(21) R 102021002047-4 Az |[[{I|IHFRMRNRNNIL

(22) Data do Depésito: 03/02/2021

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 16/08/2022

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO G.95271115A>T NO GENE AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO
CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS; KIT DE DETECGAO E USO DO METODO

(51) Int. CL: C12Q 1/686; C12Q 1/6883.

(71) Depositante(es): UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA JULIO DE MESQUITA FILHO.

(72) Inventor(es): ALEXANDRE SECORUN BORGES; DANILO GIORGI ABRANCHES DE ANDRADE; JOSE PAES DE
OLIVEIRA FILHO.

(57) Resumo: METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO g.95271115A>T NO GENE AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO
CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS; KIT DE DETECCAO E USO DO METODO. O presente pedido de patente de invengéo
refere-se a um método de deteccdo da mutagdo g.95271115A>T no gene agrecano, associada ao nanismo condrodisplasico em
equinos, assim como o kit de deteccgdo apropriado para tal, e ao uso do referido método. O presente pedido de patente de
invencao refere-se a um método de deteccdo que pode ser aplicado na confirmacado diagnostica de animais portadores da
doenca clinica (homozigotos) e na identificacdo dos animais sem manifestacao clinica da doenga, mas carreadores de um alelo
mutado (heterozigotos) e, portanto, possibilita a orientac@o dos acasalamentos. O publico-alvo é o de criadores de equinos de
racas ponei, filiados ou ndo as associacdes das racas Ponei (ABCC Pdnei) ou Mini-Horse (ABCMH). Os objetivos estédo
relacionados também a descoberta de uma nova mutacgado responsavel pela doenca em equinos e esta mutagao esta presente
em heterozigose em aproximadamente 10% da populagéo brasileira de Mini-Horses.
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METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO ¢.95271115A>T NO GENE AGRECANO
ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS; KIT DE
DETECGAO E USO DO METODO
[001] O presente pedido de patente de invencao refere-se a um método de deteccdo da
mutacédo g.95271115A>T no gene agrecano, associada ao nanismo condrodisplasico
em equinos, assim como o kit de detecg¢ao apropriado para tal e ao uso do método.

CAMPO DE APLICACAO
[002] O presente pedido de patente de invencgao refere-se a um método de deteccao
que pode ser aplicado na confirmagao diagnostica de animais portadores da doenca
clinica (homozigotos) e na identificagdo dos animais sem manifestagdo clinica da
doencga, mas carreadores de um alelo mutado (heterozigotos) e, portanto, possibilita a
orientacdo dos acasalamentos.
[003] O publico-alvo é o de criadores de equinos de ragas pbnei, filiados ou ndo as
associagdes das racas Ponei (ABCC Pénei) ou Mini-Horse (ABCMH).

ESTADO DA TECNICA
[004] O nanismo condrodisplasico em cavalos em miniatura € um disturbio autossémico
recessivo previamente associado a quatro mutagdes (D1, D2, D3* e D4) no gene
agrecan (ACAN). O objetivo deste estudo foi identificar variantes adicionais no gene
ACAN candidato associado ao nanismo condrodisplasico em cavalos em miniatura.
Descobriu-se que quinze cavalos andes em miniatura possuiam apenas uma das
variantes causadoras do nanismo, e dois ndo possuiam nenhuma das variantes. Os
exdes ACAN (EquCabg3.0) de sete cavalos andes miniatura foram sequenciados. Um
SNP missense no exon de codificagdo 11 (g.95271115A> T, c.6465A> T — RefSeq
XM_005602799.2), que resultou na substituicdo de aminoacido p.Leu2155Phe (RefSeq
XP_005602856.2), foi inicialmente associado ao fendtipo ando . A variante foi testada e
encontrada em 14 potros andes, bem como em um dos pais de cada um, e em ambos
0s pais de um ando que possui duas cépias. Testes genéticos de 347 cavalos miniatura
fenotipicamente normais demonstraram que nenhum tinha mais de um dos alelos
andes ou c.6465A> T. No entanto, um estudo de ragas grandes revelou a presenga de
Cc.6465A> T, que estava presente em homozigose em dois Cavalos Mangalarga
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Marchador. Sugeriu-se que c.6465A> T como um marcador de desequilibrio ou
interagbes complexas no genoma do cavalo em miniatura pode contribuir para o
nanismo associado (Abranches de Andrade et al, 2020). No entanto, as mutacdes
apresentadas diferem das identificadas e propostas na presente invengao.

