular
esquelético. Mutacoes no gene CLCN1 foram descritas como causadoras
de miotomia hereditaria em humanos e em varias espécies animais. Nao
existe descricao de miotonia hereditaria na espécie suina. O objetivo
deste estudo foi realizar a caracterizacdo clinica e molecular de uma
forma de miotonia hereditaria em suinos. A hipotese desse estudo foi que
animais com sinais clinicos compativeis apresentavam a miotonia
hereditaria. Esses animais foram avaliados sob aspectos clinicos,
eletromiograficos, histopatoldgicos e moleculares. Os sinais clinicos
verificados foram hipertrofia e rigidez musculares, miotonia com startle
response formacao de dimples e fenomeno warm-up evidentes. Nao foi
constatada distrofia muscular ao exame histopatoldogico. Ao exame
eletromiografico foram demonstradas descargas mioténicas classicas
com formacdao de som caracteristico diver bomb. A nivel molecular foi
verificada a auséncia dos nucleotideos referentes aos éxons 15 e 16
utilizando amostras de cDNA dos animais afetados. No DNA gen6mico foi
encontrada uma grande delecao de 4165pb (g. NC 010460.4 del
6912538 6916702) na regido do gene CLCNI1. Andlises de expressao
relativa demonstraram niveis de expressdo em tecido muscular de
animais wild type para um transcrito associado a miotonia hereditaria em
homozigotos afetados. Foi realizada modelagem da proteina CLC1 suina
a partir da sequéncia de animais wild type para a delecao. Testes
moleculares foram padronizados para serem utilizados como ferramenta
diagnostica dessa enfermidade e também para a orientagdao dos
acasalamentos nesta espécie. Esta é a primeira descricao de uma delecao
gendémica na regidao do gene CLCN1 causadora de miotonia hereditaria e
da expressao de um transcrito alternativo para o gene CLCNI1. A
caracterizacao de uma canalopatia de canal de cloro decorrente de uma
delecao no genoma nessa espécie animal podera contribuir para estudos
comparativos dessa enfermidade entre varias espécies, inclusive a
humana.

Palavras chave: doenca muscular, canalopatia, canal de cloro, doenca

hereditaria, delecgao.
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ARAUJO, C.E.T. Study of hereditary myotonia in swines. Botucatu,
2018. 181p Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

ABSTRACT

The major cause of hereditary non-dystrophic myotonia occurs due to
mutations in the CLCN1 gene, coding for the CLC1 protein that forms the
ionic channel selective for the predominant chloride ion in skeletal
muscle tissue. The resulting hereditary disease is called congenital
myotonia in human medicine. Mutations in the CLCN1 gene have been
described as causing hereditary myotomy in several animal species, but
in the swine species, no mutation in this gene has been described. The
objective of this study was to perform the clinical and molecular
characterization of hereditary myotonia in swine. The hypothesis of this
study was that animals with compatible clinical signs had hereditary
myotonia. These animals  were evaluated under clinical,
electromyographic, histopathological and molecular aspects. The clinical
signs verified were muscular hypertrophy and stiffness, myotonia with
startle response and formation of dimples. The phenomenon warm-up
was evident. No muscular dystrophy was observed at the
histopathological examination. Electromyographic examination showed
classic myotonic discharges with characteristic sound. At the molecular
level, the absence of nucleotides from exons 15 and 16 was verified using
cDNA samples of affected animals. In genomic DNA a large deletion of
4165bp (g NC 010460.4 del 6912538 6916702) was found in the region
of the CLCNI1 gene. Relative expression analyzes demonstrated
expression levels of wild type animals for a transcript associated with
hereditary myotonia in affected homozygotes. Molecular tests were
standardized to be used as a diagnostic tool for this disease and also for
the orientation of mating in this species. This is the first description of a
genomic deletion in the region of the CLCN1 gene that causes hereditary
myotonia. Also the expression of an alternative transcript for the CLCN1
gene. The characterization of a chloride channel channelopathy due to a
deletion in the genome in this animal species may contribute to the
comparative studies of this disease among several species, including
human.

Keywords: voluntary muscle disorder, channelopathy, chloride channel,
hereditary disease, deletion.
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PREFACIO

Esta tese foi escrita sob modelo formal, conforme a Portaria n? 39,
de 07-04-2005, que consta no regulamento do programa de pOs-
graduagao em Medicina Vaterinaria da Faculdade de Medicina
Veterinaria-FMVZ da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita
Filho” - UNESP. O modelo escolhido contém elementos textuais
tradicionais, e ao fim da tese esta o trabalho cientifico fruto da presente
pesquisa.

Esse prefacio também informa ao leitor algumas casualidades que
deram origem a esta tese. Os primeiros animais afetados pela miotonia
hereditaria foram encontrados no municipio de Igarapé-Acu, localizado
no estado do Parad. Os docentes da Universidade Federal do Para -
Campus Castanhal, o Dr. Diomedes Barbosa e o Dr. Carlos Magno,
verificaram que os animais apresentavam sinais clinicos semelhantes a
miotonia hereditaria verificada em bufalos, em um trabalho realizado
com a participacao desses docentes, anos antes. Nao exite relato prévio
na literatura cientifica relacionado ao sinal clinico de miotonia nessa
espécie animal, portanto é provavel que se trate de uma condigdao rara
nessa espécie.

