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RESUMO

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

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

hereditaria, delecgao.
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2018. 181p Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterindria e
Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

ABSTRACT

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

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

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

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

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

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

produzindo uma prole (F2) composta de 21 animais, dos quais 15 animais



16

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

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

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

participacao nas etapas de investigagao molecular.
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1. INTRODUCAO

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

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

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

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

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

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

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

diferentes espécies animais, inclusive a humana.
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Il. POTENCIAL DE MEMBRANA E POTENCIAL DE ACAO

11.A) O POTENCIAL NEGATIVO DE MEMBRANA

Desde a publicacdao da primeira evidéncia cientifica da natureza
elétrica envolvida na condutividade do tecido nervoso e contracao
muscular (GALVANI, 1791), estudos contribuiram para revelar que a
conducgao de informacgodes ao longo do axoOnio é mediada pela geracao
ativa de um potencial elétrico, chamado de potencial de acao
(MCCORMICK, 2013).

Em repouso, as células responsivas a estimulos elétricos
principalmente nos tecidos nervoso e muscular, possuem maior
concentracao de cargas negativas na superficie citoplasmatica e positivas
na extracelular da membrana celular (CUNNINGHAM et al.,, 1971;
FORSBERG et al., 1997; KANDEL, 2013; MCCORMICK, 2013).

O meio extracelular possui maior concentragao de ions sédio (Na*),
calcio (Ca?*") e cloreto (Cl). Diferentemente, o meio intracelular é mais
concentrado para anions organicos e o ion potdssio (K*). Decorrente a
esses gradientes, existe uma tendéncia de influxo para os ions Na*,Cl e
Ca?*, e de efluxo para o ion K*. Para cada ion existe um potencial de
equilibrio, em que a tendéncia de fluir para o meio extracelular iguala-se
a tendéncia de fluir para o meio intracelular, caracterizando o potencial
de repouso. O potencial de repouso é resultado da existéncia desse
equilibrio de movimento de ions entre os meios intra e extracelulares
(Davies and Hanna 2001) decorrente da interacao entre o gradiente
osmotico e a natureza eletroquimica desses ions (CUNNINGHAM et al.,
1971; FORSBERG et al., 1997; MCCORMICK, 2013).

A chegada do potencial de acao a membrana pré-sinaptica da placa
motora determina a liberagcdo de acetilcolina na fenda sindptica. A
acetilcolina liberada, liga-se a canais i6bnicos de Na‘* dependentes de
ligantes (receptor nicotinico), promovendo sua abertura e o influxo de
Na*, despolarizando a membrana celular muscular nas adjacéncias dos
locais de sinapse. Essa despolarizagao, quando ultrapassa certo limiar,

induz a abertura sequencial dos canais i6nicos de Na' voltagem
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dependente, ocorrendo o potencial de agcao, que é propagado ao longo da
membrana muscular e para invaginacoes especiais da membrana
plasmatica, os tubulos transversos, ativando canais de calcio e
desencadeando a contracao muscular (Figura 1) (COOPER; JAN, 1999;
CUNNINGHAM et al., 1971; MCCORMICK, 2013).

— -
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do tibulo transverso muscular
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FIGURA 1: Esquema demonstrando a organizacao espacial dos
principais canais idnicos presentes na juncao neuromuscular. Fonte:
adaptado de Karpati et al 2009.

Apds a passagem do potencial de acgao, a repolarizacao no tecido
neuronal depende principalmente da ativacao de canais de potassio, que
promovem o efluxo de K* tornando novamente a superficie intracelular
da membrana celular mais negativa em relagao a extracelular (COOPER;

JAN, 1999). Diferentemente, o tecido muscular, é particularmente mais
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dependente da ativacao de canais de Cl’, para que ocorra a repolarizagao
(AROMATARIS; RYCHKOV, 2006; PALADE; BARCHI, 1977). De forma
comparativa, no sarcolema, a condutancia de Cl° é quatro vezes maior
que a condutancia de K* (LEHMANN-HORN; RUDEL, 1997).

A Dbioeletrogénese, propriedade das células de gerarem correntes
elétricas e se comunicarem umas com as outras, envolve varios tipos de
moléculas e ions inorganicos (KANDEL, 2013). Canais i6nicos, sao
estruturas proteicas especializadas no movimento de ions através da
membrana celular, que possibilitam a geragcao e manutencao do potencial
de repouso e, eventualmente a geragao de potenciais de acao (KANDEL,
2013).

Os canais i0nicos sao encontrados em todas as células e pertencem a
uma classe de proteinas integrais da membrana celular, ou seja, sao
proteinas que se estendem atravessando toda a membrana celular
(SILVERTHORN, 2010). Os canais idnicos dependentes de voltagem,
modificam a prépria conformacao espacial em resposta a mudancas no
potencial elétrico de membrana nas proximidades do proprio canal. A
mecanica dessas mudancas na conformacdao ¢ atribuida a certos
aminoacidos, que, movimentam-se em associagcdao com o campo elétrico
da membrana, e dessa, forma alteram a conformacao espacial do poro
seletivo, consistindo em um mecanismo de abertura ou fechamento do
canal ionico, permitindo ou nao a passagem de ions (ARMSTRONG;
BEZANILLA, 1974; BEZANILLA, 2000; KANDEL, 2013).

11.B) CLC- CANAIS DE CLORO E TRANSPORTADORES

Os canais ionicos seletivos para anions sao denominados de forma
geral como canais de cloro, devido a caracteristica de transportarem de
maneira mais eficiente o ion Cl,e também, por esse ion ser o mais
importante biologicamente dentre os anions (KANDEL, 2013;
MCCORMICK, 2013).

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

1-canais de cloro dependentes de ligantes, 2-regulador de condutancia
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transmembranar da fibrose cistica (CFTR) e 3-canais do tipo CLC
(ESTEVEZ; JENTSCH, 2002).

Defeitos moleculares nesses canais sao causas de enfermidades
hereditarias (BRETAG; MA, 2015), como a miotonia congénita (KOCH et
al., 1992a), distrofia miotonica (CHARLET-B et al., 2002; MANKODI et
al., 2001, 2002), fibrose cistica (RIORDAN et al., 1989), osteopetrose
(CLEIREN et al., 2001; KORNAK et al., 2001) e epilepsia (HAUG et al.,
2003) .

A classe CLC foi inicialmente identificada em 1990, com a clonagem
do canal de cloro do 6rgao elétrico do peixe Torpedo marmorata, esse
canal foi entao chamado de CLC-0, (JENTSCH; STEINMEYER;
SCHWARZ, 1990). Desde entao, surgiram descrigoes dos canais de cloro
semelhantes ao CLC-0, constituindo assim uma grande familia de canais
ionicos cloro seletivos, que compartilham alta homologia e sdao presentes
na constituicao organica de seres vivos desde simples como bactérias,
até aos mais complexos, como os seres humanos (Jentsch et al. 1999;
Zifarelli and Pusch 2015).

Em mamiferos, existem nove canais de cloro tipo CLC descritos:
CLC-1, CLC-2, CLC-3, CLC4, CLC-5, CLC-6, CLC-7, CLC-KA e CLC-KB
(JENTSCH et al., 1995; LEHMANN-HORN; JURKAT-ROTT, 1999). Esses
canais estao presentes ndao somente na membrana plasmatica como
também na membrana de organelas intracelulares (DUTZLER, 2004;
JENTSCH et al.,, 1995). Por homologia, podem ser agrupados em trés
grupos. Os membros do primeiro grupo (CIC-1, CIC-2, CIC-KA e CIC-KB)
exercem sua fungdao na membrana plasmatica, ja os membros do segundo
(CIC-3, CIC-4 e CIC-5) e terceiro (CIC-6 e CIC-7), existem principalmente
em membranas intracelulares (Figura 2) (DUTZLER, 2004; JENTSCH et
al., 1995) .

O acronimo CLC refere-se a ChLoride Channel, e de forma estrita, é
um termo erréneo, pois existem homdlogos CLC que nao sao
propriamente canais, pois ndao permitem a passagem passiva de ions
(caracteristica de um canal i6nico), mas sim co-trasportadores. Por
exemplo, entre as proteinas da familia CLC de mamiferos, todas as
localizadas na membrana plasméatica (CLC1, CLC2, CLC-Ka, CLC-Kb) sao
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canais ib6nicos de transporte passivo de Cl, diferentemente, as
localizadas nas membranas de endossomas/lisossomas sao
cotransportadores de CIl/H* e, realizam o transporte do tipo contra-
tranporte ativo (KANDEL, 2013). Portanto nesta tese, o termo CLC sera
utilizado, entretanto, acompanhado da devida descricao, CLC do tipo

canal ou CLC do tipo co-transportador.