[005] O nanismo condrodisplasico é um disturbio genético que leva a uma redugao
desproporcional do tamanho corporal e pode interferir negativamente no
desenvolvimento e reproducdo do individuo afetado1. Além disso, fetos abortados
podem ser observados em algumas espécies como um sinal clinico dessa doenga. Em
cavalos, os relatos de nanismo estdo principalmente relacionados a cavalos Frisios,
pbneis Shetland e cavalos em miniatura. Em todas essas ragas, o disturbio apresenta
um padrao de heranga autossdmica recessiva, mas as mutacdes causais estdo em
genes diferentes. Em cavalos frisios, o gene da beta-1, 4 galactosiltransferase 7
(B4GALT7) esta envolvido; em cavalos miniatura e pdneis Shetland em miniatura, as
mutagdes causais estdo no gene agrecan (ACAN) ou no gene homeobox de baixa
estatura (SHOX).

[006] O gene ACAN codifica o grande proteoglicano agrecano, que fornece uma
estrutura de gel hidratado para o bom funcionamento da cartilagem articular, uma vez
que as articulagbes s&o dependentes da integridade da matriz extracelular, que é
composta por proteoglicanos, acido hialurdnico, colageno tipo Il, glicoproteinas e fibras
elasticas. Além disso, entre os proteoglicanos, o agrecan € o mais crucial para o bom
funcionamento da cartilagem articular e é essencial na morfogénese condroesquelética.
[007] Mutagbes no gene ACAN também causam nanismo semelhante a
condrodisplasia em outras espécies. Em humanos, pelo menos 25 mutacbées ACAN
patolégicas foram identificadas como a causa da baixa estatura. A displasia
espondiloepifisaria do tipo Kimberley, caracterizada por encurtamento de membros e
tronco, € uma dessas doencas e é causada pela inser¢cdo de um unico par de bases
(bp) no exon 12 do gene ACAN9. Em ratos, a deficiéncia da matriz cartilaginosa,
caracterizada por fenda palatina e membros curtos, cauda e focinho, é causada por
uma delecdo de sete pb no gene ACAN, resultando em um cdédon de parada

prematura. Por sua vez, fetos de gado Dexter afetados por nanismo relacionado a
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alteragdes no gene ACAN morrem por volta do sétimo més de gestagao.
[008] Em cavalos miniatura, quatro variantes do gene ACAN (D1, D2, D3 * e D4) ja
foram descritas como causadoras do nanismo condrodisplasico. A maioria dos
gendtipos D1 (D1 /D1, D1/ D2, D1/ D3 * e D1/ D4) causam morte fetal, enquanto os
outros gendtipos (D2 / D2, D2 / D3 *, D2 / D4, D3 * / D3 *, D3*/ D4 e D4 / D4) estao
envolvidos no nascimento de potros andes. O diagnostico clinico do nanismo
condrodisplasico em cavalos miniatura ja foi descrito no Brasil, e o gen6tipo D4 / D4 foi
recentemente caracterizado no mesmo pais. No entanto, ainda ndo é possivel associar
todos os cavalos andes miniatura com as variantes ACAN descritas anteriormente.
[009] A novidade tecnoldogica do presente pedido de patente de invengdo esta no
método que se baseia na identificagdo da mutagédo g.95271115A>T no gene agrecano,
associada ao nanismo condrodisplasico em equinos de racas pbnei, a partir do
sequenciamento génico de um fragmento de DNA obtido apds reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) com a utilizagado de primers especificos que flanqueiam o ponto da
mutacao, os quais compdem o kit.
[010] A presente invengéao é util no diagndstico de animais homozigotos e heterozigotos
para a mutagao, agregando valor a comercializagdo dos animais apds a comprovagao
de que o0 mesmo ndo é portador da mutagdo em heterozigose.

