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ANDRADE, L. R. Frequéncia alélica das mutacdes responsaveis pela
Nefropatia Familiar (COL4A4:c.115A>T) e pela Atrofia Progressiva da
Retina (PRCD:c.5G>A) em caes da Raga Cocker Spaniel Inglés. Botucatu —
SP, 2019. 103p. Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

RESUMO

O estudo das doengas de origem genética em animais domésticos se torna cada
vez mais relevante, sobretudo em caes, uma vez que estes animais podem servir
como modelos experimentais para certas doengas em humanos. Além disso, o
reconhecimento clinico de algumas destas enfermidades pode ser um entrave
ao Médico Veterinario e em algumas ocasides o teste genético que confirmaria
a etiologia ndo esta disponivel no pais. A Nefropatia Familiar (FN) causada pela
mutacao c.115A>T no gene colageno tipo 404 (COL4A4), e a Atrofia Progressiva da
Retina (prcd-PRA), causada pela mutacédo ¢c.5G>A no gene da degeneracao cone-
bastonete progressiva (PRCD), se destacam entre as principais enfermidades
hereditarias de origem genética que acometem caes da raga Cocker Spaniel
Inglés (CSI). Até o momento a prevaléncia destas enfermidades nesta raga ndo
havia sido verificada no Brasil, sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
frequéncia alélica destas mutagdes no CSI. Para tanto, foram genotipados 220
e 216 CSIl para a prcd-PRA e FN, respectivamente. Fragmentos do DNA,
contendo cada uma das mutacdes, foram amplificados por reagdo em cadeia da
polimerase e submetidos ao sequenciamento génico direto. A frequéncia alélica
da mutagado c.115A>T no gene COL4A4 foi de 0,9% e da mutagao c.5G>A no
gene PRCD foi de 25,5%. Tais valores enfatizam a importancia da realizagéo
dos testes de genotipagem nos cées da raca CSI como método de diagndstico
precoce principalmente para a orientacdo dos acasalamentos visando a redug¢ao

de casos clinicos da doenga.

Palavras chave: diagndstico, doenga genética, genotipagem, nefropatia
familiar, PRCD.



ANDRADE, L. R. Allelic frequencies of mutations responsible for Familial
Nephropathy (COL4A4:C.115A>T) and Progressive Retinal Atrophy
(PRCD:C.5G>A) in the English Cocker Spaniel. Botucatu — SP, 2019. 103p.
Dissertacdo (Mestrado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de

Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

The study of genetic diseases in domestic animals has become more relevant,
especially in dogs, once these animals can serve as experimental models in the
study of some human genetic diseases. Besides, these diseases can be hard to
recognize on their clinical signs by the practitioners, and the genetic tests that
can confirm them are usually available only abroad. Familial Nephropathy (FN)
due to the mutation c.115A> T in the 404 collagen gene (COL4A4), and
Progressive Retinal Atrophy (prcd-PRA) due to the mutation ¢.5G> A in the
progressive rod cone degeneration gene (PRCD), are important genetic diseases
of English Cocker Spaniel dogs (ECS) dogs. Since the prevalence of these
diseases wasn'’t verified in Brazil so far, this study aims to evaluate the allelic
frequencies of the mutations c.115A>T in the COL4A4 gene and c.5G>A in the
PRCD gene in English Cocker Spaniel dogs. For that, purified DNA from blood
samples or buccal swab from 220 and 216 ECS for prcd-PRA and FN,
respectively. DNA fragments with the mutation region were amplified by
polymerase chain reaction and submitted to direct genomic sequencing. The
allelic frequency of the mutation c.115A>T in the COL4A4 gene was 0.9% and
the c.5G>A in the PRCD gene was 25.5%. The results in this study emphasizes
the importance to realize the genotyping test in ECS as an early diagnostic test,
not only for trying an improvement of the affected dogs’ life quality but also for
breeding orientation to avoid clinical cases of the disease.

Key Words: diagnosis, genetic disease, genotyping, familial nephropathy, prcad-
PRA.



CAPITULO |



1. Introducgao

As doencas genéticas da espécie canina estdo sendo cada vez mais
estudadas, havendo 720 descritas até o momento, segundo o banco de dados
do Online Mendelian Inheritance in Animal (OMIA, 2019). Tais estudos se tornam
cada vez mais relevantes, uma vez que muitas delas, incluindo a Nefropatia
Familiar (FN) e a Atrofia Progessiva da Retina(PRA), sdo analogas a doencgas
humanas, e portanto, o cao podera servir como modelo experimental para ambas
(Zangerl et al., 2006; Lees et al., 2013).

A Nefropatia Familiar, doenga glomerular primaria em cées, € descrita no
CSl desde o fim dos anos 40. Achados de microscopia eletrénica de transmissao
constataram, posteriormente, que as alteragdes glomerulares encontradas em
cées afetados se assemelhavam a sindrome de Alport em humanos (Potter et
al., 1985), termo que se refere a doencas hereditarias associadas a uma
glomerulopatia progressiva, identificada pela primeira vez pelo médico Arthur
Cecil Alport em 1927.

As anormalidades do colageno tipo IV da membrana basal glomerular,
que caracterizam a doencga, foram associadas em humanos a mutagdes em trés
genes, que codificam as cadeias alfa-3 (COL4A3), alfa-4 (COL4A4) e alfa-5
(COL4AS5) (Lemmink et al., 1994; Mochizuki et al., 1994, Knebelmann et al.,
1996). Ja em caes, ha quatro mutagdes descritas, duas delas no gene COL4A4
e duas no COL4AS.

As mutagdes no gene COL4A5 se associam a doencgas hereditarias
ligadas ao cromossomo X, sendo caracterizadas pela faléncia renal progressiva,
em humanos e caes, e pela surdez e lesdes oculares em humanos (Knebelmann
et al., 1996). Enquanto que as mutagdes nos genes COL4A3 e COL4A4 sao
autossOmicas, ou seja, nao sao ligadas a cromossomos sexuais (Lemmink et al.,
1994; Mochizuki et al., 1994).

No CSI a doenca é autossbmica recessiva e associada a mutagao
c.115A>T no gene COL4A4, que leva a formagao de um stop codon prematuro

no éxon 3 provocando a producdo de uma proteina truncada afuncional



(Davidson et al., 2007), que acarreta nas alteragdes da estrutura do colageno e
consequentemente prejudica o funcionamento glomerular (Katayama et al.,
2014).

Os sinais clinicos caracterizam-se por insuficiéncia renal cronica,
cursando com poliuria, polidipsia, perda de peso, vémito ou diarreia e se iniciam
com idade entre seis e 24 meses, com predominio ao redor dos 12 meses
(Steward e MacDougall, 1984; Lees et al., 1998a). Nos exames laboratoriais a
proteinuria persistente pode ser um indicativo da doenga, que geralmente &
progressiva e fatal, levando a faléncia renal em semanas ou poucos meses
mesmo com tratamento (De Brot et al., 2017). O diagndstico é feito pela
microscopia eletrénica ou imunocoloragdo associado ao quadro clinico (Lees et
al., 1998b). Deve-se descartar outras causas de insuficiéncia renal. Atualmente,
ha o teste genético que deve ser utilizado para o diagnostico em conjunto com

os citados anteriormente.

As doencgas da retina em cées estdo entre as mais frequentes e bem
caracterizadas do grupo de doengas oculares hereditarias na espécie (Mellersh,
2014). O termo atrofia progressiva de retina (PRA) se refere ao conjunto de
enfermidades genéticas encontradas em mais de 100 ragas de cées, sendo que,
atualmente s&o conhecidas em torno de 20 mutagées em 18 genes diferentes
responsaveis pela PRA (Miyadera et al., 2012; Downs et al., 2014).

O inicio dos sinais clinicos e sua forma de progressao variam entre as
racas afetadas (Downs et al., 2014). No caso do CSI, em que a PRA é associada
a degeneragao de cone-bastonete progressiva (prcd-PRA), os sinais clinicos se
manifestam de maneira geral, mais tardiamente, com idades variando entre trés
e 13 anos de idade (Zangerl et al., 2006).

A doenca é caracterizada clinicamente pela perda da visdo noturna
(nictalopia), ocasionada pela morte dos bastonetes, que evolui gradativamente
para a perda da visdo diurna (hemeralopia), em consequéncia da morte dos
cones, culminando em cegueira total bilateral (Patterson, 2000; Slatter, 2005;
Aguirre-Hernandez et al., 2007).



A prcd-PRA, que além do CSI acomete também outras ragas, como
Poodle miniatura, Cocker Spaniel Americano, Cao de Agua Portugués, Labrador
Retriever (Zangerl et al., 2006), € uma doenga hereditaria autossémica recessiva
ocasionada pela mutagcdo c.5G>A no gene da degeneracdo cone-bastonete
progressiva (PRCD). Esta mutagdo leva a troca de uma guanina por uma
adenina (TGC>TAC), que resultara na substituicdo de uma cisteina por uma
tirosina no momento da tradugao (Zangerl et al., 2006; Gentilini et al., 2009). A
mesma mutagao genética responsavel pela prcd-PRA em cées causa a retinite
pigmentosa ou retinose pigmentar em humanos, que por sua vez podem
apresentar outras duas mutagdes no gene PRCD também associadas a retinose

pigmentar.

Por se tratar de doencas hereditarias, a deteccao precoce da mutagdo em
heterozigose ou homozigose por técnicas moleculares permite a adogdo de
medidas de orientacdo de acasalamentos, visando a redugcdo do numero de
casos clinicos ou até mesmo a erradicagdo da mutagdo na raga (Dave e Dave,
2014, Davidson et al., 2007).

Considerando que as duas enfermidades, FN e prcd-PRA, séao
importantes para os animais da raga Cocker Spaniel Inglés, o conhecimento das
frequéncias alélicas das mutagdes responsaveis por estas enfermidades
permitira aos proprietarios tracar estratégias para reduzir a ocorréncia de casos
clinicos. Aléem disso, a oferta testes genéticos, no Brasil, permitira aos
proprietarios e aos Meédicos Veterinarios o diagndstico etiologico destas
enfermidades, de modo mais acessivel que os testes realizados fora do pais.



2. Revisao da literatura

21. ARacga

O Cocker Spaniel Inglés (CSIl) € uma raga de origem britanica,
pertencente ao grupo 8 (Levantadores, Retrievers e Caes de agua), se¢cao dos
Levantadores de caca, de acordo com a classificagdo das racas caninas da
Fédération Cynologique Internationale (FCI). Antes de ser reconhecido como
raca separadamente, pertencia a familia dos Spaniels, geralmente conhecidos
como os mais antigos caes desenvolvidos para caca (Dodge, 1942).

Os Spaniels eram divididos de acordo com seu tamanho. Os maiores
eram chamados de Springing spaniels e os menores, Cocking spaniels.
Algumas caracteristicas foram se alterando com o passar do tempo.
Posteriormente esses caes foram divididos de acordo com o peso, acima ou
abaixo de 11,3Kg e no ano de 1893, o The Kennel Club reconheceu
separadamente a raca. Até 1901, os caes que participavam de exposi¢cdes eram
pesados antes entrar em pista e os que se encontravam acima do peso
considerado ideal nao poderiam ser utilizados como reprodutores. O Clube dos
Spaniels, fundado em 1885, conseguiu abolir essa regra, demonstrando a maior
importancia do tipo do cdo e nao somente seu peso. A partir disso, a raca teve
um maior progresso em sua evolucao (Dodge, 1942; Lloyd, 1968).

Em 1902 foi fundado o The Cocker Spaniel Club (CSC) na Inglaterra e
feito o primeiro padrao da raga. Os cades deveriam ser robustos, compactos, e
bem balanceados com o objetivo de melhor desempenharem sua fungédo nos
campos, que era levantar a cacga, mais especificamente woodcocks, uma

espécie de galinhola, de onde se originou 0 nome da raca. (Lloyd, 1968)

O CSI é um cao de temperamento alegre, afetuoso e cheio de vida, jamais
pode ser agressivo ou excessivamente timido, que sao faltas desqualificantes
segundo o padr&o oficial da raga (FCI). E um céo versatil, podendo desenvolver
diferentes tipos de atividade e se adapta facilmente a varios ambientes, o que

somado ao seu temperamento o torna uma raca popular entre os caes de



companhia (McKinney, ECSCA). O auge de popularidade da raga foi no século
XX, e atualmente continua se destacando na Gra-Bretanha, sendo que nos anos
de 2016 e 2017 a raga ocupou o segundo e terceiro lugar, respectivamente, no
ranking de registros do The Kennel Club. Ja no Brasil, o CSI ndo esta entre as
ragas mais registradas pela Confederacao Brasileira de Cinofilia (CBKC) (Tabela
1), que é a unica entidade nacional filiada a maior organizagdo cinoldgica
mundial, a FCI, sediada na Bélgica, porém continua sendo muito escolhido como
cédo de companhia.

TABELA 1- Nimero de registros da raga Cocker Spaniel Inglés no Brasil por ano e posigao geral

em relagao as outras ragas.

Ano Numero de registros Posigao geral (entre 168 ragas)
2013 252 512 colocagao
2014 299 512 colocagao
2015 291 522 colocagao
2016 290 502 colocagao
2017 302 502 colocagao

Fonte: Confederagéo Brasileira de Cinofilia (CBKC)

2.2. Importancia das doencas genéticas nos caes

Os caes foram os primeiros mamiferos a serem domesticados. Considera-
se que eles derivam de trés linhagens de lobos, cada qual derivada de alguns
ancestrais em comum (Bellumori et al., 2013). Eles se relacionam com os seres
humanos ha mais de 15000 anos, e vém sendo selecionados de acordo com
caracteristicas morfologicas e comportamentais para desempenhar fungdes
como caga, pastoreio, guarda ou simplesmente companhia (Vila et al., 1997).

Atualmente existem cerca de 700 ragas caninas e a criagdo delas vem se
desenvolvendo principalmente a partir da metade do século XIX, com o advento
dos clubes de ragas e formacgdes dos padroes de cada raga, em que 0s caes so



poderiam ser registrados se fossem filhos de pai e m&e previamente registrados
(Parker et al., 2004). Os cruzamentos seletivos, o uso repetido de padreadores
populares, o inbreeding de maneira geral, tdo importantes para “fixacédo” de
caracteristicas morfologicas desejaveis sdo exemplos de praticas de criagdo que
garantiram um baixo pool genético entre os cdes de determinada raca,
contribuindo com a perda de variabilidade genética, sendo que cada raga forma
populagdes genéticas isoladas (André et al., 2008; Cruz et al., 2008; Bellumori,
et al. 2013). Com isso, as doengas genéticas se perpetuaram consideravelmente
na espécie canina, que apdés a humana € uma das mais estudadas

geneticamente.

O primeiro genoma canino completo foi publicado em 2003 (Kirkness et al
2003), e sua versao mais recente foi publicada em 2012, de caes de varias ragas
(Hoeppner et al., 2014). O genoma € constituido de 39 pares de cromossomos,
sendo 38 pares de autossomos e um par de cromossomos sexuais (XX e XY).
Existem aproximadamente 19000 genes descritos (André et al., 2008). O numero
de doengas genéticas relatadas na espécie € de 720 até o ano de 2018, das
quais 245 foram encontradas a mutacédo responsavel, segundo o banco de
dados do Online Mendelian Inheritance in Animal (OMIA, 2019). Essas doengas
podem estar restritas a algumas ragas ou grupos de ragas, que frequentemente
compartilham padrdes alélicos similares (Parker et al., 2004). Muitas doengas
genéticas da espécie canina sdo analogas a de humanos, podendo estes
servirem como modelos experimentais para estas doengas. De acordo com o
OMIA (2019), 421 doengas genéticas de caes sdo modelos potenciais para

doengas humanas e seus tratamentos.

As doengas genéticas ocorrem devido a mutagbes que, dentre outras
formas podem se classificar como: substituicdo, dele¢ao ou inser¢cdo. A heranga
dessas doengas pode ser controlada por um unico gene (monogénicas) ou por
varios genes (poligénicas). As monogénicas, também conhecidas como
mendelianas, podem ser herdadas principalmente das seguintes maneiras:
autossdmica recessiva, quando o animal apresenta duas copias do alelo
recessivo; autossémica dominante, quando apenas um alelo dominante ja gera

sinais clinicos ou ligadas ao cromossomo X. A forma mais comum de heranca
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das doencgas genéticas na espécie canina € a autossGmica recessiva e como 0s
animais heterozigotos comumente ndo apresentam sinais clinicos, o alelo
recessivo vai se distribuindo pela populacédo silenciosamente, podendo levar
anos até o aparecimento de um animal homozigoto recessivo (Summers et al.,
2010).

