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RESUMO

A principal causa de miotonia não distrófca hereditária ocorre devido à
mutações no gene CLCN1, codifcante para a proteína CLC1 que forma o
canal iônico seletivo para o íon cloreto predominante no tecido muscular
esquelético. Mutações no gene CLCN1 foram descritas como causadoras
de miotomia hereditária em humanos e em várias espécies animais. Não
existe  descrição  de  miotonia  hereditária  na  espécie  suína.  O  objetivo
deste  estudo foi  realizar  a  caracterização  clínica  e  molecular  de  uma
forma de miotonia hereditária em suínos. A hipótese desse estudo foi que
animais  com  sinais  clínicos  compatíveis  apresentavam  a  miotonia
hereditária.  Esses  animais  foram  avaliados  sob  aspectos  clínicos,
eletromiográfcos,  histopatológicos  e  moleculares.  Os  sinais  clínicos
verifcados foram hipertrofa e rigidez musculares, miotonia com startle
response  formação de  dimples  e fenômeno  warm-up evidentes. Não foi
constatada  distrofa  muscular  ao  exame  histopatológico.  Ao  exame
eletromiográfco  foram  demonstradas  descargas  miotônicas  clássicas
com formação de som característico  diver bomb.  A nível molecular foi
verifcada  a  ausência  dos  nucleotídeos  referentes  aos  éxons  15  e  16
utilizando amostras de cDNA dos animais afetados. No DNA genômico foi
encontrada  uma  grande  deleção  de  4165pb  (g.  NC_010460.4  del
6912538_6916702)  na  região  do  gene  CLCN1.  Análises  de  expressão
relativa  demonstraram  níveis  de  expressão  em  tecido  muscular  de
animais wild type para um transcrito associado a miotonia hereditária em
homozigotos afetados. Foi realizada modelagem da proteína CLC1 suína
a  partir  da  sequência  de  animais  wild  type  para  a  deleção.  Testes
moleculares foram padronizados para serem utilizados como ferramenta
diagnóstica  dessa  enfermidade  e  também  para  a  orientação  dos
acasalamentos nesta espécie. Esta é a primeira descrição de uma deleção
genômica na região do gene CLCN1 causadora de miotonia hereditária e
da  expressão  de  um  transcrito  alternativo  para  o  gene  CLCN1. A
caracterização de uma canalopatia de canal de cloro decorrente de uma
deleção no genoma nessa espécie animal poderá contribuir para estudos
comparativos  dessa  enfermidade  entre  várias  espécies,  inclusive  a
humana.

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

hereditária, deleção.
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ABSTRACT

The major cause of  hereditary non-dystrophic  myotonia  occurs  due to
mutations in the CLCN1 gene, coding for the CLC1 protein that forms the
ionic  channel  selective  for  the  predominant  chloride  ion  in  skeletal
muscle  tissue.  The  resulting  hereditary  disease  is  called  congenital
myotonia in human medicine. Mutations in the  CLCN1 gene have been
described as causing hereditary myotomy in several animal species, but
in the swine species, no mutation in this gene has been described. The
objective  of  this  study  was  to  perform  the  clinical  and  molecular
characterization of hereditary myotonia in swine. The hypothesis of this
study  was  that  animals  with  compatible  clinical  signs  had  hereditary
myotonia.  These  animals  were  evaluated  under  clinical,
electromyographic, histopathological and molecular aspects. The clinical
signs verifed were muscular hypertrophy and stifness,  myotonia with
startle  response and formation  of  dimples.  The phenomenon warm-up
was  evident.  No  muscular  dystrophy  was  observed  at  the
histopathological  examination.  Electromyographic  examination  showed
classic myotonic discharges with characteristic sound. At the molecular
level, the absence of nucleotides from exons 15 and 16 was verifed using
cDNA samples of afected animals. In genomic DNA a large deletion of
4165bp (g NC_010460.4 del 6912538_6916702) was found in the region
of  the  CLCN1 gene.  Relative  expression  analyzes  demonstrated
expression levels of wild type animals for a transcript associated with
hereditary  myotonia  in  afected  homozygotes.  Molecular  tests  were
standardized to be used as a diagnostic tool for this disease and also for
the orientation of mating in this species. This is the frst description of a
genomic deletion in the region of the CLCN1 gene that causes hereditary
myotonia. Also the expression of an alternative transcript for the CLCN1
gene. The characterization of a chloride channel channelopathy due to a
deletion  in  the  genome in  this  animal  species  may  contribute  to  the
comparative  studies  of  this  disease  among  several  species,  including
human.

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

Esta tese foi escrita sob modelo formal, conforme a Portaria nº 39,

de  07-04-2005,  que  consta  no  regulamento  do  programa  de  pós-

graduação  em  Medicina  Vaterinária  da  Faculdade  de  Medicina

Veterinária-FMVZ da Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita

Filho”  –  UNESP.  O  modelo  escolhido  contém  elementos  textuais

tradicionais, e ao fm da tese está o trabalho científco fruto da presente

pesquisa. 

Esse prefácio  também informa ao leitor  algumas casualidades que

deram origem a esta tese. Os primeiros animais afetados pela miotonia

hereditária foram encontrados no município de Igarapé-Açu, localizado

no  estado  do  Pará.  Os  docentes  da  Universidade  Federal  do  Pará  –

Campus Castanhal,  o  Dr.  Diomedes  Barbosa  e   o  Dr.  Carlos  Magno,

verifcaram que os animais apresentavam sinais clínicos semelhantes à

miotonia  hereditária  verifcada  em búfalos,  em um trabalho  realizado

com a participação desses docentes, anos antes. Não exite relato prévio

na  literatura  científca  relacionado  ao  sinal  clínico  de  miotonia  nessa

espécie animal, portanto é provável que se trate de uma condição rara

nessa espécie. 

Em 2014, foram agrupados cinco animais adultos, dos quais 1 fêmea

e 4 machos, apresentavam sinais clínicos de miotonia (F0). Esses animais

afetados eram mantidos nas dependências da Universidade Federal do

Pará-UFPA,  campus Castanhal  –  PA,  portanto,  a  equipe  UNESP  de

pesquisadores responsáveis  realizaram visitas  a  UFPA,  para coleta  de

informações e material biológico. Nessa visita, foram realizados exames

clínicos, coleta de sangue e biópsias musculares dos 5 animais afetados,

e  também,  realizados  exames  de  eletromiografa  em 4  dos  5  animais

afetados.

Foi produzida uma prole (F1) de seis animais que não apresentavam

sinais  clínicos  de  miotonia,  decorrentes  do  cruzamento  de  um  dos

machos afetados e uma porca não afetada da raça  Large White.  Esses

seis  animais,  dos  quais  2  machos  e  4  fêmeas acasalaram  entre  si,

produzindo uma prole (F2) composta de 21 animais, dos quais 15 animais
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que  não  apresentavam  sinal  clínico  de  miotonia  e  6  animais  que

apresentavam sinal clínico de miotonia. Em 2015, uma segunda visita foi

realizada  pelos  pesquisadores  responsáveis  à  UFPA-Castanhal,  nesse

momento,  eram mantidos 17 animais,  dos quais 13 não apresentavam

sinais clínicos de miotonia e 4 apresentavam  sinais clínicos de miotonia.

Nessa  segunda  visita  foram  realizados  exames  clínicos,  coleta  de

amostras de sangue e biópsia muscular de todos os 17 animais.

Dois  animais  da  raça  Large  White pertencentes  à  UFPA  campus

Castanhal-PA, e dois animais da raça Mini Pig provenientes do Centro de

Medicina e Pesquisa em Animais Silvestres – CEMPAS da Faculdade de

Medicina  Veterinária  e  Zootecnia  (FMVZ)  -  Universidade  Estadual

Paulista  “Júlio  de Mesquita  Filho”  (UNESP),  campus de Botucatu,  SP,

foram  utilizados  na  presente  pesquisa.  Esse  animais  não  tinham

parentesco com os animais afetados e foram utilizados com controle nas

análises moleculares. 

Os  resultados  apresentados  nesta  tese  foram  obtidos  entre  o

período de 2014 e 2017, entretanto, o curso de doutorado do autor desta

tese  teve  início  em  Agosto  de  2015.  Portanto,  vale  salientar  que  os

resultados discutidos nesta tese são frutos de um trabalho em equipe,

iniciado em 2014,  com a avaliação desses  animais pelos  docentes  Dr.

Diomedes  Barbosa,  Dr.  Carlos  Magno  e  também  pelos  docentes  da

UNESP-Botucatu, Dr. Luiz Resende e Dr. Alexandre Secorun Borges pela

realização  de  exames  de  EMG  e  coleta  de  amostras  para  análise

molecular, ressalto também, a colaboração da Prof Dra. Molly McCue e

do  Prof.  Dr.  João  Pessoa  Araújo  Júnior,  que  tiveram  fundamental

participação nas etapas de investigação molecular.
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I. INTRODUÇÃO

Uma  das  características  fundamentais  da  célula  muscular  é  a

capacidade  de  conduzir  impulsos  elétricos  por  toda  a  sua  membrana

possibilitando  a  propagação  do  potencial  de  ação  ao  longo  da  fbra

muscular promovendo a contração de forma sincrônica. Esses impulsos

são transmitidos devido às mudanças rápidas na concentração de íons

entre  os  meios  extra  e  intracelulares  (BECK;  FAHLKE;  GEORGE  JR.,

1996;  CANNON,  2006;  MEOLA  et  al.,  2003) .  Essas  mudanças  nas

concentrações iônicas são realizadas por canais iônicos específcos, que

constituem uma família de glicoproteínas transmembranas existentes na

maioria dos tipos celulares, principalmente nos tecidos especializados na

condução  de  impulsos  elétricos,  como os  tecidos  muscular  e  nervoso

(FONTAINE; HANNA; PRESS, 2010; MEOLA et al., 2003). Defeitos nos

canais  iônicos  da  musculatura  podem  prejudicar  esse  ciclo  de

excitabilidade da membrana, ao retardarem a repolarização sarcolemal

após  um  evento  de  despolarização,  possibilitando  a  produção  de

potenciais de ação não evocados, manifestando a miotomia  (CANNON,

2006). 

A miotonia é um sinal clínico caracterizado pelo relaxamento tardio

da  musculatura  esquelética  após  contração  voluntária,  um  estímulo

elétrico  ou  mecânico  (BARCHI,  1994;  MANKODI;  THORNTON,  2002;

VITE et al., 1999). As miotonias podem ser hereditárias ou adquiridas. A

principal causa de miotonia hereditária está relacionada a mutações no

gene  CLCN1,  responsável pela codifcação do canal de cloro  CLC1 da

musculatura esquelética  (BARCHI, 1994; NONAKA; SATOYOSHI, 1992).

Até  o  momento,  não  existiam  descrições  de  miotomia  hereditária  na

espécie suína.

As  enfermidades  hereditárias  podem  ser  controladas,  evitando  a

reprodução de animais portadores de um ou dois alelos com a mutação

causadora da doença (RIET-CORREA et al., 2001). Esse aspecto ressalta

a  importância  da  genotipagem  dos  indivíduos  (principalmente

reprodutores),  possibilitando  o  controle  da  frequência  de  alelos

relacionados  a  enfermidades  nos  rebanhos.  Além  disso,  considerando



18

rebanhos comerciais como o rebanho suíno brasileiro, a existência desta

enfermidade, potencialmente, refete impactos fnanceiros para o setor.

Além de sua importância no agronegócio, a espécie suína também

tem  grande  importância  nas  pesquisas  científcas,  na  utilidade  como

modelo experimental para estudar doenças humanas. Vale ressaltar que

sob  o  ponto  de  vista  genômico,  os  porcos  são  mais  semelhantes  ao

homem do que os camundongos (WERNERSSON et al., 2005).

A espécie suína foi  utilizada para se estudar várias enfermidades

humanas  como  aquelas  de  origem  auto-imunes,  congênitas,  ósseas,

cancro,  diabetes,  doenças  cardiovasculares,  tais  como aterosclerose  e

hipertensão  (FLISIKOWSKA;  KIND;  SCHNIEKE,  2014), fbrose  cística

(ROGERS  et  al.,  2008),  doença  de  Alzheimer  (KRAGH  et  al.,  2009),

diabetes tipo 2 (RENNER et al., 2012), doença do rim policístico (HE et

al., 2013), carcinoma mamário  (LUO et al., 2011). No tocante a canais

iônicos,  pesquisas  desenvolveram  porcos  geneticamente  modifcados,

para servirem de modelos para doenças neuromusculares humanas de

origem monogênica.  Em problemas  de  condução  cardíaca  e  arritmias

devido a defeitos no canal de sódio do músculo cardíaco  (PARK et al.,

2015) ou  como  modelos  para distrofa  muscular  de  Duchenne,  uma

doença grave que acomete 1 em cada 3500 homens e ocorre devido à

defciência  em  uma  proteína  estrutural  do  músculo  esquelético

(KLYMIUK et al., 2013) .

Esse estudo descreve a miotonia hereditária na espécie suína, sob

aspectos  clínicos,  histológicos  e  moleculares.  Essa  descrição  pode  se

tornar  um  modelo  interessante  para  a  avaliação  de  variabilidade

fenotípica e do perfl de expressão de variantes de RNAm-CLCN1 entre

diferentes espécies animais, inclusive a humana.



19

REVISÃO DE LITERATURA



20

II.  POTENCIAL DE MEMBRANA E POTENCIAL DE AÇÃO

II.A)  O POTENCIAL NEGATIVO DE MEMBRANA

Desde a  publicação da primeira evidência  científca  da natureza

elétrica  envolvida  na  condutividade  do  tecido  nervoso  e  contração

muscular  (GALVANI,  1791),  estudos  contribuíram  para  revelar  que  a

condução de informações ao longo do axônio é mediada pela geração

ativa  de  um  potencial  elétrico,  chamado  de  potencial  de  ação

(MCCORMICK, 2013).

Em  repouso,  as  células  responsivas  a  estímulos  elétricos

principalmente  nos  tecidos  nervoso  e  muscular,  possuem  maior

concentração de cargas negativas na superfície citoplasmática e positivas

na  extracelular  da  membrana  celular  (CUNNINGHAM  et  al.,  1971;

FORSBERG et al., 1997; KANDEL, 2013; MCCORMICK, 2013).

O meio extracelular possui maior concentração de íons sódio (Na+),

cálcio (Ca2+) e cloreto (Cl-). Diferentemente, o meio intracelular é mais

concentrado para ânions orgânicos e o íon potássio (K+). Decorrente a

esses gradientes, existe uma tendência de infuxo para os íons Na+,Cl- e

Ca2+,  e de efuxo para o íon K+.  Para cada íon existe um potencial  de

equilíbrio, em que a tendência de fuir para o meio extracelular iguala-se

a tendência de fuir para o meio intracelular, caracterizando o potencial

de  repouso.  O  potencial  de  repouso  é  resultado  da  existência  desse

equilíbrio de movimento de íons entre os meios intra e extracelulares

(Davies  and  Hanna  2001)  decorrente  da  interação  entre  o  gradiente

osmótico e a natureza eletroquímica desses íons (CUNNINGHAM et al.,

1971; FORSBERG et al., 1997; MCCORMICK, 2013).

A chegada do potencial de ação à membrana pré-sináptica da placa

motora  determina  a  liberação  de  acetilcolina  na  fenda  sináptica.  A

acetilcolina  liberada,  liga-se  a  canais  iônicos  de  Na+ dependentes  de

ligantes (receptor nicotínico),  promovendo sua abertura e o infuxo de

Na+, despolarizando a membrana celular muscular nas adjacências dos

locais de sinapse. Essa despolarização, quando ultrapassa certo limiar,

induz  à  abertura  sequencial  dos  canais  iônicos  de  Na+  voltagem
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dependente, ocorrendo o potencial de ação, que é propagado ao longo da

membrana  muscular  e  para  invaginações  especiais  da  membrana

plasmática,  os  túbulos  transversos,  ativando  canais  de  cálcio  e

desencadeando a contração muscular (Figura 1)  (COOPER; JAN, 1999;

CUNNINGHAM et al., 1971; MCCORMICK, 2013).

FIGURA 1:  Esquema  demonstrando  a  organização  espacial  dos
principais  canais  iônicos  presentes  na  junção  neuromuscular.  Fonte:
adaptado de Karpati et al 2009.

Após a passagem do potencial de ação, a repolarização no tecido

neuronal depende principalmente da ativação de canais de potássio, que

promovem o efuxo de K+ tornando novamente a superfície intracelular

da membrana celular mais negativa em relação à extracelular (COOPER;

JAN, 1999). Diferentemente, o tecido muscular, é particularmente mais
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dependente da ativação de canais de Cl-, para que ocorra a repolarização

(AROMATARIS;  RYCHKOV,  2006;  PALADE;  BARCHI,  1977).  De forma

comparativa, no sarcolema, a condutância de Cl- é quatro vezes maior

que a condutância de K+ (LEHMANN-HORN; RUDEL, 1997).

A  bioeletrogênese,  propriedade  das  células  de  gerarem correntes

elétricas e se comunicarem umas com as outras, envolve vários tipos de

moléculas  e  íons  inorgânicos  (KANDEL,  2013).  Canais  iônicos,  são

estruturas  proteicas  especializadas  no  movimento  de  íons  através  da

membrana celular, que possibilitam a geração e manutenção do potencial

de repouso e, eventualmente a geração de potenciais de ação (KANDEL,

2013).

Os canais iônicos são encontrados em todas as células e pertencem a

uma classe  de  proteínas  integrais  da  membrana  celular,  ou  seja,  são

proteínas  que  se  estendem  atravessando  toda  a  membrana  celular

(SILVERTHORN,  2010).  Os  canais  iônicos  dependentes  de  voltagem,

modifcam a própria conformação espacial em resposta à mudanças no

potencial  elétrico de membrana nas proximidades do próprio  canal.  A

mecânica  dessas  mudanças  na  conformação  é  atribuída  a  certos

aminoácidos, que, movimentam-se em associação com o campo elétrico

da membrana, e dessa, forma alteram a conformação espacial do poro

seletivo,  consistindo em um mecanismo de abertura ou fechamento do

canal  iônico,   permitindo  ou  não  a  passagem de  íons  (ARMSTRONG;

BEZANILLA, 1974; BEZANILLA, 2000; KANDEL, 2013).

II.B)  CLC- CANAIS DE CLORO E TRANSPORTADORES

 

Os canais iônicos seletivos para ânions são denominados de forma

geral como canais de cloro, devido à característica de transportarem de

maneira  mais  efciente  o  íon  Cl-,e  também,  por  esse  íon  ser  o  mais

importante  biologicamente  dentre  os  ânions  (KANDEL,  2013;

MCCORMICK, 2013).

De acordo com a estrutura, existem três classes de canais de cloro:

1-canais de cloro dependentes de ligantes, 2-regulador de condutância
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transmembranar  da  fbrose  cística (CFTR)  e  3-canais  do  tipo  CLC

(ESTÉVEZ; JENTSCH, 2002).

Defeitos  moleculares  nesses  canais  são  causas  de  enfermidades

hereditárias (BRETAG; MA, 2015), como a miotonia congênita (KOCH et

al., 1992a), distrofa miotônica  (CHARLET-B et al., 2002; MANKODI et

al.,  2001,  2002),  fbrose  cística  (RIORDAN et  al.,  1989),  osteopetrose

(CLEIREN et al., 2001; KORNAK et al., 2001)  e epilepsia (HAUG et al.,

2003) .

A classe CLC foi inicialmente identifcada em 1990, com a clonagem

do canal de cloro do órgão elétrico do peixe  Torpedo marmorata, esse

canal  foi  então  chamado  de  CLC-0,  (JENTSCH;  STEINMEYER;

SCHWARZ, 1990). Desde então, surgiram descrições dos canais de cloro

semelhantes ao CLC-0, constituindo assim uma grande família de canais

iônicos cloro seletivos, que compartilham alta homologia e são presentes

na constituição orgânica de seres vivos desde simples como bactérias,

até aos mais complexos, como os seres humanos  (Jentsch et al.  1999;

Zifarelli and Pusch 2015).

Em mamíferos,  existem nove  canais  de  cloro  tipo  CLC descritos:

CLC-1, CLC-2, CLC-3, CLC-4, CLC-5, CLC-6, CLC-7, CLC-KA e CLC-KB

(JENTSCH et al., 1995; LEHMANN-HORN; JURKAT-ROTT, 1999). Esses

canais  estão  presentes  não  somente  na  membrana  plasmática  como

também  na  membrana  de  organelas  intracelulares  (DUTZLER,  2004;

JENTSCH et al.,  1995).  Por homologia,  podem ser agrupados em três

grupos. Os membros do primeiro grupo (ClC-1, ClC-2, ClC-KA e ClC-KB)

exercem sua função na membrana plasmática, já os membros do segundo

(ClC-3, ClC-4 e ClC-5) e terceiro (ClC-6 e ClC-7), existem principalmente

em membranas intracelulares  (Figura 2)  (DUTZLER, 2004; JENTSCH et

al., 1995) .

O acrônimo CLC refere-se a ChLoride Channel, e de forma estrita, é

um  termo  errôneo,  pois  existem  homólogos  CLC que  não  são

propriamente  canais,  pois  não  permitem  a  passagem passiva  de  íons

(característica  de  um  canal  iônico),  mas  sim  co-trasportadores.  Por

exemplo,  entre  as  proteínas  da  família  CLC de  mamíferos,  todas  as

localizadas na membrana plasmática (CLC1, CLC2, CLC-Ka, CLC-Kb) são
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canais  iônicos  de  transporte  passivo  de  Cl-,  diferentemente,  as

localizadas  nas  membranas  de  endossomas/lisossomas  são

cotransportadores  de  Cl-/H+ e,  realizam  o  transporte  do  tipo  contra-

tranporte ativo (KANDEL, 2013). Portanto nesta tese, o termo CLC será

utilizado,  entretanto,  acompanhado  da  devida  descrição,  CLC do  tipo

canal ou CLC do tipo co-transportador.

FIGURA  2:  Dendrograma  das  proteínas  CLC humanas.  O
comprimento  das  linhas  e  a  distância  entre  os  ramos,  signifcam  a
similaridade entre os membros da família CLC,  calculada pelo algoritmo
ClustalW. Fonte: Adaptado de Zifarelli e Pusch (2015).

II.C)  O CANAL DE CLORO CLC-1

O canal de cloro CLC-1 é um homodímero e cada subunidade possui

um poro seletivo para o íon de cloro que pode funcionar independente.

Dessa  forma,  o  canal  de  cloro  CLC-1  apresenta  dois  modos  de

funcionamento;  um  modo  rápido,  no  qual  os  poros  funcionam

individualmente  (fast  gates);  e  um  modo  lento,  que  consiste  no

funcionamento  dos  dois  poros  simultaneamente  (slow gate  ou  comom

gate)  (DUTZLER et  al.,  2002;  PUSCH et  al.,  2001;  SAVIANE;  CONTI;

PUSCH, 1999; WEINREICH; JENTSCH, 2001).

CLC



25

A estrutura  primária  de  cada  subunidade  consiste  de  988  e  986

aminoácidos  para  as  principais  isoformas  do  CLC-1  humano  e  suíno,

respectivamente (O’LEARY et al., 2016). A estrutura secundária de cada

subunidade é caracterizada pela presença de 23 α-Hélices e 5 folha-β.

Das 23 α-hélices, 17 são transmembrana, referentes as hélices B a R, 6

são citoplasmáticos, hélices A, PP(poly-proline helix) e mais 4 hélices que

participam  da  formação  dos  domínios  Cistationina-β-Sintase  (CBS)

(Figura 9)  (FENG et al.,  2010;  MA et al.,  2011; MACIAS et al.,  2007;

O’LEARY  et  al.,  2016;  PARK;  CAMPBELL;  MACKINNON,  2017;

UNIPROTKB,  2017) .  Os  domínios  CBS,  são localizados  na  porção  C-

terminal intracelular e ao contrário dos eucariotos, não estão presentes

na estrutura do CLC bacteriano (DUTZLER et al., 2002; ESTEVEZ et al.,

2004; MARKOVIC; DUTZLER, 2007a; MEYER; DUTZLER, 2006).

Aminoácidos  específcos,  localizados nas  α-hélices  transmembrana

D, F, N e R (uma região em cada α-hélice), participam da formação do

poro seletivo para o íon Cl-, (Figura 3) (DUTZLER et al., 2002; FENG et

al., 2010; PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017).

Tanto  em procariotos  como em eucariotos,  cada  subunidade  que

compõe  o  canal  possui  uma  estrutura  interna  repetida,  de  forma

antiparalela.  Cada  metade da  subunidade,  na  região  de  membrana,  é

estruturalmente  semelhante  e  espelhada.  Dessa  maneira  a  α-hélice  B

corresponde a α-hélice J, a α-hélice C corresponde a α-hélice K, e assim

sucessivamente  (DUTZLER  et  al.,  2002;  FENG  et  al.,  2010;  PARK;

CAMPBELL; MACKINNON, 2017) .

As hélices H, I, P, e Q são as principais responsáveis pelo contato e

estabilidade entre as duas subunidades, e a hélice R conecta as regiões

transmembrana (TMD) à porção C-terminal citoplasmática (CTD) (Figura

3)  (DUTZLER  et  al.,  2002;  MARKOVIC;  DUTZLER,  2007a;  MEYER;

DUTZLER, 2006) .
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FIGURA 3:  Representação  esquemática  bidimensional  de  um
monômero/subunidade  do  cotransportador  CLC de  eucarioto-  CmCLC
(FENG  et  al.,  2010).  As  linhas  tracejadas  horizontais  representam  a
topologia da membrana plasmática. Os cilindros representam α Hélices,
que necessariamente não atravessam a membrana plasmática,  embora
estejam localizadas na membrana, com exceção da hélice A e PP, que são
citoplasmáticas.  As  marcações  amarelas  representam  as  regiões  que
participam do poro condutor seletivo para o íons cloreto pertencentes às
hélices α-D, α-F, α-N e α-R. A longa cadeia C-Terminal está representada
com seus dois domínios  CBS. A linha tracejada vertical  representa as
metades semelhantes da mesma subunidade. Fonte: Adaptado de Bretag
e Ma (2015).

As  proteínas  CLC de  eucariotos  possuem  uma  longa  cadeia  C-

terminal citoplasmática. A importância biológica da região C-terminal é

atribuída ao fato de que várias mutações nessa região são causadoras de

miotonia congênita  (ESTEVEZ et al., 2004; ESTÉVEZ; JENTSCH, 2002;

PUSCH, 2002). Além disso, essa região possui dois domínios CBS, que

ocorrem geralmente em pares e possuem funções regulatórias em vários

grupos distintos de proteínas  (BATEMAN, 1997; ESTEVEZ et al., 2004;

JHEE; MCPHIE; MILES, 2000; PONTING, 1997; SHAN et al., 2001).
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A estrutura terciária/quaternária dos canais iônicos CLC ainda são

pouco  exploradas.  Dutzler  et  al.  (2002)  caracterizaram  a  estrutura

cristalina  do  canal  CLC de  procariotos  obtidos  de  Escherichia  coli,

EcCLC  (Protein  data  bank   -  1KPK)  e  Salmonella  enterica Sorovar

Typhimurium, StCLC (Protein data bank - 1KPL) utilizando a metodologia

de difração de raios-X sob uma resolução de 3,5Â (DUTZLER et al., 2002)

.  A  estrutura  do  cotransportador  CLC  eucarioto  foi  incialmente

caracterizada  a  partir  da  alga  vermelha  Cyanidioschyzon  merolae,

CmCLC (Protein  Data  Bank –  3ORG)  (FENG et  al.,  2010) (Figura  4).

