
 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

CAMPUS DE BOTUCATU 

 

 

 

FREQUÊNCIA ALÉLICA DA DELEÇÃO NO GENE POMC 

RESPONSÁVEL PELA OBESIDADE EM CÃES DA RAÇA 

LABRADOR RETRIEVER NO BRASIL 

 
 

 

 

 

NATÁLIA DE OLIVEIRA LOURENÇO 

 

 

 

 

  

 

Botucatu, SP 

Maio de 2019



 
 

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JÚLIO DE MESQUITA FILHO” 

FACULDADE DE MEDICINA VETERINÁRIA E ZOOTECNIA 

CAMPUS DE BOTUCATU 

 
FREQUÊNCIA ALÉLICA DA DELEÇÃO NO GENE POMC 

RESPONSÁVEL PELA OBESIDADE EM CÃES DA RAÇA 

LABRADOR RETRIEVER NO BRASIL 

 
NATÁLIA DE OLIVEIRA LOURENÇO 

 
Dissertação apresentada no Programa 

de Pós-graduação em Medicina 

Veterinária para obtenção do título de 

Mestre. 

Orientador: Prof. Dr. José Paes de 

Oliveira Filho 

Co-orientadora: Profa. Dra. Alessandra 

Melchert 

 

 

 

Botucatu, SP 

Maio de 2019 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



   ii 
 

Nome do autor: Natália de Oliveira Lourenço 

Título: FREQUÊNCIA ALÉLICA DA DELEÇÃO NO GENE POMC 

RESPONSÁVEL PELA OBESIDADE EM CÃES DA RAÇA LABRADOR 

RETRIEVER NO BRASIL 

 

 

 

COMISSÃO EXAMINADORA 

 

 

 

____________________________________ 
Prof. Dr. José Paes de Oliveira Filho 
Orientador 
Departamento de Clínica Veterinária 
FMVZ – UNESP – Botucatu 
 

 

 

____________________________________ 
Prof. Dr. Luiz Henrique de Araújo Machado 
Membro 
Departamento de Clínica Veterinária 
FMVZ – UNESP – Botucatu 
 

 

 

____________________________________ 
Profa. Dra. Mariana Isa Poci Palumbo 
Membro 
Departamento de Clínica Veterinária 
FMEZ/UFMS – Campo Grande - MS 
 

 

 

 

Data da defesa: 28 de Maio de 2019. 



iii 
 

AGRADECIMENTOS 

À minha família, principalmente aos meus pais Maria Fernanda Morais de 

Oliveira Lourenço e Gilmar Lourenço, minha irmã Milena de Oliveira Lourenço e 

minha sobrinha Luíza Lourenço Madrid por tornar tudo isso possível com toda a 

ajuda e incentivo. 

Ao professor e orientador José Paes de Oliveira Filho por toda a paciência, 

apoio e aprendizado. 

Ao meu namorado Enrico Ravizzini Lima Salles pelo amor, parceria e 

incentivo sempre. 

À minha equipe de trabalho, Priscilla Cabral, Caio Kalil, Vanessa Brissi, 

Lucas Rossi e, em especial, à minha gerente e amiga Tauji Orra pela 

compreensão durante toda essa jornada. 

À amiga Raíssa Oliveira Leite que o mestrado me presenteou e sempre 

me ajudou de tantas formas. 

Aos meus amigos de UNESP Mariana Carvalho, Gustavo Rosa, Igor 

Vellano pela amizade e parceria diárias. 

À Ana Luísa Holanda de Albuquerque, Roberta Martins Basso e Anelize 

de Souza Trecenti que, com a ajuda e contribuição direta, foram essenciais para 

a realização deste trabalho. 

Aos amigos de pós-graduação Larissa Rocha Andrade, Danilo Giorgi 

Abranches de Andrade, Campo Amor Vieira da Cunha Neto, César Erineudo 

Tavares de Araújo, por todo o aprendizado e troca. 

Às minhas amigas Amanda Campos, Amanda Dela, Mayne Koike, Ingra 

Morales e Patrícia Fonseca pela amizade e por estarem sempre ao meu lado me 

incentivando.



iv 
 

À Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia de Botucatu – UNESP, 

pelo apoio da instituição para o desenvolvimento da dissertação. 

A todos que contribuíram para que esse trabalho pudesse ser concluído, 

em especial, meus familiares e orientador. 

 



   v 
 

LISTA DE TABELAS 

 

CAPÍTULO I 

Tabela 1 – Taxas de incidência de obesidade em populações de cães . .......... 7 

 

Tabela 2 – Resumo dos principais fatores de risco para a obesidade em 

cães................................................................................................ 9 

 

Tabela 3 – Número de Labradores Retrievers registrados no Brasil de 2010 a 

2017. ............................................................................................. 12 

CAPÍTULO II 

Table 1 - Genotype prevalence, allele frequency, and Hardy-Weinberg analysis 

of the deletion POMC_P187fs in Labrador retrievers dogs. . ........... 28 

 

 

 

 

 

 



   vi 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

CAPÍTULO II 

Figure 1 - Partial chromatogram showing capillary sequencing results from wild-

type (A), homozygous deletion (B), and heterozygous (C) Labrador retriever 

dogs. It is possible to observe in “A” the 14 bp (AGGGCCCGGCCGCG) of the 

deletion POMC_P187fs (underlined), while at “B” these 14 bases are absent. The 

double peaks may be observed in “C” from the beginning of the deletion 

POMC_P187fs, ie, the 14 bp are only deleted in one allele. Image obtained in the 

Geneious® 10.0.9 software (Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand)…………28 

 



 
 

 

Sumário 
 

RESUMO ........................................................................................................... 1 

ABSTRACT ........................................................................................................ 2 

CAPITULO I ....................................................................................................... 3 

1.INTRODUÇÃO ................................................................................................ 4 

2. REVISÃO DE LITERATURA .......................................................................... 5 

2.1 Obesidade em humanos …………………………………………………. 5 

2.2 Obesidade em cães ………………………………………………………..6 

2.3 A raça Labrador Retriever ……………………………………………….11 

3.OBJETIVOS .....……………………………………………………………...13 

4.REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS .............................................................. 14 

CAPÍTULO II .................................................................................................... 21 

TRABALHO CIENTÍFICO……………………………………………………………22 

NORMAS DE SUBMISSÃO: INSTRUÇÕES AOS AUTORES ......................... 29 



 
 

 

LOURENÇO, N. O. Frequência alélica da deleção no gene POMC 

responsável pela obesidade em cães da raça Labrador Retriever no Brasil. 