CLC= CLC-3

I-_' CLC-4

CLC-5

CLC-6

CLC-7

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

11.C) O CANAL DE CLORO CLC-1

O canal de cloro CLC-1 é um homodimero e cada subunidade possui
um poro seletivo para o ion de cloro que pode funcionar independente.
Dessa forma, o canal de cloro CLC-1 apresenta dois modos de
funcionamento; um modo rapido, 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).
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A estrutura priméaria de cada subunidade consiste de 988 e 986
aminodcidos para as principais isoformas do CLC-1 humano e suino,
respectivamente (O’LEARY et al., 2016). A estrutura secundaria de cada
subunidade é caracterizada pela presenca de 23 a-Hélices e 5 folha-p.
Das 23 a-hélices, 17 sao transmembrana, referentes as hélices B a R, 6
sao citoplasmaticos, hélices A, PP(poly-proline helix) e mais 4 hélices que
participam da formacao dos dominios Cistationina-p-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 dominios CBS, sdo localizados na porgao C-
terminal intracelular e ao contrario dos eucariotos, nao estdao presentes
na estrutura do CLC bacteriano (DUTZLER et al., 2002; ESTEVEZ et al.,
2004; MARKOVIC; DUTZLER, 2007a; MEYER; DUTZLER, 2006).

Aminodacidos especificos, localizados nas a-hélices transmembrana
D, F, N e R (uma regiao em cada a-hélice), participam da formacao do
poro seletivo para o ion CI, (Figura 3) (DUTZLER et al., 2002; FENG et
al., 2010; PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017).

Tanto em procariotos como em eucariotos, cada subunidade que
compoe o canal possui uma estrutura interna repetida, de forma
antiparalela. Cada metade da subunidade, na regido de membrana, é
estruturalmente semelhante e espelhada. Dessa maneira a o-hélice B
corresponde a a-hélice J, a a-hélice C corresponde a a-hélice K, e assim
sucessivamente (DUTZLER et al.,, 2002; FENG et al.,, 2010; PARK;
CAMPBELL; MACKINNON, 2017) .

As hélices H, I, P, e Q sdao as principais responsaveis pelo contato e
estabilidade entre as duas subunidades, e a hélice R conecta as regioes
transmembrana (TMD) a porgcao C-terminal citoplasmatica (CTD) (Figura
3) (DUTZLER et al.,, 2002; MARKOVIC; DUTZLER, 2007a; MEYER;
DUTZLER, 2006) .



26

FIGURA 3: Representacdo esquematica bidimensional de um
monémero/subunidade do cotransportador CLC de eucarioto- CmCLC
(FENG et al.,, 2010). As linhas tracejadas horizontais representam a
topologia da membrana plasmatica. Os cilindros representam o Hélices,
que necessariamente nao atravessam a membrana plasmatica, embora
estejam localizadas na membrana, com excecao da hélice A e PP, que sao
citoplasmaticas. As marcagoes amarelas representam as regides que
participam do poro condutor seletivo para o ions cloreto pertencentes as
hélices a-D, o-F, a-N e a-R. A longa cadeia C-Terminal estd representada
com seus dois dominios CBS. A linha tracejada vertical representa as
metades semelhantes da mesma subunidade. Fonte: Adaptado de Bretag
e Ma (2015).

As proteinas CLC de eucariotos possuem uma longa cadeia C-
terminal citoplasmatica. A importancia biolégica da regiao C-terminal é
atribuida ao fato de que varias mutagdes nessa regidao sao causadoras de
miotonia congénita (ESTEVEZ et al., 2004; ESTEVEZ; JENTSCH, 2002;
PUSCH, 2002). Além disso, essa regiao possui dois dominios CBS, que
ocorrem geralmente em pares e possuem fungoes regulatérias em varios
grupos distintos de proteinas (BATEMAN, 1997; ESTEVEZ et al., 2004;
JHEE; MCPHIE; MILES, 2000; PONTING, 1997; SHAN et al., 2001).
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A estrutura tercidria/quaternaria dos canais ionicos CLC ainda sao
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 difracdo de raios-X sob uma resolucao de 3,5A (DUTZLER et al., 2002)

A estrutura do cotransportador CLC eucarioto foi incialmente
caracterizada a partir da alga vermelha Cyanidioschyzon merolae,
CmCLC (Protein Data Bank - 30RG) (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 resolucao de 3,95A (PARK; CAMPBELL;
MACKINNON, 2017).

A — Canal CLC procarionte B — Canal CLC eucarionte

FIGURA 4 - Estrutura cristalografica do canal (A) EcCLC de
Escherichia coli (Protein data bank - 1KPK); e (B) CmCLC de
Cyanidioschyzon merolae (Protein Data Bank - 30ORG). Para cada
proteina, as duas subunidades sao respresentadas em cores diferentes, e
o poro seletivo do ion Cl é representado pelas esferas roxas. Pode-se
notar a presenca dos dominios CBS citoplasmaticos na proteina
eucariota, diferentemente da proteina procariota. Fonte: Adaptado de
Zifarelli e Pusch (2015).

A estrutura do canal BtCLC-K (5TQQ) apresenta alta similaridade
com o cotransportador CmCLC (30RG) (PARK; CAMPBELL;
MACKINNON, 2017) (Figura 5). A superfamilia CLC (Chloride channel
CATH: 1.103080.10) apresenta pouca diversidade estrutural (primadria,

secunddaria e terciaria) quando comparada a todas as outras
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superfamilias existentes no banco de dados CATH-Protein Structure
Classification 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

terciaria do canal CLC-1 de eucariotos ainda néao 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 o-hélices. A
linha tracejada representa os limites entre o TMD = dominios
transmembrana e CTD = dominios citoplasmaéticos. Fonte: Adaptado de
Park et al. 2017.
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Diversidade de
estruturas

0 100 200 300 400 500 600 700
Diversidade de sequéncia

[ » Todas superfamilias  CLC (1 10.308010)]

FIGURA 6: Grafico de distribuicao das superfamilias de proteinas
existentes no banco de dados CATH, em funcao da diversidade estrutural
e da diversidade de sequéncias. Note que a a superfamilia CLC apresenta
menor variacao tanto estrutural quanto em sequéncia, quando
comparado a maioria das superfamilias. Fonte: Adaptado de CATH 2017
(disponivel em http://www.cathdb.info/version/v4_1_0/superfamily/1.10.3080.10).


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 ion Cl tem a forma de
uma ampulheta, com vestibulos largos nas extremidades interna e
externa e com uma regido central do poro seletivo estreita de apenas 12A
de comprimento. Tanto em procariotos como em eucariotos, esse poro
seletivo é formado por trés regides aminoterminais conservadas das a-
hélices D, F e N e ainda, um aminoacido pertencente a «-hélice R
(ESTEVEZ; JENTSCH, 2002; FENG et al., 2010; PARK; CAMPBELL;
MACKINNON, 2017; ZIFARELLI; PUSCH, 2015). Nessa via de passagem
foram identificados trés sitios seletivos de ligacao para o ion Cl°, externo
(Sext), central (Scen) € interno (Sit). No canal EcCLC foram identificados
somente 0s sitios Scen € Sint, jd para o co-transportador CmCLC foram
identificados os sitios Sex € Sint, €SSa variagao é justificada pelos diferentes
posicionamentos dos residuos de Glutamato E148 ou E210
respectivamente (FENG et al., 2010; PARK; CAMPBELL; MACKINNON,
2017; ZIFARELLI; PUSCH, 2015). Para o canal BtCLC-K, foram
identificados os sitios Scen € Sint (PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017)
(Figura 7). Apesar dessas diferencas entre os sitios de ligacao para o ion
Cl, um residuo de Tirosina (Tyr 520 em BtCLC) esta posicionado
essencialmente na mesma localizacao, cuja cadeia lateral é atribuida a
funcao de interagir com o ion Cl no sitio Sc., € provavelmente um
elemento altamente conservado e esta presente em varias estruturas de
diferentes proteinas 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) estao representadas em bastdes. Para
EcCLC (A) e CmCLC (B) os sitios de ligagao de Cl estdo indicados como
esferas cinzas. Pode-se notar a diferenca na disposicdo dos residuos de
Glutamato E148 e E210, modificando os sitios de ligacao. Pode-se
também notar a presenca dos residuos de Tirosina em posigoes
conservadas nos trés canais. Fonte: Adaptado de Park et al. (2017).

11.D) O GENE CODIFICADOR CLCN-1

Em eucariotos, o canal CLC-1 é codificado pelo gene CLCN-1, que
apresenta alta homologia desde vertebrados euteleostomi (NCBI, 2017;
O’LEARY et al., 2016). De acordo com informacgoes disponiveis no banco
de dados Reference sequence (RefSeq) do National Center for
Biotechnology Information - NCBI, a sequéncia do pré RNA CLCNI1
humano (ID: 1180), esté localizado no cromossomo 7, possui 35879 bp de
tamanho (NCBI Reference Sequence: NG 009815.1), a sequéncia
codificante (mRNA) possui 3093 pb (NM 000083.2) divididos entre 23
éxons codificantes para 988 aminodcidos (O’LEARY et al.,, 2016).
Entretanto, pode-se verificar que cinco variantes de transcritos (splicing
alternativo) para o CLCN-1 e quatro isoformas da proteina CLC-1 estao

diponiveis no RefSeq (Tabela 1)
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TABELA 1: Variantes de transcritos do CLCN-1 e isoformas do
CLC-1 humano.