Conhecer a prevaléncia das doengas genéticas torna-se importante na
criacdo de caes, pois a partir de métodos como testes genéticos que detectam
determinada mutagdo, em homozigose ou heterozigose, pode-se guiar

acasalamentos, evitando o nascimento de filhotes afetados.

2.3. Nefropatia Familiar

A Nefropatia Familiar € o termo diagnostico mundialmente usado para se
referir a nefropatia hereditaria autossébmica recessiva, uma doenga glomerular
primaria em caes (Davidson et al., 2007). Descrita no CSl desde o fim dos anos
40, como uma nefropatia juvenil, primeiramente chamada de hipoplasia cortical
renal (Krook, 1957), sendo a primeira doenga renal de carater hereditario
relatada em cées. Desde entédo, varios trabalhos descreveram achados clinicos
e laboratoriais desta enfermidade no CSI (Steward et al., 1984; Robinson et al.,
1985; Koeman et al., 1989), refletindo sua importancia para esta raga.

Quando estudos na década de 80 demonstraram que a heranga da
doenga no CSI| & autossOmica recessiva (Steward et al., 1984; Potter et al.,
1985), o The Cocker Spaniel Club (CSC), associagcdo maxima da raga, sediado
na Inglaterra, estabeleceu um esquema de controle em que os padreadores e
matrizes que produziram caes confirmadamente afetados eram retirados da
reproducdo e uma lista desses animais carreadores foi publicada para consulta
dos criadores (CSC).

Também no inicio da década de 80, utilizando a microscopia eletrénica
observou-se semelhanga entre as alteragdes da membrana basal glomerular de
cées afetados e de seres humanos com Sindrome de Alport (Potter et al., 1985),
termo que se refere ao grupo de doengas hereditarias associadas a uma
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glomerulopatia progressiva (Knebelmann et al., 1996). Além disso, pacientes
humanos portadores desta sindrome frequentemente apresentam alteracdes
visuais e auditivas (Gregory e Atkin, 1993), o que constitui a principal diferenga
entre esta e a nefropatia hereditaria dos cées (Davidson, et al., 2007).

Estudos realizados em humanos a partir dessa década demonstraram que
a doenca € caracterizada por anormalidades na rede de colageno tipo IV da
membrana basal glomerular, que é responsavel pela estrutura e fungdo dos
capilares glomerulares (Lemmink et al., 1994; Mochizuki et al., 1994). Ha seis
cadeias de colageno tipo IV (a1 a a6), que se organizam em trés conjuntos de
trimeros (a1.a1.02, a3.04.a5 e a5.05.a6), formando as redes de colageno que
compde a estrutura das membranas basais (Davidson, et al., 2007). Cada cadeia
é codificada por um gene diferente, COL4A1, COL4A2, COL4A3, COL4A4,
COL4A5 e COL4A6. Mutagbes nos genes que codificam as cadeias a3
(COL4A3), a4 (COL4A4) e a5 (COL4AS), ja foram associadas a sindrome de
Alport em humanos (Lemmink et al., 1994; Mochizuki et al., 1994, Knebelmann
et al., 1996).

Mutagdes no gene COL4AS sdo associadas a uma nefropatia hereditaria
ligada ao cromossomo X, que em humanos caracteriza-se pela faléncia renal
progressiva, surdez e lesdes oculares (Knebelmann et al., 1996). Em cées, a
primeira mutagao identificada neste gene foi uma substituicdo do nucleotideo G
por T no éxon 3, em exemplares da raga Samoieda (Zheng et al., 1994) e uma
outra mutacgao (delegédo de 10 pares de base no éxon 9) foi encontrada em uma
familia de cdes sem racga definida (Cox et al., 2003). Ja as mutagdes nos genes
COL4A3 e COL4A4 sao autossbmicas, ou seja, ndo sao ligadas a cromossomos
sexuais e podem ser recessivas ou dominantes (Lemmink et al., 1994; Mochizuki
et al., 1994). Tais genes se encontram no cromossomo dois em humanos e no

cromossomo 25 em caes.

Em 2007, uma mutacédo no gene COL4A4, que codifica a cadeia a4 do
colageno tipo 1V, foi identificada no CSI e constitui um polimorfismo de base
unica (c.115A>T) no éxon trés deste gene, que provoca uma mutagao “sem
sentido”, ou seja, ha a troca de uma lisina por um stop cédon, o que provoca a
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producdo de uma proteina truncada afuncional (Davidson et al., 2007).
Posteriormente, foi identificada uma outra mutagcdo, também de heranga
autossOmica recessiva (¢.2806C>T), no gene COL4A4, na raga Springer Spaniel
Inglés (Nowend et al., 2012). Essas duas mutacdes, e as outras duas no gene
COL4AS5, até o momento sao as unicas identificadas na espécie canina que se
associam a doengas glomerulares causadas por anormalidades de colageno tipo
IV. As quatro mutagdes levam formacao de cadeias incompletas, ndo permitindo
a formagéo das redes de colageno tipo IV e consequentemente alterando a
estrutura e fungdo da membrana basal glomerular (Lees et al., 2013).

A nefropatia familiar afeta geralmente cdes com idade entre seis e 24
meses (Steward et al., 1984; Lees et al., 1998a) que apresentam insuficiéncia
renal crénica, sendo 0s principais sinais clinicos: inapeténcia, poliuria, polidipsia,
perda de peso, vomito ou diarreia. A primeira alteracao laboratorial esperada é
a proteinuria que pode iniciar entre as idades de dois e oito meses, porém € mais
frequente entre quatro e seis meses (Lees et al., 2013). As outras alteragdes
esperadas nos exames laboratoriais sdo: aumento das concentragdes séricas
de ureia e creatinina, hipofosfatemia, acidose metabdlica, diminuicdo da
densidade urinaria e proteinuria persistente. A doenga geralmente é progressiva
e fatal, levando a faléncia renal frequentemente ao redor dos 12 meses de idade,
com evolugdo de semanas ou poucos meses, mesmo com tratamento (De Brot
et al., 2017).

Para o diagnéstico da FN deve-se descartar outras causas de
insuficiéncia renal. Métodos mais especializados podem ser necessarios, tais
como a microscopia eletrénica e a imunohistoquimica, que sao realizadas a partir
de amostras de tecido renal coletados por biopsia ou obtidos na necropsia. As
alteragdes estruturais da membrana basal glomerular vistas na microscopia
eletrbnica, ndo necessariamente estao relacionadas ao colageno tipo IV. Para
este diagnostico mais especifico seria necessaria a realizagdo de
imunohistoquimica que ndo € amplamente disponivel (Lees et al., 1998b, Lees,
2013). Atualmente, ha o teste genético que também pode ser utilizado para
diagnostico. Além desta utilidade, o teste genético também se torna importante

para orientar acasalamentos, evitando-se a utilizagdo de dois animais
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heterozigotos, evitando assim o nascimento de cées afetados para a mutagao,

ou até mesmo elimina-la do pool genético do CSI (Davidson et al., 2007).

2.4, Atrofia Progressiva da Retina (PRA)

Dentre os grupos de doengas genéticas da espécie canina, as doengas
oculares estdo entre as que sdo melhores descritas, provavelmente devido a
facilidade em avaliar o olho por técnicas n&o invasivas (Mellersh, 2014). Além
disso, muitos clubes de ragas caninas em diversos paises exigem que antes de
iniciar vida reprodutiva, os caes passem por uma triagem oftalmoldgica para
doencas oculares hereditarias, o que contribui para a identificagao e os estudos
dessas enfermidades. Essas triagens sdo padronizadas por associagdes de
oftalmologistas veterinarios, como o American College of Veterinary
Ophthalmology (ACVO) e o European College of Veterinary Ophthalmology
(ECVO). Na Europa a British Veterinary Association (BVA) também conta com
um esquema de avaliacdo oftalmologica para cées de raga por membros
credenciados, cujo intuito, além de evitar a reprodugdo de cdes com doengas
oculares, € de facilitar o reconhecimento de novos problemas. As doengas da
retina e da lente sdo as mais prevalentes segundo o Online Mendelian
Inheritance in Animal database (OMIA, 2019).

As doengas da retina podem ser divididas em dois grupos: as
degenerativas, em que as células se desenvolvem normalmente até certo
periodo da vida do cédo e depois comegam a degenerar, geralmente com
progressdo mais lenta; e as de desenvolvimento, em que a retina ja se
desenvolve anormalmente, com graves altera¢des estruturais e, ao contrario das
degenerativas costumam ter um desenvolvimento mais rapido. (Mellersh, 2014;
Gelatt, 2013)

A maioria das doencgas da retina sdo degenerativas, sendo o tipo mais
comum a Atrofia Progressiva da Retina (PRA), que € um termo coletivo que se
refere ao conjunto de enfermidades genéticas encontradas em mais de 100

racas de caes. Sua primeira descricdo em caes foi em 1909 na raca Setter
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Gordon (Magnusson, 1909, apud Miyadera et al., 2012) e sdo conhecidas em
torno de 20 mutagdes em 18 genes diferentes responsaveis pela PRA (Miyadera
et al., 2012; Downs et al., 2014). Sado enfermidades progressivas, degenerativas

bilaterais que envolvem os fotorreceptores, cones ou bastonetes ou ambos.

A PRA associada a degeneragédo de cone-bastonete progressiva (prcd-
PRA) é uma doenga hereditaria autossémica recessiva ocasionada por uma
mutacdo no gene da degeneracdo cone-bastonete progressiva (PRCD). E a
forma mais comum de PRA e a que acomete o CSl, além de outras ragas como
Poodle Miniatura, Cocker Spaniel Americano, Cdo de Agua Portugués e
Labrador Retriever (Petersen-Jones, 2005; Zangerl et al., 2006). A doenca foi
primeiramente descrita em Poodle Miniatura (Aguirre et al.,1982) e mais de 50
ragas ja apresentaram essa mutagéo (OptiGen®, LLC, 2018). O inicio dos sinais
clinicos e a forma de progresséo variam entre as ragas afetadas (Downs et al.,
2014). Pode haver fenotipos semelhantes associados a mutagdes distintas em
genes diferentes (Mellersh, 2014), assim como, por vezes, fendtipos diferentes,
até mesmo quando se trata da mesma mutagdo, como ocorre com o Poodle
Miniatura e o CSI. Neste ultimo, a doenga é mais tardia e progride mais
lentamente, podendo também ter curso mais variavel (Aguirre et al.,1988).

O diagnastico clinico é observado no CSI entre trés e 13 anos de idade
(Zangerl et al., 2006). A doenga envolve inicialmente os bastonetes, o que
implica em perda de visdo noturna (nictalopia) como primeiro sinal clinico
observado, principalmente quando o cao nao esta familiarizado ao ambiente. A
condicao progride, em geral lentamente, e passa a envolver os cones, levando
a perda de visdo também durante o dia. Nesse estagio, os sinais incluem a
presenca de diminuigdo do reflexo pupilar a luz e dilatacdo pupilar a luz do
ambiente (Crispin et al.,2008), porém o reflexo pupilar pode estar presente até
determinado grau da doencga, inclusive em estagios avangados (Yogo et al.,
2011). O desenvolvimento de catarata secundaria € comum, acelerando, em
geral, a perda da viséo (Crispin et al.,2008; Gomes et al., 2013). Em um estudo
com 136 caes da raca CSI, com idade variando entre trés e 15 anos, que
apresentavam catarata e baixa acuidade visual, 89,70% também foram
diagnosticados com PRA (Safatle et al., 2010).
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As anormalidades iniciais do exame de fundo de olho (fundoscopia)
geralmente aparecem no CSI| no periodo entre quatro e oito anos de idade
(Gelatt, 2013). Esse exame revela hiperreflexia generalizada e bilateralmente
simétrica da area tapetal, em decorréncia da atrofia de retina, atenuacao
vascular, principalmente das arteriolas peripapilares que podem se tornar quase
invisiveis e, conforme a doenga progride, ocorre perda de pigmento ou
pigmentacdo anormal da area n&o-tapetal (Slatter, 2005; Crispin et al.,2008).
Especificamente na raga CSI, as alteragbes desse exame podem ser
semelhantes as previamente descritas ou podem variar de acordo com as
diferentes areas de fundo, podendo-se observar hipo ou hiperreflexia ao longo
do eixo visual ao centro de cada lado do disco 6ptico, enquanto uma aparéncia
marrom acinzentada ou mesmo uma aparéncia normal sido notadas em outras
areas (Gelatt, 2013).

O eletrorretinograma (ERG) € um meio diagndstico n&o invasivo, capaz
de avaliar a fungdo retiniana, sendo util nos casos em que n&o é possivel
visualizar o fundo de olho através da fundoscopia, como nos casos de catarata.
E também mais sensivel que esse Ultimo exame, principalmente quando a lesdo
€ sutil e em fase inicial ou quando nele ainda nao foram visualizadas alteracoes,
pois pode detectar precocemente lesbes em suas camadas mais externas
(Komaromy et al., 1998, Safatle et al., 2010; Gelatt, 2013). Nos cées da raga CSI
que apresentam PRA, o ERG apresenta anormalidades funcionais indicativas de
degeneragao de cone-bastonete progressiva entre um e dois anos de idade. Ha
relatos de alguns poucos casos cujas alteracbes no ERG foram imperceptiveis
até os dois anos e meio de idade (Gelatt, 2013).

A mutagéo ¢.5G>A no gene PRCD leva a troca de uma guanina por uma
adenina (TGC>TAC), que resultara na substituicido de uma cisteina por uma
tirosina no momento da tradugéo (Zangerl et al., 2006; Gentilini et al., 2009). O
PRCD & um gene conservado que codifica uma proteina de 54 aminoacidos no
céo e no ser humano. Na retina do cao ele se expressa no epitélio pigmentar da
retina, nos fotorreceptores e na camada de células ganglionares. (Remez et al.,
2014). Embora sua fungcdo ndo seja totalmente conhecida, sabe-se de sua

importancia para a manutencdo da estrutura, fungdo e sobrevivéncia dos
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fotorreceptores. (Zangerl et al., 2006; Spencer et al., 2016). Uma vez que a
mesma mutagao genética responsavel pela prcd-PRA em cées causa a retinite
pigmentosa ou retinose pigmentar em humanos, inclusive com os sinais tipicos
da doenga, que s&o a atenuagao dos vasos da retina e pigmentagdo, caes com
esta mutagcdo poderédo servir como modelo experimental para o estudo da

doenca em humanos (Zangerl et al., 2006).

As técnicas moleculares realizadas a partir de pequenas amostras de
sangue ou de swab bucal analisam a regido especifica do gene onde se encontra
a mutacédo responsavel pela doenga, podendo detecta-la tanto em homozigose
quanto em heterozigose. O resultado permite a separagdo de caes em trés
grupos: homozigoto normal ou wild type - que n&do apresenta nenhum alelo
mutado (N/N); heterozigoto - que apresenta um alelo mutado e outro normal
(prcd/N) e homozigoto mutante ou afetado - que apresenta dois alelos mutados
(pred/pred). Os cées geneticamente normais sao classificados como Tipo A. O
Tipo B - heterozigoto - ndo manifestara sinais clinicos da doenga, mas pode
produzir animais afetados se acasalado com outro cdo heterozigoto ou com um
cao homozigoto afetado. O afetado, Tipo C, esta em risco de desenvolver PRA.
O ERG é recomendado para a confirmacgao. A frequéncia de caes da raca CSl,
provenientes de paises de todo o mundo, testados como heterozigotos entre os
anos de 2000 a 2012, se apresentou sempre em torno de 40% (OptiGen®, 2018).
Em CSI de toda a Europa, no periodo de 2012 a 2016, a frequéncia média de
heterozigotos para a mutagéo foi de 32% de heterozigotos (Laboklin, 2017).

Apesar do diagndostico clinico da doenga poder ser realizado por exames
oftalmoldgicos de fundo de olho e pelo ERG (Dave e Dave, 2014), por se tratar
de uma doencga hereditaria, a detecgéo precoce da mutagdo em heterozigose ou
homozigose por técnicas moleculares permite a adogdo de medidas de
orientagdo de acasalamentos, visando a redugdo do numero de casos clinicos
de prcd-PRA (Dave e Dave, 2014), tratando-se de um método de controle
fundamental, uma vez que ha muitos cdes assintomaticos até a idade de inicio
da vida reprodutiva. Além disso, a detecgado precoce € importante pois o
tratamento mais acessivel, embora controverso, previne ou retarda a progresséo

da degeneracéo retiniana, mas ndo pode reverter danos ja ocorridos. Este
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tratamento consiste na administracdo de suplemento vitaminico antioxidante,
como vitaminas C e E, carotenoides, acidos graxos e zinco (Gomes et al., 2013).
Considerando que a prcd-PRA é importante para os animais da raga CSl, o
conhecimento da frequéncia alélica desta mutagao permitira aos criadores e

proprietarios tragar estratégias para reduzir a ocorréncia de casos clinicos.