Botucatu – SP, 2019, 48P. Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual 

Paulista, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu. 

RESUMO 

O Labrador Retriever (LR) é uma das principais raças caninas com maior 

predisposição à obesidade. Vários fatores, especialmente as inter-relações entre 

a alimentação, exercício e fatores sociais, influenciam a probabilidade de um cão 

se tornar obeso. Além disso, fatores genéticos são também responsáveis pela 

obesidade em cães, e no LR a mutação P187fs no gene pró-opiomelanocortina 

(POMC) está fortemente associada à obesidade. Não existem estudos prévios 

de prevalência da desta em LR no Brasil. Portanto, o objetivo deste estudo foi 

investigar esta mutação em cães da raça LR no Brasil. Dos 108 LR avaliados 

neste estudo, 59 eram de um estudo retrospectivo (composto por animais 

atendido no hospital veterinário e sem linhagem conhecida) e 49 eram de um 

estudo prospectivo (composto por 19 cães pet e 30 cães de assistência/resgate). 

Um questionário de risco de obesidade modificado foi aplicado nos tutores dos 

animais usados no estudo prospectivo. Fragmentos de DNA, contendo a região 

mutada, foram amplificados por PCR e submetidos ao sequenciamento gênico 

direto. A frequência alélica da mutação (21,3%) estava fora do equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (P < 0,05). Usando somente os dados dos animais de linhagem 

conhecida, o alelo mutado foi mais frequente no grupo de assistência/resgate 

que no grupo de pets (P < 0,01). Embora a mutação tenha aumentado a 

motivação pelo alimento em LR do grupo de assistência/resgate, outras 

variáveis, especialmente o frequente exercício, favoreceu a manutenção o peso 

corporal ideal. O desequilíbrio de Hardy-Weinberg observado na distribuição do 

alelo mutado observado neste estudo, independentemente do grupo de LR, 

sugere a possibilidade de uma seleção positiva para este alelo, o qual poderá 

levar a manutenção desse alelo deletério nesta população. 

 

Palavras chave: mutação, cão, obesidade, prevalência, Brasil. 



 
 

 

LOURENÇO, N. O. Allelic frequency from POMC gene deletion responsible 

for obesity in Labrador Retrievers dogs in Brazil. Botucatu – SP, 2019. 48P. 

Dissertação (Mestrado) – Universidade Estadual Paulista, Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu. 

 

ABSTRACT 

The Labrador retriever (LR) is among the main breeds with the greatest 

predisposition to obesity. Several factors; especially the interrelationships 

between food management, exercise and social factors; influence the likelihood 

of a dog becoming obese. Furthermore, genetic factors are also responsible for 

obesity in dogs, and in LR, the mutation P187fs in pro-opiomelanocortin (POMC) 

gene is strongly associated with obesity. There is no knowledge of studies that 

have previously evaluated the prevalence of this mutation in Brazilian LR. 

Therefore, the objective of this study was to investigate this mutation in LR in 

Brazil. Of the 108 LR that were assessed in this study, 59 were from a previous 

study, composed by animals assisted in a veterinary hospital with unknown 

lineage, and 49 were from a prospective study, composed of 19 pet and 30 

assistance/rescue LR dogs. The obesity risk and appetite questionnaire were 

applied, with some modifications, to tutors of the animals used in the prospective 

study. Fragments of the DNA, containing the mutated region, were amplified by 

PCR and submitted to direct gene sequencing. The mutated allele frequency 

(21.3%) was out of Hardy-Weinberg Equilibrium (HWE) (P < 0.05). Using only the 

data of animals with known lineage, the presence of the mutated allele was higher 

in the assistance/rescue dogs than pets (P < 0.01). Although the mutation has 

increased the food-motivation in the assistance/rescue dogs, other variables, 

especially frequent exercising, favored that these animals maintained the ideal 

body weight. In summary, the Hardy-Weinberg disequilibrium observed in the 

mutated allele distribution in this study, independently of the LR group assessed, 

suggesting the possibility of positive selection of the mutated allele, which may 

lead to the maintenance of this deleterious allele in this population.  

  

Keywords: mutation, dog, obesity, prevalence, Brazil. 
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1. Introdução 

A obesidade tem como definição o acúmulo de gordura corporal que, em 

excesso, prejudica diversas funções fisiológicas do organismo. Animais obesos 

têm redução da qualidade de vida e longevidade, além de diversos prejuízos à 

saúde, como o desenvolvimento de diabetes mellitus, alterações 

cardiovasculares e musculoesqueléticas, prejuízo na imunocompetência e 

redução da expectativa de vida (Robertson, 2003). 

Apesar de ser uma doença nutricional, a obesidade possui caráter 

multifatorial, tendo como principais fatores: sociais, culturais, metabólicos, 

endócrinos e genéticos. Sabe-se que cães da raça Labrador Retriever estão 

entre as principais raças com maior predisposição à obesidade no Brasil (Jericó 

e Scheffer, 2002; Colliard et al., 2006; Courcier et al., 2010) e, dentre os fatores 

genéticos, cães desta raça podem apresentar a deleção (p.E188fs) de 14 pares 

de bases no éxon 3 do gene pró-opiomelanocortina (POMC), responsável pela 

codificação dos peptídeos neuroativos β-MSH e β-endorfina (Raffan et al., 2016). 

Embora o papel da β-endorfina na regulação do apetite, balanço energético 

e saciedade não terem sido completamente elucidados, é provável que a β-

endorfina tenha relação com a recompensa oro-sensorial (Mendez et al., 2015). 

A presença desta deleção levará a aumento da adiposidade e peso corporal 

e do apetite de Labradores Retrievers, sobretudo, quando em homozigose 

(Raffan et al., 2016). Além disso, Raffan e colaboradores também perceberam 

que a mutação é significativamente mais comum em Labradores Retrievers 

selecionados para serem animais de assistência, principalmente pelo fato de que 

estes animais são selecionados justamente pelo temperamento e “treinabilidade” 

e o “reforço positivo”, em que a recompensa alimentar é a principal tática de 

adestramento em filhotes. 