Cédigo Numer Tamanho Isoforma Cddigo

Trasncrito Tamanho-
de o de do RNAm da de o
S ) ) aminoacios
acesso éxons (pb) proteina  acesso
1 B 3093 1 NPo000742 988
X1 M 20 2822 X1 et 846
2 NR_046453.1 22 2940 * * *
XM 0170117 XP 0168672
X2 01 20 2798 X2 201 838
XM 0115157 XP 0115140
X3 622 13 1845 X3 841 570

*Esse trasncrito é considerado ndo codificante, e candidato ao mecanismo nonsense-

mediated mRNA Decay.

Também de acordo com informacoes disponiveis no banco de dados
Reference sequence (RefSeq) do NCBI, a sequéncia do gene CLCNI1
suino (Gene ID: 100520812) esta localizado no cromossomo 18, a
sequéncia de DNA genomico possui 38991 bp de tamanho (NCBI
Reference Sequence: NC 010460.4), a sequéncia codificante (mRNA)
possui 4892 pb (XM 021078561.1) divididos entre 23 éxons codificantes
para 986 aminodcidos (XP 020934220.1). Entretanto, pode-se verificar
que duas variantes de transcritos (splicing alternativo) para o CLCN-1
codificantes respectivamente para duas isoformas da proteina CLC-1,
estao diponiveis no RefSeq (Tabela 2) (O’'LEARY et al., 2016).

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

Cédigo . o
) Numero Tamanho Codigo Tamanho
Variante de ) Isoforma
de éxons (pb) de acesso (aminoécios)
acesso
X1 XM_2i110785 23 4822 X1 XP_0201934220 086
X2 XM_0210785 1 5561 X2 XP_020934221 870

62.1 .1

II.LE) ENFERMIDADES ASSOCIADAS AOS CLCs

Mutacoes nos genes codificadores 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
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podem estar relacionadas ao musculo esquelético, rins, pulmoes,
glandulas sudoriparas, tecido 6sseo e cerebral. O termo canalopatias,
tem sido proposto como uma referéncia para a fisiopatologia destas
doencgas relacionadas ao funcionamento inadequado de canais iOnicos
(Fontaine et al., 1990).

Os canais e co-transportadores de cloro do tipo CLC estao
envolvidos com varias funcoes fisioldgicas tais como: a estabilizacao do
potencial da membrana; regulagdao do volume celular oponente a
osmolaridade do meio extracelular; controle dos potenciais de repouso
nas fibras musculares e nos neuro6nios, exercido majoritariamente pelo
CLC-1 e CLC-2 respectivamente, ou ainda, relagao com o transporte de
cloreto de sédio (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, mutacoes nos genes codificadores dessas proteinas do tipo
CLC, causam varias enfermidades hereditarias, por exemplo, defeitos no
CLC-1 causam miotonia congénita (KOCH et al., 1992a); no CLC-5
causam a sindrome 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 sindrome de Bartter tipo
III (SIMON et al., 1997) e tipo IV (ESTEVEZ et al., 2001).

II.F) CANALOPATIAS MUSCULARES

Quando defeitos surgem nos canais idnicos dependentes de
voltagem do musculo esquelético, o fenétipo resultante é o de uma
canalopatia muscular hereditaria (MEOLA et al., 2003). As distintas
sindromes clinicas, relacionadas as canalopatias, podem ser
compreendidas com base nas alteragdes especificas que as mutacgoes
produzem na atividade do canal idnico acometido (COOPER; JAN, 1999) .
Por exemplo, mutagbées no gene codificador do canal de potassio
muscular, dao origem a sindromes caracterizadas por paralisia muscular
periddica, arritmias cardiacas graves e alteragoes esqueléticas (sindrome
de Andersen) (HOFFMAN, 1995; JURKAT-ROTT; LEHMANN-HORN,
2005a).
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Mutacoes relacionadas aos canais de calcio da musculatura
esquelética, dao origem a paralisias musculares periddicas e hipertemia
malignas (PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017).

Enfermidades causadas por mutagdes no gene que codifica a
subunidade alfa do canal de sddio (SCN4A) do musculo esquelético,
incluem: paralisia peridédica hipercalémica, miotonia agravada pelo
potassio e paramiotonia congénita, essas 3 enfermidades também
compartilham o sinal clinico de miotonia (HOFFMAN, 1995; MANKODI et
al., 2002).

Ill. ENFERMIDADES MIOTONICAS

11l.LA) DEFINICAO E CLASSIFICACAO

A miotonia decorre de um estado de hiperexcitabilidade da fibra
muscular caracterizando-se como um sinal clinico de relaxamento tardio
do musculo esquelético apdés contragdo voluntdria (miotonia de acdo),
estimulo mecanico (miotonia de percussao) ou estimulo elétrico. Durante
esse relaxamento tardio do musculo esquelético, pode-se verificar a
atividade elétrica repetitiva das fibras musculares na eletromiografia. As
doencgas que compartilham o sinal clinico de miotonia sdao chamadas de
doencas miotonicas (BARCHI, 1994; PTACEK; JOHNSON; GRIGGS, 1993;
VITE et al., 1999).

As doencas miotonicas sao classificadas como doengas musculares
primarias e, compdem um grupo heterogéneo de doengas que
compartilham a caracteristica clinica de miotonia (WHO-Grupo G-71.1),
esse grupo pode ser dividido em miotonias distroficas (MD) e nao
distroficas (MND) (HAHN; SALAJEGHEH, 2016; KARPATI et al., 2010;
WHO - WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Embora é relatado em humanos, que doencas miotonicas podem
possuir origem adquirida, por exemplo, devido ao wuso de
hipocolesterolémicos como o dizacolesterol (ARGOV; MASTAGLIA, 2009)
ou relacionada as neoplasias (RANA et al., 2012), os defeitos moleculares
de origem hereditdria constituem a principal causa de enfermidades
miotdnicas (MATTHEWS et al., 2010).
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111.B) MIOTONIAS DISTROFICAS

As MDs sao principalmente caracterizadas por possuirem
caracteristicas musculares progressivas e degenerativas além de
manifestacdes multissistémicas. As principais caracteristicas musculares
das MDs sao a fraqueza e a degeneracao verificada ao exame
histopatolégico. Os sinais clinicos multissistémicos frequentes sao
catarata, defeitos cardiacos, atrofia gonadal, e alteracodes
neuropsiquiatricas. De forma contraditoria, as MDs podem transcorrer
sem a presenca o0 sinal de miotonia (DAY et al., 2003; FACENDA-
LORENZO et al., 2013; GHAREHBAGHI-SCHNELL et al., 1998).

As MDs sao classificadas em dois tipos, a Miotonia Distroéfica tipo 1 -
DM1 ou Steinert's Disease que é causada por mutagdes no gene DMPK
(BROOK et al., 1992) e a Miotonia Distréfica tipo 2-DM2 que é causada
por mutacoes no gene CNBP (RANUM et al., 1998; RICKER et al., 1999).
Acredita-se que esses genes, possuem funcoes de comunicacao entre
células e regulagdao da expressao de outros genes (BROOK et al.,, 1992;
RANUM et al., 1998; RICKER et al., 1999).

Nas MDs, a miotonia nao é causada por mutagoes nos genes SCNA4
ou CLCNI1, entretanto alguns estudos apontam que o defeito molecular
das MDs tipo 1 e 2 interferem com a produgao de varias proteinas,
inclusive o CLC1 (ESTEVEZ; JENTSCH, 2002; ZIFARELLI; PUSCH, 2007,
2015).

111.C) MIOTONIAS NAO DISTROFICAS

As MNDs sao caracterizadas por disfungdoes nos canais idnicos
presentes majoritariamente no musculo esquelético (Mankodi e
Thornton, 2002). Nas MNDs além do sinal clinico de miotonia geralmente
ocorrem hipertrofia e fraqueza muscular. Ao contrdrio das MDs, a
fraqueza muscular nao é progressiva e o exame histopatoldgico de tecido
muscular geralmente nao demonstra anormalidades (TRIP et al., 2009).

As principais causas de miotonias hereditdrias sdo as miotonias nao

distroficas, essas estao relacionadas a defeitos moleculares nos canais
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ionicos 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 i6nico de cloro da
musculatura esquelética (CLC), como a miotonia congénita, e a defeitos
moleculares no canal de s6dio muscular (SCN4), como a Paramiotonia
Congénita, Paralisia Periddica Hipercalémica, Miotonia Flutuante, a
Miotonia Permanente e a Miotonia responsiva a acetazolamida; essas
trés ultimas, podem ser agrupadas ainda em Miotonias Agravadas pelo
Potassio (HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; HOFFMAN, 1995;
MATTHEWS et al., 2010).