Recentemente  Park  et  al.  (2017)  caracterizaram a  estrutura  do  canal

BtCLC-K obtido de bovino(Bos taurus) (Protein data bank  - 5TQQ) por

crio-eletromicroscopia sob uma resolução de 3,95Â  (PARK; CAMPBELL;

MACKINNON, 2017). 

FIGURA  4 –  Estrutura  cristalográfca  do  canal  (A)  EcCLC  de
Escherichia  coli  (Protein  data  bank   -  1KPK);  e  (B)  CmCLC  de
Cyanidioschyzon  merolae  (Protein  Data  Bank  –  3ORG).  Para  cada
proteína, as duas subunidades são respresentadas em cores diferentes, e
o poro seletivo do íon Cl- é representado pelas esferas roxas.  Pode-se
notar  a  presença  dos  domínios  CBS  citoplasmáticos  na  proteína
eucariota,  diferentemente  da  proteína  procariota.  Fonte:  Adaptado  de
Zifarelli e Pusch (2015).

A estrutura do canal  BtCLC-K (5TQQ) apresenta alta similaridade

com  o  cotransportador  CmCLC (3ORG)  (PARK;  CAMPBELL;

MACKINNON, 2017)  (Figura 5). A superfamília  CLC (Chloride channel

CATH: 1.103080.10)  apresenta pouca diversidade estrutural  (primária,

secundária  e  terciária)  quando  comparada  a  todas  as  outras

Membrana
celular

Intracelular

Extracelular

A – Canal CLC  procarionte B – Canal CLC eucarionte
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superfamílias  existentes  no  banco  de  dados  CATH-Protein  Structure

Classifcation  Database  (CATH,  2017)  (Figura  6).  O  co-transportador

Cm-CLC-K e o canal BtCLC-K tem sido considerados modelos adequados

para modelagem por homologia de co-transportadores CLC e canais CLC,

respectivamente  (PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017). A estrutura

terciária do canal CLC-1 de eucariotos ainda não foi determinada.

FIGURA  5:  Estrutura  do  canal  BtCLC-K (em  cinza  e  magenta)
sobreposta a estrutura de uma subunidade do canal  CmCLC (em ciano)
demonstrando alta  similaridade.  Os cilindros  representam α-hélices.  A
linha  tracejada  representa  os  limites  entre  o  TMD  =  domínios
transmembrana e CTD = domínios citoplasmáticos. Fonte: Adaptado de
Park et al. 2017. 

FIGURA 6: Gráfco de distribuição das superfamílias de proteínas
existentes no banco de dados CATH, em função da diversidade estrutural
e da diversidade de sequências. Note que a a superfamília CLC apresenta
menor  variação  tanto  estrutural  quanto  em  sequência,  quando
comparado a maioria das superfamílias. Fonte: Adaptado de CATH 2017
(disponível em http://www.cathdb.info/version/v4_1_0/superfamily/1.10.3080.10).

CTD

http://www.cathdb.info/version/v4_1_0/superfamily/1.10.3080.10
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Nos canais CLC, a via de passagem para o íon Cl-  tem a forma de

uma  ampulheta,  com  vestíbulos  largos  nas  extremidades  interna  e

externa e com uma região central do poro seletivo estreita de apenas 12Å

de comprimento. Tanto em procariotos como em eucariotos, esse poro

seletivo é formado por três regiões aminoterminais conservadas das α-

hélices  D,  F  e  N  e  ainda,  um  aminoácido  pertencente  à  α-hélice  R

(ESTÉVEZ;  JENTSCH,  2002;  FENG  et  al.,  2010;  PARK;  CAMPBELL;

MACKINNON, 2017; ZIFARELLI; PUSCH, 2015). Nessa via de passagem

foram identifcados três sítios seletivos de ligação para o íon Cl -, externo

(Sext), central (Scen) e interno (Sint). No canal  EcCLC foram identifcados

somente  os  sítios  Scen  e Sint,  já  para o co-transportador  CmCLC foram

identifcados os sítios Sext e Sint, essa variação é justifcada pelos diferentes

posicionamentos  dos  resíduos  de  Glutamato  E148  ou  E210

respectivamente  (FENG et al., 2010; PARK; CAMPBELL; MACKINNON,

2017;  ZIFARELLI;  PUSCH,  2015).  Para  o  canal  BtCLC-K,  foram

identifcados os sítios Scen e Sint (PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017) 

(Figura 7). Apesar dessas diferenças entre os sítios de ligação para o íon

Cl-,  um  resíduo  de  Tirosina  (Tyr  520  em  BtCLC)  está  posicionado

essencialmente na mesma localização, cuja cadeia lateral é atribuída a

função  de  interagir  com  o  íon  Cl- no  sítio  Scen,  é  provavelmente  um

elemento altamente conservado e está presente em várias estruturas de

diferentes  proteínas  CLC,  tanto  canais  como  cotransportadores

(DUTZLER  et  al.,  2002;  DUTZLER;  CAMPBELL;  MACKINNON,  2003;

FENG et  al.,  2010;  GRADOGNA et  al.,  2012;  JAYARAM et  al.,  2011)

(Figura 7).
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FIGURA  7:  Poro  seletivo  de  Cl- para  o  canal  EcCLC (A),  o
cotransportador CmCLC (B) e o canal BtCLCK (C). As cadeias laterais de
Glutamato (E148 ou E210), Valina (V166), Serina (S107, S165 ou S121) e
Tirosina  (Y445,  Y515  e  Y520)  estão  representadas  em  bastões.  Para
EcCLC (A) e CmCLC (B) os sítios de ligação de Cl- estão indicados como
esferas cinzas. Pode-se notar a diferença na disposição dos resíduos de
Glutamato  E148  e  E210,  modifcando  os  sítios  de  ligação.  Pode-se
também  notar  a  presença  dos  resíduos  de  Tirosina  em  posições
conservadas nos três canais. Fonte: Adaptado de Park et al. (2017).

II.D)  O GENE CODIFICADOR CLCN-1

Em eucariotos, o canal  CLC-1 é codifcado pelo gene  CLCN-1,  que

apresenta alta homologia desde vertebrados  euteleostomi  (NCBI, 2017;

O’LEARY et al., 2016). De acordo com informações disponíveis no banco

de  dados  Reference  sequence  (RefSeq)  do  National  Center  for

Biotechnology  Information  –  NCBI,  a  sequência  do  pré  RNA  CLCN1

humano (ID: 1180), está localizado no cromossomo 7, possui 35879 bp de

tamanho  (NCBI  Reference  Sequence:  NG_009815.1),  a  sequência

codifcante (mRNA) possui 3093 pb (NM_000083.2)  divididos entre 23

éxons  codifcantes  para  988  aminoácidos  (O’LEARY  et  al.,  2016).

Entretanto, pode-se verifcar que cinco variantes de transcritos (splicing

alternativo) para o  CLCN-1 e quatro isoformas da proteína  CLC-1 estão

diponíveis no RefSeq (Tabela 1)

C: BtCLCKB: CmCLCA: EcCLC
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TABELA 1: Variantes  de transcritos  do  CLCN-1 e  isoformas  do
CLC-1 humano.

Trasncrito

s

Código

de

acesso

Númer

o de

éxons

Tamanho

do RNAm

(pb)

Isoforma

da

proteína 

Código

de

acesso

Tamanho-

aminoácios

1
NM_000083.

2
23 3093 1 NP_000074.2 988

X1
XM_0170117

39.1
20 2822 X1

XP_0168672

28.1
846

2 NR_046453.1 22 2946 * * *

X2
XM_0170117

40.1
20 2798 X2

XP_0168672

29.1
838

X3
XM_0115157

82.2
13 1845 X3

XP_0115140

84.1
570

*Esse trasncrito é considerado não codifcante, e candidato ao mecanismo  nonsense-

mediated mRNA Decay.

Também de acordo com informações disponíveis no banco de dados

Reference sequence  (RefSeq)  do   NCBI,  a sequência  do gene  CLCN1

suíno  (Gene  ID:  100520812)  está  localizado  no  cromossomo  18,  a

sequência  de  DNA  genômico  possui  38991  bp  de  tamanho  (NCBI

Reference  Sequence:  NC_010460.4),  a  sequência  codifcante  (mRNA)

possui 4892 pb (XM_021078561.1) divididos entre 23 éxons codifcantes

para 986 aminoácidos (XP_020934220.1).  Entretanto,  pode-se verifcar

que duas variantes de transcritos (splicing  alternativo) para o  CLCN-1

codifcantes  respectivamente  para  duas  isoformas  da  proteína  CLC-1,

estão diponíveis no RefSeq (Tabela 2) (O’LEARY et al., 2016).

TABELA 2: Variantes de transcriptos do  CLCN-1 e isoformas do
CLC-1 suíno.

Variante

Código

de

acesso

Número

de éxons

Tamanho

(pb)
Isoforma 

Código

de acesso

Tamanho

(aminoácios)

X1  XM_0210785

61.1
23 4822 X1

 XP_020934220

.1
986

X2 XM_0210785

62.1
21 5561 X2

 XP_020934221

.1
870

II.E)  ENFERMIDADES ASSOCIADAS AOS CLCS

Mutações nos genes codifcadores dos canais/cotransportadores de

cloro podem provocar diversas enfermidades descritas em humanos, que

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_020934221.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_020934221.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_021078562.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_021078562.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_020934220.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_020934220.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_021078561.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_021078561.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_011514084.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_011514084.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_011515782.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_011515782.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_016867229.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_016867229.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_017011740.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_017011740.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_046453.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_016867228.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XP_016867228.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_017011739.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/XM_017011739.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NP_000074.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000083.2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_000083.2


32

podem  estar  relacionadas  ao  músculo  esquelético,  rins,  pulmões,

glândulas  sudoríparas,  tecido  ósseo e  cerebral.  O termo canalopatias,

tem  sido  proposto  como  uma  referência  para  a  fsiopatologia  destas

doenças  relacionadas  ao  funcionamento  inadequado de  canais  iônicos

(Fontaine et al., 1990).

Os  canais  e  co-transportadores  de  cloro  do  tipo  CLC estão

envolvidos com várias funções fsiológicas tais como: a estabilização do

potencial  da  membrana;  regulação  do  volume  celular  oponente  à

osmolaridade do meio extracelular; controle dos potenciais de repouso

nas fbras musculares e nos neurônios, exercido majoritariamente pelo

CLC-1 e CLC-2  respectivamente, ou ainda, relação com o transporte de

cloreto de sódio (NaCl) nos rins, exercido pelos  CLC do tipo  CLC-KA e

CLC-KB (ESTEVEZ et al., 2001; KOCH et al., 1992a; SIMON et al., 1997).

Portanto,  mutações  nos  genes  codifcadores  dessas  proteínas  do  tipo

CLC, causam várias enfermidades hereditárias, por exemplo, defeitos no

CLC-1 causam  miotonia  congênita  (KOCH  et  al.,  1992a);  no  CLC-5

causam a  síndrome de  Dent  (LLOYD et  al.,  1996);  no  CLC-7  causam

osteopetrose recessiva tipo IV  (KORNAK et al., 2001)  e dominante tipo

II  (CLEIREN et al., 2001); no CLC-KB causam síndrome de Bartter tipo

III (SIMON et al., 1997)  e tipo IV (ESTEVEZ et al., 2001).

II.F)  CANALOPATIAS MUSCULARES

Quando  defeitos  surgem  nos  canais  iônicos  dependentes  de

voltagem  do  músculo  esquelético,  o  fenótipo  resultante  é  o  de  uma

canalopatia  muscular  hereditária  (MEOLA  et  al.,  2003).  As  distintas

síndromes  clínicas,  relacionadas  às  canalopatias,  podem  ser

compreendidas  com base  nas  alterações  específcas  que  as  mutações

produzem na atividade do canal iônico acometido (COOPER; JAN, 1999) .

Por  exemplo,  mutações  no  gene  codifcador  do  canal  de  potássio

muscular, dão origem a síndromes caracterizadas por paralisia muscular

periódica, arritmias cardíacas graves e alterações esqueléticas (síndrome

de  Andersen)  (HOFFMAN,  1995;  JURKAT-ROTT;  LEHMANN-HORN,

2005a).
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Mutações  relacionadas  aos  canais  de  cálcio  da  musculatura

esquelética, dão origem a paralisias musculares periódicas e hipertemia

malignas (PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017).

Enfermidades  causadas  por  mutações  no  gene  que  codifca  a

subunidade  alfa  do  canal  de  sódio  (SCN4A)  do  músculo  esquelético,

incluem:  paralisia  periódica  hipercalêmica,  miotonia  agravada  pelo

potássio  e  paramiotonia  congênita,  essas  3  enfermidades  também

compartilham o sinal clínico de miotonia (HOFFMAN, 1995; MANKODI et

al., 2002). 

III.  ENFERMIDADES MIOTÔNICAS

III.A)  DEFINIÇÃO E CLASSIFICAÇÃO

A miotonia  decorre  de  um estado  de  hiperexcitabilidade  da  fbra

muscular caracterizando-se como um sinal clínico de relaxamento tardio

do músculo  esquelético  após  contração voluntária  (miotonia  de  ação),

estímulo mecânico (miotonia de percussão) ou estímulo elétrico. Durante

esse  relaxamento  tardio  do  músculo  esquelético,  pode-se  verifcar  a

atividade elétrica repetitiva das fbras musculares na eletromiografa. As

doenças que compartilham o sinal clínico de miotonia são chamadas de

doenças miotônicas (BARCHI, 1994; PTACEK; JOHNSON; GRIGGS, 1993;

VITE et al., 1999).

As doenças miotônicas são classifcadas como doenças musculares

primárias  e,  compõem  um  grupo  heterogêneo  de  doenças  que

compartilham a característica clínica de miotonia (WHO-Grupo G-71.1),

esse  grupo  pode  ser  dividido  em miotonias  distrófcas  (MD)  e  não

distrófcas (MND)  (HAHN; SALAJEGHEH, 2016; KARPATI et al.,  2010;

WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Embora  é  relatado  em  humanos,  que  doenças  miotônicas  podem

possuir  origem  adquirida,  por  exemplo,  devido  ao  uso  de

hipocolesterolêmicos como o dizacolesterol (ARGOV; MASTAGLIA, 2009) 

ou relacionada às neoplasias (RANA et al., 2012), os defeitos moleculares

de  origem  hereditária  constituem  a  principal  causa  de  enfermidades

miotônicas (MATTHEWS et al., 2010). 
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III.B)  MIOTONIAS DISTRÓFICAS

As  MDs são  principalmente  caracterizadas  por  possuírem

características  musculares  progressivas  e  degenerativas  além  de

manifestações multissistêmicas. As principais características musculares

das  MDs  são  a  fraqueza  e  a  degeneração  verifcada  ao  exame

histopatológico.  Os  sinais  clínicos  multissistêmicos  frequentes  são

catarata,  defeitos  cardíacos,  atrofa  gonadal,  e  alterações

neuropsiquiátricas.  De forma contraditória,  as MDs podem transcorrer

sem  a  presença  o  sinal  de  miotonia  (DAY  et  al.,  2003;  FACENDA-

LORENZO et al., 2013; GHAREHBAGHI-SCHNELL et al., 1998). 

As MDs são classifcadas em dois tipos, a Miotonia Distrófca tipo 1 -

DM1 ou Steinert's Disease que é causada por mutações no gene DMPK

(BROOK et al., 1992)  e a Miotonia Distrófca tipo 2-DM2 que é causada

por mutações no gene CNBP (RANUM et al., 1998; RICKER et al., 1999).

Acredita-se  que  esses  genes,  possuem funções  de  comunicação  entre

células e regulação da expressão de outros genes  (BROOK et al., 1992;

RANUM et al., 1998; RICKER et al., 1999).

Nas MDs, a miotonia não é causada por mutações nos genes SCNA4

ou  CLCN1, entretanto alguns estudos apontam que o defeito molecular

das  MDs  tipo  1  e  2  interferem  com a  produção  de  várias  proteínas,

inclusive o CLC1 (ESTÉVEZ; JENTSCH, 2002; ZIFARELLI; PUSCH, 2007,

2015).

III.C)  MIOTONIAS NÃO DISTRÓFICAS

As  MNDs são  caracterizadas  por  disfunções  nos  canais  iônicos

presentes  majoritariamente  no  músculo  esquelético  (Mankodi  e

Thornton, 2002). Nas MNDs além do sinal clínico de miotonia geralmente

ocorrem  hipertrofa  e  fraqueza  muscular.  Ao  contrário  das  MDs,  a

fraqueza muscular não é progressiva e o exame histopatológico de tecido

muscular geralmente não demonstra anormalidades (TRIP et al., 2009). 

As principais causas de miotonias hereditárias são as miotonias não

distrófcas, essas estão relacionadas a defeitos moleculares nos canais
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iônicos seletivos para Na+ e CL- (COOPER; JAN, 1999; HOFFMAN, 1995;

JURKAT-ROTT; LEHMANN-HORN, 2005b). Portanto as MNDs podem ser

relacionadas  a  defeitos  moleculares  no  canal  iônico  de  cloro  da

musculatura esquelética (CLC), como a miotonia congênita, e a defeitos

moleculares no canal de sódio muscular (SCN4), como a  Paramiotonia

Congênita,  Paralisia  Periódica  Hipercalêmica,  Miotonia  Flutuante,  a

Miotonia  Permanente  e  a  Miotonia  responsiva  à  acetazolamida;  essas

três últimas, podem ser agrupadas ainda em Miotonias Agravadas pelo

Potássio  (HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; HOFFMAN, 1995;

MATTHEWS et al., 2010). 

As diferenças entre essas etiologias podem ser evidenciadas devido

à  alterações  no  CLC-1  geralmente transcorrem  com  a  presença  do

fenômeno  warm-up  e sem  a  presença  de  dor.  O  fenômeno  warm  up

refere-se  à  melhora  dos  sinais  clínicos,  principalmente  a  própria

miotonia,  quando  a  atividade  muscular  é  mantida.  Já  as  miotonias

causadas  por  alterações  no  SCN4 são  caracterizadas  pela  piora  nos

sinais clínicos conforme se continua a atividade física, esse sinal clínico é

conhecido  como  miotonia  paradoxal  e  ocorre  principalmente  na

enfermidade  que  leva  o  nome  dessa  manifestação,  a  Paramiotonia

Congênita.  Outros  sinais  clínicos  encontrados  principalmente  em

humanos  são  frequentemente  verifcados  pacientes  com  miotonia

decorrente de alterações no  SCN4,  como a presença de dor, miotonia

palpebral, piora da miotonia induzida pelo frio e início precoce dos sinais

clínicos (HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; HOFFMAN, 1995).

Mutações no SCN4A produzem um estado de hiperexcitabilidade da

fbra muscular, devido à alterações que ocasionam ganho de função nos

canais  seletivos  para Na+,  e  dessa forma,  ocorre  atraso na inativação

desses canais após um evento de potencial de ação. Esse atraso permite

que pequenas correntes de despolarização persistam, e assim, aproxima-

se o potencial de repouso da membrana para o limite de despolarização

(HAYWARD; BROWN; CANNON, 1996; MITROVIĆ et al., 1995). Portanto

defeitos no SCN4A, podem causar miotonia por uma tendência dos canais

se manterem abertos por mais tempo após a despolarização, nesse caso,

o sódio residual que entra através destes canais, reinicia repetidamente o
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ciclo de despolarização de membrana. Já no caso de mutações no canal

de cloro, ocorre miotonia devido à redução da quantidade de íon cloro,

que  entra  na  célula  muscular  para  repolarizar  a  membrana  celular

(COOPER;  JAN,  1999).  Na  Tabela  3,  estão  sumarizadas  as  principais

doenças  musculares  hereditárias  (MDs  e  MNDs)  que  compartilham  o

sinal  clínico  de  miotonia,  e  as  principais  características  que  as

diferenciam.



TABELA 3: Principais enfermidades musculares miotônicas hereditárias e respectivas características quanto ao
padrão  de  herança,  gene  afetado,  tipo  de  miotonia,  presença  de  fraqueza  muscular,  fator  desencadeante  e
características adicionais.

GRUPO DOENÇA
PADRÃO DE

HERANÇA

GENE

AFETADO

TIPO DE

MIOTONIA

FRAQUEZA

MUSCULA

R

FATOR

DESENCADEANTE

CARACTERÍSTICAS

ADICIONAIS

MDs

DM1 D DMPK M ++ - Sinais sistêmicos

DM2 D
CNBP

(ZNF9)
M ++ - Sinais sistêmicos

MNDs

MC

Thomsen D CLCN1 M + Exercício após repouso Hipertrofa muscular
Becker R CLCN1 M + Exercício após repouso Hipertrofa muscular
PMC D SCN4A P +* Frio Mais sensível ao frio

HYPP D SCN4A P,M ou - +
K+, descanso após

exercício
Hipercalemia*

MNDs

PAM

MF D SCN4A M + K+ Reincidivas

MP D SCN4A M + K+
Rigidez muscular

persistente

MRA D SCN4A M + K+
Resposta à

acetazolamida
MDs=Miotonias distrófcas, DM1=Miotonia distrófca tipo1, DM2=Miotonia distrófca tipo 2, MNDs=Miotonias não distrófcas, MC=Miotonia

congênita, PAM= Miotonias agravadas pelo potássio, PMC=Paramiotonia Congênita, HYPP=Paralisia periódica hipercalêmica, MF=Miotonia

futuante, MP=Miotonia permanente, MRA=Miotonia responsiva a acetazolamida, D=Dominante, R=Recessivo, M=Miotonia, P-Paramiotonia,

- = ausente, + = presente, ++ = presente e progressiva,  * =  pode estar ausente. Fonte: Adaptado de  Hahn e Salajegheh 2016.
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III.D)  DIAGNÓSTICO DAS ENFERMIDADES MIOTÔNICAS

A obtenção do histórico médico detalhado permite ao clínico que ele

verifque  diferenças  preliminares,  como  o  carácter  hereditário  ou

adquirido,  e algumas características indicativas de alguma canalopatia

muscular (BAROHN; DIMACHKIE; JACKSON, 2014).

O  exame  físico  permite  evidenciar  diferenças  entre  os  tipos  de

miotonia, principalmente entre as MDs e as MNDs, sinais clínicos como

fraqueza progressiva, distrofa muscular, hipertrofa muscular e outros

sistemas envolvidos são determinantes para a caracterização (BAROHN;

DIMACHKIE; JACKSON, 2014a; NONAKA; SATOYOSHI, 1992; PTACEK;

JOHNSON; GRIGGS, 1993).

Em  humanos  com  suspeita  de  miotonia,  alguns  testes  clínicos

podem ser realizados como: solicitar  ao paciente que feche a mão ou

olhos com frmeza e verifcar a difculdade e o tempo necessário quando

tenta  abri-los,  testes  de  força  muscular  (MEDICAL  RESEARCH

COUNCIL,  1986),  e  a  percussão  muscular  que  evidencia  a  miotonia

(BAROHN;  DIMACHKIE;  JACKSON,  2014a;  HILTON-JONES;  KISSEL,

2010). Em animais, é possível  verifcar a presença de miotonia lingual.

Deve-se  percurtir  a  musculatura   e  verifcar  se  ocorre  a  miotonia,  a

formação de sulcos musculares decorrentes da rigidez (dimple) e o tempo

em que a miotonia permanece presente. Também é importante verifcar a

presença  de  decúbito  decorrentes  da  miotonia  de  vários  grupos

musculares  simultaneamente.  Essa  situação  normalmente  acontece

quando  os  animais  são  estimulados  subtamente  após  um  período  de

repouso  (startle  response)  (COOPER;  JAN,  1999;  HOFFMAN,  1995;

JURKAT-ROTT; LEHMANN-HORN, 2005b).

A miotonia também deve ser avaliada quanto a presença/ausência de

dor,  piora  ou  não  da  miotonia  quando  ocorre  exposição  ao  frio,  e

principalmente quanto ao tipo de miotonia,  se é paradoxal ou ocorre o

fenômeno  warm-up,  dessa  forma  pode-se  direcionar  qual  tipo  mais

provável  de  canal  iônico  acometido  para  os  canais  SCN4 ou  CLC1

respectivamente (BAROHN; DIMACHKIE; JACKSON, 2014b).
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III.E)  HEMATOLOGIA, BIOQUÍMICA SÉRICA E HISTOPATOLOGIA

Em pacientes acometidos por enfermidades miotônicas,  alterações

nos valores de hemograma e bioquímica sérica não são consistentes e

específcos para o tipo de enfermidade. Valores abaixo da referência para

os níveis de albumina e contagem leucócitos, assim como aumento dos

níveis  de  hemoglobina,  gama  glutamil  transferase  (GGT),  lactato

desidrogenase (LDH) e creatinoquinase (CK) podem ser verifcados em

pacientes  com DM1.  Valores  inferiores  ao  normal  dos  níveis  e  IgG e

contagem de linfócitos, e também, aumento nos valores de CK, colesterol

total, LDH e aspartato amino transferase (ALT) podem ser encontrados

em pacientes com DM2. As MNDs geralmente não são relacionadas com

alterações  de  hemograma  e  bioquímica  sérica,  entretanto  pode  ser

verifcado aumento de CK, por exemplo nos casos de Paralisia Periódica

Hipercalêmica, em que os níveis de CK como de potássio sérico podem

estar aumentados, mas geralmente, durante as crises (HEATWOLE et al.,

2011, 2006; HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; PORTARO et al.,

2015).

Embora  não  contribua  para  a  diferenciação  entre  os  subtipos  de

MNDs, o exame histopatológico é útil para a diferenciação entre as MDs

e MNDs, respetivamente, pela presença ou não de anormalidades (TRIP

et al., 2009). Ao exame histopatológico rotineiro (H&E, PAS, Gomori), o

tecido  muscular  de  humanos  acometidos  por  miotonia  congênita

apresentam pequena quantidade de fbras do tipo IIB, reações oxidativas

normais  e  fbras  musculares  com  núcleos  periféricos.  Nas  miotonias

distrófcas  existe  uma distribuição  de  fbras  tipo  I  e  tipo  II  de  forma

heterogênea  em  quantidade  e  tamanho,  e  também  o  posicionamento

central dos núcleos, as fbras musculares podem ainda apresentar sinais

de degeneração, fagocitose e necrose (COOPER; JAN, 1999; HOFFMAN,

1995;  JURKAT-ROTT;  LEHMANN-HORN,  2005a).  Embora  não  sejam

defnitivas  para  o  diagnóstico,  técnicas  especiais  podem  demonstrar

alterações musculares em indivíduos acometidos por miotonia congênita,

por exemplo maior intensidade de coloração das fbras musculares por

vermelho alizarina (MANKODI et al., 2002; WHEELER et al., 2009) .
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III.F)  ELETROMIOGRAFIA

O exame de eletromiografa (EMG) é determinante no diagnóstico

das enfermidades miotônicas. Após a inserção do eletrodo no músculo,

resultados positivos são caracterizados por séries de potenciais de ação

espontâneos, ondas positivas ou potenciais de fbrilação que diminuem

em frequência e amplitude. Esses potenciais espontâneos, verifcados no

EMG de um paciente miotônico, são chamados de descargas miotônicas.

A  frequência  dessas  descargas  pode  variar  de  20  a  80  HZ,  e  as

amplitudes variam de 10µV a 1mV, o som produzido dessas descargas é

característico sendo frequentemente descrito como o som produzido por

um  avião  de  bombardeio  -  diver  bomb (KIMURA,  1989;  PRESTON;

SHAPIRO, 1998). 