Uma vez que não se tem conhecimento de estudos que tenham avaliado 

previamente a prevalência desta mutação em Labradores Retrievers no Brasil, o 

presente estudo visa estimar a prevalência da mutação no gene POMC 

(p.E188fs), responsável pela obesidade em Labradores Retrievers no Brasil. 
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2. Revisão de literatura 

2.1 Obesidade em humanos 

A obesidade é um problema de saúde pública em todo o mundo há 

décadas, vindo a ser considerada como uma epidemia pela Organização 

Mundial da Saúde (WHO, 2000). O número de obesos praticamente dobrou nas 

últimas três décadas (WHO, 2014), sendo que cerca de 30% da população 

mundial está acima do peso ideal (Ng et al., 2014).  

Segundo dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) e 

do Ministério da Saúde, entre os anos 1975 e 2015, a prevalência de homens e 

mulheres adultos obesos no Brasil aumentou de 2,8% para 18,1% e de 8% para 

19,7%, respectivamente. Entre as crianças brasileiras, a prevalência de 

sobrepeso e obesidade aumentou de 10,9% para 34,8% nos meninos, e de 

11,9% para 32,2% nas meninas. Entre os adolescentes, houve um aumento de 

3,7% para 21,7% nos meninos, e de 7,6% para 19,4% nas meninas, de 1974 a 

2009. A obesidade e o sobrepeso entre crianças e adolescentes brasileiros 

chegaram a 25,5% entre 2014 e 2018. Entre 1990 e 2018 houve um aumento de 

60% na prevalência de sobrepeso e obesidade. Essa porcentagem sobe para 

150% quando é considerado apenas o aumento da prevalência da obesidade 

entre crianças e adolescentes brasileiros (Simões, 2018).  

Já nos Estados Unidos o número de adultos obesos chega a, 

aproximadamente, 78,6 milhões de pessoas, o que corresponde a 34,9% da 

população adulta (Ogden et al., 2014). Neste mesmo país, as taxas de obesidade 

mórbida aumentaram cerca de 70% entre os anos de 2000 e 2010. Além disso, 

o número de obesos com idade entre cinco e 19 anos cresceu de 11 milhões em 

1975 para 124 milhões em 2016, o que equivale a mais de 10 vezes. Outros 213 

milhões apresentavam sobrepeso em 2016 (Abarca-Gómez et al., 2017).  

Apesar de a etiologia da obesidade não estar completamente definida, 

acredita-se que fatores metabólicos, genéticos e sociais têm um papel 

fundamental em seu desenvolvimento e progressão (Albert e Stunkard, 1996). 

Os fatores genéticos vêm sendo amplamente estudados. Mutações nos genes 
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MC4R (melanocortin 4 receptor), FTO (fat mass and obesity-associated) e NMB 

(neuromedin beta) foram associadas a pacientes obesos (Kirac et al., 2016). 

Estes genes e outros relacionados à obesidade têm como efeito primário a 

regulação do apetite e saciedade (Razquin et al., 2011). 

O gene MC4R, quando ativado no hipotálamo, reduz a ingestão de 

alimentos e aumenta o gasto energético (Razquin et al., 2011). Além disso, a 

interrupção da sinalização da melanocortina no hipotálamo pode levar à redução 

da atividade física e à obesidade em camundongos (Jozkow et al., 2011) e 

também à obesidade monogênica rara de início precoce (Vollbach et at., 2017) 

 É possível que o gene NMB possa desempenhar um papel na regulação 

do comportamento alimentar e, por isso, no peso corporal. Esta suspeita se deve 

ao fato de tais mutações neste gene possuírem muitas associações com a 

susceptibilidade à fome e mudança na massa gorda ao longo do tempo (Reinehr 

et al., 2009). Bouchard et al. (2004) associaram uma mutação (rs1051168) no 

éxon 2 do NMB à aumento de peso corporal, índice de massa corporal e 

circunferência abdominal. 

 A alta expressão do gene FTO no hipotálamo, hipófise e supra-renais 

indica importante papel no eixo hipotalâmico-hipofisário-adrenal, implicado no 

peso corporal e na regulação da saciedade (Tanofsky-Kraff et al., 2009). 

Variações intrônicas comuns no gene FTO foram encontradas como sendo 

associadas com características relacionadas à obesidade em humanos 

(Vimaleswaran et al., 2009). 

2.2 Obesidade em cães 

As causas e mecanismos de desenvolvimento da obesidade têm sido alvo 

de diversos estudos, tanto em humanos quanto em animais, com grande foco 

nas causas genéticas. Atualmente, conhecendo-se a causa multifatorial desta 

disfunção em cães, assim como no homem, pode-se usar estes animais em 

diferentes modelos de estudo, a fim de se discernir mais profundamente a 

influência de cada um dos fatores associados à obesidade. 
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Aptekmann (2014) encontrou a raça Labrador Retriever entre as quatro 

com maior prevalência de obesidade ou sobrepeso e, sabendo-se que cães 

dessa raça estão entre as duas com maior predisposição para a obesidade no 

Brasil e também está entre as seis em Portugal, juntamente com cães das raças 

Poodle, CockerSpaniel, Golden Retriever, Buldogue Francês e sem raça definida 

(Payan-Carreira et al., 2015). Diante disso, é ainda mais importante o papel 

profilático já desde a seleção destes animais para a reprodução, a partir do 

momento que temos conhecimento de fatores genéticos responsáveis pela 

propensão à obesidade. 

Em medicina veterinária, a obesidade é a disfunção nutricional mais 

frequentemente observada em cães (German, 2006). Segundo Diez e Nguyen 

(2006), as taxas de incidência de obesidade em cães variam de 24 a 44%, 

indicando uma prevalência de, pelo menos, 20% em países industrializados. Já 

no Brasil, Jericó e Scheffer (2002) encontraram taxa de, aproximadamente, 17% 

na cidade de São Paulo, como pode ser observado na Tabela 1, adaptada de 

Diez e Nguyen (2006). Em Portugal esta prevalência é de 40% (5-80%) (Payan-

Carreira et al., 2015). 

Tabela 1: Taxas de incidência de obesidade em populações de cães. 