As diferencas entre essas etiologias podem ser evidenciadas devido
a alteracbes no CLC-1 geralmente transcorrem com a presenca do
fenbmeno warm-up e sem a presenca de dor. O fendmeno warm up
refere-se a melhora dos sinais clinicos, principalmente a prépria
miotonia, quando a atividade muscular é mantida. J& as miotonias
causadas por alteracoes no SCN4 sao caracterizadas pela piora nos
sinais clinicos conforme se continua a atividade fisica, esse sinal clinico é
conhecido como miotonia paradoxal e ocorre principalmente na
enfermidade que leva o nome dessa manifestacao, a Paramiotonia
Congénita. Outros sinais clinicos encontrados principalmente em
humanos sao frequentemente verificados pacientes com miotonia
decorrente de alteragoes no SCN4, como a presenca de dor, miotonia
palpebral, piora da miotonia induzida pelo frio e inicio precoce dos sinais
clinicos (HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; HOFFMAN, 1995).

Mutagoes no SCN4A produzem um estado de hiperexcitabilidade da
fibra muscular, devido a alteragdes que ocasionam ganho de func¢ao nos
canais seletivos para Na*, e dessa forma, ocorre atraso na inativacao
desses canais apés um evento de potencial de agdo. Esse atraso permite
que pequenas correntes de despolarizacao persistam, e assim, aproxima-
se o potencial de repouso da membrana para o limite de despolarizagao
(HAYWARD; BROWN; CANNON, 1996; MITROVIC et al., 1995). Portanto
defeitos no SCN4A, podem causar miotonia por uma tendéncia dos canais
se manterem abertos por mais tempo apos a despolarizacao, nesse caso,

o sbédio residual que entra através destes canais, reinicia repetidamente o
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ciclo de despolarizacao de membrana. Ja no caso de mutacoes no canal
de cloro, ocorre miotonia devido a reducao da quantidade de ion cloro,
que entra na célula muscular para repolarizar a membrana celular
(COOPER; JAN, 1999). Na Tabela 3, estao sumarizadas as principais
doencas musculares hereditarias (MDs e MNDs) que compartilham o
sinal clinico de miotonia, e as principais caracteristicas que as

diferenciam.



TABELA 3: Principais enfermidades musculares miotonicas hereditarias e respectivas caracteristicas quanto ao
padrao de heranca, gene afetado, tipo de miotonia, presenca de fraqueza muscular, fator desencadeante e

caracteristicas adicionais.

- FRAQUEZA ]
PADRAO DE GENE TIPO DE FATOR CARACTERISTICAS
GRUPO DOENCA MUSCULA
HERANCA AFETADO MIOTONIA R DESENCADEANTE ADICIONAIS
DM1 D DMPK M ++ - Sinais sistémicos
MDs CNBP A
DM2 D M ++ - Sinais sistémicos
(ZNF9)
Thomsen D CLCN1 M + Exercicio apds repouso Hipertrofia muscular
MNDs Becker R CLCN1 M + Exercicio apds repouso Hipertrofia muscular
PMC D SCN4A P +* Frio Mais sensivel ao frio
MC K*, descanso apods ' )
HYPP D SCN4A P,M ou - + o Hipercalemia*
exercicio
MF D SCN4A M + K* Reincidivas
Rigidez muscular
MNDs MP D SCN4A M + K* )
persistente
PAM Resposta a
MRA D SCN4A M + K*

acetazolamida

MDs=Miotonias distréficas, DM1=Miotonia distréfica tipol, DM2=Miotonia distréfica tipo 2, MNDs=Miotonias nao distréficas, MC=Miotonia

congénita, PAM= Miotonias agravadas pelo potassio, PMC=Paramiotonia Congénita, HYPP=Paralisia peridédica hipercalémica, MF=Miotonia

flutuante, 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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111.D) DIAGNOSTICO DAS ENFERMIDADES MIOTONICAS

A obtencao do histérico médico detalhado permite ao clinico que ele
verifique diferencas preliminares, como o caracter hereditario ou
adquirido, e algumas caracteristicas indicativas de alguma canalopatia
muscular (BAROHN; DIMACHKIE; JACKSON, 2014).

O exame fisico permite evidenciar diferencas entre os tipos de
miotonia, principalmente entre as MDs e as MNDs, sinais clinicos como
fraqueza progressiva, distrofia muscular, hipertrofia muscular e outros
sistemas envolvidos sdao determinantes para a caracterizagao (BAROHN;
DIMACHKIE; JACKSON, 2014a; NONAKA; SATOYOSHI, 1992; PTACEK;
JOHNSON; GRIGGS, 1993).

Em humanos com suspeita de miotonia, alguns testes clinicos
podem ser realizados como: solicitar ao paciente que feche a mao ou
olhos com firmeza e verificar a dificuldade e o tempo necessario quando
tenta abri-los, testes de forca muscular (MEDICAL RESEARCH
COUNCIL, 1986), e a percussao muscular que evidencia a miotonia
(BAROHN; DIMACHKIE; JACKSON, 2014a; HILTON-JONES; KISSEL,
2010). Em animais, é possivel verificar a presenca de miotonia lingual.
Deve-se percurtir a musculatura e verificar se ocorre a miotonia, a
formacao de sulcos musculares decorrentes da rigidez (dimple) e o tempo
em que a miotonia permanece presente. Também é importante verificar a
presenca de decubito decorrentes da miotonia de varios grupos
musculares simultaneamente. Essa situacao normalmente acontece
quando os animais sao estimulados subtamente apds um periodo de
repouso (startle response) (COOPER; JAN, 1999; HOFFMAN, 1995;
JURKAT-ROTT; LEHMANN-HORN, 2005b).

A miotonia também deve ser avaliada quanto a presencga/auséncia de
dor, piora ou nao da miotonia quando ocorre exposicao ao frio, e
principalmente quanto ao tipo de miotonia, se é paradoxal ou ocorre o
fendmeno warm-up, dessa forma pode-se direcionar qual tipo mais
provavel de canal ionico acometido para os canais SCN4 ou CLCI
respectivamente (BAROHN; DIMACHKIE; JACKSON, 2014Db).
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I1I.E) HEMATOLOGIA, BIOQUIMICA SERICA E HISTOPATOLOGIA

Em pacientes acometidos por enfermidades miotonicas, alteracoes
nos valores de hemograma e bioquimica sérica nao sao consistentes e
especificos para o tipo de enfermidade. Valores abaixo da referéncia para
os niveis de albumina e contagem leucdcitos, assim como aumento dos
niveis de hemoglobina, gama glutamil transferase (GGT), lactato
desidrogenase (LDH) e creatinoquinase (CK) podem ser verificados em
pacientes com DM1. Valores inferiores ao normal dos niveis e IgG e
contagem de linfécitos, 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 nao sao relacionadas com
alteracoes de hemograma e bioquimica sérica, entretanto pode ser
verificado aumento de CK, por exemplo nos casos de Paralisia Periddica
Hipercalémica, em que os niveis de CK como de potdssio sérico podem
estar aumentados, mas geralmente, durante as crises (HEATWOLE et al.,
2011, 2006; HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; PORTARO et al.,
2015).

Embora nao contribua para a diferenciacao entre os subtipos de
MNDs, o exame histopatoldgico é util para a diferenciacao entre as MDs
e MNDs, respetivamente, pela presenca ou nao de anormalidades (TRIP
et al., 2009). Ao exame histopatologico rotineiro (H&E, PAS, Gomori), o
tecido muscular de humanos acometidos por miotonia congénita
apresentam pequena quantidade de fibras do tipo IIB, reagoes oxidativas
normais e fibras musculares com nucleos periféricos. Nas miotonias
distréficas existe uma distribuicao de fibras tipo I e tipo II de forma
heterogénea em quantidade e tamanho, e também o posicionamento
central dos nucleos, as fibras musculares podem ainda apresentar sinais
de degeneracao, fagocitose e necrose (COOPER; JAN, 1999; HOFFMAN,
1995; JURKAT-ROTT; LEHMANN-HORN, 2005a). Embora nao sejam
definitivas para o diagnostico, técnicas especiais podem demonstrar
alteragoes musculares em individuos acometidos por miotonia congénita,
por exemplo maior intensidade de coloragao das fibras musculares por
vermelho alizarina (MANKODI et al., 2002; WHEELER et al., 2009) .
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I11.F) ELETROMIOGRAFIA

O exame de eletromiografia (EMG) é determinante no diagndstico
das enfermidades miotonicas. Apds a insercao do eletrodo no musculo,
resultados positivos sao caracterizados por séries de potenciais de acgao
espontaneos, ondas positivas ou potenciais de fibrilacdao que diminuem
em frequéncia e amplitude. Esses potenciais espontaneos, verificados no
EMG de um paciente miotonico, sao chamados de descargas miotonicas.
A frequéncia dessas descargas pode variar de 20 a 80 HZ, e as
amplitudes variam de 10pV a 1mV, o som produzido dessas descargas é
caracteristico sendo frequentemente descrito como o som produzido por
um aviao de bombardeio - diver bomb (KIMURA, 1989; PRESTON;
SHAPIRO, 1998).