Durante o EMG, algumas informações adicionais específcas podem

ser utilizadas para verifcar a existência de anormalidades características

de enfermidades miotônicas,  por exemplo,  a diminuição ou o aumento

das descargas miotônicas verifcadas durante o EMG são relacionados

com  o  fenômeno  warm-up  ou a  miotonia  paradoxal,  respectivamente

(FOURNIER et al., 2004; KIMURA, 1989; PRESTON; SHAPIRO, 1998).

Existem  enfermidades  miotônicas  que  são  caracterizadas

clinicamente e positivas ao EMG, entretanto, existem miotonias que só

são verifcadas ao EMG. Uma abordagem sistemática para diferenciar as

enfermidades miotônicas, consiste em classifcar inicialmente o paciente

em  uma  de  três  categorias  a  seguir  (HEATWOLE;  STATLAND;

LOGIGIAN, 2013; MILLER, 2008):

Categoria1  -  Miotonia  positiva  sob  aspectos  clínicos  e  EMG

positivo.

Categoria2 - Miotonia  negativa  sob  aspectos  clínicos  e  EMG

positivo.

Categoria3-  Presença  de  outros  sinais  clínicos  que  ocorrem nas

enfermidades  miotônicas,  mas  sem  a  presença  do  sinal  clínico  de

miotonia e também com EMG negativo.
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Categoria 1

Contém  somente  miotonias  decorrentes  de  causas  primárias,  ou

seja,  a  causa  está  relacionada  a  estruturas  constitutivas  do  tecido

muscular, e são caracterizadas por evidência clínica e eletromiográfca

de  miotonia.  As  MDs  e  as  MNDs  participam  dessa  categoria

(HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; KIMURA, 1989; PRESTON;

SHAPIRO, 1998) . 

Categoria 2

Caracterizada  por  EMG  positiva  para  descargas  miotônicas,

entretanto, com ausência de sinais clínicos. Essa categoria abrange uma

grande  variedade  de  enfermidades,  como  a  Doença  de  Pompe,

Hipertermia  Maligna,  Hipotireoidismo,  e  Polimiosite  (PRESTON  AND

SHAPIRO  1998;  KIMURA  1989;  C.  R.  HEATWOLE,  STATLAND,  AND

LOGIGIAN  2013).  Além  dessas  enfermidades,  alguns  medicamentos

podem interferir no equilíbrio elétrico da membrana muscular, e assim,

ocasionando a miotonia verifcada ao EMG, embora sem a evidência de

sinais clínicos. Portanto, é importante associar o resultado do EMG com o

histórico  de  uso  de  medicamentos,  como  colchicina,  propanolol,

fenoterol,  terbutalina,  diazocholesterol,  e  ciclosporina  (PRESTON AND

SHAPIRO 1998; KIMURA 1989).

Categoria 3

Sinais  clínicos  como fraqueza,  “câimbras”,  ou  espasmos  que  não

consistem propriamente miotonia, mas podem ser confundidos com essa,

caracterizam  a  categoria  3.  Dessa  forma  pacientes  devem  ser

criteriosamente avaliados sob aspectos clínicos, EMG e hereditários de

modo  a  possibilitar  a  exclusão  de  qualquer  síndrome  miotônica

(HEATWOLE;  STATLAND;  LOGIGIAN,  2013;  KARPATI  et  al.,  2010;

KIMURA, 1989; PRESTON; SHAPIRO, 1998).



42

Considerando  portanto,  o  tipo  de  categoria,  o  resultado

histopatológico e os sinais clínicos específcos que podem estar presentes

nas enfermidades miotônicas, pode-se direcionar o diagnóstico (Figura 8)

(MANKODI et al., 2002; WHEELER et al., 2009) .

FIGURA 8:  Fluxograma hierárquico,  demonstrando  um algoritmo

que pode ser empregado para o diagnóstico das enfermidades miotônicas

primárias, considerando características clínicas, EMG, histopatológicas e

moleculares. Fonte: adaptado de Fontaine e Hanna (2010). 

Portanto,  pacientes  acometidos  por  MNDs (exame histopatológico

normal), sob padrão de herança dominante ou recessivo, pertencentes à

categoria  1  e  que  possuem  o  fenômeno  warm-up,  devem  ser

principalmente investigados para mutações no gene CLCN1 (FONTAINE

E HANNA, 2010).
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IV.  MIOTONIA HEREDITÁRIA E CANAIS DE CLORO

IV.A)  TERMINOLOGIA

Os defeitos moleculares nos canais iônicos de sódio e cloro são as

principais  causas  das  enfermidades  miotônicas  hereditárias,  e  são

genericamente chamadas de miotonias  congênitas  (MATTHEWS et al.,

2010).  A  principal  causa  de  miotonia  hereditária  está  relacionada  a

mutações no gene  CLCN1 responsável  pela  codifcação dos  canais  de

cloro (CLC1) da musculatura esquelética (Fontaine e Hanna, 2010).

A miotonia congênita é um termo médico que foi inicialmente usado

para se referir às descrições clínicas de miotonia em cabras  (BRYANT,

1969). Conforme as descrições dos defeitos moleculares foram surgindo,

o termo miotonia congênita passou a ser majoritariamente utilizado como

referência às enfermidades miotônicas decorrentes de defeitos no canal

de  cloro  CLC1  (FONTAINE;  HANNA;  PRESS,  2010;  HAHN;

SALAJEGHEH,  2016).  Em  medicina  humana,  essa  nomenclatura  é

adotada  pela  Organização  Mundial  de  Saúde-  WHO e  pelo  banco  de

dados Online Mendelian Inheritance in Man-NCBI (OMIM, 2017; WHO -

WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Quando  a  miotonia  congênita  ocorre  sob  modo  de  herança

autossômico  dominante,  é  também  chamada  de  doença  de  Thomsen

(MIM 160800); quando ocorre sob modo recessivo, é também chamada

de doença de Becker (MIM 255700) (BECKER, 1977; OMIM, 2017; SUN

et al., 2001; THOMSEN, 1876).

Em medicina veterinária, os termos miotonia congênita e miotonia

hereditária são empregados para a enfermidade decorrente de defeitos

no CLC1 (BORGES et al., 2013; FINNIGAN et al., 2007; GANDOLFI et al.,

2014; RHODES et al.,  1999). Nesta tese, o termo miotonia hereditária

será utilizado para referir a miotonia decorrentes de defeitos no  CLC1

decorrente de  mutações no  CLCN1  acometendo suínos, e ainda, serão

utilizados os termos autossômico dominante ou recessivo para descrever

o padrão de herança.
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IV.B)  FISIOPATOLOGIA DA MIOTONIA CONGÊNITA

Em uma junção neuromuscular saudável, após uma despolarização,

os  canais  de  cloro,  localizados  principalmente  no  sistema  tubular  da

membrana sarcolemal muscular, abrem-se permitindo o infuxo de cloro

na  célula  muscular,  e  dessa  forma,  repolarizando  e  retornando  o

potencial  de  membrana  para  o  potencial  de  repouso  (AROMATARIS;

RYCHKOV, 2006; COOPER; JAN, 1999). A membrana celular do músculo

esquelético  possui  alta  condutância  de  íon  cloro,  principalmente  em

comparação com outros tipos celulares, essa característica é responsável

por  até  85% de  toda  a  condutância  iônica  do  sarcolema em repouso

(BRETAG, 1987).

No  músculo  esquelético,  a  atividade  do  CLC1 é  essencial  para

assegurar  a  estabilidade  elétrica,  possibilitando  que  o  sarcolema

permaneça em um estado excitável. Quando este potencial de repouso

não é adequado as fbras fcam hipopolarizadas e, dessa maneira, ocorre

um estado de hiperexcitabilidade que pode contribuir para ocorrência da

miotonia (HOFFMAN, 1995) .

A  condutância  do  sarcolema para  o  Cl-  possui  maior  importância

quando se considera o efeito despolarizante do acúmulo de potássio nos

túbulos “T” durante a atividade muscular. Em pacientes com miotonia

congênita, esse acúmulo de K+ somado-se com o infuxo insufciente de

Cl-,  favorece a ocorrência de despolarizações da superfície da membrana

que,  pode  resultar  em  um  potencial  de  ação  auto-sustentável,

prolongando a contração (BROWN; JIMENEZ-MALLEBERA, 2010).

IV.C)  DESCRIÇÕES DE MIOTONIA CONGÊNITA

A miotonia  congênita  foi  descrita  clinicamente  em humanos  pela

primeira  vez  no  fnal  do  século  XIX  pelo  médico  dinamarquês  Asmus

Julius Thomas Thomsen, ele e sua família eram acometidos pela miotonia,

e a descreveu como uma alteração de rigidez muscular e a difculdade de

encerrar  uma  contração  muscular  (THOMSEN,  1876).  Em  animais  a

primeira  descrição  clínica  de  miotonia  congênita  deu-se  em  cabras,
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descritas como Fainting Goats (WHITE; PLASKETT, 1904).

Somente  65 anos  depois  foi  pulicado um trabalho  que descreveu

cabras que apresentavam fbras musculares de reduzida condutância ao

íon  cloreto.  Nesse  momento,  essa  condição  foi  chamada  de  miotonia

congênita  (BRYANT, 1969). Esse estudo abriu portas para uma extensa

linha  de  pesquisa,  entretanto,  as  primeiras  mutações  patogênicas  no

CLCN1 foram identifcadas em ratos e humanos (DAVIES; HANNA, 2001;

FONTAINE;  HANNA;  PRESS,  2010;  HEATWOLE;  STATLAND;

LOGIGIAN,  2013;  MANKODI  et  al.,  2002;  MATTHEWS  et  al.,  2010;

MILLER, 2008; NONAKA; SATOYOSHI, 1992).

Atualmente,  mais  de  200  mutações  patogênicas  no  gene  CLCN1

foram  identifcadas  nos  seres  humanos  (HGDM,  2017), incluindo:

deleções,  inserções,  mudanças  na  fase  de  leitura,  códons  de  paradas

prematuros  (nossense),  polimorfsmos  com  mudança  do  aminoácido

codifcado (missense) e mutações nas regiões de splicing (BRUGNONI et

al., 1999; BURGUNDER et al., 2008; DE DIEGO et al., 1999a; ESTEBAN

et al.,  1998; FIALHO et al.,  2007;  HEINE et al.,  1994;  HOCHE et al.,

2014a; LAKRAJ et al.,  2013; MAZON et al.,  2012; MOON et al.,  2009;

RAJA RAYAN et al., 2012a; RICHARDSON et al., 2014a; SANGIUOLO et

al., 1998; SKÁLOVÁ et al., 2013; ULZI et al., 2012; WU et al., 2002) . 

Em relação aos animais, existem descrições de  miotonia congênita

com defeito molecular esclarecidos em ratos (STEINMEYER; ORTLAND;

JENTSCH,  1991),  cabras  (BECK;  FAHLKE;  GEORGE  JR.,  1996),  cães

(FINNIGAN et al., 2007; RHODES et al., 1999), cavalos  (WIJNBERG et

al.,  2012a),  búfalos  (BORGES  et  al.,  2013),  gatos  (GANDOLFI  et  al.,

2014), peixe-zebra  (CHENG et al., 2014)  e  ovelhas  (MONTEAGUDO et

al.,  2015).  Existem  ainda,  descrições  da  forma  clínica  de  miotonia

congênita acometendo bovinos  (VAN NIEKERK; JAROS, 1970), contudo,

defeitos moleculares nos canais de cloro bem como sua origem genética

não  foram  ainda  comprovados  nessa  espécie.  Não  existe  relato  na

literatura  científca  acerca  da  miotonia  congênita/hereditária

acometendo suínos.

As mutações descritas no CLCN1 causadoras de miotonia congênita

em animais possuem efeitos variáveis nos aminoácidos do canal  CLC1.
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Na fgura 9 estão representados os pontos de mutação causadores de

MC, descritos em ovelhas, cães, peixe-zebra, cavalo e cabra, de acordo

com a topologia do canal de cloro  CmCLC. As mutações causadoras de

MC em búfalos e em gatos afetam o processo de splicing, provando uma

alteração que determina o menor número de aminoácidos na proteína

CLC-1. No caso dos búfalos ocorre a tradução de uma proteína truncada

e com apenas 154 aminoácidos, no caso dos gatos ocorre a ausência dos

aminoácidos  relativos  aos  éxons  15  e  16  (BORGES  et  al.,  2013;

GANDOLFI et al.,  2014). As mutações relacionadas ao peixe-zebra são

decorrentes de manipulação gênica para criação de animais transgênicos

modelos experimentais para a miotonia congênita em humanos (CHENG

et al., 2014).

FIGURA  9:  Representação  esquemática  bidimensional  de  um
monômero/subunidade  do  cotransportador  CLC de  eucarioto-  CmCLC
(FENG ET  AL.  2010).  As  linhas  tracejadas  horizontais  representam a
topologia da membrana plasmática. Os cilindros representam α Hélices,
que necessariamente  não atravessam a  membrana plasmática  embora
estejam localizadas na membrana. As marcações amarelas representam
as regiões que participam da formação do poro condutor seletivo para o
íons cloreto. A longa cadeia C-Terminal está representada com seus dois
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domínios  CBS.  A  linha  tracejada  vertical  representa  as  metades
semelhantes da mesma subunidade. Os números 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 são
correspondentes  aos  pontos  de  mutações  descritas  em  ovelhas,  cão
(Schnauzer),  peixe-zebra,  cavalo,  peixe-zebra,  cabra  e  cão  (Autralian
cattle dog), respectivamente. Fonte: Adaptado de Bretag e Ma (2015).

IV.D)  SINAIS CLÍNICOS DA MIOTONIA CONGÊNITA

O principal sinal clínico da miotonia congênita é a própria miotonia

que é verifcada como rigidez muscular após uma excitação. Geralmente

estão  presentes  hipertrofa  e  fraqueza  musculares  especialmente  nos

músculos  epaxiais  e  apendiculares  proximais  (JURKAT-ROTT;

LEHMANN-HORN, 2005b).

A rigidez muscular ocorre depois da excitação do tecido muscular,

as membranas das fbras musculares individuais podem continuar a gerar

séries de potenciais de ação por alguns instantes. Esta atividade evita

que  relaxamento  muscular  adequado  ocorra  (LEHMANN-HORN;

JURKAT-ROTT,  1999).  De  modo  geral  as  pessoas  acometidas  por

miotonia congênita relatam rigidez muscular após iniciar o movimento,

que melhora conforme se mantem a atividade muscular, caracterizando o

fenômeno  warm-up  (LOSSIN;  GEORGE  JR.,  2008).  O  atraso  no

relaxamento  do  músculo  esquelético  não  é  acompanhado  por  dor

(BARCHI, 1994).

Considerando  as  descrições  clínicas  dos  animais  acometidos  por

miotonia congênita, os sinais clínicos são semelhantes aos que ocorrem

na  espécie  humana.  A  primeira  descrição  acometendo  animais  foi

relacionada a espécie caprina, os animais foram descritos apresentando

desmaios e membros pélvicos rígidos  (WHITE; PLASKETT, 1904). Esses

sinais  clínicos  foram  corroborados  por  outros  estudos  realizados  em

cabras, ovinos e búfalos. Animais dessas espécies afetados por miotonia

congênita apresentavam sinais comuns de hipertrofa e rigidez muscular

com  intensidade  variável  entre  os  animais,  nos  mais  gravemente

acometidos ocorre  impossibilidade transitória  da locomoção,  quedas  e

permanência em decúbito por alguns instantes sob um episódio de crise.
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O episódio  de rigidez  muscular  intensa  seguida de decúbito  pode ser

desencadeado quando o animal é submetido a estímulo visual/auditivo ou

após  uma  tentativa  de  fazer  movimentos  bruscos  espontâneos

principalmente  após  um  período  de  repouso  (BORGES  et  al.,  2013;

BRYANT,  1969;  GANDOLFI  et  al.,  2014;  MONTEAGUDO et  al.,  2015;

VITE et al., 1998, 1999). 

Além  dos  sintomas  descritos  acima,  os  cães  afetados  também

apresentam mobilidade da  língua diminuída,  “pulo  de  coelho”  quando

estimulados a correr, e paralisia das pregas vocais verifcada no exame

de laringe sob leve sedação  (FINNIGAN et al., 2007; VITE et al., 1998,

1999).  Além  desses  sinais  clínicos,  gatos  acometidos   demonstraram

hipertrofa da língua e mobilidade da mandíbula diminuída  (GANDOLFI

et  al.,  2014).  Geralmente  os  animais  não  apresentam  aumento  das

concentrações séricas de creatinina kinase (CK) (GANDOLFI et al., 2014;

GASCHEN;  JAGGY;  JONES,  2004;  HICKFORD  et  al.,  1998;  TOLL;

COOPER; ALTSCHUL, 1998; VITE et al., 1998) .

De  forma  geral,  as  descrições  clínicas  da  miotonia  congênita

apresentam certa heterogeneidade. Sob padrão recessivo as mutações no

gene CLCN1 causam perda de função nas duas subunidades do canal de

cloro. Sob padrão dominante a subunidade afetada pela mutação possui

um efeito negativo dominante sobre a subunidade normal (DUFFIELD et

al.,  2003;  KOCH et  al.,  1992a;  PORTARO et  al.,  2015).  As  alterações

funcionais no CLC1 decorrentes das mutações no  CLCN1 são variáveis,

pois estão relacionadas com a implicância fsiológica de cada mutação

considerada. Além disso, a estrutura peculiar do  CLC1 de possuir duas

subunidades  que  podem  funcionar  independentes  entre  si  também

contribui  para  heterogeneidade  dos  diversos  fenótipos  resultantes  de

mutações no gene CLCN1 (PORTARO et al., 2015).
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V) JUSTIFICATIVA

Os  primeiros  suínos  afetados  pela  miotonia  hereditária  foram

encontrados  no  estado  do  Pará.  Nessa  situação,  os  docentes  da

Universidade Federal do Pará –  Campus Castanhal verifcaram que os

animais apresentavam sinais clínicos semelhantes à miotonia hereditária.

Uma família de animais afetados pela miotonia passou a ser mantida nas

dependências da Universidade Federal do Pará-UFPA, campus Castanhal

– PA. Foram realizadas visitas à UFPA, para realização de exame clínico,

exame de EMG, coleta de informações e material biológico. 

Além da importância da espécie suína para a produção de carne, a

importância desse estudo deve-se principalmente devido à semelhança

clínica das descrições de miotonia congênita somada à alta homologia do

gene CLCN1 e da proteína CLC1 verifcadas  entre as espécies animais.

Esses  aspectos ressaltam  a  importância  de  estudos  descritivos  dessa

enfermidade, independente da espécie animal. A hipótese do presente

estudo  foi  que  esses  animais  com  sinais  clínicos  de  miotonia  são

acometidos por miotomia hereditária e portadores de alteração(ões) no

gene CLCN1. 

Não existe relato prévio na literatura científca mundial relacionado

ao sinal clínico de miotonia nessa espécie animal. Portanto, é provável

que se trate de uma condição rara nessa espécie. A descrição de suínos

com miotonia hereditária é um modelo interessante para a avaliação de

variabilidade  fenotípica  entre  diferentes  espécies  animais,  inclusive  a

humana.
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VI.  OBJETIVOS

VI.A)  OBJETIVO GERAL

Descrever,  sob  aspectos  clínicos  e  moleculares,  uma  nova

enfermidade neuromuscular em suínos.

VI.B)  OBJETIVOS ESPECÍFICOS

 Realizar  a  caracterização  clínica  e  eletromiográfca  da  miotonia

hereditária em uma família de suínos. 

 Determinar o padrão de herança.

 Descrever  os  achados  morfológicos  de  biópsias  musculares  dos

animais afetados. 

 Determinar a sequência de nucleotídeos codifcante para proteína

CLC1 de suínos normais e dos afetados. 

 Descrever a alteração genética  causadora de miotonia hereditária

em suínos.

 Padronizar  um  teste  molecular  diagnóstico  para  a  miotonia

hereditária em suínos.
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VII.  MATERIAL E MÉTODOS

VII.A)  ANIMAIS UTILIZADOS

Para  realização  desse  estudo,  foram  utilizados  22  animais

pertencentes à 3 gerações F0 (n=5), F1 (n=6), F2 (n=11) de uma família

de suínos sem raça defnida, localizados na UFPA campus Castanhal-PA.

Nove  animais  pertencentes  a  essa  família possuíam miotonia,  desses,

cinco animais da geração F0 e quatro animais da geração F2. 

Foram utilizados dois animais da raça  Large White pertencentes à

UFPA  campus Castanhal-PA,  dois  animais  SRD  pertencentes  a  uma

propriedade privada localizada em Botucatu-SP e dois animais da raça

Mini  Pig  provenientes  do Centro  de Medicina  e  Pesquisa em Animais

Silvestres – CEMPAS da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia

(FMVZ)  -  Universidade  Estadual  Paulista  “Júlio  de  Mesquita  Filho”

(UNESP),  campus  de  Botucatu,  SP.  Esses  seis  animais  não  tinham

parentesco com os animais afetados e foram utilizados como controle nas

análises moleculares. 

Para validação do teste de genotipagem, foram utilizados, além dos

28 animais experimentais, 150 amostras de sangue de suínos amostrados

por  conveniência,  não  relacionados  aos  26  animais  experimentais  e

pertencentes  a  granjas  localizadas  nos  estados  de  Santa  Catarina,

Paraná,  São Paulo  e  Goiás.  A  amostragem desses  animais  deu-se  por

conveniência,  admitindo-se  animais  adultos  de  todas  categorias.Todos

animais utilizados foram identifcados e estão discriminados na tabela 4. 
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TABELA 4: Relação dos 28 animais utilizados na pesquisa.
Animal Categoria Fenótipo
A Fêmea adulta (F0) Miotônico
B Macho adulto (F0) Miotônico
C Macho adulto (F0) Miotônico
D Macho adulto (F0) Miotônico
E Macho adulto (F0) Miotônico
F Fêmea adulta (F1) Normal
G Fêmea adulta (F1) Normal
H Fêmea adulta (F1) Normal
I Fêmea adulta (F1) Normal
J Macho adulto (F1) Normal
K Macho adulto (F1) Normal
L Fêmea Jovem (F2) Normal
M Fêmea Jovem (F2) Normal
N Fêmea Jovem (F2) Normal
O Fêmea Jovem (F2) Miotônico
P Fêmea Jovem (F2) Miotônico
Q Macho jovem (F2) Normal
R Macho jovem (F2) Normal
S Macho jovem (F2) Normal
T Macho jovem (F2) Normal
U Macho jovem (F2) Miotônico
V Macho jovem (F2) Miotônico
1 Macho Adulto (C) Normal
2 Fêmea Adulta (C) Normal
3 Macho Adulto (C) Normal
4 Fêmea Adulta (C) Normal
5 Macho Adulto (C) Normal
6 Fêmea Adulta (C) Normal

150 
150 animais para

teste genético
Normal

A – V 22 animais membros da família de miotônicos. 1-6 animais
controles  não  relacionados  aos  animais  miotônicos.  F0  –  primeiros
animais a apresentar sinais clínicos de miotonia. F1 – flhos de animais
F0. F2 – flhos de animais F1.

VII.B)  COLETA DE AMOSTRAS BIOLÓGICAS

Foram colhidas amostras de sangue total por venopunção das veias

auriculares, utilizando um sistema de colheita a vácuo (Vacutainer®) com

agulhas 21G e tubos de colheita de sangue com anticoagulante EDTA (BD

Vacutainer®).  As  amostras  de sangue foram mantidas refrigeradas até
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realização da extração do DNA genômico. 

Foram realizadas biópsias musculares dos 22 membros da família

de animais miotônicos (animais A – V) e de 4 animais do grupo controle

(1-4). Foram colhidas amostras de aproximadamente 9mm² dos músculos

glúteo  médio  e/ou  longuíssimus  dorsi,  totalizando  até  4  amostras  por

animal. Para isso os animais foram apropriadamente anestesiados. Como

medicação  pré-anestésica  foi  empregado  acepromazina  (0,1mg/kg)

associada a midazolan (0,5mg), ambos fármacos na mesma seringa. Após

a prostração foram realizadas tricotomia, assepsia e anestesia local com

infltração de 10ml de lidocaína 2% na derme e tecido subcutâneo. Os

animais foram anestesiados com quetamina (5mg/kg) (MASSONE, 2011),

após 5 minutos, a incisão cirúrgica de pele de aproximadamente 2,5 cm

foi realizada para coleta de tecido muscular utilizando punch cutâneo de

5mm. Posteriormente, foi realizada a síntese utilizando fo não absorvível

nylon-0 sob padrão “simples separado”, curativo local com antissépticos,

bem como acompanhamento do processo de cicatrização. 

Cada  amostra  de  tecido  muscular  foi  dividida.  Parte  foi

acondicionada  em  criotubo  estéril  e  congelados  à  -20°C,  para

posteriormente,  extração  de  DNA.  Outro  fragmento  mantido  com

RNAlater® para posterior extração de RNA para a produção de cDNA e

outro fragmento mantido em solução de formol 10% para confecção de

lâminas histológicas.

VII.C)  EXAME CLÍNICO DOS ANIMAIS 

Foi realizado exame clínico de todos os 28 animais com ênfase em

sistema muscular  (RADOSTITS et al.,  2002),  sendo utilizados somente

animais  saudáveis,  com exceção daqueles  que apresentavam os sinais

clínicos de miotonia. Todos os exames foram realizados na UFPA campus

Castanhal-PA ou na FMVZ-UNESP-Botucatu. 

Foi consultado o histórico dos 22 animais pertencentes à família de

miotônicos. Informações do parentesco foram obtidas para possibilitar a

construção do heredograma e caracterização da enfermidade miotônica

quanto ao padrão de herança.
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VII.D)  BIOQUÍMICA SÉRICA

 Amostras  de  quatro  animais  (A-D) que  apresentavam  miotonia

foram colhidas em dois momentos distintos, com três meses de intervalo.

Foram  mensurados  os  valores  séricos  de  aspartato  aminotransferase

(AST),  alanina  transaminase  (ALT),  fosfatase  alcalina  (FA),

gamaglutamiltransferase  (GGT),  creatina  kinase  (CK),  desidrogenase

lática  (DHL),  bilirrubina  total  (BT),  bilirrubina  direta  (BD),  bilirrubina

indireta  (BI),  uréia  e  creatinina.  Os  valores  obtidos,  foram  avaliados

comparada aos valores de referência para a espécie (KANECO; HARVEY;

BRUSS, 2008)

VII.E)  HISTOPATOLOGIA

As  amostras  de  tecido  muscular  de  5  animais  (A-E)  foram

acondicionadas em solução de formol à 10% e incluídas em parafna para

obtenção  de  cortes  histológicos  de  6  a  8  µm.  As  lâminas  foram

processadas  para  coloração  de  hematoxilina  e  eosina  (H&E)  e  ácido

periódico-Schif (PAS).  As  lâminas  foram  avaliadas  subjetivamente

quanto morfologia e coloração das fbras musculares e quanto à presença

de alterações como degeneração, fagocitose ou necrose.

VII.F)  ELETROMIOGRAFIA

O exame de EMG foi  realizado com os animais em repouso,  em

posição quadrupedal e/ou decúbito lateral. Foram examinados 4 animais

afetados  (A-D)  e  2 animais  normais  (1-2).  Para  isso,  foram  utilizados

eletrodos de agulhas concêntricas e o equipamento Neuromax 1000® de

2 canais. O fltro passa-banda (band pass)  foi ajustado em 10 a 10.000

Hz. 