2.5. Outras doencas genéticas no Cocker Spaniel Inglés

2.5.1. Sindrome de Mutilagao Acral (AMS)

A Sindrome de Mutilagao Acral, termo em portugués para Acral Mutilation
Syndrome, € uma rara neuropatia periférica sensorial degenerativa, herdada de
maneira autossdmica recessiva e descrita inicialmente no Braco Alemao de Pelo
Curto, e posteriormente em outras ragas como Springer Spaniel Inglés e o
Pointer Inglés; especificamente no CSIl, a AMS esta associada a cées de
linhagem de trabalho (Plassais et al., 2016; CSC, 2018). A doencga se caracteriza
pela insensibilidade dolorosa nas extremidades distais, sem alteragées motoras
ou de propriocepcdo (Plassais et al., 2016). A patogenia envolve o
desenvolvimento dos neurdnios sensoriais primarios e depois ocorre uma

degeneracgao progressiva das fibras desmielinizadas.

Os sinais se manifestam em filhotes com cerca de 4 meses de idade,
podendo variar de 2 a 12 meses, que mutilam suas extremidades distais,
mastigando e lambendo-as, mas assim que nascem ja podem ser identificados
pela auséncia de nocicepcédo (Cummings et al., 1983; Paradis et al., 2005). As
patas apresentam edema e ulceras, podendo inclusive ocorrer fraturas e
amputagao de digito. O diagnéstico é realizado com base no histoérico, sinais
clinicos e predisposicao racial. Nado ha tratamento eficaz, a tentativa de evitar
automutilagdo com uso de colar elisabetano e bandagens é paliativa e os
animais geralmente sdo submetidos a eutanasia. Em 2016, Plassais et al.
descreveram a mutagdo no gene GNDF associada a doengca em caes de caca.

O teste genético vem sendo realizado na Europa e, segundo dados de 2016, a
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prevaléncia de heterozigotos para a mutagcdo em CSI na Inglaterra é de 12%
(Antagene, 2019).

2.5.2. Neuropatia do Adulto (AN)

Neuropatia do Adulto (AN) é o termo em portugués para Adult Onset
Neuropathy, uma doenga neuroldgica degenerativa, herdada também de
maneira autossdbmica recessiva, sendo a mutagdo reconhecida por
pesquisadores da Universidade de Missouri no ano de 2014 (ECSCA Health and
Rescue, 2019). Os sintomas se iniciam geralmente entre 7 e 9 anos, se
assemelham a mielopatia degenerativa, porém com progressao mais lenta (3 a
4 anos) e incluem fraqueza e instabilidade de membros pélvicos, eventualmente
progredindo para membros toracicos. Pode haver dificuldade de degluticdo. Dos
cdes acometidos pela doenga e testados geneticamente para mielopatia
degenerativa nenhum foi identificado como afetado. Acreditava-se que a doenga
acometia somente a variedade de cores solidas da raga, porém, atualmente, ja
foram encontrados partcolors homozigotos afetados para a mutagédo. Apesar de
diagnosticada clinicamente apenas em CSI, a mutacdo ja foi encontrada em
homozigose em cades da raga Field Spaniel. Dados de dezembro de 2018
revelaram que dos 1,324 CSI testados mundialmente, 22,2% s&o heterozigotos
e 4,3% homozigotos afetados (Orthopedic Foundation for Animals — OFA, 2019).

2.5.3. Distrofia do Epitélio Pigmentar da Retina

Na distrofia do epitélio pigmentar da retina, antes conhecida como Atrofia
Progressiva de Retina Central, ocorre degeneracdo dos fotorreceptores
associada ao acumulo de lipopigmento (fucsina) autofluorescente nas células do
epitélio pigmentado da retina, principalmente na area central da regido tapetal, o
que a faz ser reconhecida pela presenca de pigmento marrom nessa regiao.
Hiperreflexia da area tapetal, que ocorre devido a degeneragéo retiniana e
atenuacao dos vasos da retina também sao sinais clinicos observados no exame

de fundo de olho. A progressao € lenta e nem sempre ocorre cegueira total
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(McLellan et al., 2002). O déficit visual s6 ocorre em estagios moderamente
avancgados (Gelatt, 2013) e foi primeiramente observado em CSI com idade entre
2,5e 4,5 anos.

No CSI essa condig¢ao foi associada a deficiéncia de vitamina E, sem
evidéncia de déficit de dieta ou ma-absorgao gastrointestinal, sendo, portanto,
primaria, devido a um metabolismo alterado hereditario, e sinais neurolégicos,
como ataxia e déficits proprioceptivos, também foram observados (McLellan et
al., 2003). E uma das doengas hereditarias da raca CSI, segundo esquema de

avaliagc&o oftalmologica da British Veterinary Association (BVA).

2.5.4. Glaucoma Primario

O Glaucoma Primario € uma doenga ocular progressiva e dolorosa,
caracterizada pelo aumento da presséo intraocular que ocorre devido a reducao
na drenagem do humor aquoso pelo angulo iridocorneal, na auséncia de
doencgas oculares concomitantes. Se n&o tratado rapidamente pode ocasionar
danos nas células ganglionares da retina e seus axénios, levando a perda de

visdo e cegueira (Mellersh, 2014).

O glaucoma primario pode ser classificado em: glaucoma primario de
angulo aberto ou fechado. O glaucoma primario de angulo fechado € a forma
mais comum em caes, que comegam a apresentar sinais com idade de 4 a 10
anos (Komaromy e Petersen-Jones, 2015). No CSI, o glaucoma de angulo
fechado ocorre com frequéncia e observa-se além da entrada ciliar reduzida
(estreita), fibras pectinadas pouco definidas (Bedford, 1977), caracterizando uma
goniodisgenese. O diagnostico pode ser realizado por tonometria e gonioscopia.
A predisposi¢cdo ao desenvolvimento de glaucoma pode ser determinada pela
gonioscopia, nos casos de glaucoma primario de angulo fechado, que é
recomendada nas idades de um, quatro e sete a oito anos (BVA).

A forma de heranga do glaucoma primario de angulo fechado ainda n&o
esta bem determinada, porém por ocorrer em ragas especificas e em linhagens

predispostas, indica que a doenga seja genética, sendo, portanto, listada entre
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as trés doengas oculares hereditaria da raga CSI (BVA). Existe uma mutacao
bem caracterizada no gene ADAMTS10 associada a glaucoma primario de
angulo aberto em Beagles (Kuchtey et al., 2011).

2.6. Justificativa e relevancia desta pesquisa

O estudo das doengas de origem genética em animais domésticos se
torna cada vez mais relevante, sobretudo em caes, uma vez que muitas delas,
incluindo a Nefropatia Familiar (FN) e a Atrofia Progessiva da Retina(PRA), séo
analogas a doengas humanas, e portanto, o cdo pode servir como modelo

experimental para ambas (Zangerl et al., 2006; Lees et al., 2013).

Entre as 720 doencas genéticas relatadas na espécie canina até o
momento, a mutagéo responsavel ja foi identificada em 245 delas, segundo o
banco de dados do Online Mendelian Inheritance in Animal (OMIA, 2019). O
reconhecimento clinico de algumas destas enfermidades pode ser um entrave
ao Médico Veterinario e em algumas ocasides o teste genético que confirmaria

a etiologia ndo esta disponivel no pais.

Apesar das mutacdes responsaveis pela prcd-PRA e FN no Cocker
Spaniel Inglés terem sido descritas ha mais de 10 anos, ha poucos estudos de
prevaléncia no mundo. A mutacao associada a FN foi observada anteriormente
em caes dos EUA e Gra-Bretanha, de onde foram importados padreadores para
o Brasil ao longo dos anos de criagao da raga, porém n&o houve estudos sobre
sua distribuicdo e frequéncia ao redor do mundo. (Davidson et al., 2007). No
Brasil ha relatos de casos clinicos de PRA, que se encontra entre as doencgas
oculares para as quais a raga apresenta predisposi¢ao. No entanto a frequéncia
da mutacgao associada a esta doenca no CSI também nao foi verificada no pais.

A realizacdo de um levantamento das doengas genéticas observadas nas
diferentes ragas caninas torna-se importante na criagao de caes, pois a partir de
métodos como testes genéticos que detectam determinada mutagdo, em
homozigose ou heterozigose, pode-se guiar acasalamentos, evitando o
nascimento de filhotes afetados.



21
3. Objetivos
3.1. Objetivo geral

Verificar o perfil das doencas genéticas Nefropatia Familiar (FN) e Atrofia
Progressiva da Retina (PRA) em cées da raga Cocker Spaniel Inglés na criagao
brasileira.

3.2 Objetivo especifico

Estimar a frequéncia alélica das mutagdes c.115A>T no gene COL4A4
responsavel pela Nefropatia Familiar (FN) e c.5G>A no gene PRCD responsavel
pela Atrofia Progressiva da Retina (PRA) em caes da raga Cocker Spaniel Inglés.
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Frequéncia alélica da mutagao ¢.5G>A no gene PRCD responsavel
pela Atrofia Progressiva da Retina em caes da raga Cocker Spaniel Inglés.
(Allelic frequency of the mutation c.5G>A in the PRCD gene responsible

for progressive retinal atrophy in English Cocker Spaniel dogs.)

Resumo

A Atrofia Progressiva da Retina (PRA), causada pela mutagédo c.5G>A no gene
da degeneracdo cone-bastonete progressiva (PRCD), se destaca entre as
enfermidades hereditarias de origem genética que acometem cades da raga
Cocker Spaniel Inglés (CSI). Até o momento a prevaléncia desta enfermidade
nao foi verificada no Brasil, sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a
frequéncia alélica da mutacdo c.5G>A no gene. Para tanto, foram utilizados
DNAs purificados de amostras sanguineas ou de swab bucal de 220 caes da
raca CSI, sendo 131 registrados na CBKC, provenientes de 17 canis diferentes
e 89 sem historico de registro. Foi realizada avaliagdo oftalmolégica em 28 dos
animais genotipados, dos quais 10 eram homozigotos afetados. Fragmentos do
DNA, contendo a mutacido, foram amplificados por PCR e submetidos ao
sequenciamento génico direto. A frequéncia alélica geral da mutagao foi de
25,4%. No grupo de animais registrados pela CBKC a frequéncia alélica foi de
14,9%, ja entre os animais sem historico de registro a frequéncia foi de 41%. O
déficit visual foi observado em 80% (8/10) dos animais homozigotos afetados
que foram submetidos a avaliagdo oftalmolégica. A alta frequéncia alélica
encontrada neste estudo enfatiza a importancia da realizagdo dos testes de
genotipagem nos cdes da raga Cocker Spaniel Inglés como método de
diagnostico precoce n&o somente para serem feitas tentativas de melhoria da
qualidade de vida dos caes afetados e seus tutores, mas também para a
orientacdo dos acasalamentos visando a reducao de casos clinicos da doencga.
Palavras-chave: prcd-PRA, diagnéstico, doenga genética, genotipagem,
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Abstract

Progressive Retinal Atrophy (PRA) due to the mutation ¢c.5G>A in the PRCD
(Progressive Rod-Cone Degeneration) gene is an important genetic disease of
English Cocker Spaniel (ECS) dogs. Since the prevalence of this disease haven'’t
ever been verified in Brazil, this study aims to evaluate the allelic frequency of
the mutation c.5G>A in the PRCD gene responsible for the prcd-PRA in ECS
dogs. For that, purified DNA from blood samples or buccal swab of 220 English
Cocker Spaniel dogs were used, of which 131 registered, from 17 different
kennels and 89 without a history of registration. A clinical eye examination was
performed in 28 of the genotyped animals, of which 10 were homozygous
affected. DNA fragments with the mutation region were amplified by PCR and
submitted to direct genomic sequencing. Some of the genetically tested animals
were also submitted to ophthalmic evaluation. The prcd-PRA allelic frequency
was 25.5%. Among the registered dogs the allelic frequency was 14.9%, whereas
among the dogs with no history of registration, this frequency was 41%. The
visual impairment was observed in 80% (8/10) of the affected homozygous
animals that underwent clinical eye examination. The high number found in this
study emphasizes the importance to perform the genotyping test in ECS as an
early diagnostic test, not only for trying an improvement of the affected dogs’ life
quality but also for breeding orientation to avoid clinical cases of the disease.

Keywords: prcd-PRA, diagnosis, genetic disease, genotyping

Introducgao

As doencgas da retina em cées estdo entre as mais frequentes e bem
caracterizadas do grupo de doengas oculares hereditarias na espécie.” O termo
atrofia progressiva da retina (PRA) se refere ao conjunto de enfermidades
genéticas encontradas em mais de 100 ragas de cées, sendo conhecidas em
torno de 20 mutagdes em 18 genes diferentes responsaveis pela PRA.4?

O inicio dos sinais clinicos e sua forma de progressao variam entre as
ragas afetadas.* O diagnostico clinico é observado no Cocker Spaniel Inglés
entre 3 e 13 anos de idade.’® A doenga é caracterizada clinicamente pela perda
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da visdo noturna (nictalopia), ocasionada pela morte dos bastonetes, que evolui
gradativamente para a perda da visdo diurna (hemeralopia), em consequéncia
da morte dos cones, culminando em cegueira total bilateral.m!" Alteragbes como
hiperreflexia, alteracbes de pigmentacdo e vasculares, atrofia do nervo optico
sdo achados comuns no exame de fundo de olho bilateral na fase inicial da
doenga.*1?

A PRA associada a degeneragédo de cone-bastonete progressiva (prcd-
PRA), que acomete cées da raga Cocker Spaniel Inglés e de outras ragas, como
Poodle Miniatura, Cocker Spaniel Americano, Labrador Retriever,'® ¢ uma
doenca hereditaria autossémica recessiva ocasionada pela mutacédo ¢.5G>A no
gene da degeneragéo cone-bastonete progressiva (PRCD). Esta mutagéo leva
a troca de uma guanina por uma adenina (TGC>TAC), que resultara na
substituicdo de uma cisteina por uma tirosina no momento da tradugéo.>'® Uma
vez que, a mesma mutagao genética responsavel pela prcd-PRA em cées causa
a retinite pigmentosa ou retinose pigmentar em humanos, cdes com esta
mutagao poderao servir como modelo experimental para o estudo da doenga em

humanos.’®

Dados com relacdo a prevaléncia do alelo mutado sdo escassos na
literatura mundial. Na Republica Tcheca, em 2011, foi observada a frequéncia
alélica de 34% em cées da raca CSI.2 No Brasil, a avaliagido desta frequéncia é
inexistente. Embora exista estudo relatando casos clinicos de animais com PRA,

0 mesmo n3o traz o gendtipo desses animais.'

O diagnodstico clinico da doenga pode ser realizado por exames
oftalmologicos de fundo de olho e pela eletrorretinografia.? Contudo, por se tratar
de uma doencga hereditaria e de manifestagéo tardia, a detec¢do precoce da
mutagcdo em heterozigose ou homozigose por técnicas moleculares permite a
adocado de medidas de orientacdo de acasalamentos, visando a redugao do
numero de casos clinicos de prcd-PRA, sendo assim o objetivo deste estudo foi
avaliar a frequéncia alélica da mutagao c.5G>A no gene PRCD responsavel pela
Atrofia Progressiva da Retina (prcd-PRA) em cées da raga Cocker Spaniel
Inglés.
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Materiais e Métodos

Todos os procedimentos realizados nos animais deste estudo foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ,
UNESP (Protocolo CEUA - 0218/2016).

Utilizando o software OpenEpi (versdo online 3.01) e considerando o
intervalo de confianga de 95%, o numero de CSI registrados na Confederacao
Brasileira de Cinofilia (CBKC) nos ultimos cinco anos (1.415 animais), e a
frequéncia alélica da mutagao c.5G>A descrita pelo English Cocker Spaniel Club
of America (ECSCA) em 2017 de 12% (ecscahealthandrescue.org/2013-07-11-
04-01-05/prcd-pra), obteve-se o numero amostral de 146 caes da raga CSI.
Entretanto, foram utilizados DNA de 220 CSI.