Durante o EMG, algumas informacoes adicionais especificas podem
ser utilizadas para verificar a existéncia de anormalidades caracteristicas
de enfermidades miotonicas, por exemplo, a diminuicdo ou o aumento
das descargas miotonicas verificadas durante o EMG sao relacionados
com o fendmeno warm-up ou a miotonia paradoxal, respectivamente
(FOURNIER et al., 2004; KIMURA, 1989; PRESTON; SHAPIRO, 1998).

Existem enfermidades miotbnicas que sao caracterizadas
clinicamente e positivas ao EMG, entretanto, existem miotonias que sé
sao verificadas ao EMG. Uma abordagem sistemadtica para diferenciar as
enfermidades miotonicas, consiste em classificar inicialmente o paciente
em uma de trés categorias a seguir (HEATWOLE; STATLAND;
LOGIGIAN, 2013; MILLER, 2008):

Categorial - Miotonia positiva sob aspectos clinicos e EMG
positivo.

Categoria2 - Miotonia negativa sob aspectos clinicos e EMG
positivo.

Categoria3- Presenca de outros sinais clinicos que ocorrem nas
enfermidades miotonicas, mas sem a presenca do sinal clinico de

miotonia e também com EMG negativo.
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Categoria 1

Contém somente miotonias decorrentes de causas primarias, ou
seja, a causa estd relacionada a estruturas constitutivas do tecido
muscular, e sao caracterizadas por evidéncia clinica e eletromiografica
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 miotonicas,
entretanto, com auséncia de sinais clinicos. Essa categoria abrange uma
grande variedade de enfermidades, como a Doenca 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 equilibrio elétrico da membrana muscular, e assim,
ocasionando a miotonia verificada ao EMG, embora sem a evidéncia de
sinais clinicos. Portanto, é importante associar o resultado do EMG com o
histérico de uso de medicamentos, como colchicina, propanolol,
fenoterol, terbutalina, diazocholesterol, e ciclosporina (PRESTON AND
SHAPIRO 1998; KIMURA 1989).

Categoria 3

Sinais clinicos como fraqueza, “caimbras”, ou espasmos que nao
consistem propriamente miotonia, mas podem ser confundidos com essa,
caracterizam a categoria 3. Dessa forma pacientes devem ser
criteriosamente avaliados sob aspectos clinicos, EMG e hereditarios de
modo a possibilitar a exclusao de qualquer sindrome mioténica
(HEATWOLE; STATLAND; LOGIGIAN, 2013; KARPATI et al., 2010;
KIMURA, 1989; PRESTON; SHAPIRO, 1998).
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Considerando portanto, o tipo de categoria, o resultado
histopatoldgico e os sinais clinicos especificos que podem estar presentes
nas enfermidades miotonicas, pode-se direcionar o diagndstico (Figura 8)
(MANKODI et al., 2002; WHEELER et al., 2009) .

Categoria 1

MDs MRNDs

Agravada pelo exercicio,

R Fendmeno Warm up
dor e sensivel a

Agravada pelo exercicio,
fragueza e dor

temperatura
Mutagdes relacionas d DM1 Mutagbes no Mutagdes no
e D2 SCNA CLCN
| [ I
i i i Thomsen
DM1 DM2 Miotonias parf;z.malnpatms de
sodio Becker

FIGURA 8: Fluxograma hierarquico, demonstrando um algoritmo
que pode ser empregado para o diagndstico das enfermidades miotonicas
primarias, considerando caracteristicas clinicas, EMG, histopatolégicas e

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

Portanto, pacientes acometidos por MNDs (exame histopatolégico
normal), sob padrdao de heranca dominante ou recessivo, pertencentes a
categoria 1 e que possuem o fend6meno warm-up, devem ser
principalmente investigados para mutagoes no gene CLCN1 (FONTAINE
E HANNA, 2010).
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IV. MIOTONIA HEREDITARIA E CANAIS DE CLORO

IV.A) TERMINOLOGIA

Os defeitos moleculares nos canais ionicos de sédio e cloro sao as
principais causas das enfermidades miotonicas hereditarias, e sao
genericamente chamadas de miotonias congénitas (MATTHEWS et al.,
2010). A principal causa de miotonia hereditdria estd relacionada a
mutagoes no gene CLCNI1 responsavel pela codificagdao dos canais de
cloro (CLC1) da musculatura esquelética (Fontaine e Hanna, 2010).

A miotonia congénita é um termo médico que foi inicialmente usado
para se referir as descrigoes clinicas de miotonia em cabras (BRYANT,
1969). Conforme as descrigoes dos defeitos moleculares foram surgindo,
o termo miotonia congénita passou a ser majoritariamente utilizado como
referéncia as enfermidades miotonicas decorrentes de defeitos no canal
de «cloro CLC1 (FONTAINE; HANNA; PRESS, 2010; HAHN;
SALAJEGHEH, 2016). Em medicina humana, essa nomenclatura é
adotada pela Organizacao Mundial de Satde- WHO e pelo banco de
dados Online Mendelian Inheritance in Man-NCBI (OMIM, 2017; WHO -
WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016).

Quando a miotonia congénita ocorre sob modo de heranca
autossomico dominante, é também chamada de doenca de Thomsen
(MIM 160800); quando ocorre sob modo recessivo, é também chamada
de doenca de Becker (MIM 255700) (BECKER, 1977; OMIM, 2017; SUN
et al., 2001; THOMSEN, 1876).

Em medicina veterindria, os termos miotonia congénita e miotonia
hereditaria sdao empregados para a enfermidade decorrente de defeitos
no CLC1 (BORGES et al., 2013; FINNIGAN et al., 2007; GANDOLFTI et al.,
2014; RHODES et al., 1999). Nesta tese, o termo miotonia hereditaria
sera utilizado para referir a miotonia decorrentes de defeitos no CLC1
decorrente de mutagdoes no CLCN1 acometendo suinos, e ainda, serao
utilizados os termos autossomico dominante ou recessivo para descrever

o padrao de heranca.
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IV.B) FISIOPATOLOGIA DA MIOTONIA CONGENITA

Em uma juncao neuromuscular saudavel, apds uma despolarizacao,
os canais de cloro, localizados principalmente no sistema tubular da
membrana sarcolemal muscular, abrem-se permitindo o influxo 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 musculo
esquelético possui alta condutancia de ion cloro, principalmente em
comparacao com outros tipos celulares, essa caracteristica é responsavel
por até 85% de toda a condutancia idnica do sarcolema em repouso
(BRETAG, 1987).

No mausculo esquelético, a atividade do CLC1 é essencial para
assegurar a estabilidade elétrica, possibilitando que o sarcolema
permaneca em um estado excitavel. Quando este potencial de repouso
nao é adequado as fibras ficam hipopolarizadas e, dessa maneira, ocorre
um estado de hiperexcitabilidade que pode contribuir para ocorréncia da
miotonia (HOFFMAN, 1995) .

A condutancia do sarcolema para o Cl possui maior importancia
quando se considera o efeito despolarizante do acimulo de potassio nos
tibulos “T” durante a atividade muscular. Em pacientes com miotonia
congénita, esse acumulo de K* somado-se com o influxo insuficiente de
Cl» favorece a ocorréncia de despolarizacoes da superficie da membrana
que, pode resultar em um potencial de acao auto-sustentavel,
prolongando a contracao (BROWN; JIMENEZ-MALLEBERA, 2010).

IV.C) DESCRICOES DE MIOTONIA CONGENITA

A miotonia congénita foi descrita clinicamente em humanos pela
primeira vez no final do século XIX pelo médico dinamarqués Asmus
Julius Thomas Thomsen, ele e sua familia eram acometidos pela miotonia,
e a descreveu como uma alteracao de rigidez muscular e a dificuldade de
encerrar uma contracao muscular (THOMSEN, 1876). Em animais a

primeira descrigao clinica de miotonia congénita 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 fibras musculares de reduzida condutancia ao
ion cloreto. Nesse momento, essa condicdao foi chamada de miotonia
congénita (BRYANT, 1969). Esse estudo abriu portas para uma extensa
linha de pesquisa, entretanto, as primeiras mutagdes patogénicas no
CLCN1 foram identificadas 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 mutacdes patogénicas no gene CLCNI1
foram identificadas nos seres humanos (HGDM, 2017), incluindo:
delecoes, insercoes, mudancas na fase de leitura, cédons de paradas
prematuros (nossense), polimorfismos com mudanca do aminodacido
codificado (missense) e mutagoes nas regioes 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; LAKRA]J et al., 2013; MAZON et al.,, 2012; MOON et al., 2009;
RAJA RAYAN et al., 2012a; RICHARDSON et al., 2014a; SANGIUOLO et
al., 1998; SKALOVA et al., 2013; ULZI et al., 2012; WU et al., 2002) .