Foram avaliadas os músculos epaxiais e os proximais dos quatro
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membros, os músculos glúteo médio, músculo supra espinhoso, músculo

infra  espinhoso,  tríceps  braquial  e  longuíssimos  dorsi.  O  traçado

eletromiográfco foi comparado de forma qualitativa para o diagnóstico

de miotonia, entre o grupo dos animais afetados e normais.

VII)  ANÁLISE MOLECULAR

VII.G)  ANÁLISE IN SILICO DAS SEQUÊNCIAS DOS

TRANSCRITOS X1 E X2 DE RNA DO CLCN1 SUÍNO

Para  desenho  dos  oligonucleotídeos  inicadores,  as  sequências

referência dos transcritos para o  CLCN1  suíno foram utilizadas. Essas

sequênicas X1 (XM_021078561.1)  e X2 (XM_021078562.1)  (disponíveis

no banco de dados Reference sequence RefSeq - NCBI) foram avaliadas

quanto à identidade entre diferentes espécies de mamíferos. Para isso

utilizou-se a ferramenta on line BLAST (Basic Local Alignment Search

Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Também  foi  realizado  o  alinhamento  entre  as  sequências  dos

transcritos X1 e X2, para demonstrar as diferenças existentes, utilizando

o  programa  Geneious®  versão  10.2.3  (Biomatters,  Auckland-New

Zealand) (KEARSE et al., 2012).

VII.H)  REAÇÕES DE EXTRAÇÃO DE RNA,

SÍNTESE DE CDNA E RT-PCR. 

A partir das amostras de tecido muscular, o RNA total foi extraído

utilizando  o  kit  RNeasy®  Mini  Kit  (Qiagen  ™),  seguindo  as

recomendações do fabricante. A pureza relativa e a concentração foram

determinadas  por  espectofotometria  utilizando  o  NanoDrop® 2000

spectrophotometer  (ThermoScientifcTM).  Posteriormente,  para

eliminação de DNA genômico, o RNA total foi tratado com RQ1 RNase-

Free DNase® (Promega™, USA). O RNA tratado (RNAtto) foi submetido

a  nova  análise  por  espectofotometria  e  utilizado  para  preparação  do

cDNA. A síntese de cDNA foi preparada para um volume fnal de 60µl,

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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utilizando 800 ng de RNAtto, random primers e a enzima ImProm-II®

Reverse  Transcription  System  (Promega,  USA  ™)  seguindo  as

recomendações do fabricante. 

Com objetivo de amplifcar e realizar sequenciamento direto pelo

método Sanger toda a sequência codifcante do RNAm do CLCN1 suíno,

foram  desenhados  oligonucleotídeos  iniciadores  ao  logo  da  sequência

referência  X1  (XM_021078561.1)  (Figura  10).  Ao  todo  14  amplicons

foram utilizados para a cobertura total do RNAm (Tabela 5). 

As reações de RT-PCR foram preparadas para um volume fnal de

25µl, contendo: 2 µl de cDNA (aproximadamente 26 ng), 240 nM de cada

oligonucleotídeo inciador (utilizados aos respectivos pares),  12,5 µl  do

mix GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA™) e água nuclease free

q.s.p.  As  condições  de  termociclagem  foram  adaptadas  para  cada

amplicon. Foram utilizadas amostras de cDNA dos suínos afetados A, B,

C, D e E.

TABELA 5 – Relação de primers desenhados ao longo da sequência
referência  X1 (XM_021078561.1).do RNAm do gene CLCN1 suíno. 

PRIMER ID TIPO SEQUÊNCIA 5’>3’ LOCALIZAÇÃO
F1 Forward TGACGGCGAGATGGCTATAA UTR 5’
F2 Forward GTACCAGTACATGCCCTTTG Éxon 1
F3 Forward GCCATCACAAAGAGCAGT Éxon 2
F4 Forward AGCTGGTGCATGGATTATG Éxon 3
F5 Forward AAGGAATACCTCACCCTCAA Éxon 5
F6 Forward TTGTCCACATTGCCAGCATC Éxon 6
F7 Forward CTTGGAGGAGTGCTGTTTAG Junção éxons 7-8
F8 Forward TGCCGTAAGGAACTACTGGC Éxon 8
F9 Forward CTGGAATCGTGACCTTTGTC Éxon 11
F10 Forward GGCTTCATGCCTGTGTTT Éxon 13
F11 Forward GGTCAAGAAGCTACCCTACT Éxon 15
F12 Forward TTCGCCTTTGTGGATGAG Éxon 17
F13 Forward GCTCGTCCCACAAAGAAA Éxon 19
F14 Forward GCCTCCACCTTGCTTATGT Éxon 22
R1 Reverse CAAGTCCCATTCGGTGGATAC Éxon 3
R2 Reverse AGCTGACCAGAGCCATTA Éxon 3
R3 Reverse TGGTCTTCATTTCAGGGATTC Éxon 5
R4 Reverse CGTCAGCATGTCAGTGTAATA Éxon 7
R5 Reverse ATCCTTGTTCCACACGGCTA Éxon 8
R6 Reverse CGGAAGTTGGTTCTGAAGAG Éxon 9
R7 Reverse CCAGCCATGAATTGACCTAT Éxon 11
R8 Reverse ATAGCCCCCAGGTAGGATC Éxon 14
R9 Reverse CAAACTTCACATCACGTACCA Éxon 16
R10 Reverse CAGACATCCTCATCCTCGT Éxon 17
R11 Reverse GAACAGGGTGTGAGTCTTG Junção éxon 21-22
R12 Reverse CCATCATCAGGCATGGTC Éxon 23
R13 Reverse ATCAGTTCGTCCTCATCCT Éxon 23
R14 Reverse CCCACTTTAGGAAATACCCTCTC UTR 3’
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FIGURA 10: Localização dos oligonucleotídeos inciadores utilizados

para amplifcação de toda a sequência de nucleotídeos do transcrito X1-

CLCN1 suínos.  Os  éxons  estão  representados  pelas  setas  cinzas.  Os

oligonucleotídeos senso estão ressaltados em azul. Os oligonucleotídeos

anti-senso estão ressaltados em verde.

VII.I)  REAÇÕES DE EXTRAÇÃO DE DNA E PCR 

O DNA foi extraído das amostras de músculo dos animais afetados

utilizando o kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen ™), de acordo com o

protocolo  recomendado  pelo  fabricante.  Utilizando  as  amostras  de

sangue total, o DNA foi extraído utilizando o kit ReliaPrep™ Blood gDNA

Miniprep  System®  (Promega  ™),  de  acordo  com  o  protocolo

recomendado pelo fabricante. O DNA extraído foi  testado para pureza

(A260/280)  e  concentração  no  NanoDrop® 2000  spectrophotometer

(ThermoScientifcTM)  sendo  imediatamente  armazenada  em freezer  a  -

80ºC.

Com o objetivo de amplifcar e sequenciar pelo método Sanger a

região entre os íntrons 14 e 16 dos animais Wild types e afetados, foram

utilizados  oligonucleotídeos  iniciadores  (Tabela  6).  Foi  utilizada  como

referência a sequência do gene CLCN1 suíno NC_010460.4. Reações de

PCR convencional foram realizadas conforme descrito, e foram utilizadas
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amostras de DNA dos animais afetados A, B, C, D e E, e dos  animais

controles 1 e 2.

TABELA 6: Relação de oligonucleotídeos desenhados com o objetivo
de amplifcar o segmento entre os íntrons 14 e 16 do gene CLCN1 suíno.

PRIMER ID TIPO SEQUENCIA 5’>3’ LOCALIZAÇÃO

FDNA1 Forward ACATCTTTGAGCCCTTGTTTCT Intron 14
FDNA2 Forward GTTAGCTGCCTTTCTGCACC Intron 14
FDNA3 Forward TATGGCTTCCCCTGCATCTTT Intron 14
FDNA4 Forward TATCGTTGACTTACTTACCATGC Intron 14
FDNA5 Forward CCCCACCCTATCATTCC Intron 14
FDNA6 Forward CATCCTGTTCCCATGTAGCCT Intron 14
FDNA7 Forward ACTCACCATGACCAACAGCA Intron 16
FDNA8 Forward AGCAGAATCCCAGTAAATAGAT Intron 16
RDNA1 Reverse CTCAGCGGTCACAAACCTG Intron 14
RDNA2 Reverse ACGGTTAATGCCCTAAGGAC Intron 14
RDNA3 Reverse AGTGGGTCAGTTACACATAC Intron 14
RDNA4 Reverse GAATGGACTGCAGACAGCGA Intron 16
RDNA5 Reverse CATTAACATTGAACTCAC Intron 16
RDNA6 Reverse TACTCGAGGGCAATTTTAAACA Intron 16
RDNA7 Reverse TCGGATTCATTTCTGCGGCGC Intron 16
RDNA8 Reverse TCCATCCCCCAAAGGACCC Intron 16
RDNA9 Reverse TTTCTTTTTGGGGGACAGGCT Intron 16

VII.J)  ELETROFORESE

Todos os produtos amplifcados foram analisados por eletroforese

(Major  Science  ™,  Saratoga,  CA,  USA)  em  gel  agarose  1,5%  corado

(GelRed™ Biotium, Halward, CA, USA) e comparados com marcador de

peso molecular (LowRanger 100 pb DNA ladder®, HighRanger 1 Kb DNA

ladder®,  NorgenTM,  BioTek  Corporation,  Ontario,  Canada),  sendo

posteriormente  fotografados  em  transiluminador  UV

(ImageQuant®imager,  GE  Healthcare).  As  condições  de  amperagem,

voltagem e tempo foram ajustadas para cada reação.

VII.K)  SEQUENCIAMENTO SANGER

Após  confrmação  do  tamanho  específco,  cada  produto  foi

purifcado utilizando o GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich®),

seguindo  as  recomendações  do  fabricante.  Os  produtos  de  PCR
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convencional  foram  sequenciados  pelo  método  Sanger,  utilizando  o

equipamento 3.500 Genetic Analyzers (Applied Biosystems®). As reações

de  sequenciamento  foram  preparadas  para  um  volume  fnal  de  10µl,

contendo 1.0 ul  do oligonucleotídeo  Forward  ou  Reverse utilizados na

reação  de  PCR  sob  concentração  de  5  uM,  2μL  do  produto  de  PCR

purifcado, 1.0 ul do mix BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Applied Biosystems®) , 1.5 uL da solução tampão BigDye® Terminator

v1.1 & v3.1 5X Sequencing Bufer (Applied Biosystems, Foster City, CA,

USA) e água nuclease  free q.s.p. Após o sequenciamento, o controle da

qualidade das sequências obtidas e os eletroferogramas foram gerados

utilizando  o  software  Sequencing  Analysis  5.3.1  (Applied  Biosystems,

Foster City, CA, USA).

As  sequências  obtidas  foram  validadas  para  CLCN1 suíno,

utilizando  a  ferramenta  online BLAST  (Basic  Local  Alignment  Search

Tool,  http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)  e  o  alinhamento  das

sequências foi realizado utilizando o programa Geneious® versão 10.2.3

(Biomatters, Auckland-New Zealand) (KEARSE et al., 2012) considerando

a  sequência  genômica  onde  está  anotado  o  gene  CLCN1 suíno

NC_010460.3.  para  as  amostras  de  PCR  utilizando  DNA  e,

XM_021078561.1 para as amostras de PCR utilizando cDNA.

VII.L)  DESENVOLVIMENTO DO TESTE DIAGNÓSTICO 

Para possibilitar a genotipagem de suínos para o defeito no gene

CLCN1,  causadora  de  MC,  foram  utilizados  oligonucleotídeos  que

fanqueassem a região da deleção (Tabela 7).

Foram padronizadas reações de PCR para um volume fnal de 25µl

utilizando,  2  µl  de  DNA   (aproximadamente  0,4  µg),  240  nM  do

oligonucleotídeo forward, 120 nM de cada oligonucleotídeo reverse, 12,5

µl do mix GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA™) e água nuclease

free q.s.p. As condições de termiciclagem foram, desnaturação inicial de

95ºC por 2 min., 35 ciclos de desnaturação 95ºC por 30seg., anelamento

a 60ºC por 30 seg., extensão a 72ºC por 1 min., seguido por extensão

fnal a 72ºC por 5 min. 
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TABELA 7: Relação dos primers utilizados no desenvolvimento do
teste molecular para diagnóstico e genotipagem de miotonia hereditária
em suínos.

PRIMER 

ID
TIPO SEQUENCIA 5’>3’ LOCALIZAÇÃO

Ftest1 Forward TATGGCTTCCCCTGCATCTTT Intron 14

Rtest1 Reverse GTATGTGTAACTGACCCACT Intron 14

Rtest2 Reverse GGGTCCTTTGGGGGATGGA Intron 16

A análise in silico  comparando a localização dos oligonucleotídeos

com  as  sequências  obtidas,  possibilitou  calcular  o  tamanho  dos

amplicons decorrentes da combinação dos primers e do tipo de amostra

de DNA:  wild type,  heterozigoto ou homozigoto (Tabela 8) (Figura 11).

Dessa  forma  a  genotipagem  foi  realizada  utilizando  eletroforese  dos

amplicons.

TABELA  8:  Produtos  resultantes  do  teste  de  genotipagem  em
relação a deleção causadora de miotonia hereditária em suínos.
GENOTIPO TAMANHO DO PRODUTO DE PCR

RESULTANTE (pb)
Wild Type 868
Heterozigoto 868 e 458
Homozigoto recessivo (miotônico) 458

FIGURA 11: Representação esquemática da região entre os íntrons

14 e 16 e os primers utilizados no teste de genotipagem. Os retângulos

representam os íntrons 14, 15 e 16 e os éxons 15 e 16 com os respectivos

tamanhos  em  pares  de  base  (pb).  O  retângulo  tracejado  vermelho

representa a região de deleção.

Éxon 15
214pb

Íntron 14
2962pb

Íntron 15
245pb

Éxon 16
134pb

Íntron 16
3287

868pb 458pb

Rtest1Ftest1 Rtest2
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VII.M)  EXPRESSÃO RELATIVA DE TRANSCRITOS DO CLCN1 SUÍNO.

Para avaliar a expressão relativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) dos

transcritos  X1  e  X2  do  CLCN1 entre  os  suínos  normais,  afetados  e

heterozigotos,  foram  utilizados  oligonucleotídeos  (Tabela  9)  para

amplifcação de 4 amplicons: P8 de 85pb, localizado no éxon 8; P15-16 de

98pb, localizado entre os éxons 15 e 16 do RNAm do gene CLCN1 suíno

(XM_021078561.1), e ainda, o gene normalizador (housekeeping gene),

Beta  actina  (XM_021086047.1) de  86pb.  Adicionalmente,  um segundo

ensaio  foi  realizado,  adotando  o  amplicon  P14/17  utilizando  um

oligonucleotídeo iniciador localizado na junção entre o éxon 14 e o éxon

17, nesse ensaio, também foi utilizado o gene normalizador Beta actina.

Foi realizada curva de diluição para cada reação, as otimizações

foram realizadas para obtenção de efciências entre 95 e 105% com no

mínimo 4 pontos na curva padrão. A curva de dissociação de cada reação

foi verifcada quanto a presença de único produto (Figura 12).

Após validação das reações, foram utilizadas amostras de cDNA de

3 animais  wild types,  3 animais heterozigotos e 3 animais homozigotos

recessivos.  Foi  estabelecido  o  desvio  padrão  máximo  de  0,5  cycle

threshold (CT) para cada triplicada. 

As reações de qPCR foram realizadas em triplicata,  com volume

fnal de 20µl, contendo 200nM de cada oligonucleotídeo iniciador, 2µl de

cDNA  (aproximadamente  26ng),  10µl  de  GoTaq®  qPCR  Master  Mix

(Applied BiosystemsTM, USA) e água nuclease free q.s.p. Foi utilizado o

equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied BiosystemsTM, USA),

e as  condições  da reação foram: desnaturação inicial  de 95°C por 10

minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 60

segundos, e posteriormente realizada a melting curve.
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TABELA 9:  Relação de produtos  e  respectivos  primers utilizados
nas reações de RTq-PCR.

Nome

do

produto

Localização

do alvo

Tamanho

do

amplicon

(pb)

Sequência do oligonucleotídeo Tipo

P8 Éxon 8 85
TGCCGTAAGGAACTACTGGC Forward

ATCCTTGTTCCACACGGCTA Reverse

P15-16 Éxons 15-16 98
GGTCAAGAAGCTACCCTACT Forward

CAAACTTCACATCACGTACCA Reverse

P14/17

Éxon 14

(junção

14/17)

84
CTTCCCGGACGGCATTTTA Forward

AGCAGGATCATGGAATCAATG Reverse

Bact Éxons 7-9 86
CATTGTCCACCTTCCAGCAGATGT Forward

CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGAT Reverse

A) VII.N)  ANÁLISE DA ESTRUTURA PROTEICA

As  sequências  de  aminoácidos  da  proteína  CLC1 dos  animais

normais e dos animais afetados, foram inferidas utilizando a ferramenta

translate do programa Geneious® versão 10.2.3 (Biomatters, Auckland-

New  Zealand),  considerando  a  fase  de  leitura  1  a  partir  do  códon

iniciador  ATG  (KEARSE  ET  AL.  2012). Para  isso  foram  utilizadas  as

sequências  obtidas  na  presente  pesquisa,  referentes  a  sequência

codifcante (mRNA) do gene  CLCN1  dos animais normais (wild type) e

dos homozigotos recessivos. 

As  sequências  proteicas  obtidas  foram  alinhadas  entre  si  e

comparadas  às  sequências  de  referência  das  isoformas  X1

(XP_020934220.1) e X2 (XP_020934221.1) do CLC1 suíno, disponíveis no

banco  de  dados  Reference  sequence  (RefSeq)  do  National  National

Center for Biotechnology Information – NCBI.

A  sequência  referência  da  isoforma  X1  (XP_020934220.1)  dos

suínos  foi  alinhada  com  a  sequência  referência  da  isoforma  X1

(NP_000074) humana, e com a sequência CLC1 de outras 14 espécies de

mamíferos  diferentes,  para  verifcar  regiões  conservadas  entre  as

espécies (Tabela 10).
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TABELA  10:  Identifcação  das  sequências  utilizadas  para
alinhamento da proteína CLC1de 14 espécies de mamíferos.
Número da 

sequência no 

alinhamento

Número de acesso

Refseq - ncbi
Espécie Isoforma

1 NP_000074 Homo sapiens X1
2 XP_020934220 Sus scrofa X1
3 NP_001291956.1 Felis catus -
4 NP_001003124.1 Canis lupus familiaris -
5 NP_001277845.1 Bubalus bubalis -
6 NP_038519.1 Mus musculus -
7 NP_037279.1 Rattus norvegicus -
8 XP_019814784.1 Bos indicus X1
9 XP_016813811.1 Pan troglodytes X1
10 XP_013819008.1 Capra hircus X1
11 XP_004008185.3 Ovies aries X1
12 XP_001915671.2 Equus caballus -

13 XP_017527433.1 Manis javanica -

14 XP_012877091.1 Dipodomys ordii -
15 XP_004474189.1 Dasypus novemcinctus -

A estrutura terciária do CLC1 dos suínos wild type (CLC1_WT) foi

modelada por homologia, utilizando os moldes disponíveis no banco de

dados Protein Data Bank (www.rcsb.org). Os modelos utilizados foram: a

estrutrura cristalizada do canal de cloro CLC de Escherichia coli PDB ID:

1KPK  (DUTZLER  ET  AL.  2002);  a  estrutura  do  canal  de  cloro  da

Cyanidioschyzon merolae, CmCLC (Protein Data Bank – 3ORG) (FENG ET

AL. 2010); e a estrutrura do canal de cloro CLC-K bovino PDB ID: 5TQQ

(PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017). Para isso, a sequência predita

de  aminoácidos  do  CLC obtida  dos  animais  wild  type  (CLC_WT)  foi

submetida  ao  programa  Modeller®  (ŠALI;  BLUNDELL,  1993)  e  à

ferramenta  online  Swiss-Model®  (Protein  Structure  Bioinformatics

Group) (BIASINI et al., 2014).

Utilizando o programa Modeller® foram pretendidas as estruturas

com score GA341 igual a 1.0 e menores valores de score DOPE (Discrete

Optimized  Energy) e  MolPDF.  Utilizando  a  ferramenta  Swiss-Model®

foram avaliados os valores de GMQE (Global Model Quality Estimation),

com preferência para os valores mais próximo de 1; QMEAN (Qualitative

Model Energy Analysis) desconsiderando os valores menores que -4; e

avaliando também,  os valores de Global Quality Estimate, Local Quality

Estimate  e  de  Comparison  (ŠALI;  BLUNDELL,  1993;  SWISS-MODEL,
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2017).  Todas  as  estruturas  geradas  também  foram  analisadas  pela

ferramenta ProSa-web  (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). Os valores de Z-

score foram avaliados  quanto à  proximidade dos  valores  de  proteínas

nativas de mesmo tamanho molecular. O gráfco de energia gerado para

cada  modelo  foi  avaliado  quanto  a  presença  de  valores  positivos

(WIEDERSTEIN  AND  SIPPL  2007).  A  estrutura  melhor  avaliada  foi

submetida ao software Swiss-PDB Viewer 4.1.0 para otimização manual,

de acordo com o modelo  utilizado  (GUEX;  PEITSCH,  1997).  Ao fm o

programa Chimera foi utilizado para visualização e geração de imagens

das  estruturas  geradas  (ATKINSON;  SWIFT;  LEQUIRE,  1981;

PETTERSEN et al., 2004).

 Todos  os  procedimentos  realizados  nessa  pesquisa,  foram

previamente aprovados pela Comisão de Ética no Uso de Animais (CEUA)

da FMVZ-UNESP sob protocolo n° 169/2015 (anexo 1).
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VIII.  RESULTADOS

VIII.A)  EXAME CLÍNICO

Os 22 animais pertencentes a família de miotônicos eram mantidos

em baias protegidos da luz solar ou em piquetes. Eram arraçoados com

ração comercial para suínos e fornecida água ad libitum.

Dos  22  animais  pertencentes  à  família  de  miotônicos,  9

apresentavam  os  sinais  clínicos  de  miotonia  hereditária.  Os  sinais

clínicos verifcados a partir de uma semana de vida e aumentavam em

intensidade com o avançar da idade.  Esses sinais  incluíam hipertrofa

muscular (Figura 12), miotonia, andar rígido, capacidade de fexão dos

membros diminuída e rigidez muscular intensa responsiva a estímulos

(startle response) seguida de decúbito (Figura  13) que permanecia por

tempo  geralmente  inferior  a  um minuto  e  em casos  mais  intensos  o

decúbito  durava  até  dois  minutos.  A  rigidez  muscular  intensa  ocorria

após os animais serem estimulados a andar e era mais evidente quando

os  estímulos  ocorriam  após  momentos  de  repouso  e/ou  com  pouca

movimentação prévia.  A  miotonia  diminuía  de  intensidade conforme a

atividade  muscular  era  mantida,  ocorrendo  o  fenômeno  warm  up.

Embora  os  animais  vocalizassem  durante  os  episódios  de  queda  e

decúbito, não foi possível avaliar a presença de dor.

Dentre os animais jovens, 3 afetados que conviviam em um grupo

com mais 8 animais saudáveis da mesma idade, apresentavam atraso no

crescimento,  essa  característica  foi  correlacionada  com  a  difculdade

desse  animais  de  se  aproximarem  do  cocho,  onde  era  fornecido  o

alimento  para  toda  a  leitegada,  devido  à  defciência  na  locomoção

causada  pela  miotonia.  Não  foi  verifcada  nenhuma  anormalidade

compatível com alterações encefálicas, e demais parâmetros do exame

físico estavam normais.

Houve variação na intensidade dos sinais clínicos. Entre os animais

afetados 2 apresentavam a rigidez muscular mais intensa decorrente de

estímulos  e  as  quedas  devido  à  rigidez  muscular  eram  facilmente

desencadeadas  com  pouco  estímulo  ambiental.  Esses  animais
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permaneciam em decúbito por tempo superior a um minuto. Outros dois

animais apresentaram uma forma leve de rigidez muscular decorrente do

startle  response  e  não  apresentavam  decúbito  decorrente  da  rigidez.

Considerando essa heterogeneidade fenotípica, os suínos afetados podem

ser  classifcados  em  três  níveis  de  intensidade  dos  sinais  clínicos

conforme demonstrado na tabela 11, vale salientar que essa intensidade

era progressiva com o avançar da idade desses animais.

TABELA  11:  Classifcação  da  intensidade  dos  principais  sinais
clínicos verifcados nos suínos afetados por miotonia hereditária. 

Intensidade
Hipertrofia

muscular
Rigidez muscular

Startle response
seguido de

decúbito

Leve evidente + -

Moderado evidente + +

Intenso evidente ++ ++

Rigidez muscular: + moderada, ++ intensa.

Startle response seguido de decúbito:  -  ausente,  + tempo de decúbito

menor que um minuto, ++ tempo de decúbito maior que 1 minuto.

Dentre os afetados, três animais adultos que apresentavam a forma

intensa  de  miotonia,  vieram  a  óbito  decorrente  às  crises  de  rigidez

muscular  ocorridas  nos  piquetes  sem  abrigo  do  sol.  Ao  exame  de

necrópsia  além  da  hipertrofa  muscular  esquelética  não  foram

observadas anormalidades adicionais.
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FIGURA  12:  A  –  posterior  de  dois  animais  afetados  pela  miotonia

hereditária. Note a hipertrofa muscular evidente no membro pélvico. B –

vista  lateral  demonstrando  hipertrofa  muscular  evidente  no  membro

pélvico  esquerdo.  C  –  destaque  para  membro  pélvico  esquerdo  com

evidente hipertrofa e rigidez musculares com formação de dimples. 



FIGURA 13: Sequência de imagens obtidas a partir de um vídeo demonstrando dois animais afetados. Note a
hipertrofa muscular e o episódio de rigidez muscular intensa após estímulo sonoro de bater de palmas, seguida de
queda e decúbito (quadros de 1 a 7). Em seguida os animais se recuperam da rigidez intensa e conseguem levantar
(quadros 8 a 16). No flme, o intervalo de tempo entre a primeira e última imagens foi de 8 segundos.
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VIII.B) HEREDOGRAMA

A anamnese possibilitou a construção de um heredograma (Figura

14) que permite verifcar um padrão de herança autossômico recessivo, e

também, apontar o provável ancestral comum disseminador do defeito

genético, animal n° 18. 

FIGURA 14: Heredograma construído a partir do histórico familiar
dos animais experimentais (A –V). Note que o ancestral comum n° 18 é
pai  dos  indivíduos  4,  5  e  17,  esses  por  sua  vez,  acasalaram entre  si
produzindo  animais  afetados  pela  miotonia  hereditária.  *  Porca  Large
White sem ancetral comum com a família.

VIII.C) BIOQUÍMICA

Os exames  de  bioquímica  sérica  evidenciaram valores  acima  da

referência  para a espécie para AST, ALT,  DHL e CK para os animais

avaliados em todos momentos. Os valores de FA, GGT, Uréia, Creatinina,

BT, BD e BI estavam dentro da faixa de referência para a espécie (Tabela

12).
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TABELA 12: Valores absolutos e médias obtidas e nos exames de
bioquímica sérica de 4 animais afetados (A-D). 

M- momento, REF-Valor de referência para a espécie suína, * para
os  valores  acima  dos  valores  de  referência.  -  para  valores  não
mensurados.