OBJETIVOS DA INVENCAO
[011] O presente pedido de patente de invengao propdée um método de detecgdo da
mutacdo g.95271115A>T no gene agrecano, associada ao nanismo condrodisplasico
em equinos, assim como o kit de deteccdo apropriado para tal e a aplicagcdo do
método. Os objetivos estado relacionados também a descoberta de uma nova mutagao
responsavel pela doenga em equinos e esta mutagdo esta presente em heterozigose
em aproximadamente 10% da populacao brasileira de Mini-Horses.

DESCRICAO DA INVENCAO E DA FIGURA
[012] A metodologia foi padronizada em 21 animais fenotipicamente andes, destes,

dois apresentaram a mutacdo em homozigose e 15 em heterozigose (também
heterozigotos para outras mutagbes associadas anteriormente ao nanismo

condrodisplasico). Entao, realizou-se genotipagem de 347 equinos da raga Mini-Horse
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fenotipicamente normais. Todos os resultados corroboraram com a associagéo entre a
mutacg&o e o nanismo condrodisplasico.

[013] O método de detecgdo da mutacdo foi padronizado e consiste nas seguintes
etapas:

a) Coletar a amostra biolégica do animal de interesse;

b) Extrair o DNA das amostras biologicas;

c) Submeter o DNA a uma reacdo de PCR com os primers especificos
(DG_ACAN_Eq_F13 e DG_ACAN_Eq_R13);

d) Submeter os produtos de PCR purificados ao sequenciamento direto utilizando os
primers especificos (DG_ACAN_Eq_F13 ou DG_ACAN_Eq_R13);

e) Analisar as sequéncias obtidas em um programa especifico.

[014] Na etapa (a), a amostra biolégica consiste em sangue, pele, bulbos pilosos ou
outros tecidos.

[015] Em seguida, o DNA das amostras € extraido e submetido a uma PCR utilizando
os primers especificos e definidos como DG_ACAN_Eq_F13 e DG_ACAN_Eq_R13,
que correspondem aos primers que flanqueiam a regido da mutagcédo g.95271115A>T.
Cada PCR é realizada em uma amostra contendo volume final de 25 pul: 2,5 pl de DNA,
0,3 uM dos primers, 12,5 ul de DNA polimerase e 8,5 ul de agua livre de nucleases. As
condigdes de termociclagem séo: 95°C por 5 min (para promover a desnaturagéo
inicial), seguidos por 40 ciclos de 95°C por 30s, 63°C por 60s e 72°C por 60s. Por fim,
faz-se uma extensao final de 72°C por 5 min.

[016] Os produtos de PCR sao submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5 %,
sendo corados de forma apropriada e visualizados sob luz ultravioleta. Em seguida, os
mesmos sao purificados e submetidos ao sequenciamento direto em uma aparelhagem
adequada. A reacado de sequenciamento € composta por 5 pyl de um dos primers,
DG _ACAN_Eq _F13 ou DG_ACAN _Eq R13 e 10 pl do produto de PCR purificado. Por
fim, as sequéncias obtidas sdo analisadas usando um programa especifico.

[017] A Figura 1 apresenta a avaliagdo de uma nova variante no gene agrecan
potencialmente associada ao nanismo condrodisplasico em cavalos miniatura, em que:

a linha superior representa: animal normal (A/A); linha do meio: animal heterozigoto,

Petico 870210011551, de 03/02/2021, péag. 12/17



5/5

substituicdo (A/T) em um alelo (seta verde); linha inferior: animal afetado (T/T),
substituicdo (A/T) nos dois alelos (seta vermelha).

[018] O kit de deteccdo para a execugao do método proposto consiste nos primers,
definidos como DG_ACAN_Eq F13 e DG_ACAN _Eq R13.

[019] Primerr DG_ACAN_Eq F13 5-CAGTGGGACAACATCTGGAA-3'; Primer:
DG _ACAN_Eq_R13 5-CTTCTCCACTGGACTCAACAA-3"; Tamanho do produto: 803
pb.

[020] O método de detecgdo ora proposto apresentou 100% de eficiéncia na
identificacdo dos animais tipo selvagem, animais heterozigotos e homozigotos para a
mutagado g.95271115A>T.