AUTORES PAÍS CÃES OBESOS (%) N AMOSTRAL 

Mason, 1970 Reino Unido 28% 1000 

Edney, 1974 Reino Unido 34% 1134 

Meyer et al., 1978 Alemanha 30% 266 

Steininger, 1981 Áustria 44% - 

Edney e Smith, 1986 Reino Unido 24% 8268 

Armstrong e Lund, 1996 Estados Unidos 25% 23000 

Lund et al., 1999 Estados Unidos 28% 30517 

Jericó e Scheffer, 2002 Brasil 17% 648 

Robertson, 2003 Austrália 25% 860 

Modificada de Diez & Nguyen, 2006. 
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Um cão é considerado obeso quando sua gordura corporal ultrapassa os 

15% (Burkholder e Toll,1997). A grande preocupação em relação aos animais 

obesos está nas enfermidades e alterações relacionadas que incluem diabetes 

mellitus, alterações cardiovasculares e musculoesqueléticas, prejuízo na 

imunocompetência e redução da expectativa de vida (Robertson, 2003). 

 As adipocinas, liberadas pelo tecido adiposo, são responsáveis pela 

regulação da função cardiovascular, metabolismo energético, função 

cardiovascular e função imunológica (Radin et al., 2009). Porém, com o aumento 

da secreção dessas citocinas, como ocorre nos indivíduos obesos, há o 

desenvolvimento de alterações cardiorrespiratórias, ortopédicas e distúrbios 

metabólicos, como dislipidemias e redução da tolerância à glicose (German, 

2006). 

A redução da média da expectativa de vida como consequência da 

obesidade pode ser demonstrada no estudo de Kealy, et al. (2002) com 

Labradores Retrievers, que observaram que o grupo com restrição de 25% na 

ingestão alimentar apresentou uma média de 13 anos de vida, enquanto o grupo 

que recebeu dieta à vontade apresentou uma média de 11,2 anos de vida. Além 

disso, também foi observado um retardo no aparecimento de sinais clínicos de 

doenças crônicas. Smith et al. (2006), de maneira semelhante, também através 

da redução da mesma porcentagem na ingestão alimentar, observaram uma 

menor prevalência e atraso no aparecimento de osteoartrite em comparação ao 

grupo que recebeu dieta à vontade. Já Thengchaisri et al. (2014) associaram a 

obesidade abdominal a doenças cardiovasculares em cães. 

Sabe-se que, juntos, três fatores contribuem para o desenvolvimento da 

obesidade em cães: pré-disposição genética, estado reprodutivo e o controle 

humano da dieta e da quantidade de exercício físico (Bland et al., 2009). Em 

relação à influência do estado reprodutivo e da idade, a maior prevalência está 

entre cães de 5 a 10 anos de idade (Diez e Nguyen, 2006) e animais castrados, 

pois o efeito inibitório do estrogênio sobre a ingestão de alimentos é cessado nas 

cadelas castradas (Houpt et al., 1979). No caso, principalmente, dos machos 

castrados, há uma diminuição nas atividades físicas espontâneas (Diez e 

Nguyen, 2006).  
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A Tabela 2, adaptada de Diez e Nguyen (2006), apresenta um resumo dos 

principais fatores de risco para a obesidade em cães. 

Tabela 2: Resumo dos principais fatores de risco para a obesidade em cães. 

FATORES DE RISCO RAÇAS 

Raça (fatores genéticos) 
Labrador Retriever, Cairn Terrier, Scottish Terrier, Basset 
Hound, Cavalier King Charles Spaniel, Cocker Spaniel, 
Dachshund Pelo Longo, Beagle e raças gigantes de pelo longo 

Idade Mais comum em fêmeas (60%), especialmente as castradas 

Sexo e estado reprodutivo Mais comum em machos, especialmente os castrados 

Estilo de vida sedentário Fator significante 

Doenças endócrinas Diabetes, hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo 

Tratamento contraceptivo Relações observadas 

Alimentação 
Erro no cálculo das necessidades energéticas (alimentação à 
vontade, controle inadequado, suplementos) 

Fatores sociológicos Antropomorfismo excessivo 

Número de animais Risco maior se houver apenas um animal 

Adaptado de Diez & Nguyen (2006). 

A contribuição dos tutores para o ganho de peso de seus animais é 

bastante relevante, visto que há dificuldade na mensuração da necessidade 

energética destes e de percepção da obesidade, além de baixo estímulo à 

prática de exercícios físicos (Markwell e Butterwick, 1994). O fato de o animal ter 

livre acesso à ração ao longo do dia e, além disso, ainda receber comida caseira 

e petiscos de forma não controlada, faz com que haja um consumo de calorias 

muito elevado. Considerando o estudo de SINGH et al. de 2002, com 200 

proprietários, foi identificado que os proprietários subestimam o sobrepeso de 

seus animais em 20% a 30%, o que só reforça a prática de fornecimento de 

dietas com alto teor de calorias. 

Dentre os fatores genéticos, sabe-se que cães da raça Labrador Retriever 

podem apresentar uma deleção de 14 pares de bases no gene pró-

opiomelanocortina (POMC) localizado em 17:19431807-19431821. Tal mutação 
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foi associada a um maior peso corporal e com o escore de condição corporal 

(Raffan et al., 2016). 

Como Raffan et al. (2016) encontraram uma adição de 1,9 kg ao peso 

corporal e de 0,48 pontos na escala (1-9) ao escore de condição corporal (ECC) 

por alelo afetado, supõe-se que tal mutação possa ter um caráter de dominância 

incompleta. Na dominância incompleta há um fenótipo heterozigoto intermediário 

entre os dois fenótipos de homozigotos (wild type e mutado). 

Esta deleção irá interromper a sequência de codificação dos peptídeos 

neuroativos β-MSH e β-endorfina, o que leva a maior peso corporal, adiposidade 

e apetite (Raffan et al., 2016), porém os mecanismos que causam estes 

fenótipos ainda não foram completamente elucidados. 

 O gene POMC é expresso por neurônios do núcleo arqueado do 

hipotálamo, os quais são ativados pelo hormônio leptina no Sistema Nervoso 

Central (Cowley et al., 2001). Este pró-hormônio, sob a ação das pró-hormônio 

convertases, dá origem a peptídeos bioativos, incluindo a corticotrofina (ACTH), 

as melanocortinas - MSH (α, β e γ) e a β-endorfina. 