Dentre os 220 caes amostrados (69 machos e 151 fémeas), 192 né&o
apresentavam queixa de afecgdes oftalmicas; sendo 125 caes registrados na
CBKC e 67 caes sem historico de registro; enquanto que 28 amostras eram de
animais com queixa de afecgdes oftalmicas; sendo seis registrados na CBKC e
22 sem historico de registro. As amostras dos 131 cées registrados foram
colhidas em canis e durantes exposi¢cdes. Estes caes eram provenientes de 17
canis filiados a CBCK. Ja as amostras dos 89 cées sem historico de registro
foram colhidas em eventos da raga (30) ou pertenciam ao banco de material
genético (59) do Laboratorio de Biologia Molecular da Clinica Veterinaria, sendo
de caes atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia da UNESP-Botucatu com diversas queixas clinicas.

Os 28 caes com queixa de afecgdes oftalmicas foram submetidos a
avaliagao oftalmica, contendo anamnese e exame oftalmico incluindo resposta
de ameaga, reflexos pupilares e o exame de fundo de olho (fundoscopia),
utilizando a ClearView™ Optical Imaging System (Optibrand®, USA). A
fundoscopia somente foi realizada nos animais que apresentavam transparéncia
em todos os meios. Adicionalmente, o exame de Eletrorretinografia (ERG) foi
realizado em um animal identificado como homozigoto afetado com o

equipamento BPM-200 Retinographics (Retinographics inc, USA).
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O DNA foi extraido de 144 amostras de sangue total e 76 amostras de
swab bucal com o kit lllustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare).
O DNA foi utilizado na PCR, para a amplificagdo do segmento alvo contendo o
ponto da mutagdo no gene PRCD. Para isso, foram utilizados primers
especificos' (Forward CCAGTGGCAGCAGGAACC; Reverse
CCGACCTGCTGCCCACGACTG). As reagdes foram padronizadas com um
volume final de 25 pL utilizando 12,5 uL da enzima GoTaqg® Green Master Mix
(Promega™), 0,75 uL de cada primer, 8,5 uL de agua livre de endonucleases e
2,5 uL do DNA. A termociclagem foi realizada nas seguintes condigdes: 95 °C
por 5 min, seguida por 37 ciclos de 95 °C por 45s, 62 °C por 35s e 72 °C por 35s
e extensdo final de 72 °C por 5 minutos em termociclador (Mastercycler® ep
gradient S - Eppendorf® , Hamburgo, Alemanha). Apos a PCR, os produtos
amplificados foram verificados por eletroforese em gel de agarose a 1,5%. Os
produtos de PCR foram purificados com o Wizard® SV Gel e PCR Clean-Up
System, Promega®, EUA, seguindo as recomendagbes do fabricante e
submetidos ao sequenciamento direto automatizado, utilizando-se 10 yL do
produto de PCR purificado e 5 pL do primer forward. As sequéncias e
eletroferogramas obtidos foram alinhados para realizagdo da genotipagem no
software Sequencher™ (Gene Code Corporation).

Os resultados de genotipagem foram analisados e expostos de forma
descritiva, possibilitando o estabelecimento de informag¢des epidemioldgicas,
como a frequéncia alélica desta mutagdo no Brasil. Além disso, os dados de
frequéncia alélica foram comparados entre machos e fémeas, assim como entre
animais registrados e sem histérico de registro (Teste Exato de Fisher),
utilizando o GraphPad Prism® 5.01 software (GraphPad Software) e
considerando p < 0,05.

Resultados

Os 220 animais analisados eram provenientes das regides Sudeste
(179/220), Nordeste (12/220), Centro-Oeste (26/220) e Sul (3/220). A idade dos
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animais variou de quatro meses a 17 anos. A analise geral dos dados evidenciou
que dentre os 220 animais, 130 (59%) eram wild type, ou seja, ndo apresentaram
alelo com a mutacado c¢.5G>A no gene PRCD, 68 (31%) eram heterozigotos,
carreando a mutacdo em apenas um alelo e 22 (10%) eram homozigotos
afetados, apresentando dois alelos mutados (Figura 1). Portanto, a frequéncia
alélica da mutacéao foi de 25,5%. Nao houve diferenga estatistica entre machos
e fémeas (p = 0,5295).

Quando se avaliou o gendtipo dos 131 caes registrados na CBKC,
observou-se a frequéncia alélica de 14,9%, sendo este grupo composto por:
72,5% (95/131) de cées N/N, 25,2% (33/131) de caes N/prcd e 2,3% (3/131) de
cées prcd/prcd. Em 65% (11/17) dos canis amostrados foi encontrado ao menos
um animal heterozigoto, além disso, todos os proprietarios dos canis conheciam
a doencga, contudo apenas 29% (5/17) destes relataram ja ter observado animais

com a doenga clinica em seu canil.

Entre os 89 cdes sem registro na CBKC, 60,7% (54/89) apresentavam
pelo menos um alelo mutado, sendo 39,3% (35/89) heterozigotos e 21,4%
(19/89) homozigotos afetados, enquanto que, o genoétipo N/N foi observado em
39,3% (35/89) dos animais deste grupo. Portanto, a frequéncia alélica da
mutag&o no grupo de animais sem registro (41% ) foi significantemente maior do

que no grupo de animais registrados (p < 0,0001).

Cerca de 62% (119/192) dos animais sem queixa de disturbio oftalmico
apresentavam o genotipo wild type, enquanto que 32% (61/192) e 6% (12/192)
dos cées eram heterozigotos ou homozigotos afetados, respectivamente. Entre
0s caes com queixa oftalmoldgica, 39% (11/28) eram wild type, 25% (7/28) eram
heterozigotos e 36% (10/28) eram homozigotos afetados. A frequéncia alélica da
mutagdo no grupo de animais sem alteragdes oftalmoldgicas foi de 22%,
enquanto que no grupo dos animais com queixa de problemas oftalmicos esta

frequéncia foi de 48%.

Os resultados da avaliagao oftalmoldgica realizada em 28 animais com

queixa de disturbio oftalmico estdo apresentados na tabelas1, no momento da
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avaliagao oftalmica a idade média destes animais era de 9,6 anos (variagao de
3 a 15 anos). A visualizagdo do fundo de olho n&o foi possivel em 13 animais,
gue nao apresentavam transparéncia em todos os meios devido a presenca de
catarata e/ou alteracdes como opacidade de cérnea. Seis animais apresentaram
as seguintes alteragbes de fundo de olho: atenuacédo de vasos (Figura 2),
hiperreflexia, hiporreflexia e palidez de disco éptico, enquanto que nove animais
apresentaram fundo de olho sem alteragao (Figura 3). O ERG foi realizado em
um animal afetado, de oito anos de idade e revelou auséncia de resposta de
bastonetes nos dois olhos, auséncia de resposta de cones no olho direito e
resposta diminuida de cones no olho esquerdo (Figuras 4, 5 e 6).

Discussao

Embora o numero de registro por ano de CSI na CBKC tenha diminuido
com passar do tempo, a raga ainda continua sendo bastante escolhida como cao
de companhia, sendo a maior parte dos animais nao registrados proveniente de
criadores nao profissionais. Uma vez que o numero de CSI n&o registrado, bem
como, a prevaléncia alélica da mutagdo no Brasil ndo foram determinados, o
presente estudo utilizou para o calculo amostral o numero de animais registrado
na CBKC, nos ultimos cinco anos, e a prevaléncia alélica descrita pela ECSCA
em 2017. Contudo, com o objetivo de otimizar o uso de amostras previamente
colhidas e armazenadas no banco genético institucional optou-se em utilizar um

numero amostral maior.

Segundo o ECSCA, utilizando dados oriundos de um laboratério de
diagndstico molecular, a frequéncia alélica mundial da mutagdo c¢.5G>A nos
anos de 1999 e 2017 foi de aproximadamente 44% e 12%, respectivamente
(ecscahealthandrescue.org/2013-07-11-04-01-05/prcd-pra). Ainda segundo
estes dados, a redugao da frequéncia alélica ocorreu de forma mais vertiginosa
a partir do ano de 2012, quando caiu de cerca 25% naquele ano para 12% em
2017, que deve estar associada a uma maior utilizagdo dos testes genéticos por
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parte dos criadores e consequente sele¢ao de acasalamentos de acordo com o
genotipo dos animais.

De acordo com o gendtipo de 3.403 CSI registrados no The Kennel Club
(https://www.thekennelclub.org.uk/health/for-breeders/dna-screening-schemes-and-
results/dna-screening-for-breeds-s-z/spaniel-cocker-dna-screening/), a  frequéncia
alélica para a mutagéo no Reino Unido em janeiro de 2019 era de 15,1%. Embora
os dados dessas associacdes nao tenham sido publicados em periodicos e
estudos cientificos avaliando a frequéncia alélica da prcd-PRA em cées da raca
CSlI, sendo extremamente escassos, em 2011, a frequéncia alélica da prcd-PRA
no CSl era de 34% na Republica Tcheca,? frequéncia similar aquela encontrada
no mesmo ano pela ECSCA.

No presente estudo, a frequéncia alélica geral foi de 25,5%, contudo, essa
frequéncia cai para 14,9% no grupo de animais registrados na CBKC, ao
contrario, no grupo de animais sem registro a frequéncia alélica sobe para 41%.
Embora ndo existam estudos prévios no Brasil que permitam comparar a
frequéncia alélica de anos anteriores, os resultados encontrados no presente
estudo no grupo dos animais registrados na CBKC assemelham-se as taxas
encontradas na ECSCA e no The Kennel Club (UK). Diferentemente do que
ocorre nestas associagdes, a CBKC ndo mantém uma lista de animais e seus
respectivos gendtipos disponivel, o que poderia auxiliar os acasalamentos
visando a reducédo da frequéncia alélica da mutacdo. Apesar disso, a frequéncia
alélica observada em animais registrados na CBKC foi semelhante aquelas
encontradas nestas duas associagdes, o que pode ser reflexo do conhecimento
da enfermidade e da selegdo dos acasalamentos de acordo com o gendétipo dos
animais por parte dos criadores filiados. Por outro lado, a maior frequéncia alélica
encontrada no grupo de animais sem registro, que comparado ao grupo dos
registrados apresentou diferenga estatistica (p < 0,0001), sugere que criadores
nao filiados, no Brasil, desconhegam a importancia da enfermidade no CSl e
realizem acasalamentos de forma indiscriminada, com o total desconhecimentos

dos genotipos dos caes.
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Embora, animais heterozigotos ou afetados tenham sido identificados em
65% (11/17) dos canis filiados a CBKC avaliados no presente estudo, apenas
29% (5/17) dos criadores responsaveis por estes canis relataram ja ter
observado animais com a doenca clinica. Esse valor pode ser devido ao fato dos
caes de canil permanecerem em baias no periodo noturno, dificultando a
observacao da nictalopia, além de que, estes animais sao habituados a esses
ambientes, ndo demonstrando déficits visuais. Outra possibilidade seria a de que
grande parte dos caes utilizados na reprodugdo ndo permanecem toda a sua
vida nos canis, sendo doados apos determinada quantidade de crias, com idade

as vezes insuficiente para manifestarem a doenca.

A prcd-PRA, uma importante causa de cegueira, € uma das doengas
oftalmicas com alta predisposicdo no CSI.2 Isto foi observado no presente
estudo, uma vez que entre os cdes que apresentavam queixa de afeccdes
oftalmicas a frequéncia alélica da mutacao foi de 48%, enquanto que entre os
caes que nao apresentavam tal queixa, esta frequéncia foi de 22%. As demais
alteragdes oftalmicas realizada nos animais wild type (n=10) e heterozigotos
(n=7) para a prcd-PRA corroboram com outros estudos, que consideram o CSI
entre as ragas que comumente apresentam outras doengas oculares, além da
prcd-PRA.8

Dos dez homozigotos afetados para prcd-PRA, submetidos a avaliagao
oftalmica, oito apresentaram déficit visual, que segundo os proprietarios, foi
observado entre cinco e 14 anos de idade. O reflexo pupilar a luz em animais
com precd-PRA diminui lentamente conforme a progressédo da doenga, podendo
inclusive ainda estar presente em animais com a doengca em estagios
avangados.® No presente estudo este sinal clinico estava diminuido ou ausente
em quatro animais homozigotos afetados. A catarata é um disturbio secundario
comum em animais com PRA, podendo ser diagnosticada no CSI ainda em
estagios inicias da doenga.'® Em estudo prévio observou-se que 90% dos CSI
com catarata e diminuigdo da acuidade visual também apresentaram PRA.'3
Corroborando com estes autores,'® no presente estudo a presenga de catarata
foi observada na maioria (7/10) dos animais com prcd-PRA submetidos ao
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exame oftalmico e impossibilitou a visualizacdo do fundo de olho em quatro

desses animais.

Entre as principais alteracbes observadas no exame de fundoscopia dos
quatro animais homozigotos afetados, a atenuagédo de vasos retinianos (4/4)
(Figura 2) e a hiperreflexia (2/4) podem ser observadas no curso inicial da
doenga, enquanto que a hiporreflexia (2/4) e palidez do disco 6ptico (2/4) sao
observadas conforme a doencga progride.*®'3 Estas alteragbes, sugestivas de
prcd-PRA, foram visualizadas no presente estudo em animais com idades
variando entre oito e 14 anos corroboram com outros autores.’ Assim como
ocorreu em dois caes homozigotos afetados no presente estudo, o exame
fundoscopia pode estar inalterado em animais com prcd-PRA em estagios
iniciais.®%13 Além disso, as alteragbes de retina, evidenciadas no exame de
fundoscopia de uma cédo wild type e um outro heterozigoto podem ser
decorrentes de outras enfermidades, e.g., inflamatdrias ou infecciosas, toxicas,

vasculares.?

No presente estudo, a visualizagcdo do fundo de olho n&o foi possivel em
cerca da metade dos animais submetidos ao exame oftalmologico (13/27),
independentemente do gendtipo destes animais, devido a afec¢gdes ndo somente
como catarata, mas também ceratoconjuntivite seca (CCS), uveite e glaucoma,
que podem diminuir a transparéncia dos meios, impossibilitando a avaliacdo da
retina, o que reforga a importancia de outros exames complementares, além da

fundoscopia, para o diagnostico clinico da PRA.

O ERG, que avalia a funcao da retina, realizado no presente estudo em
apenas um animal homozigoto afetado, de oito anos de idade, revelou auséncia
de resposta de bastonetes nos dois olhos, auséncia de resposta de cones no
olho direito e resposta diminuida de cones no olho esquerdo. Enquanto que a
fundoscopia deste animal havia apresentado apenas atenuacdo de vasos
retinianos. Portanto, o ERG confirmou a enfermidade clinica no animal deste
estudo e confirmou o seu uso como ferramenta diagndstica mais sensivel que a
fundoscopia,®® 13 uma vez que este exame pode estar alterado mesmo nas fases

iniciais da doenga, quando ainda n&o sao visualizadas alteragbes na
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fundoscopia.®®13 O custo deste exame pode torna-lo inacessivel a maioria dos
proprietarios, além disso, a necessidade de submeter os animais a sedacao e/ou
a anestesia geral para realizagdo do exame pode representar um risco a animais
idosos e ndo ser autorizado pelos proprietarios. Estas condi¢des inviabilizaram
0 uso deste exame nos demais animais submetidos ao exame oftalmoldgico no

presente estudo.

Além do ERG, nos casos em que outras afecgbes impossibilitam a
avaliagao da retina pela fundoscopia, outro teste eletrodiagnostico que poderia
ser aplicado seria o potencial evocado visual, que auxilia na determinacdo da
localizagao, distribuigdo, gravidade e extensao das lesdes relacionadas com a
via visual, podendo ser uma forma de diagnosticar lesdes de nervo optico,™

porém infelizmente, no presente estudo, este exame nao estava disponivel.

Uma vez que a PRA é uma doencga que se manifesta tardiamente e possui
progressédo geralmente lenta, poucos animais passam por avaliagdo oftalmica
até apresentarem o primeiro sinal clinico. Contudo, o diagndstico etiolégico de
prcd-PRA néo é alcangado apenas pelo exame oftalmoldgico, sendo a realizag&o
da genotipagem necessaria para tanto. Este estudo foi capaz de estabelecer a
situacéo desta doenga genética em caes da raga CSI no Brasil e tendo em vista
a escassez de dados com relacdo a sua prevaléncia na literatura mundial,
demonstrou uma alta frequéncia alélica da mutacéo a ela associada, enfatizando
a importancia dos testes de genotipagem como método de diagndstico precoce
nao somente para melhorar a qualidade de vida dos cées afetados e de seus
tutores, mas também para a orientacdo dos acasalamentos visando a reducao

de casos clinicos da doencga.
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Tabelas

Tabela 1. Resultados da avaliagdo oftalmica dos 28 Cocker Spaniel Inglés com
queixa de alteragdes oftalmicas de acordo com o seu genotipo.