VIII.D)  HISTOPATOLOGIA

Na análise  de  tecido  muscular  dos  animais  afetados  não  foi

constatada distrofa muscular. As fbras musculares estavam distribuídas

com um padrão homogêneo, com núcleos periféricos e tecido conjutivo

normalmente distribuído.  Entretanto,  foi  verifcado que algumas fbras

musculares dos animais afetados possuem maior tamanho (hipertrofa)

que as fbras musculares dos animais normais. Apesar disso, não foram

verifcadas alterações adicionais nas amostras de animais miotônicos.

VIII.E)  ELETROMIOGRAFIA

Ao exame de EMG dos quatro animais afetados, todos apresentaram

descargas miotônicas típicas desencadeadas pela inserção ou movimento

do eletrodo (Figura 15). Essas descargas foram verifcadas em todos os

músculos  examinados  dos  4  membros.  Também foi  verifcado  o  ruído

característico de avião de bombardeio.

M ID AST
(UI/L)

ALT
(UI/L)

FA
(UI/l)

Ureia
mg/
dL

Crea
mg/
dl

GGT
UI/L

DHL
UI/L

CK
UI/l

BT
mg/
dl

BD
mg/
dl

BI.
mg/dl

1

A 60* 87* - 39 1,3 23 1327* 89* - - -

B 40* 66* - 41 1,5 15 888* 48* - - -

C 53* 85* - 42 1,6 30 1216* 100* - - -

D 59* 61* - 37 1,2 21,8 1267* 70* - - -

2

A 47* - 395 28 0,9 22 943* 363* 0,2 0,1 0,1

B 110* - 73 37 1 29 1126* 626* 0,2 0,2 0

C 71* - 81 34 0,9 27 1140* 340* 0,1 0 0,1

D 29* - 92 26 0,8 15 862* 203* 0,2 0,1 0,1

Média
58,63

*
74,75

*
160,
25 35,5 1,15 22,85

1096,
13*

229,
88* 0,18 0,1 0,08

Ref
8,2 a
21,6

31 a
58

118
a

395

21,4
a

61,2

1 a
2,7

10 a
60

380 a
634

2,4 a
22,5

0 a
0,6

0 a
0,3

0 a
0,3
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FIGURA 15: Traçado eletromiográfco de animais afetados. Os eixos
vertical e horizontal são para intensidade (uV) e tempo (mSec/div). A – B
=  Descargas  miotônicas  típicas,  que  diminuem  em  amplitude  e
frequência, tempo de análise de 100 e 50 mSec/div respectivamente. C =
Sequência  sustentada  de  ondas  positivas,  com  pico  inicial  positivo
seguido por um componente negativo lento, tempo de análise de 20mSec/
div. D = Sequência sustentada de picos negativos com uma positividade
inicial, tempo de análise 10mSec/div.

ANÁLISE MOLECULAR

VIII.F) ANÁLISE IN SILICO DAS SEQUÊNCIAS DAS

ISOFORMAS X1 E X2 DO CLC1 SUÍNO

A  submissão  das  sequências  de  nucleotídeos  referentes  aos

transcritos  da  proteína  CLC-1 da  espécie  suína  (Sus  scrofa)  X1

(XM_021078561.1)  e  X2  (XM_021078562.1)  para  a  ferramenta  online

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/

Blast.cgi),  resultou  no  alinhamento  de  191  sequências  de  diferentes

organismos, dos quais 184 são homólogas para X1, e 5 homólogas para

X2. Os valores de cobertura, identidade, E-value para cada sequência em

relação à sequência X2 do suíno estão listados na tabela 13.

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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TABELA 13: Resultados do alinhamento das sequências homólogas
para  a  sequência  de  RNAm  transcrito  alternativo  X2  de  suínos
(XM_021078562.1)

Sequência Organismo
Cobertura

(%)

Identidade

(%)
E-value Número de acesso

X2 Bos taurus 58 86 0.0 XM_015470764.1
X3 Bos indicus 47 89 0.0 XM_019959227.1

X4
Cercocebus

atys
55 84 0.0

XM_012057525.1

1
Bison bison

bison
45 89 0.0 XM_010834009.1

1
Macaca

fascicularis
40 83 0.0 XM_005551037.2

VIII.G)  ANÁLISE DAS SEQUÊNCIAS TRANSCRITAS DO CLCN1

Utilizando  amostras  de  animais  afetados,  não  foi  possível  a

amplifcação  de  produtos  que  possuíam  oligonucleotídeos  iniciadores

alocados nos éxons 15 ou 16. Foram obtidos dois conjuntos de sequências

por sequenciamento sanger, 120 sequências de nucleotídeos referentes

aos  amplicons das  amostras  dos  suínos  afetados  (A,  B,  C  e  D)  e  72

sequências  de  nucleotídeos  referentes  aos  amplicons utilizando  os

animais normais (1 e 2).

O  alinhamento  entre  as  sequências  obtidas  com  a  sequência

referência transcrito X1 (XM_021078561.1), possibilitou a verifcação de

3  e  12  polimorfsmos,  respectivamente,  para  os  animais  wild  type e

afetados (Tabela 14). Para os animais afetados foi verifcada a ausência

dos nucleotídeos referentes aos éxon 15 e 16 anotados na variante X1

(Figura 16).
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TABELA  14:  Polimorfsmos  existentes  nas  sequências  de  cDNA
referentes ao gene CLCN1 suíno, obtidas de animais miotonicos e  wild
types,  comparadas  a  sequência  referência  variante  X1
(XM_021078561.1).

Códon Ref

X1

XM_021078561.1

WILD

TYPE

MIOTÔNIC

O

Aminoácido

codifcado
Localização

Posição

à partir do

ATG inical
GAC GAC GAT Ácido aspártico Éxon 2 225

ATG ATG GTG*
Metionina>Valin

a
Éxon 2 226

GCA GCA GCT Alanina Éxon 8 978

GGT
GGY

(C/T)
GGC Glicina Éxon 10 1077

CCG CCG CCA Prolina Éxon 11 1224
GCT GCC GCC Alanina Éxon 13 1422
GAC GAC GAT Ácido aspártico Éxon 14 1524

GGT
GGY

(C/T)
ausente Glicina Éxon 15 1697

GTG GTG GTC Ácido aspártico Éxon 21 2436
GCA GCA GTA* Alanina>Valina Éxon 23 2759
CCA CCA CCG Prolina Éxon 23 2802
CCG CCG CCA Prolina Éxon 23 2826
TCA TCA TCG Serina UTR 3’ 2964
* ocorre mudança do aminoácido codifcado.
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FIGURA  16:  Alinhamento  entre  as  sequências  consensus  dos

animais afetados (Consensus Miotonicos),  wild types (  Consensus  Wild

Type) e  a  sequência  referência  transcrito  X1  (XM_021078461.1).  A

sequência  referência  X1  aparece  no  topo  de  cada  linha  do

sequênciamento,  logo  abaixo  estão  anotados  os  éxon  (setas  largas

cinzas).  Em azul,  respectivamente,  3  e  12 polimorfsmos encontrados,

comparando os animais afetados e wild types com a sequência referência

X1. Os – demostram a ausência dos nucleotídeos referentes aos éxon 15 e

16 somente nas sequências dos animais afetados. 

VIII.H)  SEQUENCIAMENTO DA REGIÃO ENTRE

OS ÍNTRONS 14 E 16

A partir dos produtos amplifcados utilizando amostras de DNA de

animais afetados, foram obtidas 38 sequências pelo método Sanger. As

sequências  alinhadas  com  a  sequência  de  referência  CLCN1 suíno

(NC_010460.4) evidenciaram a presença de 22 polimorfsmos no íntron

14;  uma inserção de  quatro  nucleotídeos  (ATCG)  na  posição 23616  a

partir do ATG, localizada no íntron 14;  21 polimorfsmos no íntron 16;

uma deleção de 60 nucleotídeos (g. 28130_28190  del) no íntron 16; e

principalmente uma deleção de 4165 nucleotídeos entre os íntrons 14 e

16 (Tabela 15). 
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TABELA  15:  Polimorfsmos,  inserção  e  deleção  encontrados  nas
sequências  de  DNA  dos  animais  afetados  em  relação  à  sequência
genômica de referência para o gene CLCN1 suíno (NC_010460.4).

NUCLEOTÍDEO 

NOS ANIMAIS 

MIOTÔNICOS

NUCLEOTÍDEO

REFERÊNCIA

NC_010460.4

POSIÇÃO A

PARTIR DO ATG
ÍNTRON

G A 22638 14
G T 22663 14
G A 22688 14
G A 22713 14
C T 22737 14
G A 22781 14
A G 22785 14
C T 22786 14
T A 22866 14
G C 22983 14
A G 22985 14
T C 23084 14
C T 23093 14
T G 23196 14
T C 23199 14
C T 23223 14
G T 23383 14
G A 23414 14
G A 23435 14
A G 23469 14
INS ATCG - 23616 14
G A 23635 14
A T 23655 14
A C 27827 16
A T 27829 16
T A 27830 16
G C 27831 16
G A 27832 16
G C 27833 16
T C 27834 16
T A 27835 16
T C 27836 16
A G 27838 16
A G 27930 16
A G 27933 16
A G 27935 16
G T 28113 16
DEL 6413_6473 - 28130 16-17
C A 28209 16
A C 28248 16
C T 28252 16
Y T 28319 16
M C 28320 16
A G 28322 16
A G 28336 16
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A deleção de 4165pb (g.  NC_010460.4 del 6912538_6916702),  é

composta por: 1137 nucleotídeos da extremidade 5’ do íntron 14; 214

nucleotídeos  referentes  ao  éxon  15;  245  nucleotídeos  referentes  ao

íntron 15; 134 nucleotídeos referentes ao éxon 16 e 2435 nucleotídeos da

extremidade 3’ do íntron 16 (Tabela 16)(Figura 17 e 18). 

TABELA 16: Composição da deleção verifcada nas sequências de
DNA dos animais afetados em comparação com a sequência referência do
gene CLCN1 suíno (NC_010460.4).

REGIÃO

N° DE

NUCLEOTÍDEOS

(PB)

POSIÇÃO A PARTIR DO

ATG

Final do íntron 14 1137 23658 a 24794
Éxon 15 214 24795 a 25008
Íntron 15 245 25009 a 25253
Éxon 16 134 25254 a 25387
Início do íntron 16 2435 25388 a 27822
TOTAL 4165 23658 a 27822

FIGURA  17: Esquema  representando  a  deleção  verifcada  nas
sequências  de  DNA  do  CLCN1  dos  animais  afetados.  Os  retângulos
representam  os  íntrons  14,  15  e  16  e  os  éxons  14,  15,  16  e  17
respectivamente. O retângulo vermelho sobreposto representa a região
de deleção.

Éxon 14 Éxon 15Íntron 
14

Íntron 
15 Éxon 16 Íntron 

16 Éxon 17

5’

3’
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FIGURA 18: Esquema representando a transcrição do  CLCN1, na
região entre o éxon 14 e o éxon 17, de animais wild type (A) e miotônicos
(B).  Em  retângulos  estão  representados  os  íntrons  e  os  éxons.  em
retângulos verdes a região codifcante para um dos domínios CBS, em
amarelo o resíduo de Tirosina que participa da formação do poro seletivo
de Cl-,  as linhas tracejadas representam o processamento de  splicing.
Note a ausência dos éxons 15 e 16 no transcrito de animais miotônicos, e
consequentemente  a  ausência  do  resíduo  de  Tirosina  e  de  parte  do
domínio CBS.

VIII.I)  DESENVOLVIMENTO DO TESTE DIAGNÓSTICO 

A  genotipagem  se  deu  por  observação  das  bandas  no  gel  de

agarose 1,5% após eletroforese. Bandas únicas com tamanho de 868pb

indicam  um  resultado  de  homozigoto  wild  type;  bandas  duplas  com

868pb e 458pb indicam um resultado de heterozigoto; e bandas únicas de

458pb indicam um resultado de homozigoto recessivo (miotônico) (Figura

19).

Éxon 14 Éxon 15Íntron 
14

Íntron 
15 Éxon 16 Íntron 

16 Éxon 17

Éxon 14 Éxon 17

Éxon 14 Éxon 15Íntron 
14

Íntron 
15 Éxon 16 Íntron 

16 Éxon 17

Éxon 14 Éxon 15 Éxon 16 Éxon 17



86

FIGURA 19:  Eletroforese  em  gel  de  agarose  a  1,5%  para  teste
diagnóstico de miotonia hereditária em suínos.  Poços 1 e 20: marcador
de peso molecular. Poço 2- controle para resultado  wild type. Poço 3 –
controle para resultado heterozigoto. Poço 4 – controle para resultado
homozigoto recessivo. Poço 5 –controle negativo da reação. Poços 6 a 19
– probandos com resultado homozigoto wild types.

A  PCR  padronizada  possibilitou  a  genotipagem  dos  26  animais

experimentais (Tabela 17). Adicionalmente, as  150 amostras de sangue

de suínos amostrados por conveniência foram genotipados e classifcados

como Wild Type.

TABELA 17: Resultado do teste diagnóstico (Genótipo). 
Animal Categoria Fenótipo Genótipo
A Fêmea adulta (F0) Miotônico del/del
B Macho adulto (F0) Miotônico del/del
C Macho adulto (F0) Miotônico del/del
D Macho adulto (F0) Miotônico del/del
E Macho adulto (F0) Miotônico del/del
F Fêmea adulta (F1) Normal N/del
G Fêmea adulta (F1) Normal N/del
H Fêmea adulta (F1) Normal N/del
I Fêmea adulta (F1) Normal N/del
J Macho adulto (F1) Normal N/del
K Macho adulto (F1) Normal N/del
L Fêmea Jovem (F2) Normal N/del
M Fêmea Jovem (F2) Normal N/del
N Fêmea Jovem (F2) Normal N/del
O Fêmea Jovem (F2) Miotônico del/del
P Fêmea Jovem (F2) Miotônico del/del
Q Macho jovem (F2) Normal N/del
R Macho jovem (F2) Normal N/del
S Macho jovem (F2) Normal N/del
T Macho jovem (F2) Normal N/N
U Macho jovem (F2) Miotônico del/del
V Macho jovem (F2) Miotônico del/del
1 Macho Adulto (C) Normal N/N
2 Fêmea Adulta (C) Normal N/N
3 Macho Adulto (C) Normal N/N
4 Fêmea Adulta (C) Normal N/N

N= alelo sem a deleção. Del = alelo com a deleção g. NC_010460.4 del

6912538_6916702.
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VIII.J)  EXPRESSÃO RELATIVA DOS TRANSCRITOS CLCN1.

Após padronização, todas as reações apresentaram efciência entre

95% e 105%, e apresentaram produtos únicos verifcados na curva de

dissociação (Figura 20).

Para o produto P8 (localizado no éxon 8) os valores médios de ΔCT

foram  semelhantes  entre  wild  types,  heterozigotos  e  recessivos

(afetados) (Tabela 18). Para o produto P15-16 (localizado nos éxons 15 e

16,  ausentes  nos  animais  afetados),  os  valores  médios  de  ΔCT foram

semelhantes entre wild types e heterozigotos, não havendo amplifcação

nos animais afetados (Tabela 19). 

FIGURA 20: Curva de dissociação das reações para os produtos

A- P8, B- P15-16, C- P14/17 e D- Bact. A tempratura é exibida no eixo das

abcissas e a fuorescência (derivative reporter, -Rn) é exibida no eixo das

ordenadas.

A B

DC



88

TABELA 18: Média e desvio padrão para os valores de CT e ΔCT
referentes ao produto P8 considerando B actina como housekeeping. 

Produto P8

Animal Genótipo
CT

médio
CT SD

CT

B actin

CT

B actin

SD

ΔCT
ΔCT

mean

ΔCT

SD

1 wild type 23,169 0,085 14,209 0,243 8,96
2 wild type 22,962 0,184 13,844 0,048 9,118 9,526 0,847

3 wild type 24,47 0,154 13,97 0,109 10,5

H Heterozig 23,871 0,238 14,343 0,179 9,528
K Heterozig 24,274 0,318 13,9 0,151 10,374 9,677 0,635

Q Heterozig 23,42 0,009 14,29 0,093 9,13

O Recessivo 24,588 0,003 15,985 0,297 8,603
P Recessivo 23,481 0,079 14,589 0,144 8,892 9,318 0,999
V Recessivo 24,849 0,258 14,388 0,178 10,461

CT SD- desvio padrão entre os valores de CT obtidos na triplicata
da amostra para o produto P8. CT B actin SD- desvio padrão entre os
valores de CT obtidos na triplicata da amostra para o produto B actina.
ΔCT  SD  desvio  padrão  verifcado  entre  os  valores  de  ΔCT  de  cada
categoria.

TABELA 19: Média e desvio padrão para os valores de CT e ΔCT
referentes ao produto P15-16 considerando B actina como housekeeping.

Produto P15-16

Animal Genótipo
CT

médio

CT

SD

CT

B actin

CT

B actin

SD

ΔCT
ΔCT

mean

ΔCT

SD

1 wild type 22,064 0,239 14,209 0,243 7,855   
2 wild type 22,125 0,284 13,844 0,048 8,281 8,455 0,703
3 wild type 23,199 0,203 13,97 0,109 9,229   

H Heterozig 23,72 0,053 14,343 0,179 9,377   
K Heterozig 22,935 0,104 13,9 0,151 9,035 8,93 0,506
Q Heterozig 22,67 0,064 14,29 0,093 8,38   

O Recessivo - - 15,985 0,297 -
P Recessivo - - 14,589 0,144 - - -
V Recessivo - - 14,388 0,178 -

- não houve amplifcação. CT SD- desvio padrão entre os valores de
CT obtidos na triplicata da amostra para o produto P15-16. CT B actin
SD- desvio padrão entre os valores de CT obtidos na triplicata da amostra
para  o  produto  B  actina.  ΔCT  SD  desvio  padrão  verifcado  entre  os
valores de ΔCT de cada categoria.
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Considerando os valores de 2-ΔΔCT , para o produto P8, a expressão

relativa foi maior para os recessivos afetados, seguidos por wild types e

heterozigotos.  Recessivos afetados expressaram em média 1,15 e 1,28

vezes mais expresso o produto P8, em relação aos animais  wild types e

heterozigotos (Tabela 20) (Figura 21). 

TABELA  20:  Valores  de  2-ΔΔCT para  os  produtos  P8  e  P15-16,
comparados entre os  animais  wild types,  heterozigotos  e  homozigotos
recessivos.

 WTxHT=1
WTxHR=

1
HTxWT=1 HTxHR=1 HRxWT=1 HRxHT=1

P8 1,110 0,865 0,900 0,779 1,155 1,282
P15-16 1,389 - 0,719 - - -

WT=  Wild  Type.  HT= Heterozigoto.  HR=Homozigoto  recessivo.  -  não
houve expressão verifcada nos homozigotos recessivos.

Em  relação  ao  produto  P14/17  (produto  com  oligonucleotídeo

iniciador reverse localizado na junção entre éxon 14/17), houve diferença

nos  valores  de  ΔCT  entre  os  as  categorias  animais  wild  type,

heterozigotos e homozigotos recessivos (Tabela 21).

TABELA 21: Média e desvio padrão para os valores de CT e ΔCT
referentes ao produto P14/17 considerando B actina como housekeeping.

Produto P14/17

Animal Genótipo
CT

médio

CT

SD

CT

B actin

CT

B actin

SD

ΔCT
ΔCT

média

ΔCT

SD

1 wild type 30,036 0,161 13,916 0,108 16,120
2 wild type 29,774 0,351 14,002 0,121 15,772 15,814 0,286
3 wild type 30,500 0,261 14,948 0,055 15,552

H Heterozig 27,497 0,172 14,940 0,148 12,557
K Heterozig 27,341 0,029 14,923 0,051 12,418 12,578 0,171
Q Heterozig 27,918 0,061 15,159 0,104 12,759

O Recessivo 27,415 0,163 15,630 0,08 11,785
P Recessivo 26,189 0,04 14,339 0,111 11,850 11,838 0,048
V Recessivo 27,074 0,263 15,195 0,049 11,879

CT SD- desvio padrão entre os valores de CT obtidos na triplicata. CT B actin SD- desvio
padrão entre os valores de CT obtidos na triplicata da amostra para o produto B actina.
ΔCT SD desvio padrão verifcado entre os valores de ΔCT de cada categoria.
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Considerando  os  valores  de  Valores  de  2-ΔΔCT ,  para  o  produto

P14/17  a  expressão  relativa  foi  maior  para  os  recessivos  afetados,

seguidos  por  heterozigotos  e  wild  types  (Tabela  20).  Os  animais

homozigotos  recessivos  afetados  expressaram em média  9,42  e  15,73

vezes  mais  o  produto  P14/17  em relação aos animais  heterozigotos  e

homozigotos wild types, respectivamente (Figura 21).

TABELA 22: Valores de 2-ΔΔCT para o produto P14/17, comparados
entre os animais wild types, heterozigotos e homozigotos recessivos.

 WTxHT=1
WTxHR=

1
HTxWT=1 HTxHR=1 HRxWT=1 HRxHT=1

P14/17 0,10 0,063 9,42 0,59 15,73 1,67
WT=  Wild  Type.  HT= Heterozigoto.  HR=Homozigoto  recessivo.  -  não
houve expressão verifcada nos homozigotos recessivos.

FIGURA  21:  Gráfco  de  barras  demonstrando  os  valores  de

expressão relativa  para os  produtos  P8,  P15-16 e P14/17  utilizando  a

metodologia 2-ΔΔCT. WT em azul para animais wild type. HT em verde para

os animais heterozigotos. HR em vermelho para os animais homozigoto

recessivos (afetados). Note a ausência de valor para o produto P15-16

referente aos animais afetados. Note que a semelhança entre os valores

dos produtos P8 e P15-16 para os grupos avaliados.  Note a diferença

entre os valores para o produto P14/17. 
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ANÁLISE DA ESTRUTURA PROTEÍCA

VIII.K)  ESTRUTRURAS PRIMÁRIA E SECUNDÁRIA

 As  sequências  proteicas  preditas  para  os  animais  wild  type  e

recessivo miotônico foram alinhadas com as sequências referências de

aminoácidos da proteína  CLC1 suína, isoforma X1 (XP_020934220.1) e

isoforma X2 (XP_020934221.1) (Figura 15). As sequências dos wild types

e  X1  são  idênticas.  Diferentemente,  a  sequência  dos  recessivos

miotônicos  apresentam duas substituições de aminoácidos,  consistindo

de  uma  substituição  de  Metionina  por  Valina  e  uma  substituição  de

Alanina por Valina.  Além disso,  na sequência  dos recessivos afetados,

estão ausentes 116 aminoácidos, referentes aos códons dos éxons 15 e

16,  quando  comparados  as  sequências  dos  animais  wild  types e/ou

isoforma X1 (XP_020934220.1).  Entretanto esses 116 aminoácidos não

são  considerados  na  sequência  referência  isoforma  X2

(XP_020934221.1) (Tabela 23) (Figura 22).

TABELA  23:  Diferenças  observadas  na  sequência  inferida  da
proteína  CLC1 dos  animais  recessivos  miotônicos,  comparadas  as
sequências:  inferida  dos  animais  wild  types, sequência referência
isoforma X1 e referência isoforma X2.

Miotônico
Wild

type

Ref X1

XP_020934220.1

Ref X2

XP_020934221.1

Posição desde

a Met inicial
Val Met Met Met 76
Val Ala Ala Ala 920
Deleção 116 

aminoácidos
+ + Ausentes 528_643

+ esses 116 aminoácidos estão presentes nessas sequências.

Considerando a  topologia  do  cotransportador  CLC de  eucarioto-

CmCLC,  essa  ausência de  116  aminoácidos,  compreende  desde

aproximadamente  metade  da  α-hélice  O  até  a  metade  do  primeiro

domínio CBS (Figura 23).
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FIGURA 22: Alinhamento entre as sequências preditas da proteína
CLC1 dos animais recessivos miotônicos (CLC1 Myotonic Consensus) e
wild types (Wild type Consensus) comparadas as sequências referência
isoforma  X1  (XP_020934220.1)  e  referência  isoforma  X2
(XP_020934221.1).  Note  os  dois  resíduos  de  Valina  na  sequência  dos
animais recessivos destacados em azul. Os  - representam a deleção de
116  aminoácidos  na  sequência  dos  animais  recessivos  e,  a  ausência
desses resíduos na sequência referência X2.
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FIGURA  23:  Representação  esquemática  bidimensional  de  um
monômero/subunidade  do  cotransportador  CLC de  eucarioto-  CmCLC
(Feng  et  al.  2010).  As  linhas  tracejadas  horizontais  representam  a
topologia da membrana plasmática. Os cilindros representam α Hélices,
que necessariamente não atravessam a membrana plasmática,  embora
estejam  localizadas  na  membrana,  com  exceção  da  hélice  A,  que  é
citoplasmática.  As  marcações  amarelas  representam  as  regiões  que
participam do poro condutor seletivo para o íons cloreto pertencentes às
hélices α-D, α-F, α-N e α-R. A longa cadeia C-Terminal está representada
com seus dois domínios  CBS. A linha tracejada vertical  representa as
metades  semelhantes  da  mesma  subunidade.  A  região  destacada  em
vermelho representa os 116 aminoácidos codifcados pelos nucleotídeos
ausentes nas sequências dos animais afetados.

Foram  alinhadas  as  sequências  de  aminoácidos  referências  da

proteína CLC1 de 15 mamíferos diferentes, incluindo o suíno e o humano.

Os números de acesso e a respectiva espécie animal estão listados na

tabela 10.

O alinhamento (Figura 24) resultante possui 73,6% de identidade

absoluta e 89,1% de identidade relativa. Considerando somente a região

de  116pb  relativas  à  deleção  observada  nos  animais  miotônicos,  o

alinhamento das 12 sequências obteve 92,2% de identidade absoluta e

97,5% de identidade relativa. Pode-se verifcar também os dois resíduos

que são modifcados, decorrentes dos polimorfsmos dos suínos afetados,

alinhadas com essas espécies.
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FIGURA  24:  Alinhamento  das  sequências  referências  de
aminoácidos da proteína CLC1 de 15 espécies diferentes de mamíferos.
As sequências estão identifcadas conforme a tabela 22. Ressaltado em
branco, cinza e preto estão os resíduos diferentes, similares e idênticos,
respectivamente.  Ressaltados  em  quadrados  vermelhos  estão  as  duas
mudanças  de  resíduos  verifcadas  nos  animais  miotônicos,  p.M76V  e
p.A920V  respectivamente.  Note  que  são  resíduos  pouco  conservados
considerando  esse  alinhamento.  Assinalado  em  barras  azuis  estão  os
aminoácidos  que  participam  do  sítio  fltro  seletivo  ao  íon  cloreto.
Ressaltado em barras verdes estão os aminoácidos que formam os dois
domínios  CBS.  Ressaltados  em  barra  vermelha  região  da  deleção.  A
deleção  engloba um sítio de fltro seletivo – Y na posição 578 e também,
os 35 resíduos iniciais dos 60 resíduos que formam o primeiro domínio
CBS. 
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VIII.L)  ESTRUTURA TERCIÁRIA

Utilizando  o  programa  Modeller®  foram  obtidas  5  estruturas

preditas  para  cada  modelo  adotado,  portanto  15  estruturas  foram

geradas. Os valores de qualidade estão listados na Tabela 24.

TABELA 24: Relação das estruturas obtidas por homologia com os
modelos 5TQQ, 3ORG e 1KPL, e respectivos valores de qualidade para o
programa Modeller®.