 Apesar de os fenótipos de peso e comportamento causados pelos baixos 

níveis de β-endorfina e β-MSH ainda não terem sido completamente 

compreendidos, estudos sobre o papel do β-MSH na regulação da homeostase 

da energia e apetite, foram limitados pelo fato dos roedores não apresentarem o 

sítio de clivagem proximal di-básico, que é necessário para a clivagem 

proteolítica para a produção do β-MSH (Challis et al., 2002; Lee et al., 2006). 

Além disso, a β-endorfina também tem relação com a recompensa oro-sensorial, 

principalmente em estados de alta necessidade (Mendez et al., 2015). 

Ratos selecionados com a ausência da β-endorfina são obesos e 

hiperfágicos, o que sugere que a perda de ambos neuropeptídeos poderia 

contribuir para o fenótipo observado nos cães que com esta mutação no gene 

POMC (Appleyard et al., 2003). 

Em relação ao tratamento da obesidade, o intuito é criar uma situação de 

balanço energético negativo, por meio do aumento do gasto energético e/ou 
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redução da ingestão calórica, para que haja mobilização do tecido adiposo do 

animal e, assim, perda de peso (Markwell e Butterwick, 1994). A redução da 

ingestão calórica deve ser feita com uma adaptação da dieta. Já o aumento do 

gasto energético deve ser feito com exercícios físicos, o que também irá 

promover um aumento da taxa metabólica basal. 

Por se tratar de uma raça muito popular no Brasil e pelo fato da raça 

Labrador Retriever ter uma alta predisposição à obesidade, torna-se 

fundamental o controle do peso destes animais, bem como a profilaxia por meio 

do impedimento do cruzamento de animais afetados pela mutação no gene 

POMC, evitando, assim, todos os prejuízos à saúde e longevidade destes 

animais.  

2.3 A raça Labrador Retriever 

Apesar de não existir um consenso sobre a origem da raça, uma das teorias 

é de sua origem canadense, descendente do cão de Saint Jones, o qual vivia na 

ilha de Terra Nova no século XVIII. Outra teoria é de que a raça tenha se 

originado na Groenlândia, onde seria utilizada pelos pescadores para recuperar 

os peixes que saltavam das redes e para transportar a própria rede. Apesar de 

não haver certeza sobre a origem da raça, sabe-se que seu desenvolvimento, 

de fato, ocorreu em terras britânicas. Já no início do século XX, após 

cruzamentos, principalmente com a raça Pointer, o Labrador Retriever teria sido 

importado para a Inglaterra, onde se fixou (Royal Canin). 

A raça é utilizada como cão de caça, conhecida por apresentar bom 

comportamento e temperamento, ser obediente, companheiro fiel e ágil. Não 

possui traços de agressividade ou timidez. Também se destaca sua inteligência, 

vivacidade e natureza amigável. Apesar da queda no número de animais 

registrados de 2010 a 2017 no Brasil (Tabela 3), o Labrador Retriever continua 

sendo uma das raças mais populares no país (CBKC). 

Fisicamente pode ser inteiramente preto, amarelo ou chocolate. A altura 

ideal na cernelha, segundo a Confederação Brasileira de Cinofilia (CBKC) é, nos 

machos de 56 a 57 cm e nas fêmeas de 54 a 56 cm. Possui a cauda muito grossa 
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na base, afinando até a ponta; sem franjas, coberta por pelos curtos, espessos 

e densos, descrita como “cauda de lontra” devido à aparência arredondada. O 

pelo é característico, sendo curto, denso e sem franjas. 

TABELA 3: Número de Labradores Retrievers registrados no Brasil de 2010 a 2017. 

ANO QUANTIDADE 

2010 3367 

2011 2958 

2012 2630 

2013 2532 

2014 1905 

2015 1725 

2016 1366 

2017 1339 

Fonte: Confederação Brasileira de Cinofilia (CBKC) 
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3. Objetivos 

Estimar a frequência alélica da deleção p.E188fs no gene POMC, 

responsável pela obesidade em cães da raça Labrador Retriever no Brasil. 
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Canine POMC deletion (P187fs) allele frequency in Labrador Retrievers in Brazil. 
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ABSTRACT.- Lourenço N.O., Albuquerque A.L.H., Basso R.M., Trecenti A.S., Albertino L.G., Melchert 
A., Borges A.S. & Oliveira-Filho J.P. 2018. [Canine POMC deletion (P187fs) allele frequency in 
Labrador Retrievers in Brazil.] Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0):00-00. 1Department of 
Veterinary Clinical Science, São Paulo State University (UNESP), School of Veterinary Medicine and 
Animal Science, Botucatu, Rua: Prof. Doutor Walter Mauricio Correa s/n, Cx Postal: 560, Botucatu, SP 
18618-681, Brazil. E-mail: jose.oliveira-filho@unesp.br 

The Labrador retriever is among the main breeds with the greatest predisposition to obesity. 
Several factors; especially the interrelationships between food management, exercise and social 
factors; influence the likelihood of a dog becoming obese. Furthermore, genetic factors are also 
responsible for obesity in dogs, and in Labrador retriever, a frameshift mutation (P187fs) in pro-
opiomelanocortin (POMC) gene is strongly associated with obesity. There is no knowledge of studies 
that have previously evaluated the prevalence of the canine POMC deletion (P187fs) in Brazilian 
Labrador retriever. Therefore, the objective of this study was to investigate this mutation in Labrador 
retriever dogs in Brazil. Of the 108 Labrador retrievers that were assessed in this study, 59 were 
from a previous study, composed by animals assisted in a veterinary hospital with unknown lineage, 
and 49 were from a prospective study, composed of 19 pet and 30 assistance/rescue Labrador 
retriever dogs. The obesity risk and appetite questionnaire were applied, with some modifications, 
to tutors of the animals used in the prospective study. Fragments of the DNA, containing the mutation, 
were amplified by PCR and submitted to direct gene sequencing. The allele frequency of the mutation 
was 21.3% and was out of Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.05). Using only the data of animals 
with known lineage, the presence of the mutated allele was higher in the assistance/rescue dogs than 
pets (P < 0.01), furthermore, the allele frequencies observed in assistance group (31.7%) was out of 
Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.05), while that in the pet group (18.4%) was in equilibrium (P > 
0.05). Although the mutation has increased the food-motivation in the assistance/rescue dogs, other 
variables, especially frequent exercising, favored that these animals maintained the ideal body 
weight (body condition score = 5). In summary, the Hardy-Weinberg disequilibrium observed in the 
allele distribution of the deletion POMC_P187fs in this study, independently of the Labrador retriever 
group assessed, suggesting the possibility of positive selection of the mutated allele, which may lead 
to the maintenance of this deleterious allele in this population.  
 