Em 2014, foram agrupados cinco animais adultos, dos quais 1 fémea
e 4 machos, apresentavam sinais clinicos de miotonia (F0). Esses animais
afetados eram mantidos nas dependéncias da Universidade Federal do
Para-UFPA, campus Castanhal - PA, portanto, a equipe UNESP de
pesquisadores responsaveis realizaram visitas a UFPA, para coleta de
informagoes e material biolégico. Nessa visita, foram realizados exames
clinicos, coleta de sangue e bidpsias musculares dos 5 animais afetados,
e também, realizados exames de eletromiografia em 4 dos 5 animais
afetados.

Foi produzida uma prole (F1) de seis animais que nao apresentavam
sinais clinicos de miotonia, decorrentes do cruzamento de um dos
machos afetados e uma porca nao afetada da raca Large White. Esses
seis animais, dos quais 2 machos e 4 fémeas acasalaram entre si,

produzindo uma prole (F2) composta de 21 animais, dos quais 15 animais
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que nao apresentavam sinal clinico de miotonia e 6 animais que
apresentavam sinal clinico de miotonia. Em 2015, uma segunda visita foi
realizada pelos pesquisadores responsaveis a UFPA-Castanhal, nesse
momento, eram mantidos 17 animais, dos quais 13 nao apresentavam
sinais clinicos de miotonia e 4 apresentavam sinais clinicos de miotonia.
Nessa segunda visita foram realizados exames clinicos, coleta de
amostras de sangue e biépsia muscular de todos os 17 animais.

Dois animais da raga Large White pertencentes a UFPA campus
Castanhal-PA, e dois animais da raca Mini Pig provenientes do Centro de
Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres - CEMPAS da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia (FMVZ) - Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), campus de Botucatu, SP,
foram utilizados na presente pesquisa. Esse animais nao tinham
parentesco com os animais afetados e foram utilizados com controle nas
analises moleculares.

Os resultados apresentados nesta tese foram obtidos entre o
periodo de 2014 e 2017, entretanto, o curso de doutorado do autor desta
tese teve inicio em Agosto de 2015. Portanto, vale salientar que os
resultados discutidos nesta tese sao frutos de um trabalho em equipe,
iniciado em 2014, com a avaliacdao desses animais pelos docentes Dr.
Diomedes Barbosa, Dr. Carlos Magno e também pelos docentes da
UNESP-Botucatu, Dr. Luiz Resende e Dr. Alexandre Secorun Borges pela
realizacdao de exames de EMG e coleta de amostras para andlise
molecular, ressalto também, a colaboragao da Prof Dra. Molly McCue e
do Prof. Dr. Jodao Pessoa Araujo Junior, que tiveram fundamental

participacao nas etapas de investigagao molecular.
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1. INTRODUCAO

Uma das caracteristicas fundamentais da célula muscular é a
capacidade de conduzir impulsos elétricos por toda a sua membrana
possibilitando a propagacao do potencial de acao ao longo da fibra
muscular promovendo a contracdo de forma sincronica. Esses impulsos
sao transmitidos devido as mudancgas rapidas na concentragao de ions
entre os meios extra e intracelulares (BECK; FAHLKE; GEORGE ]JR.,
1996; CANNON, 2006; MEOLA et al., 2003) . Essas mudancas nas
concentragoes ionicas sdo realizadas por canais ionicos especificos, que
constituem uma familia de glicoproteinas transmembranas existentes na
maioria dos tipos celulares, principalmente nos tecidos especializados na
conducao de impulsos elétricos, como os tecidos muscular e nervoso
(FONTAINE; HANNA; PRESS, 2010; MEOLA et al., 2003). Defeitos nos
canais ioOnicos da musculatura podem prejudicar esse ciclo de
excitabilidade da membrana, ao retardarem a repolarizacao sarcolemal
ap6és um evento de despolarizagdao, possibilitando a producdo de
potenciais de acao nao evocados, manifestando a miotomia (CANNON,
2006).

A miotonia é um sinal clinico caracterizado pelo relaxamento tardio
da musculatura esquelética apos contragao voluntdria, um estimulo
elétrico ou mecanico (BARCHI, 1994; MANKODI; THORNTON, 2002;
VITE et al., 1999). As miotonias podem ser hereditarias ou adquiridas. A
principal causa de miotonia hereditdria estd relacionada a mutagdes no
gene CLCN1, responsavel pela codificagao do canal de cloro CLC1 da
musculatura esquelética (BARCHI, 1994; NONAKA; SATOYOSHI, 1992).
Até o momento, ndao existiam descricoes de miotomia hereditaria na
espécie suina.