Em relacdo aos animais, existem descricoes de miotonia congénita
com defeito molecular esclarecidos em ratos (STEINMEYER; ORTLAND;
JENTSCH, 1991), cabras (BECK; FAHLKE; GEORGE ]JR., 1996), caes
(FINNIGAN et al., 2007; RHODES et al., 1999), cavalos (WIJNBERG et
al., 2012a), bufalos (BORGES et al.,, 2013), gatos (GANDOLFI et al.,
2014), peixe-zebra (CHENG et al., 2014) e ovelhas (MONTEAGUDO et
al., 2015). Existem ainda, descricoes da forma clinica de miotonia
congénita acometendo bovinos (VAN NIEKERK; JAROS, 1970), contudo,
defeitos moleculares nos canais de cloro bem como sua origem genética
nao foram ainda comprovados nessa espécie. Nao existe relato na
literatura cientifica acerca da miotonia congénita/hereditaria
acometendo suinos.

As mutacoes descritas no CLCN1 causadoras de miotonia congénita

em animais possuem efeitos variaveis nos aminodcidos do canal CLCI.
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Na figura 9 estao representados os pontos de mutacao causadores de
MC, descritos em ovelhas, caes, peixe-zebra, cavalo e cabra, de acordo
com a topologia do canal de cloro CmCLC. As mutacoes causadoras de
MC em bufalos e em gatos afetam o processo de splicing, provando uma
alteracdao que determina o menor numero de aminoacidos na proteina
CLC-1. No caso dos bufalos ocorre a traducao de uma proteina truncada
e com apenas 154 aminoacidos, no caso dos gatos ocorre a auséncia dos
aminoacidos relativos aos éxons 15 e 16 (BORGES et al., 2013;
GANDOLFTI et al.,, 2014). As mutagoes relacionadas ao peixe-zebra sao
decorrentes de manipulagdo génica para criacao de animais transgénicos
modelos experimentais para a miotonia congénita em humanos (CHENG
et al., 2014).

Intracelular

C

S

FIGURA 9: Representacao esquematica bidimensional de um
monémero/subunidade do cotransportador CLC de eucarioto- CmCLC
(FENG ET AL. 2010). As linhas tracejadas horizontais representam a
topologia da membrana plasmatica. Os cilindros representam o Hélices,
que necessariamente nao atravessam a membrana plasmatica embora
estejam localizadas na membrana. As marcag0es amarelas representam
as regioes que participam da formacao do poro condutor seletivo para o
ions cloreto. A longa cadeia C-Terminal estd representada com seus dois
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dominios CBS. A linha tracejada vertical representa as metades
semelhantes da mesma subunidade. Os numeros 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 7 sao
correspondentes aos pontos de mutacdoes descritas em ovelhas, cao
(Schnauzer), peixe-zebra, cavalo, peixe-zebra, cabra e cao (Autralian
cattle dog), respectivamente. Fonte: Adaptado de Bretag e Ma (2015).

IV.D) SINAIS CLINICOS DA MIOTONIA CONGENITA

O principal sinal clinico da miotonia congénita é a propria miotonia
que é verificada como rigidez muscular apos uma excitacao. Geralmente
estao presentes hipertrofia e fraqueza musculares especialmente nos
musculos epaxiais e apendiculares proximais (JURKAT-ROTT;
LEHMANN-HORN, 2005b).

A rigidez muscular ocorre depois da excitacao do tecido muscular,
as membranas das fibras musculares individuais podem continuar a gerar
séries de potenciais de agao por alguns instantes. Esta atividade evita
que relaxamento muscular adequado ocorra (LEHMANN-HORN;
JURKAT-ROTT, 1999). De modo geral as pessoas acometidas por
miotonia congénita relatam rigidez muscular apés iniciar o movimento,
que melhora conforme se mantem a atividade muscular, caracterizando o
fenomeno warm-up (LOSSIN; GEORGE JR., 2008). O atraso no
relaxamento do musculo esquelético nao é acompanhado por dor
(BARCHI, 1994).

Considerando as descri¢oes clinicas dos animais acometidos por
miotonia congénita, os sinais clinicos sdo semelhantes aos que ocorrem
na espécie humana. A primeira descricao acometendo animais foi
relacionada a espécie caprina, os animais foram descritos apresentando
desmaios e membros pélvicos rigidos (WHITE; PLASKETT, 1904). Esses
sinais clinicos foram corroborados por outros estudos realizados em
cabras, ovinos e bufalos. Animais dessas espécies afetados por miotonia
congénita apresentavam sinais comuns de hipertrofia e rigidez muscular
com intensidade varidvel entre os animais, nos mais gravemente
acometidos ocorre impossibilidade transitéria da locomocao, quedas e

permanéncia em decubito por alguns instantes sob um episddio de crise.
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O episodio de rigidez muscular intensa seguida de decubito pode ser
desencadeado quando o animal é submetido a estimulo visual/auditivo ou
ap6és uma tentativa de fazer movimentos bruscos espontaneos
principalmente apés um periodo 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 caes afetados também
apresentam mobilidade da lingua diminuida, “pulo de coelho” quando
estimulados a correr, e paralisia das pregas vocais verificada no exame
de laringe sob leve sedagao (FINNIGAN et al.,, 2007; VITE et al., 1998,
1999). Além desses sinais clinicos, gatos acometidos demonstraram
hipertrofia da lingua e mobilidade da mandibula diminuida (GANDOLFI
et al., 2014). Geralmente os animais nao apresentam aumento das
concentracgoes séricas de creatinina kinase (CK) (GANDOLFTI et al., 2014;
GASCHEN; JAGGY; JONES, 2004; HICKFORD et al., 1998; TOLL;
COOPER; ALTSCHUL, 1998; VITE et al., 1998) .

De forma geral, as descricdes clinicas da miotonia congénita
apresentam certa heterogeneidade. Sob padrao recessivo as mutacoes no
gene CLCN1 causam perda de funcao nas duas subunidades do canal de
cloro. Sob padrao dominante a subunidade afetada pela mutagao possui
um efeito negativo dominante sobre a subunidade normal (DUFFIELD et
al., 2003; KOCH et al.,, 1992a; PORTARO et al., 2015). As alteracoes
funcionais no CLC1 decorrentes das mutacoes no CLCN1 sao variaveis,
pois estdo relacionadas com a implicancia fisiolégica de cada mutacgao
considerada. Além disso, a estrutura peculiar do CLC1 de possuir duas
subunidades que podem funcionar independentes entre si também
contribui para heterogeneidade dos diversos fenoétipos resultantes de
mutacgoes no gene CLCN1 (PORTARO et al., 2015).
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V) JUSTIFICATIVA

Os primeiros suinos afetados pela miotonia hereditdria foram
encontrados no estado do Pard. Nessa situacdo, os docentes da
Universidade Federal do Pard - Campus Castanhal verificaram que os
animais apresentavam sinais clinicos semelhantes a miotonia hereditdria.
Uma familia de animais afetados pela miotonia passou a ser mantida nas
dependéncias da Universidade Federal do Pard-UFPA, campus Castanhal
- PA. Foram realizadas visitas a UFPA, para realizagcdao de exame clinico,
exame de EMG, coleta de informagdes e material bioldgico.

Além da importancia da espécie suina para a producao de carne, a
importancia desse estudo deve-se principalmente devido a semelhanca
clinica das descricdoes de miotonia congénita somada a alta homologia do
gene CLCN1 e da proteina CLC1 verificadas entre as espécies animais.
Esses aspectos ressaltam a importancia de estudos descritivos dessa
enfermidade, independente da espécie animal. A hipdétese do presente
estudo foi que esses animais com sinais clinicos de miotonia sao
acometidos por miotomia hereditaria e portadores de alteracao(des) no
gene CLCNI.

Nao existe relato prévio na literatura cientifica mundial relacionado
ao sinal clinico de miotonia nessa espécie animal. Portanto, é provavel
que se trate de uma condigdo rara nessa espécie. A descrigdo de suinos
com miotonia hereditaria é um modelo interessante para a avaliacao de
variabilidade fenotipica entre diferentes espécies animais, inclusive a

humana.
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V1. OBJETIVOS

VI.A) OBJETIVO GERAL

Descrever, sob aspectos clinicos e moleculares, uma nova

enfermidade neuromuscular em suinos.

VI.B) OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Realizar a caracterizacao clinica e eletromiografica da miotonia
hereditaria em uma familia de suinos.

» Determinar o padrao de heranca.

= Descrever os achados morfolégicos de bidépsias musculares dos
animais afetados.

= Determinar a sequéncia de nucleotideos codificante para proteina
CLC1 de suinos normais e dos afetados.