[021] No tocante a comercializagdo, o objetivo do presente pedido de patente de
invencao € o de oferecer teste genético que permita orientar os acasalamentos dos
animais com o intuito de diminuir a prevaléncia do nanismo condrodisplasico em
equinos de racas ponei no Brasil.
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REIVINDICACOES
1. “METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO g.95271115A>T NO GENE
AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS’, o
dito de método caracterizado por compreender as seguintes etapas:
a) Coletar a amostra biolégica do animal de interesse;
b) Extrair o DNA das amostras biologicas;
c) Submeter o DNA a uma reacdo de PCR com os primers especificos
(DG_ACAN_Eq_F13 e DG_ACAN_Eq_R13);
d) Submeter os produtos de PCR purificados ao sequenciamento direto utilizando os
primers especificos (DG_ACAN_Eq_F13 ou DG_ACAN_Eq_R13);
e) Analisar as sequéncias obtidas em um programa especifico.
2. “METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO g.95271115A>T NO GENE
AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS’,
de acordo com a reivindicagao 1, caracterizado por, na etapa (a), a amostra biolégica
consistir em sangue, pele, bulbos pilosos ou outros tecidos.
3. “METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO g.95271115A>T NO GENE
AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS’,
de acordo com as reivindicagdes 1 e 2, caracterizado pelo DNA das amostras ser
extraido e submetido a uma PCR utilizando os primers especificos e definidos como
DG_ACAN_Eq F13 e DG_ACAN_Eq_R13, que correspondem aos primers que
flanqueiam a regido da mutagdo g.95271115A>T.
4, “METODO DE DETECGCAO DA MUTAGAO g.95271115A>T NO GENE
AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS’,
de acordo a reivindicagao 3, caracterizado por cada analise de PCR ser realizada em
uma amostra contendo volume final de 25 pl: 2,5 pl de DNA, 0,3 uM dos primers, 12,5
pl de DNA polimerase e 8,5 yl de agua livre de nucleases; em que as condi¢des de
termociclagem sao: 95°C por 5 min (para promover a desnaturagao inicial), seguidos
por 40 ciclos de 95°C por 30s, 63°C por 60s e 72°C por 60s;e em que, faz-se uma
extenséo final de 72°C por 5 min.
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5. “KIT DO METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO g.95271115A>T NO GENE
AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS”, o
dito kit de deteccao para a execucdo do método caracterizado por compreender os
primers, definidos como DG_ACAN_Eq_F13 e DG_ACAN_Eq_R13; com as seguintes
condicoes:

Primer. DG_ACAN_Eq_F13 5'-CAGTGGGACAACATCTGGAA-3';

Primer. DG_ACAN_Eq_R13 5'-CTTCTCCACTGGACTCAACAA-3';

Tamanho do produto: 803 pb.

6.“USO DO METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO ¢.95271115A>T NO GENE
AGRECANO ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS’,

caracterizado por ser usado em equinos com nanismo condrodisplasico.
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RESUMO

METODO DE DETECGAO DA MUTAGAO ¢.95271115A>T NO GENE AGRECANO
ASSOCIADA AO NANISMO CONDRODISPLASTICO EM EQUINOS; KIT DE
DETECGCAO E USO DO METODO.

O presente pedido de patente de invencgao refere-se a um método de detecgcdo da
mutacdo g.95271115A>T no gene agrecano, associada ao nanismo condrodisplasico
em equinos, assim como o kit de deteccao apropriado para tal, e ao uso do referido
meétodo. O presente pedido de patente de invencgao refere-se a um método de deteccao
que pode ser aplicado na confirmagao diagnostica de animais portadores da doenca
clinica (homozigotos) e na identificagdo dos animais sem manifestagdo clinica da
doencga, mas carreadores de um alelo mutado (heterozigotos) e, portanto, possibilita a
orientagcdo dos acasalamentos. O publico-alvo € o de criadores de equinos de ragas
pbnei, filiados ou ndo as associagdes das ragas Ponei (ABCC Pénei) ou Mini-Horse
(ABCMH). Os objetivos estdo relacionados também a descoberta de uma nova
mutacao responsavel pela doenca em equinos e esta mutagcdo estd presente em

heterozigose em aproximadamente 10% da populacao brasileira de Mini-Horses.
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