Wild Type Heterozigoto Afetado

(n=11) (n=7) (n=10)

Presente 2 (18%) 1 (14%) 8 (80%)
Déficit visual

Ausente 9 (82%) 6 (86%) 2 (20%)

Presente 7 (64%) 4 (57%) 6 (60%)

Diminuido 0 2 (29%) 2 (20%)
Reflexo pupilar a luz

Ausente 1 (9%) 1 (14%) 2 (20%)

Nao visualizado* 3 (27%) 0 0

Presente 0 3 (43%) 7 (70%)
Catarata Ausente 8 (73%) 4 (57%) 3 (30%)

Nao visualizado* 3 (27%) 0 0

Com alteragbes 1 (9%) 1 (14%) 4 (40%)
Fundoscopia Sem alteragdes 6 (55%) 1 (14%) 2 (20%)

Nao visualizado* 4 (36%) 5 (71%) 4 (40%)

* Nao visualizado devido a pigmentagdo ou opacidade corneana ou catarata
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Legendas das figuras

FIGURA 1 -

FIGURA 2 -

FIGURA 3 -

FIGURA 4 -

FIGURAS -

Eletroferograma de trés caes da raga Cocker Spaniel Inglés.
Imagens de fundoscopia obtida com o ClearView™ Optical Imaging
System (Optibrand®, USA) de dois cdes da raga Cocker Spaniel
Inglés. Observa-se a atenuagdo dos vasos retinianos no olho
esquerdo (A) e direito (B) de um cdo homozigoto recessivo para
prcd-PRA, enquanto que os vasos retinianos do olho esquerdo (C)
e direito (D) de um céao wild type para prcd-PRA apresenta-se
normais.

Representacdo grafica da resposta de bastonetes do
eletrorretinograma de cdo homozigoto afetado, da raca Cocker
Spaniel Inglés, 8 anos de idade. Exame realizado com Sistema
Eletrorretinografico BPM 200.

Representacgéo grafica da resposta de cones do eletrorretinograma
de cado homozigoto afetado, da raga Cocker Spaniel Inglés, 8 anos
de idade. Exame realizado com Sistema Eletrorretinografico BPM
200.

Representagdo grafica da maxima resposta de cones do
eletrorretinograma de cdo homozigoto afetado, da raca Cocker
Spaniel Inglés. Exame realizado com Sistema Eletrorretinografico
BPM 200.
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Figura 1 — Eletroferogramas de trés caes da raga Cocker Spaniel Inglés: A, Wild
type (G/G); B, Heterozigoto (G/A); e C, Homozigoto afetado (A/A). As setas

amarelas localizam os pontos da mutagédo em cada uma das sequéncias.
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Figura 2 — Imagens de fundoscopia obtida com o ClearView™ Optical Imaging

System (Optibrand®, USA) de dois caes da raga Cocker Spaniel Inglés. Observa-
se a atenuacado dos vasos retinianos no olho esquerdo (A) e direito (B) de um
cdo homozigoto recessivo para prcd-PRA, enquanto que os vasos retinianos do
olho esquerdo (C) e direito (D) de um cao wild type para prcd-PRA apresenta-se

normais.
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Figura 3 - Representagdo grafica da resposta de bastonetes do

eletrorretinograma de cao homozigoto afetado, da raga Cocker Spaniel Inglés, 8
anos de idade. Exame realizado com Sistema Eletrorretinografico BPM 200.
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Figura 4 — Representagao grafica da resposta de cones do eletrorretinograma
de cdo homozigoto afetado, da raga Cocker Spaniel Inglés, 8 anos de idade.
Exame realizado com Sistema Eletrorretinografico BPM 200.
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eletrorretinograma de cado homozigoto afetado, da raga Cocker Spaniel Inglés.

Exame realizado com Sistema Eletrorretinografico BPM 200.
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Normas de submissao: Instrugbes aos autores — JVDI, disponivel em:
https://journals.sagepub.com/pb-
assets/cmscontent/VDI/JVDI%20Instructions%20t0%20Authors.pdf

1. Scope and editorial policy

The Journal of Veterinary Diagnostic Investigation (J Vet Diagn Invest) is
an international peer-reviewed journal published in English as the official journal
of the American Association of Veterinary Laboratory Diagnosticians (AAVLD).
JVDI is devoted to all aspects of veterinary laboratory medicine. The major
disciplines are anatomic pathology, bacteriology/mycology, clinical pathology,
epidemiology, immunology, laboratory information management, molecular

biology, parasitology, public health, toxicology, and virology.

Three manuscript formats are accepted for review: Review Articles, Full
Scientific Reports, and Brief Communications. Review articles are strongly
encouraged provided they cover subjects of current and broad interest to
veterinary laboratory diagnosticians. The suitability of Letters to the Editor,
Book Reviews , and Commentaries is determined by the Editor-in-Chief, and a
pre-submission inquiry to the editor is recommended.

1.1 Copyright considerations

JVDI accepts original manuscripts for consideration with the
understanding that the same material or a substantial part thereof is not presently
being considered for publication or has not been published elsewhere. The
Corresponding Author must secure the approval of all authors and institution(s)
where the work was carried out. A statement to the Editor confirming that such
approval has been received must be included in the submission cover letter.
Upon acceptance for publication, authors will receive a link to the Contributor
Form to transfer copyright or other suitable arrangement to the publisher. All
articles published in JVDI are protected by copyright that covers the translation
rights as well as the exclusive rights of AAVLD to reproduce and distribute the
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articles. JVDI will not publish any manuscript for which the signed Contributor
Form has not been submitted.

If your manuscript incorporates any previously copyrighted material not in
the public domain, you must obtain written reprint permission from the copyright
owner and submit a scanned PDF of the permission along with your manuscript
files via our online manuscript submission portal (see section 8). No manuscript
containing previously copyrighted material will be accepted for review in JVDI
without submission of satisfactory proof that copyright permission has been
obtained.

1.2 Ethical considerations

1.2.1 Animal welfare

JVDI requires that authors obtain the relevant national/state/institutional
approval prior to animal experimentation. In the United States, this means the
Institutional Animal Care and Use Committee for approval for any animal

experiment.

Authors are encouraged to register their clinical trials at
http://clinicaltrials.gov or other suitable databases identified by the International
Committee of Medical Journal Editors.

1.2.2 Plagiarism

JVDI employs the software program iThenticate to detect plagiarism. From
the U.S. Office of Research Integrity, plagiarism of text is “copying a portion of
text from another source without giving credit to its author and without enclosing
the borrowed text in quotation marks” and plagiarism of ideas is “appropriating
someone else’s idea (e.g., an explanation, a theory, a conclusion, a hypothesis,
a metaphor) in whole or in part, or with superficial modifications without giving
credit to its originator.” Detection of plagiarized material in any manuscript
will result in its immediate rejection, regardless of its scientific merit. The

author’s institution may be notified.



53

1.3 Authors’ contributions

The submitting author affirms that all individuals listed as authors agree
that they have met the criteria of authorship and agree to the conclusions of the
study. The JVDI Authorship Form is a downloadable PDF that must be completed
and submitted during the submission process. For more information, see the
International Committee of Medical Journal Editors on the roles and
responsibilities of authors and contributors.

1.4 Equal credit for authorship

On the title page, use an asterisk (*) next to author names to indicate if
authors should receive equal credit. Below the corresponding author information,
add the following text: *These authors contributed equally to this work. (See
section 4.2.1 for example.)

2. Fees

There is a manuscript-processing fee of $75 for each printed page
published in JVDI. This fee includes 2 free pages of color figures in print and
online. Authors are responsible for paying the cost of publishing additional color
pages at the rate of $250 per page. Black & white images do not incur any
additional cost. If and when the manuscript has been accepted, invoices for page
and color charges will be sent via email to the Corresponding Author, and
payment is expected WITHIN 30 DAYS.

3. Review and acceptance criteria

Based on assessment by the JVDI editorial office of compliance with JVDI
acceptability criteria, manuscripts will be reviewed by 2 or more persons selected
by the Editors on the basis of their expert knowledge and/or experience in the
subject matter. Authors may provide the editorial staff with a list of suggested
reviewers for their work, and may also request that specific individuals be
excluded as reviewers in view of potential conflict of interest. The peer review

process is single blinded, that is, editors and reviewers are aware of the authors’
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identities, but authors are not informed of the reviewers’ identities. Acceptance of
a manuscript for publication is determined by the Editors based on peer review,
scientific merit, and value to JVDI readers.

Potential reviewers of all manuscripts submitted to JVDI are asked to
consider any potential conflicts of interest they may have before agreeing to
review a manuscript. We expect that reviewers with a substantial conflict of
interest will disqualify themselves from reviewing a manuscript. More information,

as well as general Instructions to Reviewers, are available from SAGE.

Review and acceptability criteria include, but are not limited to, the
following: novelty/usefulness and adequacy of experimental design, tables, and
figures.

3.1 Novelty of contents and impact/usefulness to veterinary laboratory
diagnosticians

3.1.1 Novelty

JVDI is devoted to the publication of original work. Before submitting a
manuscript for review, it is the responsibility of all authors to review the literature
to ensure that work similar to their own has not been published previously.
Authors please take note of the following examples:

The development of detection assays (notably PCR procedures) for pathogens
that have existing assays already published in the literature: JVDI will consider
these papers if it can be demonstrated that the submitted manuscript constitutes
a significant improvement over previously published methodology. Please note
that if one or more previously described PCR procedures for any given pathogen
exist, subsequent submissions will be acceptable for publication only if the
authors demonstrate equivalency (or preferably superiority) via a side-by-side
comparison between the existing assay and the new assay. The manuscript must
also assess important test-related criteria such as sensitivity, specificity,
accuracy, robustness, rapidity, throughput, and cost.
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The isolation and/or identification of infectious agents from host species that have
previously been described in the literature will be considered if the submitted
paper adds impactful new information, such as a new detection method, novel
virulence or pathogenicity data, or unique antimicrobial susceptibility information.
In contrast, the detection of a well-known pathogen in a new animal species is

not considered sufficiently novel information to warrant publication.

Single case reports will be considered for publication only if they demonstrate
excellence in the diagnostic investigation, including a detailed discussion on the
differential diagnosis. Preferred submissions would be novel, emerging, or unique
case reports; case series summaries; classic diseases that have significantly
evolved or changed in some fashion; or demonstration of the usefulness of new
technologies to the diagnostic process. Case reports combined with a review of
the literature on the topic of the case report may increase the chances of having
a manuscript accepted for publication.

3.1.2 Usefulness and impact

The target readership of JVDI is veterinary laboratory diagnosticians. The
contents of manuscripts published in JVDI must be applied science and relevant
to the professional activities of this core group. Examples of manuscripts that do
not fit within the scope of JVDI include the following:

Clinically oriented manuscripts regarding therapy and clinical diagnostic
techniques (e.g., ultrasonography, radiology).

Basic science manuscripts (e.g., mapping genes of infectious agents without a
practical diagnostic application).

3.2 Adequacy of experimental design and test validation

The experimental design used must be appropriate and adequate.
Similarly, the interpretations and conclusions must be valid and supported by
appropriate statistical analysis.
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All tests used are expected to have been validated in-house. Variants of
standard tests may be referenced to a previous peer-reviewed report. For PCR,
primers and probes should be detailed. No reference needed for standard
techniques, such as tissue sectioning and H&E staining. For more information,

see current ASVCP Guidelines to quality assurance for point-of-care testing.

3.3 Adequacy of title, references, figures, and tables

The title must adequately reflect the contents of the manuscript.
References must be as current and complete as possible, but avoid the use of
multiple references to back up a single fact. Figures and tables must be pertinent
to the contents of the manuscript and must not be redundant with information

already presented in the text.

4. Manuscript preparation

Microsoft Word file, double-spaced, 12-point Times New Roman font, left-
justified, 25 mm (1 in.) margin on all sides, pages numbered at the bottom center
(i.e., Page X of Y).

For styles, do not use Heading 1, etc. Use the Normal style setting.

Number the text lines consecutively throughout the manuscript; begin page 1 with
line #1; do not restart numbering on each subsequent page.

Indent paragraphs and do not include spaces between paragraphs.

Allow 1 space (not 2) after a word or period.

JVDI number style is one, 2, 3, 4... within the text, but 1, 2, 3, 4... when in a
series in the same sentence.

Number cases starting with case 1 regardless of your particular numbering
system and use in all sections of the manuscript (e.g., cases 1-10; cases 2, 3,
and 5). Laboratory case numbers should not be used in text, tables, or figures.
Include tables in the main document, but do not embed figures. Supplementary
tables should be submitted as a separate file.

Sl units of measurement (International System of Units) must be used (may

include conventional units in brackets).



57

For anatomic terms, use the English equivalents of terms in Nomina Anatomica
Veterinaria. Names of infectious agents should follow the current published
standards for viruses (ICTV, International Committee on Taxonomy of Viruses),
bacteria (NCBI), and fungi (NCBI).

In-text citations are listed in superscript after the punctuation as shown.’-2-43
Arrange references alphabetically, numbered consecutively.

Submit figures in .tiff or .jpg formats only (see section 5).

Submit supplementary tables as Microsoft Word files (see section 6). Submit
supplementary figures following the figure guidelines (see section 5).

4.1 General format and style
4.1.1 Layout and media

Three manuscript formats are accepted: Review Articles, Full Scientific
Reports, and Brief Communications. Review Articles are strongly encouraged
provided they cover subjects of current and broad interest to veterinary laboratory
diagnosticians. Authors interested in submitting a Review Article should contact
the Editor-in-Chief (gmaxie@uoguelph.ca). The suitability of Letters to the
Editor, Book Reviews , and Commentaries is determined by the Editor-in-
Chief, and a pre-submission inquiry to the editor is recommended. Book Reviews
are also welcome and should be emailed to Donal O’'Toole, the Book Review
Editor (DOT@uwyo.edu), and not submitted through the submission site.

4.1.2 Language and style

The American form of English must be used, and manuscripts must be
written in a style following the current standards for scientific publications. Editors
will reject manuscripts that do not meet a minimum standard for written English.
Abbreviations may be used after first mention with complete spelling. Use Arabic
numerals except when a number begins a sentence, in which case spell the
number out in full. An editing service, including translation from Spanish,
Portuguese, or Chinese, is available from the publisher, SAGE; use of this service

does not guarantee acceptance of the manuscript by the journal.



58

4.1.3 Units of measurement

Sl units of measurement (International System of Units) must be used
(may include conventional units in brackets). Express centrifugal speed in relative

centrifugal force (x g) and not in revolutions per minute. Liter = L.

4.2 Detailed manuscript layout
4.2.1 Title page

Manuscript page 1: Title of paper, authors’ first name, middle initial, last
name (e.g., John D. Doe); name and location of each author’s institution(s);
name, postal address, and email of the corresponding author; and a short
running title not to exceed 60 characters (including spaces). Please set up title

and authors as in a recent issue of JVDI. Use sentence case for Article title.
Example:

Toward a multiplexed serotyping immunoassay for foot-and-mouth disease

virus

Julie Perkins,* Alfonso Clavijo,* Josue I. Ortiz, Timothy J. Salo, Hilary J. Holland,
Benjamin J.Hindson, Mary T. McBride'

Lawrence Livermore National Laboratory, Livermore, CA (Perkins, Ortiz,
Hindson, McBride); Canadian Food Inspection Agency, National Center for
Foreign Animal Disease, Winnipeg, Manitoba, Canada (Clavijo, Salo, Holland).

'Corresponding author: Mary T. McBride, Lawrence Livermore National

Laboratory, 7000 East Avenue, Livermore, CA 94551. xxxxx@lInl.gov

*These authors contributed equally to this work.

Running head: Multiplexed serotyping immunoassay for FMDV
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4.2.2 Abstract

Manuscript page 2: Limit the abstract to 250 words or fewer (Full
Scientific Reports) or 200 words or fewer (Brief Communications), and write as
a single paragraph. It must be factual and concise, yet complete enough to be
able to stand alone without reference to the text. State conclusions clearly:
“‘Results are discussed” is unacceptable. Do not use reference citations in the
Abstract.

4.2.3 Key words

Manuscript page 2: Using terms from the medical subject headings
(MeSH) list of the U.S. National Library of Medicine, provide an alphabetical list
of key words or phrases not to exceed 80 characters (including spaces). Note
key words directly below, and on the same page as, the Abstract. Spell out
abbreviations at first use. During online submission, SAGE Track limits the
number of key words that can be submitted. This has no bearing on the list

included in your manuscript.
4.2.4 Manuscript sections

Review Articles: Abstract (<250 words), Introduction, and appropriate section
headings and subheadings chosen by the author.