» Descrever a alteracao genética causadora de miotonia hereditaria
em suinos.

» Padronizar um teste molecular diagnodstico para a miotonia

hereditaria em suinos.
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MATERIAL E METODOS
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VIl. MATERIAL E METODOS

VII.A) ANIMAIS UTILIZADOS

Para realizacao desse estudo, foram utilizados 22 animais
pertencentes a 3 geragoes FO (n=5), F1 (n=6), F2 (n=11) de uma familia
de suinos sem raca definida, localizados na UFPA campus Castanhal-PA.
Nove animais pertencentes a essa familia possuiam miotonia, desses,
cinco animais da geracao FO e quatro animais da geracao F2.

Foram utilizados dois animais da raca Large White pertencentes a
UFPA campus Castanhal-PA, dois animais SRD pertencentes a uma
propriedade privada localizada em Botucatu-SP e dois animais da raca
Mini Pig provenientes do Centro de Medicina e Pesquisa em Animais
Silvestres - CEMPAS da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
(FMVZ) - Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), campus de Botucatu, SP. Esses seis animais nao tinham
parentesco com os animais afetados e foram utilizados como controle nas
analises moleculares.

Para validacao do teste de genotipagem, foram utilizados, além dos
28 animais experimentais, 150 amostras de sangue de suinos amostrados
por conveniéncia, nao relacionados aos 26 animais experimentais e
pertencentes a granjas localizadas nos estados de Santa Catarina,
Parana, Sao Paulo e Goids. A amostragem desses animais deu-se por
conveniéncia, admitindo-se animais adultos de todas categorias.Todos

animais utilizados foram identificados e estao discriminados na tabela 4.



TABELA 4: Relacao dos 28 animais utilizados na pesquisa.

Animal Categoria Fenotipo
A Fémea adulta (FO) Miotonico
B Macho adulto (FO0) Miotonico
C Macho adulto (F0) Miotonico
D Macho adulto (FO) Miotonico
E Macho adulto (FO0) Miotonico
F Fémea adulta (F1) Normal
G Fémea adulta (F1) Normal
H Fémea adulta (F1) Normal
I Fémea adulta (F1) Normal
J Macho adulto (F1) Normal
K Macho adulto (F1) Normal
L Fémea Jovem (F2) Normal
M Fémea Jovem (F2) Normal
N Fémea Jovem (F2) Normal
@) Fémea Jovem (F2) Miotonico
P Fémea Jovem (F2) Miotonico
Q Macho jovem (F2) Normal
R Macho jovem (F2) Normal
S Macho jovem (F2) Normal
T Macho jovem (F2) Normal
U Macho jovem (F2) Miotonico
\Y% Macho jovem (F2) Miotonico
1 Macho Adulto (C) Normal
2 Fémea Adulta (C) Normal
3 Macho Adulto (C) Normal
4 Fémea Adulta (C) Normal
5 Macho Adulto (C) Normal
6 Fémea Adulta (C) Normal
150 animais para
150 Normal

teste genético
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A -V 22 animais membros da familia de miotonicos. 1-6 animais
controles nao relacionados aos animais miotonicos. FO - primeiros
animais a apresentar sinais clinicos de miotonia. F1 - filhos de animais
FO. F2 - filhos de animais F1.

VII.B) COLETA DE AMOSTRAS BIOLOGICAS

Foram colhidas amostras de sangue total por venopuncao das veias
auriculares, utilizando um sistema de colheita a vacuo (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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realizacao da extracao do DNA genomico.

Foram realizadas biépsias musculares dos 22 membros da familia
de animais mioténicos (animais A - V) e de 4 animais do grupo controle
(1-4). Foram colhidas amostras de aproximadamente 9mm? dos musculos
gliteo médio e/ou longuissimus dorsi, totalizando até 4 amostras por
animal. Para isso os animais foram apropriadamente anestesiados. Como
medicacao pré-anestésica foi empregado acepromazina (0,1mg/kg)
associada a midazolan (0,5mg), ambos farmacos na mesma seringa. Apods
a prostracao foram realizadas tricotomia, assepsia e anestesia local com
infiltracao de 10ml de lidocaina 2% na derme e tecido subcutaneo. Os
animais foram anestesiados com quetamina (5mg/kg) (MASSONE, 2011),
ap6s 5 minutos, a incisdo cirurgica de pele de aproximadamente 2,5 cm
foi realizada para coleta de tecido muscular utilizando punch cutaneo de
5mm. Posteriormente, foi realizada a sintese utilizando fio nao absorvivel
nylon-0 sob padrao “simples separado”, curativo local com antissépticos,
bem como acompanhamento do processo de cicatrizacao.

Cada amostra de tecido muscular foi dividida. Parte foi
acondicionada em criotubo estéril e congelados a -20°C, para
posteriormente, extracao de DNA. Outro fragmento mantido com
RNAlater® para posterior extracao de RNA para a producao de cDNA e
outro fragmento mantido em solucao de formol 10% para confeccao de

laminas histoldgicas.

VII.C) EXAME CLINICO DOS ANIMAIS

Foi realizado exame clinico de todos os 28 animais com énfase em
sistema muscular (RADOSTITS et al., 2002), sendo utilizados somente
animais saudaveis, com excecdao daqueles que apresentavam os sinais
clinicos de miotonia. Todos os exames foram realizados na UFPA campus
Castanhal-PA ou na FMVZ-UNESP-Botucatu.

Foi consultado o histérico dos 22 animais pertencentes a familia de
miotonicos. Informagoes do parentesco foram obtidas para possibilitar a
construcao do heredograma e caracterizacao da enfermidade miotonica

gquanto ao padrao de heranca.
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VIl.D) BIOQUIMICA SERICA

Amostras de quatro animais (A-D) que apresentavam miotonia
foram colhidas em dois momentos distintos, com trés meses de intervalo.
Foram mensurados os valores séricos de aspartato aminotransferase
(AST), alanina transaminase (ALT), fosfatase alcalina (FA),
gamaglutamiltransferase (GGT), creatina kinase (CK), desidrogenase
latica (DHL), bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD), bilirrubina
indireta (BI), uréia e creatinina. Os valores obtidos, foram avaliados
comparada aos valores de referéncia para a espécie (KANECO; HARVEY;
BRUSS, 2008)

VII.E) HISTOPATOLOGIA

As amostras de tecido muscular de 5 animais (A-E) foram
acondicionadas em solucao de formol a 10% e incluidas em parafina para
obtencao de cortes histolégicos de 6 a 8 pm. As laminas foram
processadas para coloragao de hematoxilina e eosina (H&E) e acido
periédico-Schiff (PAS). As laminas foram avaliadas subjetivamente
quanto morfologia e coloracgao das fibras musculares e quanto a presenca

de alteracoes como degeneracao, fagocitose ou necrose.

VII.F) ELETROMIOGRAFIA

O exame de EMG foi realizado com os animais em repouso, em
posicdo quadrupedal e/ou decubito lateral. Foram examinados 4 animais
afetados (A-D) e 2 animais normais (1-2). Para isso, foram utilizados
eletrodos de agulhas concéntricas e o equipamento Neuromax 1000® de
2 canais. O filtro passa-banda (band pass) foi ajustado em 10 a 10.000
Hz.

Foram avaliadas os musculos epaxiais e os proximais dos quatro
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membros, os musculos gliteo médio, musculo supra espinhoso, musculo
infra espinhoso, triceps braquial e longuissimos dorsi. O tracado
eletromiografico foi comparado de forma qualitativa para o diagndstico

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

VIl) ANALISE MOLECULAR

VII.G) ANALISE IN SILICO DAS SEQUENCIAS DOS
TRANSCRITOS X1 E X2 DE RNA DO CLCN1 SUINO

Para desenho dos oligonucleotideos inicadores, as sequéncias
referéncia dos transcritos para o CLCN1 suino foram utilizadas. Essas
sequénicas X1 (XM 021078561.1) e X2 (XM 021078562.1) (disponiveis
no banco de dados Reference sequence RefSeq - NCBI) foram avaliadas
quanto a identidade entre diferentes espécies de mamiferos. Para isso
utilizou-se a ferramenta on line BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqdi).

Também foi realizado o alinhamento entre as sequéncias dos
transcritos X1 e X2, para demonstrar as diferencas existentes, utilizando
o programa Geneious® versao 10.2.3 (Biomatters, Auckland-New
Zealand) (KEARSE et al., 2012).

VII.H) REACOES DE EXTRACAO DE RNA,
SINTESE DE CDNA E RT-PCR.

A partir das amostras de tecido muscular, o RNA total foi extraido
utilizando o kit RNeasy® Mini Kit (Qiagen ™), seguindo as
recomendacoes do fabricante. A pureza relativa e a concentracao foram
determinadas por espectofotometria utilizando o NanoDrop® 2000
spectrophotometer (ThermoScientific™). Posteriormente, para
eliminacao de DNA gendmico, o RNA total foi tratado com RQ1 RNase-
Free DNase® (Promega™, USA). O RNA tratado (RNAtto) foi submetido
a nova analise por espectofotometria e utilizado para preparacao do

cDNA. A sintese de cDNA foi preparada para um volume final de 60pul,


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
recomendacoes do fabricante.