INDEX TERMS: mutation, dog, obesity, prevalence, Brazil. 
 
RESUMO.- O Labrador retriever é uma das principais raças caninas com maior predisposição à 
obesidade. Vários fatores, especialmente as inter-relações entre a alimentação, exercício e fatores 
sociais, influenciam a probabilidade de um cão se tornar obeso. Além disso, fatores genéticos são 
também responsáveis pela obesidade em cães, e no Labrador retriever a mutação “frameshift” P187fs 
no gene pró-opiomelanocortina (POMC) está fortemente associada à obesidade. Não existem estudos 
prévios de prevalência da deleção P187fs no gene POMC em Labradores retrievers no Brasil. 
Portanto, o objetivo deste estudo foi investigar esta mutação em cães da raça Labrador retriever no 
Brasil. Dos 108 Labradores retrievers avaliados neste estudo, 59 eram de um estudo retrospectivo 
(composto por animais atendido no hospital veterinário e sem linhagem conhecida) e 49 eram de um 
estudo prospectivo (composto por 19 cães pet e 30 cães de assistência/resgate). Um questionário de 
risco de obesidade modificado foi aplicado nos tutores dos animais usados no estudo prospectivo. 
Fragmentos de DNA, contendo a mutação, foram amplificados por PCR e submetidos ao 
sequenciamento gênico direto. A frequência alélica da mutação foi de 21,3% e estava fora do 
equilíbrio de Hardy-Weinberg (P < 0,05). Usando somente os dados dos animais de linhagem 
conhecida, a presença do alelo mutado foi maior no grupo de cães de assistência/resgate que no 
grupo de pets (P < 0,01), além disso, as frequências alélicas nos grupos de assistência/resgate 
(31,7%) e no de pets (18,4%) estavam fora e em equilíbrio de Hardy-Weinberg (P < 0,05), 
respectivamente. Embora a mutação tenha aumentado a motivação pelo alimento em Labradores 
retriever do grupo de assistência/resgate, outras variáveis, especialmente o frequente exercício, 
favoreceu a manutenção o peso corporal ideal (peso corporal = 5). Em resumo, o desequilíbrio de 
Hardy-Weinberg observado na distribuição do alelo POMC_P187fs observado neste estudo, 
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independentemente do grupo de Labrador Retriever avaliado, sugere a possibilidade de uma seleção 
positiva para o alelo mutado, o qual poderá levar a manutenção desse alelo  
deletério nesta população. 
 
TERMOS DE INDEXAÇÃO: mutação, cão, obesidade, prevalência, Brasil. 
 

INTRODUCTION 
Obesity or excessive overweight is characterized by the accumulation of excessive amounts 

of adipose tissue in the body and is the most common nutritional disorder in companion animals 
(German 2006). As in humans, several disorders may be due to obesity in dogs, especially, metabolic 
and endocrine abnormalities, orthopedic disease, cardiorespiratory disease (Pöppl & González 2005, 
German 2006, Lund et al. 2006, Clarck & Hoening 2016, Frye et al. 2016). Obesity in dogs is affected 
by the interrelationships between food management, exercise and social factors (Bland et al. 2009, 
Aptekmann et al. 2014, Debastiani et al. 2018). The higher prevalence of canine obesity seen in recent 
years may be also influenced by the increase in human obesity (Raffan et al. 2016). 

Furthermore, genetic factors are also responsible for obesity in dogs (Skorczyk et al. 2007, 
Grzes et al. 2011, Skorczyk et al. 2011, Mankowska et al. 2015, Miyabe et al. 2015) and specifically in 
Labrador retriever a frameshift mutation (P187fs) in pro-opiomelanocortin (POMC) gene is strongly 
associated with obesity (Raffan et al. 2016). This mutation provokes a 14 bp deletion in the POMC 
gene, who causes loss of production of β-MSH (melanocyte-stimulating hormone) and β-endorphin 
(Raffan et al. 2016). Although, the mechanism by which reduced β-MSH and β-endorphin due to the 
mutation causes behavioral and weight phenotypes remains to be precisely elucidated, Raffan et al. 
(2016) observed that POMC_ P187fs mutation is associated with increased body weight (per allele 
effect of 0.33 SD), adiposity, and greater food motivation. The POMC_ P187fs mutation was found 
closely related to flat-coat Retriever, however, it was absent from dogs of 38 other diverse breeds 
(Raffan et al. 2016). 

Obesity is the second major primary disorder observed in Labrador retrievers in the United 
Kingdom (McGreevy et al. 2018). As in other countries (Payan-Carreira et al. 2015, McGreevy et al. 
2018), the Labrador retriever is among the main breeds with the greatest predisposition to obesity 
in Brazil (Braos et al. 2009, Aptekmann et al. 2014, Debastiani et al. 2018). In addition, there is no 
knowledge of studies that have previously evaluated the prevalence of the canine POMC deletion 
(P187fs) in Brazilian Labrador retriever. Therefore, the objective of this study was to investigate this 
mutation in Labrador retriever dogs in Brazil. 
 

MATERIALS AND METHODS 
Ethics statement. All procedures were approved by the Board of Ethics and Animal 

Experimentation of the institution (Protocol nº 220/2016 – CEUA). 
Experimental animals and samples. For the present molecular study, blood or buccal 

swab was randomly collected from 108 Labrador retrievers mainly from states of São Paulo 
(89/108), followed by Santa Catarina (13/108), Minas Gerais (3/108), and Pernambuco (3/108), 
based on informed consent. Labrador retriever cohort was composed of 69 females (64%) and 39 
males (36%), with ages ranging from ten months to 15 years (average age of 6.6 years old). According 
to age, the animals were divided into three groups: young animals (age under 5 years), adult animals 
(age ranging from 5 to 10 years), and old animals (age over 10 years).  