ID Modelo

Identi

d

(%)

molpdf DOPE score
GA341

score

Z-score

ProSA-

web
1 5TQQ 42,61 5970,34424 -77118,51563 1 -4,66
2 5TQQ 42,61 6150,73242 -77910,76563 1 -4,31
3 5TQQ 42,61 6113,84424 -76591,82031 1 -4,73
4 5TQQ 42,61 6253,56055 -77109,83594 1 -4,57
5 5TQQ 42,61 6035,15967 -77379,22656 1 -4,88
6 3ORG 37,44 5185,30957 -76919,43750 1 -4,43
7 3ORG 37,44 5241,60205 -75198,86719 1 -3,79
8 3ORG 37,44 4919,15039 -75081,53125 1 -4,02
9 3ORG 37,44 5056,00586 -75954,14063 1 -4,05
10 3ORG 37,44 4678,79150 -76191,89063 1 -4,81
11 1KPL 31,37 3838,46704 -62181,30469 0,9999 -2,59
12 1KPL 31,37 5136,35742 -61110,01172 0,9720 -1,78
13 1KPL 31,37 3585,91675 -61868,75000 0,9999 -0,33
14 1KPL 31,37 4236,24512 -62066,84766 0,9621 -2,47
15 1KPL 31,37 3555,78955 -61720,72266 0,9999 -2,14

Utilizando  o  software  Swiss-Model  foram  geradas  2  estruturas

preditas  para  cada  modelo  adotado,  portanto  6  estrutruras  foram

geradas. Os valores de qualidade avaliados estão dispostos na Tabela 25

TABELA 25: Relação das estruturas obtidas por homologia com os
modelos 5TQQ, 3ORG e 1KPL, e respectivos valores de qualidade para o
software Swiss-Model®.

ID Modelo
Identidad

e (%)
CMQE QMEAN

Z-score

ProSA-

web
16

(CLC_WT)
5TQQ 43,49 0,74 -2,89 -6,66

17 5TQQ 43,41 0,73 -3,79 -6,57
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18 3ORG 30,66 0,60 -4,75 -6,4
19 3ORG 33,90 0,51 -6,11 -5,47
20 1KPL 23,72 0,45 -6,06 -4,91
21 1KPL 22,37 0,37 -7,44 -3,01

Considerando os valores de qualidade e o Z-score de -8,82 para o

modelo  5TQQ utilizado,  a  melhor  estrutura  gerada foi  a  estrutura  16

(CLC_WT), após otimização, a estrutura fnal foi sobreposta ao modelo

5TQQ  (Figura  25).  O  alinhamento  entre  a  sequência  de  aminoácidos

(referentes  à  sequência  consensus do  RNAm  dos  suínos  wild  types)

utilizados para modelar a estrutura 16, e a sequência de aminoácidos do

modelo  5TQQ  (CLCK bovino)  obteve  43,49%  de  identidade  absoluta

(Figura 26).

FIGURA 25: Imagens das estruturas de uma subunidade do CLC1,

5TQQ (magenta)  e  16  (ciano).  A  cada  sequência  de  3  imagens  (cada

linha) cada estrutura é rotacionada em 180°. Note alta semelhança entre

o modelo e a estrutura 16 gerada, principalmente quando sobrepostas.
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FIGURA  26:  Alinhamento  entre  a  sequência  de  aminoácidos

referente  à  sequência  consensus de  RNAm  dos  suínos  wild  type

sequenciados  e  a  sequência  de  aminoácidos  do  modelo  5TQQ  (CLCK

bovino).  O  programa  ESPript  foi  utilizado  para  exibir  o  alinhamento

(ATKINSON;  SWIFT;  LEQUIRE,  1981).  A  estrutura  secundária  está

anotada  acima  do  alinhamento,  as  α-hélices  estão  nomeadas  de  A-R

conforme proposto por Dutzler et al. 2002, os resíduos conservados estão

marcados em vermelho, os 116 aminoácidos referentes à deleção estão

sublinhados em amarelo. 
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Utilizando a mesma abordagem de desenho por homologia, não foi

possível  o  desenvolvimento  de  uma  estrutura  representativa  para  a

sequência  da  proteína  CLC1  de  animais  miotônicos.,  pois  as  várias

estruturas  geradas  não  foram satisfatórias  para  valores  de  qualidade

mínimos.  Entretanto  considerando  a  estrutura  16,  determinada  no

presente  estudo,  a  deleção  g.  NC_010460.4  del  6912538_6916702,

corresponde a uma região de  116 aminoácidos,  que se estende desde

aproximadamente metade da α-hélice O até metade do primeiro domínio

CBS (Figura 27).

FIGURA  27:  Estrutura  16,  obtida  por  modelagem  a  partir  da
sequência obtida dos animais  wild type. Os 116 aminoácidos referentes
aos nucleotídeos ausentes nos animais miotônicos estão representados
em vermelho. O resíduo de Tirosina que participa do poro seletor para o
íon CL- está representado em amarelo. 
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Discussão
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IX.  DISCUSSÃO

A anamnese e obtenção do histórico familiar dos suínos miotônicos

foi  determinante  para  caracterizar  uma  enfermidade  muscular

hereditária  com  padrão  de  herança  autossômico  recessivo  (BAROHN;

DIMACHKIE;  JACKSON,  2014a).  Nessa  condição,  a  enfermidade  é

verifcada na prole de indivíduos não afetados, e a prole afetada inclui

indivíduos de ambos sexos, esses dois aspectos fcam evidentes com a

montagem e  análise  do heredograma  (GRIFFITHS et  al.,  2016). Além

disso,  a análise do heredograma permite apontar o provável ancestral

comum,  disseminador  da  deleção  causadora  da  miotonia  herediária

nesses animais, o animal número 18.

Todos  os  suínos  acometidos  apresentaram  anormalidades

relacionadas somente ao sistema muscular, os sinais clínicos verifcados

nos  suínos  acometidos  foram  semelhantes às  descrições  clínicas

existentes  de  miotonia  congênita  em humanos  (GEORGE et  al.,  1993;

KOCH et al., 1992a; STEINMEYER et al., 1991), cabras (BECK; FAHLKE;

GEORGE  JR.,  1996),  cães  (FINNIGAN  et  al.,  2007;  RHODES  et  al.,

1999), cavalos  (WIJNBERG et al., 2012a) e em búfalos  (BORGES et al.,

2013),  principalmente  em  relação  a  hipertrofa  e  rigidez  musculares,

presença de scare response seguida por decúbito. Entretanto hipertrofa

lingual  e  outras  alterações  bucais  conforme  descrito  em  gatos

(GANDOLFI et al., 2014) não foram verifcadas nos suínos afetados. Em

decorrência do comportamento inerente da espécie suína, as frequentes

vocalizações  verifcadas  durante  a  ocorrência  de  startle  response e

durante a intensa rigidez muscular, não podem ser inferidas como um

indicativo  de  dor.  Além  disso,  nenhuma  alteração  adicional  no

comportamento, indicativa de dor, foi verifcada portanto a presença ou

ausência de dor não pode ser determinada

A ausência de sinais clínicos como fraqueza progressiva e distrofa

muscular,  corroboraram  com  um  tipo  de  miotonia  não  distrófca.  A

presença  do  fenômeno  warm-up,  presente  em  todos  os  suínos

acometidos, direcionou a suspeita clínica para uma canalopatia de canal

de  cloro  muscular  (BAROHN;  DIMACHKIE;  JACKSON,  2014a).  Assim
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como  observado em gatos  (GANDOLFI et al., 2014), cabras  (BRYANT,

1969) e humanos  (BRUGNONI et al., 1999; BURGUNDER et al., 2008;

PORTARO et al., 2015), o exame de percussão muscular foi efciente em

gerar  a  miotonia,  os  animais  miotônicos  apresentavam  miotonia

percussiva com a formação de dimples (BORGES et al., 2013).

Dentre os afetados, três animais adultos que apresentavam a forma

intensa da miotonia herediária, vieram a óbito decorrente à ocorrência

de  crises  de  rigidez  muscular  nos  piquetes  sem  abrigo  do  sol.

Provavelmente o calor intenso associado com a rigidez muscular intensa

contribuíram  para  a  difculdade  respiratória  e  morte.  Sabe-se  que  a

miotonia herediária em carácter recessivo é mais grave que em caráter

dominante (DUFFIELD et al., 2003; KOCH et al., 1992a; PORTARO et al.,

2015), porém, assim como verifcado em búfalos (BORGES et al., 2013)  e

gatos (GANDOLFI et al., 2014), animais acometidos pelo mesmo defeito

genético apresentaram variação fenotípica.  As alterações funcionais no

CLC1  decorrentes  de  defeitos  no  CLCN1 são  variáveis,  pois  estão

relacionadas com a implicância fsiológica de cada defeito considerado

(MATTHEWS et al., 2010; PORTARO et al., 2015). Essa característica da

miotonia decorrente de canalopatia do CLC1 é constantemente descrita

em humanos.  Algumas abordagens  têm buscado  relacionar  o  fenótipo

resultante com o tipo de mutação causadora (BRUGNONI et al., 1999; DE

DIEGO et al., 1999a; MOON et al., 2009; WU et al., 2002) e com o efeito

da hibridização de subunidades defeituosas e  wild types  (CHEN et al.,

2004; KUBISCH et al., 1998). Também, em humanos, aspectos como o

gênero (COLDING-JORGENSEN et al., 2003; FEZA et al., 1998)  e a idade

(BECKER, 1977; THOMSEN, 1876) foram propostos para justifcar essa

variação fenotípica, embora nem mesmo estudos do perfl de expressão

gênica (DUNO et al., 2004)  tenham demonstrado alguma relação. Além

disso a estrutura peculiar  do  CLC1,  de possuir  duas subunidades que

interagem e podem funcionar independentes entre si, também contribui

para heterogeneidade dos diversos fenótipos resultantes de mutações no

gene CLCN1 (PORTARO et al., 2015).

A dosagem sérica das enzimas hepáticas e musculares usualmente

não apresentam anormalidades em humanos  (SAMAHA et al.,  1967) e
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gatos  (TOLL;  COOPER;  ALTSCHUL,  1998)  acometidos  por  miotonia

herediária,  e  não  são  considerados  na  maioria  das  descrições  dessa

enfermidade (BORGES et al., 2013; BRUGNONI et al., 2013; GANDOLFI

et  al.,  2014;  MONTEAGUDO et  al.,  2015;  RHODES et  al.,  1999).  No

presente estudo, todos os suínos avaliados, em ambos os momentos de

coleta  considerados,  apresentaram  valores  bioquímicos  acima  da

referência para AST, ALT, DHL e CK. Entretanto os valores de referência

de para essas enzimas é muito variável nessa espécie animal e estariam

dentro da normalidade considerando outros trabalhos  (FRIENDSHIP et

al., 1984; KLEM et al., 2010). Estudos tem demonstrado grande variação

dos  valores  de  referência  para  as  dosagens  rotineiras  de  bioquímica

sérica de suínos normais. Fatores como alimentação, categoria animal,

raça, idade, sexo e prenhez infuenciam consideravelmente esses valores

(BROCKUS et  al.,  2005;  COOPER et  al.,  2014;  ELBERS et  al.,  1994;

FRIENDSHIP  et  al.,  1984;  KLEM  et  al.,  2010).  Como  não  foram

realizados grupos controles para essas variáveis, não podemos afrmar

que  esses  valores  de  bioquímica  sérica  estão  realmente  acima  da

normalidade.  Portanto,  não  podemos  afrmar  que  os  valores  de

bioquímica  sérica  são  relevantes  para  o  diagnóstico  de  miotonia

herediária em suínos. 

Os resultados do exame histopatológico demonstraram hipertrofa

de  algumas  fbras  musculares  dos  animais  afetados.  Não  foram

encontradas  alterações  de  distrofa  muscular,  corroborando  com  as

descrições de miotonia herediária em várias espécies animais  (BORGES

et al., 2013; BRYANT; LIPICKY; HERZOG, 1968; GANDOLFI et al., 2014;

MONTEAGUDO et  al.,  2015).  Os resultados do EMG corroboram com

aqueles  descritos  para  humanos  e  animais  (BORGES  et  al.,  2013;

FINNIGAN  et  al.,  2007;  GANDOLFI  et  al.,  2014;  WIJNBERG  et  al.,

2012a), caracterizado por um padrão clássico de descargas miotônicas

espontâneas  que  diminuem  em  amplitude  e  frequência,  apresentando

som  diver  bomb característico  (KIMURA,  1989;  MICHELL,  2013;

PRESTON;  SHAPIRO,  1998).  Esses  resultados  possibilitaram  a

classifcação da miotonia verifcada em suínos na categoria 1, reforçando

a suspeita de uma canalopatia de canal de cloro muscular (HEATWOLE;
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STATLAND; LOGIGIAN, 2013; MILLER, 2008).

O alinhamento das sequências dos transcritos do  CLCN1 obtidas

dos  animais  experimentas  com  a  sequência  referência  X1

(XM_021078561.1) demonstrou a existência de 3 e 12 polimorfsmos para

as  sequências  dos  animais  wild  type e  os  animais  miotônicos,

respectivamente. Para os animais  wild type nenhum dos polimorfsmos

modifcam o aminácido codifcado. Para os animais miotônicos, somente

dois desses polimorfsmos são codifcantes para aminoácidos diferentes,

c.226 G>A e c.2759 T>C resultando na substituição de um resíduo de

Metionina  por  Valina  e  de  um  resíduo  de  Alanina  por  Valina,

respectivamente,  nas  posições  76  e  920  da  proteína  codifcada.

Entretanto,  não  se  pode  atribuir  a  esses  SNPs  a  causa  da  miotonia

herediária em suínos, devido ao aspecto de que esses aminoácidos não

são  conservados  nas  sequências  de  aminoácidos  das  espécies  de

mamíferos avaliadas, ocorrendo sequências que compartilham o resíduo

de Valina  nas  respectivas  posições.  Outro  aspecto  é  que aminoácidos

hidrofóbicos,  como  é  o  caso  dos  aminoácidos  envolvidos  nessas

substituições,  frequentemente podem ser substituídos por aminoácidos

do mesmo grupo sem incorrer maiores alterações na estrutura e função

da proteína (CASTRO-CHAVEZ, 2010; GOLDBERG; WITTES, 1966). 

A maior alteração verifcada na sequência dos animais miotônicos

consiste  na  ausência  dos  nucleotídeos  referentes  aos  éxons  15  e  16

existentes no transcrito X1 (XM_021078561.1), embora ausentes também

no transcrito X2 (XM_021078562.1). Utilizando a ferramenta BLAST fcou

demonstrado  que  apenas  5  (2,63%)  das  190  sequências  de  RNAm

disponíveis  banco  de  dados  Reference  sequence  RefSeq  –  NCBI  são

homólogas para o trasncrito X2. O alinhamento dessas sequências possui

baixa  cobertura,  a  maior  delas  com  58%  de  cobertura  e  identidade

incompleta.  Ademais,  essas  sequências  homólogas  são  também

transcritos alternativos,  com exceção da sequência  PREDICTED: Bison

bison  bison  chloride  channel,  voltage-sensitive  1  (CLCN1),  mRNA

(XM_010834009.1),  que  é  único  transcrito  anotado  para  a  espécie.

Entretanto,  a  sequência  da  proteína  resultante  desse  transcrito  está

anotada  como  XP_010832311.1   “LOW  QUALITY  PROTEIN:  chloride
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channel  protein  1”,  indicando  que  a  sequência  XM_010834009.1

correspondente foi modifcada em relação à sequência do genoma para

corrigir  possíveis  erros  de  emparelhamento  (O’LEARY  et  al.,  2016).

Dessa  forma,  fca  evidente  que  o  transcrito  alternativo  X2,  sem  os

nucleotídeos  referentes  aos  éxons  15  e  16,  é  pouco  frequente  e

geralmente  consiste  em  um  transcrito  alternativo.  Portanto,  o  Bisão

americano é a única espécie que possui esse transcrito como principal,

entretanto com a ressalva de que provavelmente esse transcrito não seja

codifcante para uma proteína funcional.

Com o sequenciamento Sanger da região entre os íntrons 14 e 17

dos animais afetados, foram identifcados 35 polimorfsmos, 1 inserção e

2 deleções. A inserção, a menor das deleções e todos esses polimorfsmos

são existentes em regiões de íntrons e longe das junções éxons/íntrons.

Existem doenças  genéticas  humanas  descritas  causadas  por  mutações

internas em íntrons  (CUNHA et  al.,  2016;  DEHAINAULT et  al.,  2007;

VAZ-DRAGO;  CUSTODIO;  CARMO-FONSECA,  2017),  inclusive

enfermidades miotônicas como a DM1 e DM2  (BÉROUD et al.,  2018;

BROOK et al.,  1992;  GONORAZKY et al.,  2016;  RANUM et al.,  1998),

entretanto,  não  existe  descrição  de  miotonia  congênita/hereditária

relacionada à mutações internas em íntrons em nenhuma espécie. Além

disso,  essas  regiões  de  íntrons  do  CLCN1 apresentam  elevada

variabilidade, e dessa forma, torna-se complexo e fora da abrangência do

presente estudo, avaliar se esses polimorfsmos interferem com a função

ou expressão do CLC1. 

A  maior  das  deleções  consiste  de  4165  nucleotídeos,  localizada

entre  os  íntrons  14  e  17,  incluindo  dessa  forma  os  nucleotídeos

referentes aos éxons 15 e 16.  Embora deleções de éxons são a causa

frequente de MC em humanos (RAJA RAYAN et al., 2012a) entretanto as

mutações  relacionas  consistem  em  defeitos  no  processo  de  splicing

(MAZON et al.,  2012; ULZI et al.,  2012). Não existia, até o momento,

descrição  de  deleção  genômica  envolvendo  éxons  como  mutações

causadoras de MC em nenhuma espécie.

Esse  é  o  primeiro  estudo  a  descrever  a  miotonia  hereditária

afetando suínos e também o primeiro estudo a descrever uma deleção
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genômica envolvendo éxons do gene  CLCN1, acometendo uma espécie

animal.  A  alteração  genética  causadora  da  miotonia  hereditária  em

suínos  consiste  de  uma  deleção  de  4165pb  de  extensão  no  genoma

(NC_010460.4 g. del 6912538_6916702), englobando os éxons 15 e 16

que  dessa  forma,  não  são  transcritos  (XM_021078561.1  c.  del

1583_1930). 

A implicância biológica dessa deleção causar a miotonia hereditária

nos suínos é suportada por várias características. Primeiramente, pode-

se verifcar que todos os 9 animais miotônicos e seus progenitores são

respectivamente homozigotos e heterozigotos para NC_010460.4 g. del

6912538_6916702.  Somado  a  esse  aspecto,  o  teste  de  genotipagem

padronizado possibilitou verifcar que 100% (150/150) das amostras dos

suínos  não  relacionados  à  família  de  animais  miotônicos,  foram

classifcados  como  homozigotos  wild  type para  g.  NC_010460.4  del

6912538_6916702.

De  forma  semelhante  ao  presente  estudo,  a  ausência  dos

nucleotídeos referentes aos éxons 15 e 16, também foi considerada como

o  defeito  molecular  causador  de  miotonia  hereditária  em  gatos,

entretanto o mecanismo envolvido nessa condição estava relacionado à

uma  forma  de  splicing  alternativo  e  não  uma  deleção  genômica

(GANDOLFI  et  al.,  2014).  Na mesma região  da  deleção  verifcada  no

presente  estudo,  uma mutação pontual  c.1775 A>C foi  descrita  como

causadora de miotonia hereditária na espécie equina (WIJNBERG et al.,

2012a) e duas substituições de aminoácidos caracterizaram a criação de

peixes-zebra modelos dessa enfermidade para humanos  (CHENG et al.,

2014).  Além  disso,  pelo  menos  seis  mutações  decorrentes  de  SNPs

(substituição  única  de  nucletoídeo),  localizadas  na  região  da  mutação

descrita  no  presente  estudo  g.  NC_010460.4  del  6912538_6916702,

foram descritas  como causadoras  de  miotonia  congênita  em humanos

(BURGUNDER et al., 2008; KATSUMATA et al., 1998; KUBISCH et al.,

1998; LEHMANN-HORN et al., 1995; LIU et al., 2015).

A proteína  CLC1 apresenta alta homologia  (STAUBER; WEINERT;

JENTSCH, 2012) e conforme verifcado nesse trabalho, o alinhamento da

sequência  de  aminoácidos  de  12  diferentes  espécies  de  mamíferos
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(Figura 27) permitiu verifcar que a região de 116 aminoácidos relativos

à deleção observada nos animais miotônicos é altamente conservada e

apresenta 92,2% de identidade absoluta e 97,5% de identidade relativa

entre todas as espécies.

A modelagem de proteínas transmembrana consiste em um desafo,

principalmente devido à baixa identidade entre as sequências utilizadas e

os  modelos  estruturais  disponíveis  (LOUET et  al.,  2017).  No entanto,

mesmo  com  uma  identidade  entre  as  sequências  próximo  20%

(OLIVELLA et al., 2013) as proteínas transmebranas compartilham muita

semelhança na conformação espacial de regiões centrais. Dessa forma, a

estrutura adotada na presente pesquisa obtida por modelagem, além de

satisfazer valores  de qualidades comparados aos de proteínas nativas,

apresentou uma identidade de sequência de 43,49% com o modelo de

canal  CLCK bovino 5TQQ utilizado  (PARK; CAMPBELL; MACKINNON,

2017), consistindo dessa forma uma estrutura representativa do  CLC1

suíno. Considerando a revisão bibliográfca, essa é a primeira vez que se

modela o canal CLC1 . No entanto, não foi possível construir a porção N-

terminal, e consideráveis gaps podem ser notados no alinhamento. 

Em  relação  a  estrutura  do  canal  CLC1  suíno,  a  deleção  g.

NC_010460.4  del  6912538_6916702  corresponde  a  aminoácidos  que

participam de regiões  importantes  da estrutura  do canal  CLC1,  como

parte da α-hélice O e inteiramente as α-hélices P,Q e R. Vale salientar

que além da α-hélice R ser a transição entre a porção transmembrana e a

porção citoplasmática c-terminal do CLC1, ela também possui o resíduo

de Tirosina (Tyr-578) que participa da formação do poro seletivo para o

íon  Cl-.  Esse  resíduo  é  conservado  em  várias  estruturas  terciárias

caracterizadas  de  co-transportadores  CLC e  canais  do  tipo  CLC

(DUTZLER  et  al.,  2002;  DUTZLER;  CAMPBELL;  MACKINNON,  2003;

FENG et al., 2010; JAYARAM et al., 2011; LIM; STOCKBRIDGE; MILLER,

2013; PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017). 

A deleção g. NC_010460.4 del 6912538_6916702 também implica a

ausência  de  58,33% (35/60)  dos  aminoácidos  que  formam o  primeiro

domínio  CBS.  Os  domínios  CBS  estão  envolvidos  em  várias  funções

biológicas de diversas proteínas, e os canais tipo  CLC de eucariotos e
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parte  dos  canais  tipo  CLC de  procariotos  possuem  uma  longa

extremidade C-terminal e um par de domínios CBS  (BATEMAN, 1997;

DUTZLER et al., 2002; FENG et al., 2010; MARKOVIC; DUTZLER, 2007b;

MEYER; DUTZLER, 2006; PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017). As

funções  biológicas  dos  domínios  CBS  no  CLC1 ainda  não  estão  bem

conhecidas,  acredita-se  que  modulam  a  atividade  do  canal  CLC1,

principalmente  por  ligação  com  ATP  e  infuência  pelo  PH  e

temperatura(BENNETTS  et  al.,  2005,  2012;  BENNETTS;  PARKER;

CROMER,  2007;  TSENG;  BENNETTS;  CHEN,  2007).  A  importância  é

ressaltada  devido  à  mutações  envolvendo  os  domínios  CBS  serem

descritas  causando  miotonia  congênita  em  humanos,  por  exemplo,

mutações  envolvendo  o  primeiro  domínio  CBS  causando  essa

enfermidade com padrão recessivo (CHEN et al., 2004; DE DIEGO et al.,

1999a; SASAKI et al., 1999) semelhante ao presente estudo.

Uma  característica  importante  da  deleção  NC_010460.4  g.  del

6912538_6916702, descrita nesse estudo, é que não ocorre mudança da

fase de leitura do RNAm, e dessa forma o nucleotídeos referentes aos

éxons 17 até o 23 estão presentem e provavelmente são traduzidos de

forma semelhante aos animais wild types. Entretanto, não foi possível a

modelagem por homologia da estrutura terciária do  CLC1 dos animais

miotônicos,  pois  a  ausência  dos  116  aminoácidos  (aminoácidos  528  a

643) decorrentes da deleção modifca a sequência da proteína  CLC1,  e

assim os aminoácidos reposicionados nessa região não possibilitam um

alinhamento  adequado,  e  dessa  forma impossibilitam a  construção  de

estruturas satisfatórias. 

Esse  possível  reposicionamento  dos  aminoácidos  é  relativo  à

extremidade  carboxi-terminal  do  CLC1.  Em  um  estudo  realizado  em

1997,  Hryciw  et  al. avaliaram  o  efeito  da  remoção  da  extremidade

carboxi-terminal do CLC1 (Rattus norvegicus) sobre a expressão gênica,

proteica  e  função  do  canal  (patch-clamp).  Para  isso  a  remoção  foi

realizada em cinco pontos diferentes, removendo os últimos 72 (fs923X),

100  (fs895X),  125(L869X),  398(N596X)  e  420(Q574X)  aminoácidos

respectivamente para cada ponto. Nesse estudo, fcou demonstrado que

em fs923X e fs895X houve diminuição do funcionamento do CLC1; em
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L869X, embora houvesse expressão gênica e proteica, não foi verifcada

nenhuma atividade do CLC1 resultante; e em N596X e Q574X não foram

verifcadas expressão proteica e nenhuma atividade do CLC1 resultante.

Embora não tenha sido possível a obtenção por da estrutura terciária do

CLC1  suínos  afetados,  se  for  considerado  que  os  aminoácidos

reposicionados  não  determinem  prejuízo  à  função  do  CLC1,  esse

posicionamento  ocasionaria  consequentemente  a  ausência  dos  116

aminoácidos fnais da extremidade carboxi-terminal, e dessa forma, seria

semelhante aos CLC1 mutantes fs923X e fs895X.

Várias  etapas  de  investigação  molecular  foram  necessárias

conforme  avançava-se  o  conhecimento  sobre  o  defeito  molecular

causador da MC em suínos. Um aspecto interessante nessa espécie, é a

existência  de  dois  transcritos  para  o  gene  CLCN1.  Com a análise  da

sequência  codifcante  desses  transcritos,  pode-se  verifcar  que  o

transcrito  X1  (XM_021078561.1) possui  23  éxons  e  o  transcrito  X2

(XM_021078562.1) apenas 21, por não possui os nucleotídeos referentes

aos éxons 15 e 16, a ausência desse éxons consiste na mesma alteração

descrita nesse estudo envolvendo os suínos afetados por MC.

O splicing alternativo do RNAm é um dos muitos mecanismos que

participam da regulação da expressão gênica e  é  fundamental  para a

existência da complexa diversidade proteica em eucariotos  (GRIFFITHS

et al., 2016; PAN et al., 2008; WANG et al., 2008). Pelo menos 95% dos

aproximadamente 2500 genes do genoma humano produzem transcritos

resultantes do splicing alternativo (PAN et al., 2008; WANG et al., 2008).