As enfermidades hereditdrias podem ser controladas, evitando a
reproducao de animais portadores de um ou dois alelos com a mutacgao
causadora da doenca (RIET-CORREA et al., 2001). Esse aspecto ressalta
a importancia da genotipagem dos individuos (principalmente
reprodutores), possibilitando o controle da frequéncia de alelos

relacionados a enfermidades nos rebanhos. Além disso, considerando
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rebanhos comerciais como o rebanho suino brasileiro, a existéncia desta
enfermidade, potencialmente, reflete impactos financeiros para o setor.

Além de sua importancia no agronegécio, a espécie suina também
tem grande importancia nas pesquisas cientificas, na utilidade como
modelo experimental para estudar doencas humanas. Vale ressaltar que
sob o ponto de vista genOmico, os porcos sao mais semelhantes ao
homem do que os camundongos (WERNERSSON et al., 2005).

A espécie suina foi utilizada para se estudar varias enfermidades
humanas como aquelas de origem auto-imunes, congénitas, Osseas,
cancro, diabetes, doencas cardiovasculares, tais como aterosclerose e
hipertensao (FLISIKOWSKA; KIND; SCHNIEKE, 2014), fibrose cistica
(ROGERS et al.,, 2008), doenca de Alzheimer (KRAGH et al., 2009),
diabetes tipo 2 (RENNER et al., 2012), doenca do rim policistico (HE et
al., 2013), carcinoma mamario (LUO et al., 2011). No tocante a canais
ibnicos, pesquisas desenvolveram porcos geneticamente modificados,
para servirem de modelos para doencas neuromusculares humanas de
origem monogénica. Em problemas de conducao cardiaca e arritmias
devido a defeitos no canal de so6dio do musculo cardiaco (PARK et al.,
2015) ou como modelos para distrofia muscular de Duchenne, uma
doencga grave que acomete 1 em cada 3500 homens e ocorre devido a
deficiéncia em uma proteina estrutural do musculo esquelético
(KLYMIUK et al., 2013) .

Esse estudo descreve a miotonia hereditdria na espécie suina, sob
aspectos clinicos, histolégicos e moleculares. Essa descricao pode se
tornar um modelo interessante para a avaliacao de variabilidade
fenotipica e do perfil de expressao de variantes de RNAm-CLCN1 entre

diferentes espécies animais, inclusive a humana.
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X. CONCLUSOES

Esse é o primeiro estudo a realizar uma descricdo clinica e
molecular de miotonia hereditaria em suinos. Os sinais clinicos, e
resultados de exames complementares como bioquimica sérica,
histopalogia (H&E e PAS) e eletromiografia sao consistentes com
miotonia hereditdria e semelhantes aqueles descritos para diversas
espécies animais acometidas por essa enfermidade.

A delecao g. NC 010460.4 del 6912538 6916702 consiste na
auséncia dos éxons 15 e 16 no transcrito CLCN1, correspondendo a
delecao de 116 aminodacidos. Esse é o primeiro estudo a descrever casos
de miotonia hereditaria decorrente de uma delecdo no genoma
envolvendo os éxons 15 e 16.

De forma inédita também, foi realizada a obtengao por homologia
da estrutura terciaria do CLC1 suino, considerando a sequéncia X1
(XM 021078561.1) e a sequéncia consensus dos animais wild type
utilizados na presente pesquisa.

Pela primeira vez, foi avaliada a quantificacao relativa da expressao
de transcritos do CLCNI1 de individuos wild type, heterozigotos e
homozigotos recessivo para uma delecao causadora de miotonia
hereditaria sob padrao de heranca recessivo. Ficando demonstrado que
animais wild type expressam um transcrito alternativo para o CLCNI1
(P14/17) semelhante ao transcrito expresso pelos animais afetados pela
miotonia heredtidtia e semelhante ao trasncrito alternativo X2
(XM _021078562.1) disponivel no banco de dados Refseq (NCBI).

Os resultados obtidos com essa pesquisa representam avangos
significativos no conhecimento sobre a miotonia hereditaria.
Principalmente ressaltando a importancia de regioes conservadas da
proteina CLC1 como as a-hélices O, P, Q e R, o residuo de Tirosina (Tyr-
578) que participa da formacgdao do poro seletivo para o ion ClI- e os
dominios CBS. Os resultados de gPCR demonstram uma nova
peculiaridade acerca da miotonia hereditaria. A modelagem por
homologia da estrutura tercidria do CLC1 suino, demonstrou que a
estrutura do canal de cloro CLC-K bovino (PDB ID: 5TQQ) ¢ um modelo

adequado para essa finalidade, podendo ser utilizado para canais CLCI1
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de outras espécies animais. Por fim, o teste genético padronizado
possibilita de forma simples e com baixo custo relativo, a classificagao de
probandos, podendo ser utilizado para orientacao dos acasalamentos e
também podendo ser replicado para padronizagao de testes de

genotipagem para mutacoes envolvendo grandes delecoes.
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