The body condition score (BCS) of all dogs was attributed by veterinary practitioners using 
previously validated standard chart of the WSAVA (World Small Animals Veterinary Association) 
(Laflamme, 1997, Kealy et al. 2002, Mawby et al., 2004 German et al. 2010, Jeusette et al. 2010), who 
had representative images and accompanying descriptors. The dogs were classified on a scale of 1–
9 (1 to 3-BCS under ideal; 4 to 5-BCS ideal; and 7 to 9-BCS over ideal), and the animals with BCS 7, 8 
and 9 were considered obese. 

Of the 108 dogs assessed in this study, 59 were Labrador retrievers that had been submitted 
to the Veterinary Hospital at FMVZ Unesp Botucatu for medical examination, and blood samples from 
these dogs were used for genomic DNA extraction. The prospective study used the remaining 49 
Labrador retrievers, where a buccal swab was collected from these animals and the Obesity Risk and 
Appetite (DORA) questionnaire was applied, with some modifications, to tutors of these animals 
(Raffan et al. 2015). 

DNA purification and genotyping analysis. Genomic DNA was purified from blood or 
buccal swab samples using the GenEluteTM Genomic Blood DNA Kit (Sigma-Aldrich®) according to 
the manufacturer’s instructions. The DNA obtained was used to genotype the deletion (P187fs) in 
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the POMC gene previously associated with obesity in Labrador retrievers (Raffan et al. 2016). Two 
specific primers (JPPOMC-F3 5’-AAGCCGGTGGGCAAGAA-3’, and JPPOMC-R3 5’-
GGAAGTGCTCCATCTTGTAGGG-3’) were designed with Primer Express software (Applied 
Biosystems, Grand Island, NY) to genotype the POMC_P187fs (244-bp). The specificity of the PCR 
primers was evaluated in silico with the Basic Local Alignment Search Tool (National Center for 
Biotechnology Information/USA). Polymerase chain reactions were performed in a total volume of 
25 μL, which contained 2.5 μL of template DNA, 0.3 μM each forward and reverse primer, 1.25 μL of 
DMSO (5% v/v), 12.5 μL of GoTaq® Green PCR Master Mix (Promega), and 7.5 μL of nuclease-free 
water q.s.p. In addition, a no-template control reaction was performed to check for the possible 
presence of contamination in the PCR preparations. The amplification conditions were as follows: 
initial denaturation at 95°C for 5 minutes, followed by 40 cycles of denaturation at 95°C for 30 
seconds, annealing at 63.5°C for 1 minute, and extension at 72°C for 1 minute, and final extension at 
72°C for 5 minutes. Amplicons were analysed by 1.5% agarose gel electrophoresis, purified, and 
subjected to direct sequencing. The obtained PCR products were analyzed via 1.5% agarose gel 
electrophoresis (InvitrogenTM, Carlsbad, CA), stained with the Sybr® Safe DNA Gel Stain 
(InvitrogenTM), purified using the QIAquick® PCR Purification Kit (Qiagen®), and then subjected to 
direct sequencing. 

Sequencing analysis. To sequence the DNA, 10 μL of each PCR product, 5 μL of the purified 
forward primer and BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit were used (Life TechnologiesTM CA, 
USA). The sequences were determined using the ABI 3500 Genetic Analyzer (Life TechnologiesTM CA, 
USA). The obtained sequences and the electropherograms (Fig. 1) were analyzed using Geneious® 
10.0.9 (Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand). The sequences were compared with the Canis lupus 
familiaris POMC sequence (XM_022404519.1), deposited in GenBankTM, using BLAST (Basic Local 
Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Data analysis. Chi-square or Fisher tests were used to compare the proportion of obesity 
and genotype versus age, gender, and coat colour. The prospective groups of assistance/rescue and 
pets Labrador retrievers were compared using Chi-square or Fisher tests, in order to analyse 
proportion of obesity and genotype versus exercise frequency, type of food (house feeding or 
commercial dog food), and behaviour features (excitement, unremitting interest, snack training, 
speed of intake, and selective behaviour). Statistical analyses were conducted using GraphPad 
Prism® version 7 for Windows and the level of statistical significance was set at 0.05. The genotypic 
frequency was estimated and the data were analyzed descriptively. The chi-square test was also used 
to test whether alleles were in Hardy-Weinberg equilibrium within different groups. 

 
RESULTS AND DISCUSSION 

The samples used in the previous study (n=59) belonged to the DNA bank of the Biomol 
Laboratory of the Department of Veterinary Clinical Science of the FMVZ/UNESP and were collected 
during 2015 and 2016, while the samples used in the prospective study (n=49) were collected during 
2017 and 2018. Of the 108 Labrador retrievers tested, 16 dogs (15%) were identified as homozygous 
for deletion POMC_P187fs, 14 dogs (13%) were identified as heterozygous, and 78 (72%) were 
homozygous for the wild-type (WT) allele (Table 1). Therewith, in the present study the allele 
frequency of the mutant allele (21.3%) was higher than that observed in UK and USA (12%; 2% 
homozygous for deletion, 20% heterozygous, and 78% WT) (Raffan et al. 2016). Differently from 
what was observed in these two countries (Raffan et al. 2016), the allelic distribution of the deletion 
POMC_P187fs was out of Hardy-Weinberg equilibrium in the population evaluated in the present 
study (P < 0.01). Furthermore, when analysing separately the groups of animals of the previous study 
(composed of 59 Labrador retrievers of unknown lineage.) and prospective (composed of 19 pet and 
30 assistance/rescue Labrador retriever dogs) were observed frequencies of 19.5% and 23.5%, 
respectively, and both frequencies were out of Hardy-Weinberg equilibrium (P < 0.01). However, 
using only the data of animals with known lineage, the presence of the mutated allele was statistically 
higher (P = 0.0423) in the assistance/rescue dogs than pets dogs, furthermore, the allele frequencies 
observed in this group (31.7%) was out of Hardy-Weinberg equilibrium (P <0.01), while the allele 
frequencies (18.4%) observed in the pet group was in equilibrium (P = 0.122). Therefore, these 
results were similar to those of Raffan et al. (2016), which observed that the mutation was 
significantly more common in Labrador retrievers selected to become assistance dogs than pets 
(allele frequencies, 45% vs. 12%), and the allelic distribution of the deletion POMC_P187fs in the 
assistance dogs was out of Hardy-Weinberg equilibrium, while in the pet group was in equilibrium. 
These authors believed that temperament and trainability are the main drivers for selection of 
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assistance dogs, and positive reinforcement with food reward is a mainstay of puppy training, and 
with this, dogs carrying the POMC deletion may be more likely to be selected as assistance dogs. 