Esse  mecanismo  tem  sido  descrito  ocorrendo  também  em  genes

codifcadores de canais iônicos, como por exemplo, em canais de cloro

ativados por cálcio (Anoctamin-1) possibilitando que diferentes isoformas

das proteínas sejam sintetizadas e sendo funcionalmente caracterizadas

por diferentes  sensibilidades ao seu ativador  (FERRERA et  al.,  2009).

Outro exemplo é o gene Anoctamin-2, para o qual foi demonstrado que o

splicing alternativo leva a co-expressão de dois transcritos, e a existência

de proteínas heterodímeras com propriedades funcionais semelhantes à

nativa, indicando que a proteína nativa pode ser heterodímera em vez de

homodímera como se aceitava (PONISSERY SAIDU et al., 2013).
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Em relação a família  CLC, transcritos alternativos foram descritos

para  o CLCN3  de  humanos  com  diferentes  funções  e  níveis  de

expressão(OGURA et al.,  2002),  e de ratos com co-expressão de duas

isoformas  produzindo  canais  funcionais  (SHIMADA  et  al.,  2000);  o

CLCN2  de ratos  (CHU et al.,  1996; CHU; ZEITLIN, 1997) e de suínos

(LOEWEN et al., 2000), e do CLCN6 de humanos  (EGGERMONT et al.,

1997), porém esses estudos não demonstraram a existência ou não de

alterações  funcionais.  Já  para  os  canais  CLCN1  e CLCN5,  transcritos

alternativos são descritos sempre relacionados à miotonia congênita e à

doença de Dent, respectivamente (BORGES et al., 2013; CHARLET-B et

al., 2002; CHEN et al.,  2004; FORINO et al.,  2004; GANDOLFI et al.,

2014). 

Já  foram  demonstradas  diferenças  nos  níveis  de  expressão

relativos, comparando humanos afetados por MC com modo de herança

dominante e com modo de herança recessivo (DUNO et al., 2004), sendo

verifcado  que os  dominantes  apresentavam o  dobro  de  expressão  do

CLCN1  em relação  aos  acometidos  por  miotonia  congênita  sob  modo

recessivo.  Entretanto,  o  presente  estudo,  é  o  primeiro  a  comparar  a

expressão  relativa  considerando  indivíduos  wild  type,  heterozigos  e

homozigotos  para  um mesmo defeito  molecular  causador  de  miotonia

hereditária sob modo de herança recessivo. Ficou demonstrado que os

suínos afetados, heterozigotos e wild types expressaram o produto P8 de

forma semelhante. Esse resultado corrobora com o observado por Imbrici

et al. (2016), que verifcou que a quantidade relativa expressa de CLCN1

de um humano miotônico, estava dentro da faixa de valores referente aos

humanos  wild  type.  Entretanto,  diferentemente  do  presente  estudo

envolvendo suínos afetados por miotonia hereditária sob modo recessivo

(Becker),  em seu estudo Imbrici  et  al.,  utilizou um humano carreador

afetado por MC sob padrão dominante (Thomsen).

De forma inédita  também, demonstramos que animais  wild type

expressam um transcrito sem os nucleotídeos referentes aos éxons 15 e

16. Embora a sequência do transcrito alternativo X2 (XM_021078562.1)

já  estivesse  disponível  no  banco  de  dados  Refseq  (NCBI),  sendo

caracterizada  por  não  possuir  os  éxons  15  e  16,  e  dessa  forma,
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semelhante  ao  transcrito  decorrente  da  deleção  g.  NC_010460.4  del

6912538_6916702  descrita  nos  suínos  miotônicos  no  presente  estudo,

não era possível afrmar que suínos  wild type para  g. NC_010460.4 del

6912538_6916702  expressavam  esse  transcrito  alternativo.  Os  suínos

wild type expressam aproximadamente 6% da quantidade expressa pelos

suínos  afetados  desse  transcrito  sem  os  éxons  15  e  16.  Não  existe

descrição em nenhuma espécie animal de transcrito alternativo do gene

CLCN1 sem estar relacionado à miotonia congênita/hereditária, e dessa

forma, não existe estudo atribuindo função a um transcrito alternativo do

CLCN1. 

Embora existam mecanismos de controle que impedem a tradução

de  transcritos  alternativos  como  o  Nonsense-mediated  mRNA  decay

(HUG;  LONGMAN;  CÁCERES,  2016;  MCILWAIN  et  al.,  2010;

MEDGHALCHI  et  al.,  2001;  WITTKOPP  et  al.,  2009),  é  possível  que

ocorra  tradução  esse  transcrito  alternativo  expresso  nos  suínos  wild

type. Estudos de expressão proteica poderiam quantifcar essa situação e

também demonstrar sua existência ou não bem como seus efeitos e até

mesmo a existência de heterodímeros de CLC1,  ou seja,  canais  CLC1

híbridos formados por duas subunidades distintas, uma wild type e uma

mutante. Vale salientar que a expressão de heterodímeros de CLC1 wild

type/mutantes já foi descrita em humanos (LIN et al., 2006; SIMPSON et

al., 2004).  É provável que outras espécies animais expressem transcrito

semelhante  ao  decorrente  da  deleção  g.  NC_010460.4  del

6912538_6916702,  ou  seja  sem  os  éxons  15  e  16,  principalmente  as

espécies animais que compartilham transcritos alternativos semelhantes

ao X2 de suínos (XM_021078562.1) disponíveis no banco de dados Refseq

(NCBI), como o  Bos taurus, Bos indicus, Cercocebus atys, Bison bison

bison e Macaca fascicularis.

O  presente  estudo  não  avaliou  a  expressão  proteica,  e  nem  a

funcionalidade  do  CLC1  mutante  para  g.  NC_010460.4  del

6912538_6916702, entretanto, é esperado que essa deleção reduza em

pelo menos 70% a condutância ao iôn CL-, pois é o mínimo necessário

para que ocorre miotonia (BRYANT, 1969; BRYANT; LIPICKY; HERZOG,

1968; FURMAN; BARCHI, 1978; KOCH et al., 1992a).
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X.  CONCLUSÕES

Esse  é  o  primeiro  estudo  a  realizar  uma  descrição  clínica  e

molecular de miotonia hereditária em suínos. Os  sinais  clínicos,  e

resultados  de  exames  complementares  como  bioquímica  sérica,

histopalogia  (H&E  e  PAS)  e  eletromiografa  são  consistentes  com

miotonia  hereditária  e  semelhantes  àqueles  descritos  para  diversas

espécies animais acometidas por essa enfermidade.

A  deleção  g.  NC_010460.4  del  6912538_6916702  consiste  na

ausência  dos  éxons  15  e  16  no  transcrito  CLCN1,  correspondendo  à

deleção de 116 aminoácidos. Esse é o primeiro estudo a descrever casos

de  miotonia  hereditária  decorrente  de  uma  deleção  no  genoma

envolvendo os éxons 15 e 16.

De forma inédita também, foi realizada a obtenção por homologia

da  estrutura  terciária  do  CLC1  suíno,  considerando  a  sequência  X1

(XM_021078561.1)  e  a  sequência  consensus  dos  animais  wild  type

utilizados na presente pesquisa.

Pela primeira vez, foi avaliada a quantifcação relativa da expressão

de  transcritos  do  CLCN1 de  indivíduos  wild  type,  heterozigotos  e

homozigotos  recessivo  para  uma  deleção  causadora  de  miotonia

hereditária sob padrão de herança recessivo. Ficando demonstrado que

animais  wild type expressam um transcrito  alternativo para o  CLCN1

(P14/17) semelhante ao transcrito expresso pelos animais afetados pela

miotonia  heredtiátia  e  semelhante  ao  trasncrito  alternativo  X2

(XM_021078562.1) disponível no banco de dados Refseq (NCBI).

Os  resultados  obtidos  com  essa  pesquisa  representam  avanços

signifcativos  no  conhecimento  sobre  a  miotonia  hereditária.

Principalmente  ressaltando  a  importância  de  regiões  conservadas  da

proteína CLC1 como as α-hélices O, P, Q e R, o resíduo de Tirosina (Tyr-

578)  que participa  da  formação do poro seletivo  para  o  íon Cl-   e  os

domínios  CBS.  Os  resultados  de  qPCR  demonstram  uma  nova

peculiaridade  acerca  da  miotonia  hereditária.  A  modelagem  por

homologia  da  estrutura  terciária  do  CLC1  suíno,  demonstrou  que  a

estrutura do canal de cloro CLC-K bovino (PDB ID: 5TQQ) é um modelo

adequado para essa fnalidade, podendo ser utilizado para canais  CLC1
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de  outras  espécies  animais.  Por  fm,  o  teste  genético  padronizado

possibilita de forma simples e com baixo custo relativo, a classifcação de

probandos, podendo ser utilizado para orientação dos acasalamentos e

também  podendo  ser  replicado  para  padronização  de  testes  de

genotipagem para mutações envolvendo grandes deleções. 
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Abstract

The major cause of hereditary non-dystrophic myotonia occurs due to mutations

in the CLCN1 gene, coding for the CLC1 protein that forms the ionic channel

selective for the predominant chloride ion in skeletal muscle tissue. Mutations in

the CLCN1 gene have been described as causing hereditary myotomy in several

animal species. There is no report of hereditary myotonia in swine. The aim of

this  study  was  to  perform  the  clinical  and  molecular  characterization  of

hereditary  myotonia  in  swine.  The  hypothesis  of  this  study  was  that  nine

animals  with  compatible  clinical  signs  had  hereditary  myotonia.  Twenty-six

animals were evaluated under clinical, electromyographic, histopathological and

molecular  aspects.  The  clinical  signs  verified  were  muscular  hypertrophy,

stiffness  and  myotonia.  No  muscular  dystrophy  was  observed  at  the

histopathological  examination and myotonic  discharges  were observed during

EMG. Using cDNA samples from affected animals,  the exons 15 and 16 of

CLCN1 were absent. This absence is the same compared to the annotated X2

alternative  transcript  of  swine  CLCN1.  In genomic  DNA a large deletion of

4165bp (g NC_010460.4 del 6912538_6916702) was found in the region of the

CLCN1 gene. Wild-type animals also had present expression levels for the X2

transcript,  that  was  associated  with  hereditary  myotonia  in  affected

homozygotes. Molecular tests were standardized to be used as a diagnostic tool

for this disease and also for the orientation of mating in this species. This is the

first description of swine myotonia and also a description of a genomic deletion

in the region of  the  CLCN1 gene associated with hereditary myotonia.  The

characterization of a chloride channel channelopathy due to a deletion in the

genome in this animal species may contribute to the comparative studies of this

disease among several species, including human.

Keywords:  voluntary  muscle  disorder,  channelopathy,  chloride  channel,

hereditary disease, deletion.
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Author Summary

Myotonia  congenita  is  a rare hereditary muscle  disorder described in  many

animal species. In the present study, we describe a  genomic deletion in the

CLCN1 gene causing the recessive form of hereditary myotonia in pigs. This

mutation  consists in the absence of nucleotides coding for 116 amino acids

residues of the  CLC1 protein. Paradoxically, we demonstrated that  wild-type

animals express the same form of the mutated CLCN1 gene, but in low levels.

These findings highlight some questions, what the function of expression of this

variant of the  CLCN1 gene? If this mutated form is translated  in wild-type

animals, could exist  CLC1 mutated protein in muscle tissue of this animals?

Could exist heterodimers of CLC1 protein?

INTRODUCTION

Mutations  in  the  CLCN1 gene  are the  main  cause  of  non-dystrophic

myotonias, called myotonia congenita also called hereditary myotonia (HM) [1],

[2].  This  gene  codifies the main chloride channel  -  CLC1 - of  the skeletal

muscle tissue [1]–[3]. The function of  CLC1 is essential to ensure  sarcolemmal

electrical  stability.  In  rest,  the  chloride  conductance of  skeletal  muscle

represents 85% of all conductance [4]–[6]. Impairing the CLC1 function leads to

MC by the  occurrence of depolarization's on membrane surface resulting in a

delay in muscle relaxation [6]–[9].

The CLC1 channel is a homodimer protein, member of the CLC protein

family [10]–[12]. Each sub-unit can function independently, and like others CLC

channels,  CLC1 was  comprised  by  17  -helices  forming  a  α transmembrane

domain and 2 intracellular cystathionine beta-synthase (CBS) domains [10], [13]–

[17]. Therefore, the 3D structure of  CLC1 channels  remaining not  determined,

also the correlation of the structure with the functions of CLC1 channel are not

well understood. Nevertheless, several ClC homologs with known 3D structures

were reported, as the bacterial Escherichia coli ClC transporter (EcClC) [10], the

eukaryotic CLC transporter (CmCLC) [16] and the bovine CLC-k [17]. 

Several  descriptions  of  HM affecting  humans  were  documented,  with

dominant and recessive patterns, and more than 200 mutations were described

causing HM [18]. In  animals, HM was described affecting rat [19], goats [9],

dogs [20], [21], horse [22], buffalo [23], kittens [24], zebrafish [25] and sheep

[26].  Although  HM was described  in  calves,  no  mutations  in  CLCN1 were

identified in this species. Humans and animals affected by MC present variable

phenotype, mainly considering the intensity of the clinical signs [23], [24], [27]–

[30].  Usually,  the  affected  animals  present myotonia,  muscle  hypertrophy,

stiffness, weakness, and warm up phenomenon [23], [24], [27], [31]–[33]. Until
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the present moment, there is no report describing myotonia in pigs, the aim of

this study was to describe the clinical and molecular features of HM affecting

pigs. 

RESULTS

CLINICAL EVALUATION

Except  for  muscular  sings,  no clinical  abnormality  was observed.  The

onset  of  the  clinical  signs  was  verified  within  one week of  life  that  were

progressives with the advancing of the age of these animals. All nine affected

animals  present the  same clinical  sings  with  variable  intensity.  These  signs

included myotonia,  muscle  hypertrophy,  and stiffness.  Muscle  stiffness  was

present in thoracic limbs and was more pronounced in the pelvic limbs. Muscle

hypertrophy was mainly present in the epaxial and proximal muscles of the

limbs,  especially  the  gluteus  muscles,  semimembranous  and  semitendinous

(Figure 1).

FIGURE 1 -  A -  posterior  view of  two animals  affected  by HM, note  the

muscular  hypertrophy  in  the  pelvic  limb.  B  -  lateral  view  demonstrating

muscular  hypertrophy  in  the  left  pelvic  limb.  C  -  left  pelvic  limb  with

hypertrophy and stiffness.

Usually, after a rest period, when these affected animals were stimulated

to move, they presented intense stiffness of skeletal muscles which led to the

fall,  characterizing the startle response (Figure 2).  After falling down, these

animals were remaining in decubitus positions, usually for less than one minute.

Two  of  then  presented a  more intense  form  of  startle  response  with  the
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remaining time of decubitus up to two minutes. The warm-up phenomenon was

evident in all affected animals. 

FIGURE 2: A sequence of images obtained from a video demonstrating two

affected animals. Note the muscular and the episode of intense muscular rigidity

after the sound stimulus of clapping, followed by fall and decubitus (pictures

from 1 to 7). Then the animals recover from the intense stiffness and are able

to lift (pictures 8 to 16). In the movie, the time interval between the first and

last images was 8 seconds.

Among the affected animals, two had the most intense muscular rigidity

and startle response, the falls due to muscular rigidity were easily triggered

with  little  environmental  stimulation.  These  animals  remained  in  decubitus

position for more than one minute. Two other animals presented a mild form of

muscle stiffness resulting from the startle response and did not present decubitus

due to stiffness. Considering this phenotypic heterogeneity, affected pigs could

be classified into three levels of intensity of clinical signs as shown in table 1. 

TABLE  1:  Intensity  grade  of  the  main  clinical  signs  verified  in  the  swine

affected by HM.

Intensity Muscle hipertrophy Muscle stiffness
Startle response
leads to fall

Mild evident + -

Moderate evident + +

Intense evident ++ ++

Muscle stiffness: + moderate, ++ intense.

Startle response: - absent, + present, with permanation time of decubitus lessa

than 1 minute, ++  present, with permanation time of decubitus higher than 1

minute.
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Among those affected, three adult animals that presented the intense form

of myotonia and came to death due to muscle stiffness crises that occurred

without sun shelter. At necropsy examination, in addition to skeletal muscle

hypertrophy, no additional abnormalities were observed. A recessive pattern of

inheritance was verified (Figure 3).

FIGURE 3: Heredogram of the family experimental animals (A-V). Note that the

common ancestor # 18 is the parent of individuals 4, 5, and 17, which, in

turn, produced animals affected by HM. * Large White nut without parentage

relationship with this family.

Upon histopathological evaluation, muscle dystrophic changes were not

observed. The muscle fibers presented a normal pattern of organization, with

normal connective tissue distribution. Furthermore, when compared to wild-type

animals, were observed hypertrophy of muscle fibers in muscle tissue of affected

animals. The EMG results showed classical spontaneous myotonic discharges in

all evaluated muscles of 4 affected animal (Figure 4). The “diver bomb” sound

also referred like an acceleration or deceleration of a motorcycle were present

in loudspeaker during the EMG of all the affected animals.

FIGURE 4: A and B – Typical  myotonic  discharges  that  wax and wane in

amplitude and frequency and produce the characteristic diver bomb noise over

the  loudspeaker  (analysis  time of  100 and 50  mSec/div,  respectively).  C –

Sustained run of positive waves with initial sharp positivity followed by a slow

negative  component  (analysis  time  of  20  mSec/div).  D  –  Sustained  run  of

negative  spikes  with  an initial positivity,  like  fibrillation potentials  (analysis

time of 10 mSec/div). 
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MOLECULAR ANALYSIS

Exons 14 and 15 regions from the cDNA samples of affected animals were

not present. With the alignment of the CLCN1 reference sequence (transcript X1

-  XM_021078561.1)  and  the  coding  sequences  obtained  from  wild-type and

affected animals were observed 3 and 12 nucleotide substitutions, respectively.

For  wild-type animals, all  nucleotide  substitutions  were  synonymous.  For

affected animals two of twelve nucleotide substitutions were  nonsynonymous,

the substitutions  c.226 A>G and c.2759 C>T (Table 2). 

TABLE 2: Nucleotide substitutions verified in wild-type and affected animals when compared to

a reference sequence of CLCN1 gene (XM_021078561.1).

Códon Ref X1

XM_021078561.1

WILD

TYPE
MYOTONIC

RESULTING

AMINOACID
EXON

POSITION FROM

ATG START CODON 

GAC GAC GAT Aspartic acid Exon 2 225

ATG ATG GTG* Methionine>Valine Exon 2 226

GCA GCA GCT Alanine Exon 8 978

GGT GGY (C/T) GGC Glycine Exon 10 1077

CCG CCG CCA Proline Exon 11 1224

GCT GCC GCC Alanine Exon 13 1422

GAC GAC GAT Aspartic acid Exon 14 1524

GGT GGY (C/T) ausente Glycine Exon 15 1697

GTG GTG GTC Aspartic acid Exon 21 2436

GCA GCA GTA* Alanine>Valine Exon 23 2759

CCA CCA CCG Proline Éxon 23 2802

CCG CCG CCA Proline Éxon 23 2826

TCA TCA TCG Serine UTR 3’ 2964

* non-synonymous substitution.

The two non-synonymous substitutions were p.M76V and p.A920V. The

aminoacids p.76Methionine and p.920Alanine were not conserved between the

amino acid reference sequences of the CLC1 protein from 15 diferent
species of mammals (Figure 5). 
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FIGURE 5:  Alignment  of  the  amino  acid  reference  sequences  of  the
CLC1  protein  from  15  diferent  species  of  mammals.  Sequences  are
identifed according to table 5. Shown in white, gray and black are the
diferent, similar and identical residues, respectively. Highlighted in red
squares are the two residue changes found in myotonic animals, p.M76V
and p.A920V respectively. 

Additionally,  when compared  the  gDNA reference  sequence  of  CLCN1

gene and the sequences obtained from affected animals of the region between

intron 14 and 16, were noticed 35 nucleotide substitutions, one insertion of 4

nucleotides into the intron 14, one absence of 60 nucleotides of intron 16 and

mainly  another  one  absence  of  a  region  with  length  of  4165  nucleotides

between these introns. 

The absence of the 4165 bp evolves partially the intros 14 and 16, and

completely the intron 15 and exons 14 and 15 (Figure 6). This deletion (g.

NC_010460.4 del 6912538_6916702) comprises 1137 bp of the 5’ end of intron

14, 214 bp relatives of exon 15, 245 bp relatives of the intron 15, 134 bp

relatives of the exon 16 and 2435 bp of the 3’ end of intron 16.

FIGURE  6: Schematic  representation  of  the  deletion  (g.  NC_010460.4  del

6912538_6916702) present in the CLCN1 gene of all affected animals (rectangle

red dashed). The white rectangles represent the exons 14, 15, 16 and 17. The

grey rectangles represent the introns 14, 15 and 16. 

Exon 14 Exon 
15

Intron 
14

Intron 
15

Exon 
16

Intron 
16

Exon 
17
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Using the genotyping test, all affected animals were homozygous for the

deletion  of  4165bp  (del/del).  All  parents  of  these  affected  animals  were

heterozygous  for  this  deletion  (del/N).  Five  members  of  the  family  of  the

myotonic pigs were the homozygous wild-type (N/N). Additionally, 150 animals

from pig farms were the homozygous wild-type (N/N).

PROTEIN IN SILICO ANALYSIS

The alignment of predicted amino acid sequences of the CLC1 protein of
wild-type  animals  with  references  sequences  of  CLC1 protein  isoform  X1

(XP_020934220.1) of swine and with more 11 mammals species was presented

62.6% of absolute identity (supplementary material 1). When considered only

the deletion region of 116 amino acids, the alignment shows 92.2% of absolute

identity.

Using the predicted amino acids sequence of wild-type swine and bovine

CLC-K structure (5TQQ) as a model, the generated structure  CLC1-WT-Swine

(Figure 7) presents 43.49% of identity (Figure 8), CMQE 0.74, QMEAN -2.89

and ZSCORE (ProSA-web) -6.66.

FIGURE 7: Images of the structures of a subunit of CLC1, 5TQQ (magenta) and

CLC1-WT-Swine (cyan). Each sequence of 3 images (each line) the structure is

rotated by 180°. Note the high similarity between the model and the generated

structure CLC1-WT-Swine, especially when overlapping.
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FIGURE 8: Alignment between the amino acid sequence of predicted sequence of

wild-type sequenced pigs and the amino acid sequence of the  5TQQ (bovine

CLCK) model. The ESPript program was used to display the alignment (Robert

and Gouet 2014). The secondary structure is noted above the alignment, -α
helices  are  named A-R as  proposed  by  Dutzler  et  al.  2002,  the  conserved

residues are marked in red, the 116 amino acids relating to the deletion are

underlined in yellow.

  Using  the  predicted  amino  acids  sequence  of  wild-type swine and

bovine CLC-K structure (5TQQ) as a  model, the generated structures were no

satisfactory to represents a CLC protein.  However, using the same structure

generated for wild-type animals (CLC1-WT-Swine) the deletion (g. NC_010460.4

del  6912538_6916702)  corresponds  to  a  region  of  116  amino  acids  which

extends from about half of -helix O to the first half of the first CBS domainα
(Figure 9).
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FIGURE 9: Images of the structures of a subunit of CLC1-WT-Swine. In red are

represented the 116 amino acids related to the deletion verified in myotonic

animals. The deletion region comprises about the half of -helix O to the firstα
half of the first CBS domain. The yellow region represents the Tyrosine residue

that participates in the formation of selector pore for the CL- ion.

RELATIVE EXPRESSION

The CT mean values of P8 - Δ amplicon before the deletion - were similar

between  wild-type,  heterozygous  and  homozygous  for  the  deletion  (g.

NC_010460.4  del  6912538_6916702)  (Table  2).  The   CT  mean  values  ofΔ
P15/16 - amplicon inside the region of exons 15 and 16 – were similar between

wild-type and heterozygous for the deletion. No amplification relative of P15/16

was observed in samples of homozygous animals for the deletion (Table 2).For

the amplicon P14/17, the CT mean values were different between Δ wild-type,

heterozygous  and  homozygous  for  the  deletion  (Table  3).  Homozygous  for

O

PQ

R

P

Q

R
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deletion was expressed 9.42 and 15.73 more than heterozygous and wild-type

animals. The relative expressions of all  tree amplicons  are displayed in figure

10. 

Table 3: CT mean values of Wild-type, heterozygous and homozygous affectedΔ
animals for P8, P15-16 and P14/17 products. 

GENOTYPE
P8 P15-16 P14/17

CT meanΔ CT SDΔ CT meanΔ CT SDΔ CT meanΔ CT SDΔ

Wild-type 9,526 0,847 8,455 0,703 15,814 0,286

Heterozygous 9,677 0,635 8,93 0,506 12,578 0,171

Homozygous 
(myotonic) 9,318 0,999 - - 11,838 0,048

CT SD the respective values of standard deviation for each genotype group. - Δ
were no aplification values for the product P15-16 for homozygous affected 

animals.

For the amplicon P14/17, the CT mean values were different betweenΔ
wild-type, heterozygous and homozygous for the deletion (Table 2). Homozygous

for deletion was expressed 9.42 and 15.73 more than heterozygous and  wild-

type animals. The relative expressions of all  tree amplicons  are displayed in

figure 9. 

FIGURE 10: Chart  of  relative expression values for amplicons P8,  P15-16 e

P14/17 (2- CT). Blue bars –  ΔΔ wild-type animals. Green bars – heterozygous

animals. Red bars – homozygous animals (affected ones). 
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DISCUSSION

In the present study, we describe pigs affected by HM with a recessive

pattern of inheritance. In this pattern, the disease is verified in the offspring of

unaffected individuals, and the affected progeny includes individuals of both

sexes, these two aspects are evident with the analysis of the heredogram [34].

Furthermore, the  heredogram construction  turns  possible  to  point  out the

common ancestor. 

All  affected pigs  presented abnormalities related only to the muscular

system. The clinical signs verified in the affected pigs were similar to those

described in the descriptions of HM affecting humans [28], [35]–[38], goats [9],

cats [24], dogs [20], [21], horse [39] and buffaloes [23]. The main clinical signs

were muscle hypertrophy and stiffness, startle response with occurring falls and

decubitus. In virtue of the vocalization is a normal behavior of swine species,

was not possible to confirm if these episodes were accompanied by pain. As it

was verified in cats [24], goats [40] and humans [27], [31], [33], the percussion

of the triceps muscle produced  an evident dimpling of the muscle. However

hypertrophic tongue and others abnormalities of the oral cavities described in

cats whit HM [24] were not observed in pigs. 

 Muscle wasting and progressive muscle weakness were not observed in

the  affected  pigs.  Additionally,  upon  histopathological  exam  were  verified

hypertrophic muscle fiber and no evidence of dystrophic abnormalities. These

findings corroborated with a non-dystrophic myotonia [21], [23], [24], [39], [41].

The warm-up phenomenon was verified in all affected pigs and was indicatives

of HM [41].

It is well known that the clinical signs of HM with the recessive pattern

are more intense than those with dominant pattern [33], [35], [42]. However, as

it was described in cats [24] and buffalos [23] with HM, the animals affected by

the same mutation can present phenotypic variation. The phenotypic variation is

a frequent feature in descriptions of HM affecting humans, in this way, the type

of causative mutation [27]–[30], the hybridization of wild-type and mutated sub

unities of CLC1 protein [37], [38], gender [43], [44], age [45], [46] and CLCN1

gene  expression  [47] have  been  proposed  to  have  some  influence  in  this

variation. However, in myotonic pigs were not verified the influence of age or

gender in the phenotypic variation. 