Full Scientific Reports: Abstract (<250 words), Introduction, Materials and
methods, Results, Discussion, Acknowledgments (if any), Declaration of
conflicting interests, Funding, Supplemental material (if any), References, Tables
(if any), and Figure legends (if any). Do not use subheads in Introduction and
Discussion. Do not summarize your findings (In conclusion...) at the end of the
manuscript (avoid repeat of Abstract).

Brief Communications: Abstract (<200 words), body of manuscript (no section or
subheadings), Acknowledgments (if any), Declaration of conflicting interests,
Funding, Supplemental material (if any), References (n < 20), Tables (if any), and
Figure legends (if any; no more than 1 plate of 4 Figures). Do not summarize your

findings (In conclusion...) at the end of the manuscript (avoid repeat of Abstract).
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Acknowledgments

In the Acknowledgments section, list all contributors who do not meet the
criteria for authorship. Examples of those who might be acknowledged include a
person who provided purely technical help, writing assistance, or a department
chair who provided only general support. Authors are to disclose whether they
had any writing assistance and identify the entity that paid for this assistance.

Sources and manufacturers

Cite the name and location of a manufacturer in parentheses at the

appropriate location within the text.
Use generic names of drugs in the text, with the brand name in parentheses.
Example:

The Microflex LT MALDI-TOF mass spectrometer (Bruker Daltonics, Billerica,
MA) was used in our study. The mass spectrometer was calibrated for molecular
weights with a range of 3,637-16,952 Da prior to sample testing using the
bacterial test standard (Bruker Daltonics), as per manufacturer's

recommendations.
Conflicting interests

Required section. A statement is required from all authors to be carried
within the paginated pages of all published articles, under the heading
“Declaration of conflicting interests”. If no conflicting interests exist, please use
the following text:

Declaration of conflicting interests

The authors declared no potential conflicts of interest with respect to the

research, authorship, and/or publication of this article.
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When making a declaration, the disclosure information must be specific
and include any financial relationship that authors of the article have with any
sponsoring organization and the for-profit interests the organization represents,
and with any for-profit product discussed or implied in the text of the article.

Any commercial or financial involvements that might represent an
appearance of a conflict of interest need to be additionally disclosed in the
covering letter accompanying your article to assist the Editor in evaluating
whether sufficient disclosure has been made within the Declaration of Conflicting
Interests provided in the article. For more information please visit the SAGE

Journal Author Gateway.

Publication of papers dealing with a commercial product or laboratory test
does not convey or imply an endorsement by the Journal of Veterinary Diagnostic
Investigation or the American Association of Veterinary Laboratory
Diagnosticians.

Funding

Required section. Disclose any funding sources, as well as grant numbers.

If no outside funding was used, please use the following text:
Funding

The authors received no financial support for the research, authorship, and/or
publication of this article.

Supplemental material

If your manuscript contains supplementary tables or figures, please add the

following section
Supplementary material

Supplementary material for this article is available online.
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References

JVDI follows the reference style shown in Appendix A. In the text, identify
references numerically with superscript numbers placed after the punctuation

mark. Do not use names of authors in the text.

Examples: Previous studies'325 have shown....

ELISA was performed as described previously.'°

In the Reference list, list references alphabetically, according to the first

author’s last name, and number consecutively. See Appendix A.

Authors are responsible for the accuracy of all references. List only peer-
reviewed material that has been accepted for publication, and government
materials, in the References section. URLSs, personal communications,
unpublished observations, dissertations, abstract-only citations,
meeting/conference/workshop proceedings, and citations from other non-
refereed publications are not acceptable references; they must be cited in the
text within parentheses. See Appendix A.

Tables

Tables appear on separate pages following the References. The table title
appears directly above the table. Number tables consecutively with Arabic
numerals and cite consecutively in the text. Spell out all abbreviations in
alphabetical order using table footnotes (e.g., M = male; ND = not determined;
...). Indicate references to items other than abbreviations using the following
sequential symbols (*, 1, 1, §, |, # 1, **).
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Example:

Table 1. Results of a selective enrichment broth with real-time PCR assay for
Salmonella, expressed as Ct values, for recent clinical isolates spiked into an

environmental matrix from a poultry farm.

Ct value for indicated dilution
(cfu/mL)

Origin Serogroup  [Serovar 10,000 100 10
Bovine feces NG Cerro 13.4 13.5 14.2

B Typhimurium 15.6 15.5 14.7

C Montevideo 14.5 15.6 14.8

K Cerro 15.0 14.6 15.3
Bovine small intestine B 4,5,12:i:- 16.0 15.0 14.2
Avian drag swab C1 [Thompson 16.7 18.6 17.8
Reptile feces NG Arizona Ill_53:210:z35 14.0 14.9 174
Bovine lung D1 Dublin 09.0 35.1* *

Ct = cycle threshold; NG = non-groupable.
* All samples were culture-positive except those marked by asterisk.

Figure legends

Every figure must have a legend. Legends appear on a separate page
following the References or Tables. Identify animal species, organ, or tissue, and
describe the figure in a continuous phrase or sentence. Indicate stains on light
and electron micrographs within the figure legend. See also Image magnifications

in section 5.
Example:

Figure 1. Multifocal necrosis in a chicken liver. H&E. Bar = 20 ym.
Related series of figures may be grouped into plates.

Example:
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Figures 1-4. Membranous ventricular septal aneurysm in a black-tailed prairie
dog. Figure 1. A multinodular dark red mass with a smooth and shiny surface
projects into the lumen of the right ventricle (RV) from the interventricular septum
in the area of the septal cusp of the tricuspid valve. Black line indicates plane of
section in Figures 2—4. Figure 2. Longitudinal section of the heart through the
mass including right atrium (RA), right ventricle, and left ventricle (LV), showing
an absent membranous interventricular septum (arrow) with a thin wall separating
the left and right ventricles. This wall is formed by the septal cusp of the tricuspid
valve, the free edge of which is adherent to the interventricular septum. A large
lamellated recent thrombus fills the aneurysmal space (asterisk). H&E. Figure 3.
The septal cusp of the tricuspid valve separating the left and right ventricular
lumina is strongly alcianophilic on the atrial aspect, similar to the aortic (top left)
and parietal tricuspid (top center) valve cusps. Inset shows a higher magnification
of the cusp (boxed) . Alcian blue and periodic acid—Schiff. Figure 4. The septal
cusp of the tricuspid valve separating the left and right ventricular lumina is
densely collagenous on the ventricular aspect, with a loose collagenous matrix
on the atrial aspect, similar to the aortic (top left) and parietal tricuspid (top center)
valve cusps. Inset shows a higher magnification of the cusp (boxed). Masson

trichrome.

5. Figures

Failure to submit figures in the required format and resolution will result in
immediate rejection. Figures must NOT be embedded in the text document, but
submitted separately. Design single illustrations for one column. Design
illustrations with figure panels to reproduce in 2 columns. Do not exceed

maximum file size of 5 MB.

1-column width is 20 picas (85 mm, 3.3 in).
2-column width is 41 picas (174 mm, 6.8 in).

Acceptable formats are .tiff and .jpg
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minimum acceptable resolution is 300 pixels/inch (120 pixels/cm) for half-tones
(i.e., photographs, histo images)

minimum acceptable resolution is 800 pixels/inch (480 pixels/cm) for line art (i.e.,
graphs, charts, maps)

Group multiple color figures into a composite figure separated by a thin
while line, with the individual panels clearly identified (i.e., 1, 2, 3, etc.) in Arial,
located in the bottom left corner of each image. Save figures as separate files
with the figure number (Fig. 1, Fig. 2, Figs 3-5, etc.) as the file name (do not use
figure numbers and/or titles as part of the image).

Submit gross and light microscopic images in color if possible. Limit image
modification or enhancement to that obtainable by ordinary photographic
techniques or to adjustment of color balance or contrast by a photo editor
software. If the color balance or contrast in your figures is unacceptable, the photo
editors may make suitable adjustments. Micrographs cannot contain
photographic or tissue artifacts and the images must be evenly lit with
backgrounds of photomicrographs (places where there is no tissue) white.
Electron micrographs must have a scale bar in the figure; scale bars for light
microscopic images may be used if deemed necessary by the authors, but are
not required. Scale bars may be black or white (depending on the background)
and are located on the bottom right corner of the image. In gross photographs,
locate the head to the right; in photomicrographs, orient the surface of the skin or
mucous membrane at the top of the figure. Grass, surgery drapes, bodily fluids,
gloves, etc., must be digitally edited out and replaced with a more or less uniform
blue or black background. Scale bars are acceptable but case numbers or other
identification legends are not. Please submit figures UN-flattened to allow for
editing if needed.

Image magnifications

In the Figure legend, there is no requirement to indicate image size. If an
image size of a photomicrograph is used, only state “original objective 10x”, etc.

Do not include calculations for camera adapter lens, camera eyepiece lens,
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alteration of a photomicrograph with computer software, etc. If cell or object size
is critical to the understanding of the image, then a black size bar may be used
in the lower right-hand corner with an indication of ym size in the legend. Please
do not place the pm size on the Figure itself.

JVDI recommends saving your images as tiff files with LZW compression.
LZW compression will reduce file size (sometimes dramatically) without affecting
quality. When you are saving a file such as a

tiff from any package such as Photoshop, you are given the option of
compressing the file. LZW compression will speed up the upload and download

times and will not affect your image in a negative way.

6. Supplementary files

Supplementary data should be referenced in the text.

Example:

Laboratories were asked to provide an ordered list of the 10 most common
bacterial isolates on which they performed antimicrobial susceptibility testing
(AST) across all animal species (Table 2; Supplementary Table 1).

JVDI, through SAGE Publications, is able to host supplementary materials
online, alongside the full text of articles. Supplementary materials are generally
files that were used to create the research (such as datasets, dendrograms, etc.)
or may be additional pieces to the article that could not be included in the print
version (such as audio/video material, tables, figures, or raw data that is not

feasible or possible to produce in print form). See SAGE for more information.
7. Page proofs

The Corresponding Author will receive page proofs by email from the Sage
Production Editor within 4—6 weeks from time of acceptance.
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NOTE: For new and revised manuscript submissions, our submission site
generates a pdf of your files (main document, figures, supplementary material) at
the end of your submission. You are required to check the pdf to verify that all of
your files have uploaded successfully and that the files are in the correct order of
appearance. The pdf will display your figures at a smaller size and lower
resolution to help the pdf load faster. Your original files are not altered
during this process. The Images Editor evaluates your figures from your original
files, and not from the pdf.

8. New manuscript submission

1. Submit all parts of the manuscript via SAGE Track at
https://mc.manuscriptcentral.com/jvdi

2. If you have previously submitted or reviewed a manuscript using SAGE
Track, use your User ID and Password to log in.

3. If you are not registered, click on the “Create Account” tab in the upper
right-hand corner of the home page and follow the on-screen instructions.

4. Click on the Author Center, and follow the submission process, providing

information when prompted.

9. Revised manuscript submission

1. Use your User ID and Password to log in to the SAGE Track home page:
https://mc.manuscriptcentral.com/jvdi

2. Click on Author Center, then Manuscripts with Decisions.

3. Locate the manuscript you wish to revise and click Create a Revision.

4. You will be prompted to respond to the comments made by the Editor
and/or Reviewers. Important: Address each comment, and detail your
changes in the space provided or by uploading a Word document with the
reviewers’ comments listed and your response to each.

5. Follow the submission process, providing information when prompted.
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10. Help

If you experience any problems during the online submission process,
please consult the SAGE Track online guide, which provides detailed submission
instructions. Holly Farrell, the Managing Editor (editorial@aavld.org) is also

available for assistance.

APPENDIX A

Types of refereed references permissible in reference list
Journal article with more than two authors

Kirkman MA, et al. Quality-of-life after anterior skull base surgery: a systematic
review. J Neurol Surg B Skull Base 2014;75:73-89.

Journal article in language other than English

Trindade AB, et al. Lipossarcoma em caturrita (Myiopsitta monachus)
[Liposarcoma in a caturrita (Myiopsitta monachus)]. Ciéncia Anim Bras
2010;11:971-976. Portuguese.

Journal article in a supplement

Schultz RD, et al. Age and long-term protective immunity in dogs and cats. J
Comp Pathol 2010;142(Suppl 1):S102-S108.

Journal article forthcoming

Savidge C, et al. Anaplasma phagocytophilum infection of domestic cats: 16
cases from the northeastern USA. J Feline Med Surg 2015. Epub ahead of print.

Schvartz G, et al. Seroprevalence of equine granulocytic anaplasmosis and Lyme
borreliosis in Canada as determined by a point-of-care ELISA. Can Vet J. In

press.
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Chapter in a book

Craig LE, et al. Bones and joints. In: Maxie MG, ed. Jubb, Kennedy, and Palmer’s
Pathology of Domestic

Animals. 6th ed. Vol. 1. St. Louis, MO: Elsevier, 2016:16—-163.
Book in a series

Koestner A, et al. Histological Classification of Tumors of the Nervous System of
Domestic Animals. 2nd series. (Vol. 5, WHO International Classification of
Tumors of Domestic Animals). Washington, DC: Armed Forces Institute of
Pathology, 1999.

Scientific report

Simpson VR. Health status of otters in southern and south west England 1996—
2003. Bristol UK:

Environment Agency, 2007. Science report SC010064/SR1.

Barker B, Degenhardt L. Accidental drug-induced deaths in Australia 1997—-2001.
Sydney, Australia:
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Frequéncia alélica da mutagao c.115A>T no gene COL4A4 responsavel
pela Nefropatia Familiar em caes da raga Cocker Spaniel Inglés
(Allelic frequency of mutations c.115A>T in the COL4A4 gene responsible for
Familial Nephropathy in English Cocker Spaniel Dogs)

Resumo

A nefropatia familiar € uma doenca glomerular progressiva primaria em caes,
associada a mutagéo c.115A>T no gene COL4A4 em caes Cocker Spaniel Inglés
(CSI). A doencga é herdada de maneira autossémica recessiva, sendo descrita
no CSI desde o final dos anos 1940. Até o momento, ndo ha dados sobre a
prevaléncia dessa doencga no Brasil, portanto o objetivo deste estudo foi avaliar
a frequéncia alélica dessa mutacdo em CSI no Brasil. As amostras de DNA
utilizadas foram purificadas a partir de amostras de sangue ou esfregagos bucais
de 221 cées CSI. Fragmentos do DNA, contendo a mutagao, foram amplificados
por PCR e submetidos ao sequenciamento génico direto. A frequéncia alélica da
mutacao foi de 0,9%. A presenca da mutacdo na populagdo de CSI no Brasil
revela a importancia de realizar os testes de genotipagem nestes cdes como
método de diagnostico da doenga e identificagcdo de animais heterozigotos,
visando a orientacdo do acasalamento para reduzir os casos clinicos da doenca.
Palavras-chave: diagndstico, doenga genética, genotipagem, nefropatia
familiar, COL4A4
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Abstract

Familial Nephropathy is a primary progressive glomerular disease in dogs, which
is associated with the c.115A>T mutation in the COL4A4 gene in English Cocker
Spaniel (ECS) dogs. The disease is inherited in an autosomal recessive trait. It
has been described in this breed since the late 1940s. To date, there are no data
on the prevalence of this disease in Brazil, so the main of this study was to
evaluate the allelic frequency of this mutation in ECS dogs in this country. The
DNA samples used were purified from blood samples or buccal swabs from 221
ECS dogs. Fragments of the DNA, containing the mutation, were amplified by
PCR and submitted to direct gene sequencing. The allelic frequency of the
mutation was 0.9%. The presence of the mutation in the ECS dog population in
Brazil reveals the importance of performing the genotyping tests in these dogs as
a method of diagnosis of the disease and identification of heterozygous animals,
aiming at the orientation of mating to reduce clinical cases of disease.
Keywords: diagnosis, genetic disease, genotyping, familial nephropathy,
COL4A4

Introducgao

A Nefropatia Familiar € o termo diagnostico mundialmente usado para se
referir a nefropatia hereditaria autossémica recessiva, analoga a Sindrome de
Alport em humanos (Knebelmann et al., 1996). Descrita no Cocker Spaniel Inglés
(CSl) incialmente na década de 40 (Krook, 1957), desde entdo varios trabalhos
descreveram achados clinicos e laboratoriais na raga (Steward et al., 1984;
Robinson et al., 1985; Koeman et al., 1989).