Of the 69 females evaluated, nine (13%) were identified as homozygous for deletion 
POMC_P187fs, nine (13%) were identified as heterozygous for the deletion POMC_P187fs, and 51 
(74%) were homozygous for the wild-type (WT) allele. While of the 39 males evaluated, seven (18%) 
were identified as homozygous for deletion POMC_P187fs, five (13%) were identified as 
heterozygous for the deletion POMC_P187fs, and 27 (69%) were homozygous for the WT allele. 
According to age, 29 (27%) Labrador retrievers were young, 60 (55%) were adult, and 19 (18%) 
were old. The allele mutated distribution in these age group was as follows: young dogs were 4% 
homozygous for deletion, 17% heterozygous, and 79% WT; adult dogs were 23% homozygous for 
deletion, 12% heterozygous, and 65% WT; and old dogs were 5% homozygous for deletion, 11% 
heterozygous, and 84% WT. In the present study, there was no relationship between gender (P = 
0.7861) or age (P = 0.0886) with the genotype of the animals. This was expected since the deletion 
POMC_P187fs is an autosomal mutation, not related to sex chromosomes and age of the animals 
(Raffan et al. 2016). 

In the present study, more obese females (49%, 34/69) were observed than obese male 
(36%, 14/39), however, there was no statistical difference (P = 0.2297) in the proportion of obese 
and lean Labrador retrievers between males (14 obese and 25 leans) and females (34 obese and 35 
leans). On the other hand, obesity was statistically more frequent in old animals than in young and 
adult animals (P = 0.0408). Although, the correlation between age or gender with canine obesity is 
well established, being females and old dogs more susceptible to obesity (Braos et al. 2009, 
Aptekmann et al. 2014, Debastiani et al. 2018), there are other variables that may increase the risk 
of a dog being obese. 

Forty-seven percent of dogs assessed in the present study were yellow (51/108), 29% black 
(31/108), and 24% chocolate/liver (26/108). Although chocolate Labrador retrievers had a 
significantly shorter lifespan than non-chocolate Labrador retrievers (McGreevy et al. 2018), in the 
present study, no relationship was observed between the coat colour and obesity (P = 0.8949) or 
genotype (P = 0.0682). 

In order to verify the relation between of the deletion POMC_P187fs and obesity versus other 
variables, the DORA questionnaire (Raffan et al. 2015) was applied, with some modifications, to 
tutors of the dogs of the prospective study. As previously stated in the present study, the presence of 
the mutated allele was statistically higher (P = 0.0423) in the assistance/rescue dogs than pets 
Labrador retrievers, nevertheless, the dogs of the assistance/rescue lineage (seven obese and 23 
non-obese) were statistically lean (BCS ≤ 5) than the pets (ten obese and nine non-obese) (P = 
0.0062). Raffan et al. (2016), observed the positive influence of the POMC deletion with higher body 
weight (p < 0.0001; mean effect size 1.9 kg per deletion allele), and that assistance/rescue dogs were 
more affected by it. The controversial findings observed in the present study may be explained 
according to other aspects observed in the assistance/rescue dogs, i.e., these dogs were submitted to 
a greater frequency of exercise (three or more times a week) than the pets (P = 0.0021), and the 
supply of human food only occurred in the pets group (P = 0.0002). On the other hand, 
assistance/rescue dogs, influenced by the genotype (Raffan et al., 2016), were more excited (P = 
0.0183) and had an incessant interest in the food (P = 0.0035); and received more snacks (P = 0.0378) 
than pets. It is known that obesity in dogs is influenced by the interrelationship between food 
management, exercise and social factors (Bland et al. 2009, Aptekmann et al. 2014, Debastiani et al. 
2018). However, the higher frequency of exercise and the single supply of animal feed overrides the 
food-motivation observed in the assistance/rescue group, making them less obese. 
 

CONCLUSION 
In summary, the present study shows the existence of the deletion POMC_P187fs in Labrador 

retriever in Brazil. The Hardy-Weinberg disequilibrium observed in the allelic distribution of the 
deletion POMC_P187fs in this study, independently of the Labrador Retriever group assessed, 
suggesting the possibility of positive selection of the mutated allele, which may lead to the 
maintenance of this deleterious allele in this population. The presence of the mutated allele was 
significantly more common in Labrador retrievers selected to become assistance/rescue dogs. 
However, although the mutation has increased the food-motivation in these group of the Labrador 
retrievers, other variables, especially the frequent exercise, favored that these animals maintained 
the ideal body weight (BCS = 5). 
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Fig.1 Partial chromatogram showing capillary sequencing results from wild-type (A), homozygous 
deletion (B), and heterozygous (C) Labrador retriever dogs. It is possible to observe in “A” the 14 bp 
(AGGGCCCGGCCGCG) of the deletion POMC_P187fs (underlined), while at “B” these 14 bases are 
absent. The double peaks may be observed in “C” from the beginning of the deletion POMC_P187fs, 
ie, the 14 bp are only deleted in one allele. Image obtained in the Geneious® 10.0.9 software 
(Biomatters Ltd, Auckland, New Zealand). 
 
 

Table 1. Genotype prevalence, allele frequency, and Hardy-Weinberg analysis of the deletion 
POMC_P187fs in Labrador retrievers dogs. 

 
GENOTYPE 

  

Group Wild-type 
Heterozygous 

for deletion 
Homozygous for 

deletion 
Allele 

frequency 
Hardy-Weinberg 

equilibrium¹ 

Total group 72% (78/108) 13% (14/108) 15% (16/108) 21,3% Out P = 0,0000007 

Retrospective group 76% (45/59) 9% (5/59) 15% (9/59) 19,5% Out  P = 0,00000004 

Prospective group 67% (33/49) 19% (9/49) 14% (7/49) 23,5% Out P = 0,00002 

Pets                
Labrador retrievers 

69% (13/19) 26% (5/19) 5% (1/19) 18,4% In P = 0,12230 

Assistance/rescue 
Labrador retrievers 

60% (18/30) 17% (5/30) 23% (7/30) 31,7% Out P = 0,000000007 

¹ Chi-square test, if P <0.05 - not consistent with Hardy-Weinberg equilibrium. 
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