The EMG results corroborated with descriptions of HM affecting humans

and  animals  [21],  [23],  [24],  [39],  characterized  by a classical  pattern  of

myotonic  discharges  that  wax  and  wane  in  amplitude  and  frequency  and

produce the characteristic diver bomb noise [48]–[50].

The  nonsynonymous nucleotide  substitutions induce p.76 Met>Val  and

p.920  Ala>Val  amino  acids  changes  and  were  present  in  sequences  of  all
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affected  animals.  However,  the  cause  of  HM in  these  animals  cannot be

attributed to these two amino acids changes. This is supported mainly because

these  amino  acids  are  not  conserved  in  mammals  sequences  of  CLC1

(supplementary material 1), and also because that the hydrophobic amino acids

– like Met, Val, and Ala – frequently can be replaced for each other without

the occurrence of function impairing of protein involved [51], [52]. 

The  major  abnormality  verified  in  CLCN1 nucleotides  sequences  of

affected pigs, was the absence of exons 15 and 16. However, two alternative

transcripts for  the  CLCN1 gene of  sus  scrofa were  displayed at  the  Refseq

databank [13] and considering the transcript X2 (XM_021078562.1) with also are

absent the exons 15 and 16. Similarly, the exons 15 and 16 were absent in the

CLCN1 coding sequence of  Bison bison bison  (XM_010834009.1), X2 of  Bos

taurus  (XM_015470764.1),  X3  of  Bos  indicus  (XM_019959227.1), X4  of

Cercocebus  atys  (XM_012057525.1) and 1  of  Macaca  fascicularis

(XM_005551037.2). With exception of the coding sequence of Bison bison bison

(XM_010834009.1),  all  of  these  are  alternative  transcripts.  Additionally,  the

coding sequence of Bison bison bison was pointed as “LOW QUALITY PROTEIN:

chloride channel protein 1”, indicating that the corresponding XM_ sequence

was modified relative to the genome sequence, to correct possible mismatches

[13].  Thus,  it  is  evident  that  the  transcript,  without  the  exons 15 and 16

nucleotides, is less frequent and usually consists of an alternative transcript. The

Bison bison  bison  is the only species that has this transcript as the unique.

However, this transcript is probably not coding for a functional protein.

Considering the genomic region between the intron 14 and 17 of affected

pigs, the sequencing reveals nucleotide substitutions, insertions, and deletion in

an intronic region. Although were described human genetic disease caused by

mutation deep inside the introns regions [53]–[55], including myotonic diseases

as the DM1 and DM2 [56]–[59], there are no descriptions of mutation deep

inside in the introns regions causing  HM in any species.  In addition, these

intronic  regions  of  the  CLCN1 present  high  variability.  Thus  is  therefore

complex and out of the scope of the present study to assess whether these

polymorphisms interfere with the function of the CLC1.

In  affected  pigs,  the  main  genomic  abnormality  is  a  large  genomic

deletion with include two exons. Exons excises, due to defects in the splicing

process, were described causing MC in humans [38], [60] and animals [24]. To

date, there was no description of genomic deletion including exons as the cause

of MC in any species. This is the first description of MC affecting pigs and also

the first report of a genomic deletion including exons of the CLCN1 gene. The

deletion of  4165 nucleotides is located between the intron 14 and the intron

17 (NC_010460.4 g. del 6912538_6916702) and includes the exons 15 and 16,

that are unavailable for transcription (Figure 11). 
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FIGURE 11:  Schematic  representation  of  CLCN1 transcription  of  the  region

between exon 14 and exon 17 of wild-type animals (A) and affected pigs (B).

The coding region for the first CBS domain is represented by a green rectangle.

The  yellow  line  represents  the  Tyrosine  residue  that  participates  in  the

formation of the selective pore of Cl-. The dashed lines represent the processing

of splicing. Note the absence of exons 15 and 16 in the transcript of myotonic

animals, and consequently the absence of the tyrosine residue and part of the

first CBS domain.

The importance of the deletion (NC_010460.4 g. del 6912538_6916702) as

the causative of MC in pigs is supported by some aspects. First, all the affected

pigs  were homozygous and his  parents  were heterozygous for  this  deletion.

Additionally, 100% (150/150) of farm pigs were homozygous wild-type. Similarly

to  the  effect  of  this  deletion,  the  absence  of  exons  15  and  16,  due  to

abnormalities in the splicing process, was described causing MC in cats [24].

Furthermore,  in  the  same  region  of  this  deletion,  a  single  nucleotide

polymorphism  -  SNP-  was  describe  causing  MC  in  a  horse  [61] and  two

different SNP were developed to the generation of a zebrafish model of MC

[25]. Additionally, at least 6 distinct SNP, in the same region of this deletion,

were described causing MC in humans [31], [37], [62]–[64].

The  CLC1 protein  presents  a  high  level  of  homology  between  many

organisms [65]. This aspect was corroborated by the alignment of 15 amino

acids  reference  sequences  of  CLC1 protein  from  different  mammals

(supplementary material 1). Considering only the region of the deletion verified

in pigs, this alignment presents 92.2% of absolute identity. 

The  modeling  of  transmembrane  proteins  is  challenging,  especially
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because  of  the  relatively  low-sequence  identity  between  the  query  and  the

templates  [14].  Nevertheless,  even  with  a  sequence  identity  of  about  20%

transmembrane proteins share a similar fold [66]. The structure generated from

consensus sequences of wild-type controls animals – CLC1-WT-Swine - presents

43.49% of identity with the template, the bovine CLCK - 5TQQ [17]. Although

was not possible to model the cytoplasmic N-terminal part of the CLC1 protein

and considerable gaps can be noticed in the alignment (Figure 5), the CLC1-WT-

Swine achieve the quality requirements to consist in a representative structure

of swine CLC1.

The  deletion  (NC_010460.4  g.  del  6912538_6916702)  corresponds  to

amino  acids  that  compound  conserved  regions  of  the  CLC1 protein.  These

regions include part of -helice O and completely the -helices P, Q and R.α α
The -helice R is the transition between the transmembrane and cytoplasmaticα
regions, and have the conserved Tyrosine residue (Tyr-578) with contribute to

form the selective pore for Cl- ion. This residue is highly conserved in many

determined structures of CLC proteins [16], [17], [67]–[70]. 

In addition, the deletion (NC_010460.4 g. del 6912538_6916702) also induces

the absence of 58.33% (35/60) of amino acids that form the first CBS domain.

The eukaryotes CLC channels have a long cytoplasmic C-terminal region, with a

couple of CBS domains [16], [17], [71]. The biological relevance of functions of

CBS domains in  CLC1 proteins are not yet well known, they are proposed to

modulate  CLC1 channel activity, mainly by ATP binding and influence by Ph

and temperature [72]–[75]. However, the importance of CBS domains in CLC1

proteins is highlighted because mutations involving CBS domains are described

causing MC in humans, for example, mutations involving the first CBS domain

causing MC with recessive pattern [28], [38], [76] similar to the present study.

An  important  feature  of  the  deletion  NC_010460.4  g.  del

6912538_6916702, described in this study, is there no frameshift. Thereby, the

nucleotides referring to exons 17 to 23 were present and probably translated

similarly  to  wild-type  animals.  However,  homology  modeling  of  the  CLC1

tertiary structure of myotonic animals was not possible, because the absence of

the 116 amino acids (amino acids 528 to 643), resulting from the deletion,

modifies the CLC1 protein sequence. Thus, the amino acids repositioned in this

region produces a poor alignment with reference models, and accordingly, it

was impossible to construct satisfactory structures.

If the replacement of amino acids due to deletion NC_010460.4 g. del

6912538_6916702 induces the fold of the CLC1 resulting protein like the native

amino acids in this region of deletion, would occur the absence of the last 116

amino acids in the sequence of CLC1.  In a study conducted by Hryciw et al.

(1997), they evaluated the effect of excising of the C-terminal portion on the

function of  CLC1 (Rattus norvegicus). For this, the excising of the C-terminal
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were performed in 5 distinct points, the last 72, 100, 125, 398 and 420 amino

acids, respectively for each point. The results of this study were demonstrated

that the removing of the last 72 and 100 amino acids were impairing the CLC1

function. Thereby, the potential absence of the last 116 amino acids in swine

CLC1 due to the deletion verified, probably would impair the function of CLC1.

Considering the swine species, two transcripts for the CLC1 are available

in RefSeq database [13]. Interesting, the same exons 15 and 16 – related to the

deletion  causative  of  MC  in  pigs  –  were  absent  in  the  X2  transcript

(XM_021078562.1). It is well known that at least 95% of human genes produce

alternative  splicing  [77],  [78],  including  genes  coding  for  calcium-activated

chloride channels [79], [80]. Regarding the CLC family, alternative splicing was

described for  the  CLCN3 of  humans,  with  different  functions  and levels  of

expression  [81],  and  in  rats,  with  co-expression  of  two  isoforms  producing

functional channels [82]. Also were described alternative splicing related with

CLCN2 of rat [83], [84] and pigs [85] and with CLCN6 of humans [86], but

these studies did not demonstrate the existence or not of functional alterations.

Considering  the  CLCN1 and  CLCN5  genes,  alternative  splicing  always  were

related  to  MC  and  Dent’s  disease,  respectively  [23],  [24],  [38],  [87],

[88].Differences in relative expression levels of  CLCN1 gene have already been

demonstrated,  comparing humans affected by MC with dominant  inheritance

mode with recessive inheritance mode [47]. However, the present study is the

first to compare the relative expression considering wild-type, heterozygous and

homozygous  individuals  for  the  same  mutation  causing  MC.  The  results

demonstrated that the muscle tissue of the homozygous, heterozygotes and wild-

types  of  animals,  express  the  P8  product  in  similar  levels.  This  result

corroborates  with  that  observed  in  humans  [89] affected  by  MC  with  the

dominant pattern.

Differences in relative expression levels of CLCN1 gene have already been

demonstrated,  comparing humans affected by MC with dominant  inheritance

mode with recessive inheritance mode [47]. However, the present study is the

first to compare the relative expression considering wild-type, heterozygous and

homozygous  individuals  for  the  same  mutation  causing  MC.  The  results

demonstrated that the muscle tissue of the homozygous, heterozygotes and wild-

types  of  animals,  express  the  P8  product  in  similar  levels.  This  result

corroborates  with  that  observed  in  humans  [89] affected  by  MC  with  the

dominant pattern.

Also, the results of the present study demonstrated that wild-type animals

express a transcript without the nucleotides of exons 15 and 16. Although the

alternative transcript X2 sequence (XM_021078562.1) was already available in

the RefSeq database (NCBI) and was characterized by absences of exons 15 and

16,  and  thus  similar  to  the  transcript  resulting  from  the  deletion  g.
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NC_010460.4 of 6912538_6916702 described in myotonic pigs in the present

study, it was not possible to state that if wild-type pigs for g. NC_010460.4 of

6912538_6916702 expressed this alternative transcript.  Wild-type pigs express

approximately 6% of the amount expressed by the affected pigs of this transcript

without the exons 15 and 16. There is no description in any animal species of

alternative  splicing  of  the  CLCN1 gene  without  relation  with  MC,  and,

therefore, there is no study attributing function to an alternative transcript of

CLCN1.

The  existence  of  hybrids  forming  the  CLC1 channels,  already  been

described related with  MC in humans,  due to the co-expression of  distinct

transcripts [7], [90]. It is possible that the translation occurs for this alternative

transcript expressed in wild-type pigs. Protein expression studies could quantify

this situation and also demonstrate its existence or not of an alternative isoform

of CLC1 as well the existence of CLC1 heterodimers.

The  present  study  did  not  evaluate  the  protein  expression,  nor  the

functionality of the mutant  CLC1 for g. NC_010460.4 del 6912538_6916702.

However,  it  is  expected  that  this  mutation  reduces  by  at  least  70%  the

conductance  to  the  ion  CL- since  it  is  the  minimum  necessary  for  the

occurrence of myotonia.

MATERIALS AND METHODS

SAMPLES

A family of 22 animals  (G1), that had 9 animals affected by myotonia

(A, B, C, D, E, O, P, U, V ), was investigated. Samples collection and clinical

evaluation were performed. Of affected animals, six was males and three was

females.  Four  non-myotonic  control  animals  (C1)  were  used  for  molecular

comparison. Additionally, 150 control animals (C2) were used to validate the

genotyping  test.  A  physical  examination  was  performed  and  only  healthy

animals were used, with the exception of those affected by myotonia.

Blood  samples  from  all  experimental  animals  were  collected  by  the

puncture of the auricular veins with 21G needles and stored in blood collection

tubes  with  EDTA  anticoagulant  (BD  Vacutainer®).  Muscle  samples  were

collected under general anesthesia by biopsies of m. gluteus medius of G1 and

C1 animals. These muscle samples were frozen at -20 ° C for later extraction of

DNA, maintained in RNAlater® and frozen at -20 ° C for RNA extraction, and

maintained in 10% formaldehyde solution for  the preparation of  histological

slides.  The  slides  were  processed  for  hematoxylin  and  eosin  (H  & E)  and

periodic-Schiff acid (PAS) staining. All procedures were approved by the Animal

Use Ethics Committee (CEUA) of FMVZ-UNESP (protocol no. 169/2015).
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EMG

Five affected animals (A-E) and two normal animals (1-2) were submitted

to EMG. For this, concentric needle electrodes and 2-channel Neuromax 1000®

equipment were used. The bandpass filter was adjusted at 10 to 10,000 Hz.

Were evaluated the epaxial and proximal muscles of the four limbs, mainly m.

gluteus medius, m. deltoid, m. triceps brachii and m. longuissimus dorsi.

MOLECULAR INVESTIGATION

The DNA was extracted from the muscle samples of the affected animals

using the DNeasy® Blood & Tissue kit (Qiagen ™), according to the protocol

recommended by the manufacturer. Using whole blood samples, the DNA was

extracted using the ReliaPrep ™ Blood gDNA Miniprep System kit (Promega ™)

according to  the  manufacturer's  recommended protocol.  The total  RNA was

extracted using the RNeasy® Mini Kit (Qiagen ™) and treated with RQ1 RNase-

Free DNase® (Promega ™, USA) following the manufacturer's recommendations.

The reverse transcriptase (RT) reaction was prepared to a final volume of 60 l,μ
using 800 ng of RNA, random primers and the enzyme ImProm-II® Reverse

Transcription  System  (Promega,  USA  ™)  following  the  manufacturer's

recommendations. Samples of extracted DNA, total RNA, and treated RNA were

tested  for  relative  purity  and  concentration  by  spectrophotometry  using  the

NanoDrop® 2000 spectrophotometer (ThermoScientificTM).

Primers were designed along reference sequence X1 (XM_021078561.1) in

order  to  amplify  the  entire  coding  sequence  of  the  CLCN1 mRNA of  pigs

(supplementary material). RT-PCR reactions were prepared to a final volume of

25 l, containing: 2 l of cDNA (approximately 26 ng), 240 nM of each primer,μ μ
12.5  l  of  the  GoTaq® Green  Master  Mix  (Promega,  USA ™ )  and  waterμ
nuclease  free  qsp.  The  thermocycling  conditions  were  adapted  for  each

amplicon. The entire coding sequence of the CLCN1 mRNA was obtained using

samples from the affected pigs A, B, C, D, and E.

In order to amplify the region between intron 14 and 16, primers were

designed (supplementary material). Conventional PCR reactions were for a final

volume of 25 l using 2 l of DNA (approximately 0.4 g), 0.4 M of μ μ μ μ Forward

primer, 0.4 M of the first Reverse, 12.5 l of the GoTaq® Green mix Masterμ μ
Mix  (Promega,  USA ™)  and  water  nuclease  free  qsp.  Were  used  the  DNA

samples of same affected pigs A,B, C, D and E. All amplified products were

analyzed by electrophoresis (Major Science ™, Saratoga, CA, USA) on agarose

gel  (GelRed  ™  Biotium,  Halward,  CA,  USA)  and  compared  with  molecular

weight  marker  (LowRanger  100  bp  DNA  ladder®,  HighRanger  1  Kb  DNA

ladder®, Norgen ™, BioTek Corporation, Ontario, Canada). After confirmation of

the specific size, each product was purified using the GenElute ™ PCR Clean-Up

Kit (Sigma-Aldrich®), following the manufacturer's recommendations. 
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The Sanger  method were performed using the 3,500 Genetic Analyzers

(Applied Biosystems). Sequencing reactions were prepared to a final volume of

10 l containing 1.0 l of the primer Forward or Reverse used in the PCRμ μ
reaction at a concentration of 5 M, 2 l of the purified PCR product, 1.0 l ofμ μ μ
the BigDye® Terminator v3.1 Cycle mix Sequencing Kit (Applied Biosystems®),

1.5æl  of  BigDye®  Terminator  v1.1  &  v3.1  5X  Sequencing  Buffer  (Applied

Biosystems, Foster City, CA, USA) and  nuclease-free qsp. Sequence alignment

was  performed  using  the  Geneious®  program  version  10.2.3  (Biomatters,

Auckland-New Zealand) (Kearse et al., 2012) considering the reference sequences

of  pig  CLCN1 gene  gDNA  NC_010460.3  and  mRNA  XM_021078561.1.  The

sequence X2 (XM_021078562.1) was also evaluated. 

The genotyping test was performed by using three primers simultaneously

in the same reaction (Table 4). PCR reactions were optimized to a final volume

of 25 l using 2 l of DNA (approximately 0.4 g), 240 nM of the forwardμ μ μ
oligonucleotide, 120 nM of each reverse oligonucleotide, 12.5 l of the GoTaq®μ
Green Master Mix (Promega, USA ™) and water nuclease free qsp.

TABLE 4:  Primers  used in  the development of  the molecular  test  for

diagnosis and genotyping of MC in pigs.

PRIMER SEQUENCE 5’>3’ POSITION

Ftest1 (Forward) TATGGCTTCCCCTGCATCTTT Intron 14

Rtest1 (Reverse) GTATGTGTAACTGACCCACT Intron 14

Rtest2 (Reverse) GGGTCCTTTGGGGGATGGA Intron 17

To  evaluate  the  relative  expression  of  CLCN1 gene  [91],  primers

(supplementary material) were used for amplification of target P8 located in

exon  8,  P15-16  located  between  exons  15  and  16  and  Beta-actin as  the

housekeeping gene (Table 2). Additionally were used the target P14 / 17, with a

reverse primer  located  at  the  exon 14-17  boundary.  Standards  curve  were

performed for each target, were considered only reactions with efficiency 90

and  110% with  at  least  4  points.  After  validation  of  the  reactions,  cDNA

samples of 3 wild-types, 3 heterozygous animals,  and 3 homozygous recessive

animals were used. Each qPCR reaction was performed in triplicate, including

the negative control, with a final volume of 20 l, containing 200nM of eachμ

primer oligonucleotide, 2 l  of  cDNA (approximately 26ng),  10 l  of GoTaq®μ μ

qPCR Master Mix (Applied BiosystemsTM, USA) and water nuclease free  qsp.
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The 7500 Real-Time PCR System (Applied BiosystemsTM, USA) was used, and

the reaction conditions were: initial denaturation of 95 ° C for 10 minutes,

followed by 40 cycles at 95 ° C for 15 seconds and 60 ° C per 60 seconds, and

later performed the melting curve.

PROTEIN IN SILICO ANALYSIS

The  CLC1 protein  sequence  of  wild-type and  affected  animals  were

predicted  by  using the  Geneious®  software  version  10.2.3  (Biomatters,

Auckland-New Zealand)  program [92].  The  protein  sequences  obtained  were

compared to the reference sequence X1 (XP_020934220.1), and the sequence X2

(XP_020934221.1) (RefSeq-NCBI) was also evaluated. The reference sequence of

the  isoform  X1  (XP_020934220.1)  of  the  pigs  was  also  aligned  with  the

reference sequence of the human isoform X1 (NP_000074), and with the CLC1

sequence of another 15 different mammalian species, to verify conserved regions

between species (Table 5).

TABLE 5:Identifcation of the sequences used for alignment of the
CLC1 protein from 15 mammalian species.

Sequence ID
Acess number

Refseq - NCBI
Species

Protein

isoform
1 NP_000074 Homo sapiens X1

2 XP_020934220 Sus scrofa X1

3 NP_001291956.1 Felis catus -

4 NP_001003124.1 Canis lupus familiaris -

5 NP_001277845.1 Bubalus bubalis -

6 NP_038519.1 Mus musculus -

7 NP_037279.1 Rattus norvegicus -

8 XP_019814784.1 Bos indicus X1

9 XP_016813811.1 Pan troglodytes X1

10 XP_013819008.1 Capra hircus X1

11 XP_004008185.3 Ovies aries X1

12 XP_001915671.2 Equus caballus -
13 XP_017527433.1 Manis javanica -
14 XP_012877091.1 Dipodomys ordii -

15 XP_004474189.1 Dasypus
novemcinctus

-
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The structure of the pig  CLC1 of  wild-type animals was modeled using

the consensus mRNA sequence of the wild-type animals (CLC1-WT) and affected

animals (CLC1-MC). For this, the Swiss-Model® software (Biasini et al., 2014)

and the structural model of the bovine CLC-K chlorine channel (PDB ID: 5TQQ)

were used. The final structure was validated for the values of quality similarity

with native protein (Z-Scores) using the ProSa-web tool [93]. After validation,

the generated structure was submitted to the software Swiss-PDB Viewer 4.1.0

for manual optimization, according to the model used [94].
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SUPPLEMENTARY MATERIALS

1 –  Characteristic diver bomb sound produced by the loudspeaker

during EMG of affected animals.

2  – Hematoxilin  & eosin  staining  of  muscular  tissue of  affected

animals.

3-  TABLE  1: Polymorphisms,  insertion  and  deletion  found  in  the  DNA

sequences of the affected animals in relation to the genomic reference sequence

for the swine CLCN1 gene (NC_010460.4).
Nucleotide in 

sequences of myotonic

animals

Reference

NC_010460.4
Position from ATG Intron

G A 22638 14

G T 22663 14

G A 22688 14

G A 22713 14

C T 22737 14

G A 22781 14

A G 22785 14

C T 22786 14

T A 22866 14

G C 22983 14

A G 22985 14

T C 23084 14

C T 23093 14

T G 23196 14

T C 23199 14

C T 23223 14

G T 23383 14

G A 23414 14

G A 23435 14

A G 23469 14

INS ATCG - 23616 14

G A 23635 14

A T 23655 14

A C 27827 16

A T 27829 16

T A 27830 16

G C 27831 16

G A 27832 16

G C 27833 16

T C 27834 16

T A 27835 16

T C 27836 16

A G 27838 16

A G 27930 16

A G 27933 16

A G 27935 16

G T 28113 16

DEL 6413_6473 - 28130 16-17

C A 28209 16

A C 28248 16

C T 28252 16

Y T 28319 16

M C 28320 16

A G 28322 16

A G 28336 16
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4  -  FIGURE  1:  1.5%  agarose  gel  electrophoresis  for  diagnostic  testing  of

congenital myotonia in swine. Wells 1 and 20: molecular weight marker. Well

2- control for wild type result. Well 3 - control for heterozygous result. Well 4

- control for homozygous recessive result. Well 5 - negative reaction control.

Wells 6 to 19 - probands with homozygous wild types.

5 TABLE 2 CT mean values of P8 and Δ respective values of standard deviation.

Genotype
P8 

CT mean

P8

CT SD

CT

mean

B actin

CT-SD

B actin 
CTΔ

CTΔ

mean
CT SDΔ

wild type 1 23,169 0,085 14,209 0,243 8,96

9,526 0,847wild type 2 22,962 0,184 13,844 0,048 9,118

wild type 3 24,47 0,154 13,97 0,109 10,5

Heterozygous H 23,871 0,238 14,343 0,179 9,528

9,677 0,635Heterozygous K 24,274 0,318 13,9 0,151 10,374

Heterozygous Q 23,42 0,009 14,29 0,093 9,13

Homozygous O 24,588 0,003 15,985 0,297 8,603

9,318 0,999Homozygous P 23,481 0,079 14,589 0,144 8,892

Homozygous V 24,849 0,258 14,388 0,178 10,461
CT SD- standard deviation for CT values relative to the triplicate of each sample. P8 – amplicon

inside the exon 8 of CLCN1 gene. B actin – housekeeping gene.

6 TABLE 3:  CT mean values of  P15-16 and  Δ respective values of  standard

deviation.

Genotype
P15-16

CT mean

P15-16

CT SD

CT

mean

B actin

CT-SD

B actin 
CTΔ

CTΔ

mean

CTΔ

SD

wild type 1 22,064 0,239 14,209 0,243 7,855

 8,455 0,703 wild type 2 22,125 0,284 13,844 0,048 8,281

wild type 3 23,199 0,203 13,97 0,109 9,229

Heterozygous H 23,72 0,053 14,343 0,179 9,377

 8,93  0,506 Heterozygous K 22,935 0,104 13,9 0,151 9,035

Heterozygous Q 22,67 0,064 14,29 0,093 8,38

Homozygous O - - 15,985 0,297 -

- -Homozygous P - - 14,589 0,144 -

Homozygous V - - 14,388 0,178 -
CT SD- standard deviation for CT values relative to the triplicate of each sample. P15-16 –

amplicon  between the  exons  15  and 16  of  CLCN1 gene.  B actin  – housekeeping  gene.  -

amplification was not detected. 
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7 TABLE 4:  CT mean values of P14/17 and  Δ respective values of  standard

deviation.

Genotype
P14/17

CT mean

P15-16

CT SD

CT

mean

B actin

CT-SD

B actin 
CTΔ

CTΔ

mean

CTΔ

SD

wild type 1 30,036 0,161 13,916 0,108 16,120

15,814 0,286wild type 2 29,774 0,351 14,002 0,121 15,772

wild type 3 30,500 0,261 14,948 0,055 15,552

Heterozygous H 27,497 0,172 14,940 0,148 12,557

12,578 0,171Heterozygous K 27,341 0,029 14,923 0,051 12,418

Heterozygous Q 27,918 0,061 15,159 0,104 12,759

Homozygous O 27,415 0,163 15,630 0,08 11,785

11,838 0,048Homozygous P 26,189 0,04 14,339 0,111 11,850

Homozygous V 27,074 0,263 15,195 0,049 11,879

CT SD- standard deviation for CT values relative to the triplicate  of each sample.

P14/17  –  amplicon  at  the  exons  14-17  boundary  of  CLCN1 gene.  B  actin  –
housekeeping gene. - amplification was not detected. 
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6- FIGURE 2:  Alignment of the amino acid reference sequences of the  CLC1
protein  from  15  different  species  of  mammals.  Sequences  are  identified

according to table 22. Shown in white, gray and black are the different, similar

and identical  residues,  respectively.  Highlighted  in  red squares  are the  two

residue changes found in myotonic animals, p.M76V and p.A920V respectively.

Note that they are little conserved residues considering this alignment. Signed in

blue bars are the amino acids that participate in the filter site selective to the

chloride ion. Highlighted in green bars are the amino acids that form the two

CBS  domains.  Highlighted  in  red  bar  region  of  deletion.  The  deletion

encompasses a Y-selective filter site at position 578 and also, the initial 35

residues of the 60 residues forming the first CBS domain.
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ANEXO 3 – Normas do periódico PLOS Genetics para elaboração de
trabalho científco.
Disponível  em http://journals.plos.org/plosgenetics/s/submission-
guidelines#loc-style-and-format
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