As anormalidades do colageno tipo IV da membrana basal glomerular,
qgue caracterizam a doenga, foram associadas em humanos a mutagdes em trés
genes, COL4A3, COL4A4 e COL4AS5 (Lemmink et al., 1994; Mochizuki et al.,
1994; Knebelmann et al., 1996). Ja em cées, s&o descritas duas mutag¢des no
gene COL4AS5, ligadas ao cromossomo X e duas no gene COL4A4 que sao
autossOmicas recessivas (Lees, 2013). No CSI a mutagédo c.115A>T no gene
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COL4A4 leva a formacao de um stop codon prematuro no éxon 3 provocando a
producdo de uma proteina truncada afuncional (Davidson et al., 2007). E uma
doenga juvenil, progressiva e fatal, com sinais clinicos de insuficiéncia renal
cronica, cuja proteinuria persistente € um forte indicativo (De Brot et al., 2017).
O diagnostico pode ser feito com microscopia eletrénica ou imunohistoquimica

(Lees et al., 1998) e atualmente, ha o teste genético.

Dados de prevaléncia da mutagao c.115A>T no gene COL4A4 no CSl sao
escassos na literatura mundial. Foi observada em caes desta ragca dos EUA,
Canada e Gra-Bretanha, porém nado houve estudos sobre sua distribuicdo e
frequéncia ao redor do mundo (Davidson et al., 2007). Sendo assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar a frequéncia alélica desta mutagdo no Brasil e
demonstrar a importancia da utilizagao de técnicas moleculares que a detectam
precocemente, permitindo aos proprietarios e criadores tragar estratégias para
reduzir a ocorréncia de casos clinicos ou até mesmo erradicar a doenga na raga
(Davidson et al., 2007). Além disso, a oferta do teste genético no Brasil, permitira
aos Médicos Veterinarios o diagndstico etiologico desta enfermidade, de modo
mais acessivel que os testes realizados fora do pais.

Materiais e Métodos

Todos os procedimentos realizados nos animais deste estudo foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ,
UNESP (Protocolo numero 0218/2016). Foram utilizadas amostras de 221
animais (149 fémeas e 72 machos) do banco de DNA do Laboratério de Biologia
Molecular da Clinica Veterinaria da FMVZ-UNESP de Botucatu extraidas a partir
de sangue ou swab bucal de caes da raga Cocker Spaniel Inglés, sendo 131
provenientes de canis filiados a Confederacéo Brasileira de Cinofilia (CBKC) e
90 sem historico de registro, dos quais 59 eram provenientes de animais que
haviam sido atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu.
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O DNA foi extraido das amostras de sangue e swab bucal com o kit lllustra
Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare), seguindo as recomendacdes
do fabricante. Primers especificos para amplificagdo do segmento alvo contendo
o] ponto da mutacgéo no gene COL4A4 (Forward
CTGACATAATCATCAGCCCTCTC; Reverse TCTCTAGGGTTCGTGCATCT)
foram desenhados no programa Primer Express™ (Applied Biosystems) e a
especificidade foi testada in silico (BLAST). As reagbes de PCR foram
padronizadas para um volume final de 25 pL utilizando 12,5 uL da enzima
GoTaqg® Green Master Mix (Promega™), 0,75 uL de cada primer, 8,5 uL de agua
livre de endonucleases e 2,5 uL do DNA. A termociclagem foi realizada nas
seguintes condigdes: 94°C por 1 min., seguida por 40 ciclos de 94°C por 2 min.,

59° por 30s e 72°C por 30s e extenséo final de 72°C por 1 min.

Os tamanhos dos produtos amplificados foram verificados por
eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com GelRedTM (Biotium) e
comparados com o 100 pb DNA ladder (NorgenTM, BioTek Corporation).
Posteriormente, esses produtos foram purificados com o Wizard® SV Gel e PCR
Clean-Up System, Promega®, EUA, seguindo as recomendac¢des do fabricante
e submetidos ao sequenciamento direto automatizado, utilizando-se 10 uL do
produto de PCR purificado e 5 uL do primer forward. As sequéncias e
eletroferogramas obtidos foram alinhados para realizagdo da genotipagem
Sequencher™ (Gene Code Corporation). Os resultados foram analisados e
expostos de forma descritiva, possibilitando o estabelecimento de informacgdes
epidemioldgicas, como a frequéncia alélica desta mutagao no Brasil. Além disso,
os dados de frequéncia alélica foram comparados entre machos e fémeas, assim
como entre animais registrados e sem histérico de registro (Teste Exato de
Fisher), utilizando o GraphPad Prism® 5.01 software (GraphPad Software) e
considerando p < 0,05.
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Resultados

Do total de 221 amostras, 98,2% (217/221) foram identificados como wild
type, ou seja, ndo apresentaram alelo com a mutagcdo c.115A>T no gene
COL4A4 e 1,8% (4/221) como heterozigotos, apresentando apenas um alelo
mutado. Portanto a frequéncia alélica encontrada foi de 0,9%. N&o houve
diferenga entre machos e fémeas (p = 0,3088) assim como entre o grupo de
animais registrados e o de animais sem historico de registro (p = 0,3067).

A frequéncia alélica observada entre os 90 animais sem historico de
registro, foi de 1,7%, sendo que 96,6% (87/90) eram wild type e 3,4% (3/90) eram
heterozigotos. Dentre os 132 animais registrados pela CBKC, provenientes de
17 canis diferentes, 99,2% (130/131) eram wild type e 0,8% (1/131) era
heterozigoto, portanto a frequéncia alélica foi de 0,4%. Todos responsaveis por

esses canis tinham conhecimento da doenga.

Entre os 59 animais testados que haviam sido atendidos no Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP de
Botucatu, 15 apresentavam queixa de Doenga Renal Crénica (DRC), sendo que
13 deles eram wild type e dois eram heterozigotos para a mutag&o avaliada.

Discussao

A frequéncia alélica geral da mutac&o c.115A>T neste estudo foi de 0.9%,
enquanto que entre os 131 animais provenientes de canis filiados a CBKC, com
idades entre 4 meses e 12 anos, esta frequéncia foi de 0,4%. Nesse tipo de
criacdo, raramente um animal é acasalado antes de completar 24 meses, o0 que
consequentemente evitaria a reproducao de possiveis animais afetados, uma
vez que estes vém a Obito geralmente até essa idade (Steward, 1984). Além
disso, a doencga € de conhecimento destes criadores e possivelmente a baixa
frequéncia alélica neste grupo seja também reflexo de um processo de selegéo

que ja vem sendo realizado por alguns deles. Da mesma forma, a frequéncia
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alélica desta mutacdo no Reino Unido, entre 3.465 CSI registrados no The
Kennel Club’, foi de 0,4% entre os anos de 2006 e 2018.

Os 90 animais sem historico de registro, com idades entre 1 e 17 anos,
eram provenientes de criadores ndo profissionais, que em sua maioria
desconhecem a doencga na raga e realizam acasalamentos indiscriminados.
Apesar de néo ter sido observada diferenga estatistica entre este grupo e o de
cées registrados (p = 0,3067), sugere-se que a realizagdo de acasalamentos
indiscriminados por parte dos criadores néo profissionais, contribua com a
manutencado do alelo mutado nessa raca, possivelmente em maior frequéncia

neste grupo.

Os animais atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da UNESP de Botucatu, com suspeita ou confirmacéao
de Doenca Renal Cronica tinham idade variando entre 6 e 14 anos, fora da faixa
etaria de manifestacdo da doencga, 6 a 24 meses (De Brot et al., 2017), portanto
nao era esperada a identificagdo de animais homozigotos afetados dentro deste

grupo.

O diagndstico da FN requer métodos mais especializados, tais como a
microscopia eletrénica e a imunoshistoquimica, ou ambos. A Imunohistoquimica
nao € amplamente disponivel (Lees, 2013) Possivelmente por essa dificuldade,
além de a FN ser uma doenga raramente encontrada na rotina clinica, sugere-
se que parte dos veterinarios brasileiros ndo a conhegam, o que também pode
contribuir com o fato de que relatos clinicos da doenga no Brasil ndo tenham sido

encontrados na literatura consultada.

A genotipagem dos animais para a mutag&do c.115A>T, é um importante
meétodo de diagndstico, principalmente dos animais mantidos na reprodugao,
pois apesar da baixa prevaléncia de animais heterozigotos, essa mutagao esta

presente no plantel brasileiro da raga. E como descrito na literatura, os animais

ISee: Spaniel (Cocker) DNA screening. https://www.thekennelclub.org.uk/health/for-
breeders/dna-screening-schemes-and-results/dna-screening-for-breeds-s-z/spaniel-
cocker-dna-screening/ (accessed 20 February 2019)
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heterozigotos n&o apresentam alteragbes associadas a nefropatia hereditaria
(Lees et al.,, 1998). A auséncia de sinais clinicos nos animais heterozigotos
dificulta o controle da doencga, sendo a realizagdo da genotipagem destes

animais medida necessaria para a preveng¢ao de animais clinicamente afetados.
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numbers should be provided, where appropriate, in the main text, Tables,
Figures or as an e-only supplementary file (see below).
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Title page

A title page must be included at the start of the article. This should give the
paper's title, names of Author(s), the name(s) and address(es) of the institution(s)
where the work was done and other Authors' addresses where these differ. If the
article is a Review or Short Communication, this should be clearly indicated at
the left top on the title page. Insert a page break at the bottom of the title page
before the Abstract.

Except where all Authors come from the same department, each Author should
be identified using a letter superscript (a,b,c etc.), and the Corresponding Author
should be designated by na asterisk (*) as follows:

Prevalence of gastric ulcers in endurance horses: A preliminary report.

Jorge E. Nieto a,*, Jack R. Snyder a, Pablo Beldomenico a, Monica Aleman b,
James W. Kerr ¢, Sharon J. Spier b

a Comparative Gastroenterology Laboratory, Department of Veterinary Surgical
and Radiological Sciences, University of California, Davis, CA95616, USA

b Department of Medicine and Epidemiology, University of California, Davis,
CA95616, USA

¢ Napa Equine Veterinary Service, Napa, CA94558, USA

The contact details of the corresponding Author (telephone number and E-mail
address but not fax number) should then be given using the following format:

* Corresponding author. Tel.: +1 530 752 0290. E-mail address:
jenieto@ucdavis.edu (J.E. Nieto).
If it is desirable to indicate that more than one author contributed equally to the
work, the numeric superscript (1) should be placed after the names. Then below
the corresponding author details you should state:

1 These authors contributed equally to the work.
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It is not usually acceptable for all authors to be acknowledged as equal
contributors to a study.

Articles

Original Articles should be arranged as follows: (1) Title page; (2) an Abstract of
up to 250 words (with no sub-headings), which should emphasise objectives, the
experimental procedure, results and conclusions; up to five Keywords in
alphabetical order and in Title case should be supplied below the Abstract; (3)
the main text must be sub-divided into Introduction, Materials and methods,
Results, Discussion, and Conclusions; (4) Conflict of interest statement; (5)
Acknowledgements; (6) Appendix A: Supplementary material (where this is
provided; see below); (7) References; (8) Tables; (9) Figure legends; (10) Figures
(uploaded as separate files). The sections should not be numbered. Please see

the model article provided (view here)
Please note:

e [lInsert a page break only after the Title page, after the Abstract with
Keywords, after the References section, between each Table, and before
the Legends to figures.

¢ [IThe Results and Discussion sections must be distinct and not combined.
¢ [JAvoid sub-headings in the Discussion section.

¢ [|References must not be included within the Conclusions section.

e [IThe first person (I, we, our) must be avoided in the Abstract, but may be

used elsewhere in the paper.

Where Supplementary data are provided (see further information below), use the

following wording in the main text after the Acknowledgements:

Appendix A: Supplementary material

Supplementary data associated with this article can be found, in the online

version, at doi: ...'
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Tables should be included within the article and placed sequentially after the
References, but before the Figure legend(s), with one Table per page.

Figure legends should be included in the main manuscript file after any Tables.
Each figure should be uploaded as a separate file (Fig. 1, Fig. 2 etc.).

Short Communications should follow the requirements for full manuscripts, but
the text must not exceed 1,000 words and the paper should not be divided into
conventional sections. Headings for the Abstract, Keywords, Acknowledgements,
Conflict of interest statement and References should be included, but there
should be no other headings or subheadings in the main text. There should be
no more than 10 references in a Short Communication. An Abstract of not more
than 125 words is required and up to five Keywords should be supplied below it.

Please see the model article provided (view here).

Review Articles may be commissioned or proposed. Authors wishing to submit a
review article are advised to contact the Editor at tvj@aht.org.uk. Reviews are
about 4000 words in length and may cover any relevant aspect of veterinary
science or comparative medicine. Reviews should follow the layout for Original
Articles, but with the main text subdivided as appropriate to the subject matter,
starting with an Abstract and Introduction and incorporating Conclusions and a
Conflict of interest statement. Sections should not be numbered. Please see the
model article provided (view here).

Guest Editorials are commissioned by the editors; unsolicited Guest Editorials
must not be submitted. Commissioned Guest Editorials are usually 500-1000
words in length and must follow the layout of the model article provided (view
here). They usually include references, but should not be divided into sections
and no Acknowledgements or Conflict of interest statement are required. Where
a Guest Editorial is commissioned to accompany another article, it must refer to
that article in the text and the reference should be provided in TVJformat at the
end of the Editorial.

Personal Views are commissioned by the Editors; unsolicited Personal Views
must not be submitted without the agreement of the Editors. Authors must follow
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the format of the model article provided (view here). It is at the Editors' discretion
whether a Personal View should be sent to reviewers or whether or not it will be
published in TVJ. The length of the Personal View must be agreed with the

Editors in advance of submission.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are
shown next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the
opportunity to summarize their research in their own words and to help readers
understand what the paper is about. More information and examples are
available at http://www.elsevier.com/audioslides.

Units. Metric units must be used. If other units need to be given, they must be
placed in brackets after the metric equivalent. Units, symbols and abbreviations
of units should conform to the International System of Units as defined in Baron,
D.N., McKenzie-Clarke, H., 2008, Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for
Authors and Editors in Medicine and Related Sciences, 6th Ed., The Royal
Society of Medicine, London (available here). All other abbreviations should be
unambiguous and should be clearly explained where they are first mentioned in

the Abstract and text. Do not list abbreviations separately.

Note that litre is abbreviated to 'L', millilitre 'mL", (also mmol/L etc.); probability is
given as P (upper case italics), as in P<0.05; also note 'Student's t test' and Mann-
Whitney U test; correlation coefficient r as in r = 0.92, coefficient of determination,
r2 as in r2 = 0.72; standard deviation and standard error should be abbreviated
to SD and SE, respectively; hour, minute and second are abbreviated to h, min
and s; day, week and year are given in full. For drug dose frequency use e.g.
'three times daily' or '8-hourly' rather than Latin terms such as t.i.d. or g 8 h. Where
centrifugation has been performed, use g values not rpm. Other common
abbreviations include 'lV' for intravenous or intravenously, 'IM' for intramuscular
or intramuscularly, 'SC' for subcutaneous and subcutaneously, 'PO' for per os or

orally; use 'vs.' for 'versus'. Use the abbreviation G for gauge of needle. The
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symbol for degrees Celsius should be written in the format '°C’, with the value
separated from the unit by a space, e.g. '37 °C'. Use the WORD symbols for %,
Greek letters etc. Percentages should be referred to as, for example, '"15%'or
'Fifteen per cent' when starting a sentence. Note also 'post-mortem' and ‘ante-

mortem'.

When a number is followed by a unit use the digits as in '10 mL' unless starting a
sentence in which case write in full "Ten microlitres'. When the number describes
a quantity of items write the number in full up to ten as 'four sheep' or 'ten tubes'
then in digital form thereafter as '24 horses' or '200 blood samples'. Avoid the

symbol # or abbreviation 'No.' for 'number".

Single ('...") quotation marks should be used for specific extracts, as in: "A
PubMed search utilizing the search terms 'canine castration local anaesthesia'
returned three publications." Where a reference is cited or a quote given, use
single quotation marks and place the text in italic font as: "However, in the
'Recommended Guideline for the Conduct and Evaluation of Prognostic Studies
in Veterinary Oncology' developed recently by the American College of
Veterinary Pathologists ..." Double ("...") quotation marks should be avoided.

Anatomical terminology. Terminology should comply with the World Association
of Veterinary Anatomists Nomina Anatomica Veterinaria (2005) and terms should
be given in English where possible (see: http://www.wava-
amav.org/Downloads/nav_2005.pdf).

Currencies. A footnote should be inserted at first use if a currency is given in the
text, as in 'UKE5001" and conversion rates provided using the following three
currencies US$, UKE and Euros (€). The footnote should read as appropriate, for
example: '£1 = approx. US$1.60, €1.24 at 2 December 2012." Rates can be
updated by the Author at proof stage if necessary. An easy to use currency

converter is available here: http://uk.reuters.com/business/currencies.

Manufacturers. Manufacturers and suppliers should be indicated within the text
after the name of the product. For example: 'diazepam (Valium, Roche)' or 'using

an infusion pump (Medfusion 2010, Medex)'. Addresses/locations of
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manufacturers should not be given and the use of ® or TM should be avoided.
Note: proprietary names must not appear in the title or Abstract.

Applying capital letters to directions. Compass directions such as North, South,
East and West, as well as their derivatives, such as North-East, North-West,
South-East and South-West, should be capitalised when they are used to
designate defined or recognised geographical regions, or when they are an
integral part of a proper name. Examples include "Eastern Europe", "Southern
France", "North-East England”, "in the North", "down South", "the West Coast"
and "the Eastern Seaboard", "the Western Region of Kazakhstan", "Southern
California". Compass directions should not be written with capital letters when
they indicate general locations or directions without a specific location. Examples
include "bluetongue virus initially spread in a north-westerly direction on air

currents"”, "the northern boundary of the quarantine zone", "cases were clustered
in the east of the region", "westerly winds". The first letter of each word of a
Compass direction should be capitalised when used to refer to people in a region,
particularly in social, cultural or political contexts. Examples include "wildebeest
are hunted by the Southern tribes", "horses have been an integral part of Western
civilisation since the Middle Ages". Words such as northern, southern, eastern,
and western that precede a place name usually are not capitalised, since they
indicate a general location within a region. When these words are an integral part
of the place name, they should be capitalised. For example, write "northern
Connecticut", but  "Northern Ireland® and  "Western  Australia".
Websites (URLs). Where a website is appropriate in the text, a footnote should
be inserted using sequential numeric superscripts. At the foot of the page, provide
the link as follows: '1See: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast." It is the Authors'
responsibility to check that all URLs are active and live at proof stage and if not
then the text must be amended accordingly.

References. Authors are strongly advised to use reference management software
such as EndNote (see here). However, references should be checked carefully
for accuracy and corrected manually to ensure the format matches exactly the
TVJ style described below.
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Only essential references should be included. Text citations can be in either of
two ways: (a) with date in parentheses, e.g. as demonstrated by Mills (2011); or
(b) with names and dates in parentheses, e.g. according to recent findings (Mills,
2011). If a citation has more than two Authors the first Author should be given
followed by et al. in standard text format (not italicised), e.g. Jones et al. (2007)
or (Jones et al., 2007). Where lists of references are cited in the text, they should
be placed first chronologically and then alphabetically, e.g. (Philbey et al., 2003;
Cassidy and Mills, 2005; Litster, 2010). If two or more references by the same
Author(s) published in the same year are cited, they should be distinguished from
each other by placing a, b, etc. after the year, e.g., (Laven, 2011a, b; Laven and
Smith, 2010a, b). Personal communications should be designated as '(E.A.

Blomme, personal communication)'.

Papers that are in press may be cited using the year of acceptance where the
digital object identifier (doi number) has been allocated. This can be updated to
the year of print publication at the proof stage if the cited paper has been
published. In the Reference list, quote the doi number where details of the journal

volume and page numbers are yet not known.

Submitted papers should not be cited, but instead should be referred to in the
text as, e.g. 'J.P. Cassidy et al., unpublished data'. This can be updated at proof

stage where appropriate. Where a paper in press is cited in the manuscript, the
Authors may be asked to make a copy of the proofs available to the editors and

reviewers.

The Reference list at the end of the paper should be arranged first alphabetically
and then further sorted chronologically if necessary. References should be single
spaced and a line break should be inserted between each reference. All Authors
should be included up to 10, after which you should write 'et al.’; Please note that
in all cases Journal titles must be given in full. Volume numbers and full page
numbers should be provided, but issue numbers should be omitted. Where a
Supplement is cited, give the Supplement number e.g. 'Equine Veterinary Journal
Suppl. 37" or 'Journal of Reproduction and Fertility 54 (Suppl. 1), 115-126'. Where
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selected pages only have been consulted, such as in a book, this is given by 'pp.
237-240' or 'p. 456' (see below).

References should be set out as follows:

Journal reference - Yang, Y., Dahly-Vernon, A.J., Blomme, E.A.G., Lai-Zhang, J.,
Kempf, D.J., Marsh, K.C., Harrington, Y.A., Nye, S.H., Evans, D.L., Roman, R.J.
et al., 2010. Liver transcriptomic changes associated with ritonavir-induced
hyperlipidemia in sensitive and resistant strains of rats. The Veterinary Journal
185, 75-82.

Book reference - Cunningham, J.C., Klein, B.G., 2007. Endocrinology. In:
Textbook of Veterinary Physiology, Fourth Ed. Saunders Elsevier, St. Louis, MO,
USA, pp. 439-448.

Proceedings - Elbers, A.R., Mintiens, K., Staubach, C., Gerbier, G., Meiswinkel,
R., Hendrinckx, G., Backx, A., Conraths, F.J., Meroc, E., Ducheyne, E., et al.,
2007. Bluetongue virus serotype 8 epidemic in North-western Europe in 2006:
Preliminary findings. In: Proceedings of the Annual Meeting of the Society for
Veterinary Epidemiology and Preventive Medicine, Dipoli, Finland, pp. 231-245.

Theses - Duz, M. 2009. Assessment of a methodology for determination of H202
concentration and pH in exhaled breath condensate in horses with and without
lower airway inflammation. Thesis, Master of Veterinary Medicine, University of
Glasgow.

Web addresses - FAOSTAT, 2008. Food and Agricultural Organization Statistical
Database: Live Animals. http://faostat.fao.org (accessed 15 July 2010).

Tables. Each Table should be typed on a separate page, numbered (1, 2 etc.)
and a brief title given directly above each table. Tables should be in portrait
format. Footnotes to tables should be indicated by a, b etc. and typed at the
bottom of the relevant table. Information in tables should not be duplicated in
figures and vice versa. The tables should be placed at the end of the main text
after the References but before the Figure Legends.
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Figures. The quality of all Figures submitted must be high. The Editors will reject
Figures of na unacceptable standard or ask the Authors to replace them. Figures
should be referred to sequentially in the text as Fig. 1, Fig. 2, Figs. 3a,b and 4,
etc. A Legend must be provided for each Figure and placed after any Tables in
the main manuscript file. Do not write legends on the figures themselves. Scale
bars must be provided on all photomicrographs and electron micrographs.

In preparing figures, Authors should note the following:

¢ [IMake sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

e [|Save text in figures as "graphics" or enclose the font.

¢ [1Only use the following fonts in your figures: Times New Roman, Arial,
Courier, Helvetica, Symbol.

e [INumber the figures according to their sequence in the text.

¢ [IUse a logical naming convention for your artwork files.

e [|Provide all figures as separate files.

¢ [|Produce images near to the desired size of the printed version.

e [|Ensure that all units and wording in the figures conform to TVJ style (see

Units above).

Please note that each figure must be uploaded to the journal website separately

and not included in the main manuscript.

Authors are encouraged to read the detailed guide on electronic artwork, which

is available on our website: http://www.elsevier.com/artworkinstructions.

Artwork formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalised,
please 'save as' or convert the images to one of the following formats (Note the
resolution requirements for line drawings, half-tones, and line/half-tone

combinations given below):

EPS: Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'. TIFF: Colour

or greyscale photographs (half-tones): Always use a minimum of 300 dpi. TIFF:
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Bitmapped line drawings: Use a minimum of 1,000 dpi. TIFF: Combinations of
bitmapped line/half-tone (colour or greyscale): A minimum of 500 dpi is required.
DOC, XLS or PPT: If your electronic artwork is created in any of these Microsoft

Office applications, please supply 'as is'.

Please do not:

e Supply embedded graphics in your word processor (spreadsheet,
presentation) document.

e Supply files that are optimised for screen use (e.g. GIF, BMP, PICT,WPG); the
resolution is too low.

e Supply files that are too low in resolution.

e Submit graphics that are disproportionately large for the content.

All Figures will be published in colour on-line, but colour will only be used in the
hard copy of the Journal where it is considered to be essential to the presentation

of the paper (colour reproduction charges may apply).

In preparing a manuscript for submission, Authors should note the following

guidelines:

e Ensure that any files are not saved as 'read-only'.

e Use two carriage returns to end paragraphs.

e Type text without end of line hyphenation, except for compound words.
e Do not use lower case 'I' (lower case 'el') for 'one' or 'O’ (upper case 'oh')
for '0' (zero), since they have different typesetting values.

e Be consistent with punctuation and only insert a single space between

words and after punctuation.
Preparation of supplementary data

Elsevier accepts electronic supplementary material to support and enhance your
scientific research. For correct wording when referenced in the text, see above.
Supplementary files offer the Author additional possibilities to publish supporting
applications, movies, animation sequences, high-resolution images, background
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data sets, sound clips and more. Supplementary files supplied will be published
on-line alongside the electronic version of your article in Elsevier web products,
including ScienceDirect:
http://www.sciencedirect.com/science/journal/10900233. In order to ensure that
your submitted material is directly usable, please ensure that data are provided
in one of our recommended file formats. Authors should submit the material
together with the article and supply a concise and descriptive caption for each
file.

NB. All contributions are subject to editorial revision. The Editor's decision will be

final.

Proofs

The corresponding Author will be advised by the Editor when the paper has been
accepted for publication and it may then be cited as 'In press' with the doi.

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding
Author. Elsevier sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need
to download Adobe Reader Xl, which is available free from
http://get.adobe.com/reader/.

Instructions on how to annotate PDF files will accompany the proofs. The exact
system requirements are given at the Adobe site:
http://www.adobe.com/products/reader/techspecs. html. If you do not wish to use
the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies to
the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections,
quoting the line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the
corrections and any other comments (including replies to the Query Form) on a
printout of your proof and return by fax, or scan the pages and e- mail, or send
by post. Please use this proof only for checking the typesetting, editing,
completeness and correctness of the text, Tables and Figures. Significant
changes to the article as accepted for publication will only be considered at this

stage with permission from the Editor.
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Elsevier will do everything possible to publish an accepted article quickly and
accurately. Therefore, it is important to ensure that all author corrections are sent
back to Elsevier in one communication; Authors should check proofs very
carefully before replying, since inclusion of any subsequent corrections cannot
be guaranteed. Proof reading is the responsibility of the authors, but final Editor
corrections may also be incorporated at proof stage.

Once the final corrections have been made, Elsevier will aim to publish the paper
electronically within 6-8 weeks. The paper will then be will be notified by allocated
a doi number and, once online, the paper may be cited as 'published' using its
unique doi number. The Corresponding author the publisher when the paper is
available on-line and can check its status and doi number using The Veterinary
Journal's website http://www.elsevier.com/locate/tvjl (click on View Articlesand
then Articles in Press). The hard copy version of The Veterinary Journal

containing the paper will follow later, normally within 12 months of acceptance.
Copyright

If excerpts from other copyrighted works are included, the Author(s) must obtain
written permission from the copyright owners and credit the source(s) in the
article. Elsevier has preprinted forms for use by Authors in these cases: contact
Elsevier's Rights Department: phone (USA) +1 215 239 3804 or (UK) or +44 1865
843830, e-mail healthpermissions@elsevier.com. Requests may also be
completed online via the Elsevier homepage
http://www.elsevier.com/authors/author-rights-and-responsibilities#permissions.

Material in unpublished letters and manuscripts is also protected and must not
be published unless permission has been obtained.

Authors' rights

As an Author you (or your employer or institution) may do the following:

e [IMake copies (print or electronic) of the article for your own personal use,

including for your own classroom teaching use.
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e [IMake copies and distribute such copies (including through e-mail) of the
article to research colleagues, for the personal use by such colleagues (but not
commercially or systematically, e.g., via an e-mail list or list server).

e [|Post a pre-print version of the article on Internet websites, including electronic
pre-print servers, and to retain indefinitely such a version on such servers or sites.
e [|Post a revised personal version of the final text of the article (to reflect
changes made in the peer review and editing process) on your personal or
institutional website or server, with a link to the journal homepage (on
http://www.elsevier.com/locate/tvjl).

e [|Present the article at a meeting or conference and to distribute copies of the
article to the delegates attending such a meeting.

e [|For your employer, if the article is a 'work for hire', made within the scope

of your employment, your employer may use all or part of the information

in the article for other intra-company use (e.g. training).

¢ [|Retain patent and trademark rights and rights to any processes or
procedures described in the article.

e [IInclude the article in full or in part in a thesis or dissertation (provided that this
is not to be published commercially).

e [IUse the article or any part thereof in a printed compilation of your works,
such as collected writings or lecture notes (subsequent to publication of

your article in the journal).

e [|Prepare other derivative works, to extend the article into book-length form, or
otherwise to re-use portions or excerpts in other works, with full

acknowledgement of its original publication in the journal.

Funding body agreements and policies

Elsevier has established agreements and developed policies to allow
Authors who publish in Elsevier journals to comply with potential manuscript
archiving requirements as specified as conditions of their grant awards. To learn
more  about existing agreements and policies  please visit

http://www.elsevier.com/fundingbodies.
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Book reviews

Publishers or Authors wishing to have a book considered for review in The
Veterinary Journal should first contact the Books Editor at tvj@aht.org.uk. Book

reviews are published in electronic format only.
Author enquiries

For enquiries relating to the submission of articles (including electronic
submission where available) please visit the journal's homepage at
http://www.elsevier.com/locate/tvjl. This also provides the facility to track
accepted articles and set up e-mail alerts to inform you of when na article's status
has changed.

Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially
those relating to proofs, are provided after registration of an article for publication.

Offprints

The Corresponding author will, at no cost, be provided with a PDF file of the
article via e-mail. The PDF file is a watermarked version of the published article
and includes a cover sheet with the journal cover image and a disclaimer outlining

the terms and conditions of use.

The Veterinary Journal has no page charges.

Appendix

Reporting Guidelines

Reporting guidelines are available for a broad range of study designs and allow
research to be critically evaluated. These guidelines have been designed by
international scientific teams to promote the quality of research reporting and to
ensure there is a transparent, accurate and complete account of the research.

The guidelines are freely available and include the following:



101

1. Standards for the reporting of diagnostic accuracy studies (STARD)
http://www.stardstatement.org

2. Standards for the reporting of observational studies in epidemiology (STROBE)
http://www.strobe-statement.org

3. Outbreak investigation reports and intervention studies of nosocomial infection
(ORION) http://www.idrn.org/orion.php

4. Consolidated standards for reporting randomised clinical trials (CONSORT)
http://www.consort-statement.org

5. Systematic reviews and meta-analyses (PRISMA) http://www.prisma-
statement.org

6. Randomised control trials for livestock and food safety (REFLECT)
http://www.reflectstatement.org/statement

7. Enhancing the quality and transparency of health research (including good
publication practice for pharmaceutical companies), economic evaluations and
qualitative research (EQUATOR) http://www.equator-network.org

For further information see The Veterinary Journal (2010) 184, 249-250 (view
article.



CAPITULO IV



103

Consideragoes finais

Os resultados desta pesquisa demonstraram a presenga das duas
mutacdes avaliadas, c.5G>A no gene PRCD e c.115A>T no gene COL4A4, em
uma populagéo de caes da raga Cocker Spaniel Inglés criados no Brasil, sendo

as frequéncias alélicas de 25,5% e 0,9%, respectivamente.

A menor frequéncia alélica da mutacéo associada a FN, provavelmente é
justificada pelo fato de que animais homozigotos afetados venham a ébito, em
sua maioria, ao redor dos 13 meses de idade, e raramente um animal é

acasalado antes desse periodo, diminuindo a propagagao do alelo mutado.

O fato de animais heterozigotos para ambas as mutagbes nao
apresentarem sintomas da doenga também contribui para a propagacgao
silenciosa do alelo mutado. Nesses casos a uUnica maneira de se evitar
acasalamentos com possibilidade de nascimento de filhotes afetados é a

realizagdo da genotipagem dos animais destinados a reproducgéo.

A disponibilidade dos testes genéticos para prcd-PRA e FN no Brasil,
permite aos criadores e proprietarios a adogdo de medidas de orientagdo de
acasalamentos e aos Médicos Veterinarios o diagnostico etiologico destas

enfermidades, de modo mais acessivel que os testes realizados fora do pais.