Com objetivo de amplificar e realizar sequenciamento direto pelo
método Sanger toda a sequéncia codificante do RNAm do CLCN1 suino,
foram desenhados oligonucleotideos iniciadores ao logo da sequéncia
referéncia X1 (XM 021078561.1) (Figura 10). Ao todo 14 amplicons
foram utilizados para a cobertura total do RNAm (Tabela 5).

As reacoes de RT-PCR foram preparadas para um volume final de
25ul, contendo: 2 ul de cDNA (aproximadamente 26 ng), 240 nM de cada
oligonucleotideo inciador (utilizados aos respectivos pares), 12,5 pl do
mix GoTagq® Green Master Mix (Promega, USA™) e agua nuclease free
g.s.p. As condigcoes de termociclagem foram adaptadas para cada
amplicon. Foram utilizadas amostras de cDNA dos suinos afetados A, B,
C,DekE.

TABELA 5 - Relagao de primers desenhados ao longo da sequéncia
referéncia X1 (XM 021078561.1).do RNAm do gene CLCN1 suino.

PRIMER ID TIPO SEQUENCIA 5'>3’ LOCALIZACAO
F1 Forward TGACGGCGAGATGGCTATAA UTR 5’
F2 Forward GTACCAGTACATGCCCTTTG Exon 1
F3 Forward GCCATCACAAAGAGCAGT Exon 2
F4 Forward AGCTGGTGCATGGATTATG Exon 3
F5 Forward AAGGAATACCTCACCCTCAA Exon 5
F6 Forward TTGTCCACATTGCCAGCATC Exon 6
F7 Forward CTTGGAGGAGTGCTGTTTAG Juncgédo éxons 7-8
F8 Forward TGCCGTAAGGAACTACTGGC Exon 8
F9 Forward CTGGAATCGTGACCTTTGTC Exon 11
F10 Forward GGCTTCATGCCTGTGTTT Exon 13
F11 Forward GGTCAAGAAGCTACCCTACT Exon 15
F12 Forward TTCGCCTTTGTGGATGAG Exon 17
F13 Forward GCTCGTCCCACAAAGAAA Exon 19
Fl14 Forward GCCTCCACCTTGCTTATGT E;(on 22
R1 Reverse CAAGTCCCATTCGGTGGATAC Exon 3
R2 Reverse AGCTGACCAGAGCCATTA Exon 3
R3 Reverse TGGTCTTCATTTCAGGGATTC Exon 5
R4 Reverse CGTCAGCATGTCAGTGTAATA Exon 7
R5 Reverse ATCCTTGTTCCACACGGCTA Exon 8
R6 Reverse CGGAAGTTGGTTCTGAAGAG Exon 9
R7 Reverse CCAGCCATGAATTGACCTAT Exon 11
RS Reverse ATAGCCCCCAGGTAGGATC Exon 14
R9 Reverse CAAACTTCACATCACGTACCA Exon 16
R10 Reverse CAGACATCCTCATCCTCGT Exon 17
R11 Reverse GAACAGGGTGTGAGTCTTG Juncao éxon 21-22
R12 Reverse CCATCATCAGGCATGGTC Exon 23
R13 Reverse ATCAGTTCGTCCTCATCCT Exon 23

R14 Reverse CCCACTTTAGGAAATACCCTCTC UTR 3’
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FIGURA 10: Localizacao dos oligonucleotideos inciadores utilizados
para amplificacdo de toda a sequéncia de nucleotideos do transcrito X1-
CLCN1 suinos. Os éxons estao representados pelas setas cinzas. Os
oligonucleotideos senso estao ressaltados em azul. Os oligonucleotideos

anti-senso estao ressaltados em verde.

VII.I) REACOES DE EXTRACAO DE DNA E PCR

O DNA foi extraido das amostras de musculo 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 extraido utilizando o kit ReliaPrep™ Blood gDNA
Miniprep System® (Promega ™), de acordo com o protocolo
recomendado pelo fabricante. O DNA extraido foi testado para pureza
(A260/280) e concentragao no NanoDrop® 2000 spectrophotometer
(ThermoScientific™) sendo imediatamente armazenada em freezer a -
80eC.

Com o objetivo de amplificar e sequenciar pelo método Sanger a
regidao entre os introns 14 e 16 dos animais Wild types e afetados, foram
utilizados oligonucleotideos iniciadores (Tabela 6). Foi utilizada como
referéncia a sequéncia do gene CLCN1 suino NC 010460.4. Reagoes 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: Relacao de oligonucleotideos desenhados com o objetivo
de amplificar o segmento entre os introns 14 e 16 do gene CLCN1 suino.

PRIMER ID TIPO SEQUENCIA 5'>3’ LOCALIZACAO
FDNA1 Forward ACATCTTTGAGCCCTTGTTTCT Intron 14
FDNA?2 Forward GTTAGCTGCCTTTCTGCACC Intron 14
FDNA3 Forward TATGGCTTCCCCTGCATCTTT Intron 14
FDNA4 Forward TATCGTTGACTTACTTACCATGC Intron 14
FDNAS5 Forward CCCCACCCTATCATTCC Intron 14
FDNAG6 Forward CATCCTGTTCCCATGTAGCCT Intron 14
FDNA7 Forward ACTCACCATGACCAACAGCA Intron 16
FDNAS8 Forward AGCAGAATCCCAGTAAATAGAT Intron 16
RDNA1 Reverse CTCAGCGGTCACAAACCTG Intron 14
RDNA2 Reverse ACGGTTAATGCCCTAAGGAC Intron 14
RDNA3 Reverse AGTGGGTCAGTTACACATAC Intron 14
RDNA4 Reverse GAATGGACTGCAGACAGCGA Intron 16
RDNAS Reverse CATTAACATTGAACTCAC Intron 16
RDNAG Reverse TACTCGAGGGCAATTTTAAACA Intron 16
RDNA7 Reverse TCGGATTCATTTCTGCGGCGC Intron 16
RDNAS8 Reverse TCCATCCCCCAAAGGACCC Intron 16
RDNA9 Reverse TTTCTTTTTGGGGGACAGGCT Intron 16

VIl.J) ELETROFORESE

Todos os produtos amplificados 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 condicoes de amperagem,

voltagem e tempo foram ajustadas para cada reacao.
VII.K) SEQUENCIAMENTO SANGER
Apés confirmacao do tamanho especifico, cada produto foi

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

seguindo as recomendacoes 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 reagoes
de sequenciamento foram preparadas para um volume final de 10pl,
contendo 1.0 ul do oligonucleotideo Forward ou Reverse utilizados na
reacao de PCR sob concentracao de 5 uM, 2puL do produto de PCR
purificado, 1.0 ul do mix BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems®) , 1.5 uL. da solugao tampao BigDye® Terminator
vl.1 & v3.1 5X Sequencing Buffer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e agua nuclease free q.s.p. Apds o sequenciamento, o controle da
qualidade das sequéncias obtidas e os eletroferogramas foram gerados
utilizando o software Sequencing Analysis 5.3.1 (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA).

As sequéncias obtidas foram validadas para CLCN1 suino,
utilizando a ferramenta online BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e o alinhamento das
sequéncias foi realizado utilizando o programa Geneious® versao 10.2.3
(Biomatters, Auckland-New Zealand) (KEARSE et al., 2012) considerando
a sequéncia genOmica onde estd anotado o gene CLCNI1 suino
NC 010460.3. para as amostras de PCR wutilizando DNA e,
XM 021078561.1 para as amostras de PCR utilizando cDNA.

VII.L) DESENVOLVIMENTO DO TESTE DIAGNOSTICO

Para possibilitar a genotipagem de suinos para o defeito no gene
CLCN1, causadora de MC, foram utilizados oligonucleotideos que
flanqueassem a regiao da delecao (Tabela 7).

Foram padronizadas reagoes de PCR para um volume final de 25ul
utilizando, 2 pl de DNA (aproximadamente 0,4 pg), 240 nM do
oligonucleotideo forward, 120 nM de cada oligonucleotideo reverse, 12,5
ul do mix GoTaq® Green Master Mix (Promega, USA™) e dgua nuclease
free q.s.p. As condicoes de termiciclagem foram, desnaturacao inicial de
95°C por 2 min., 35 ciclos de desnaturagao 952C por 30seg., anelamento
a 60°C por 30 seg., extensao a 72°2C por 1 min., seguido por extensao

final a 72°C por 5 min.
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TABELA 7: Relacao dos primers utilizados no desenvolvimento do
teste molecular para diagnostico e genotipagem de miotonia hereditaria
em suinos.

PRIMER .
D TIPO SEQUENCIA 5'>3’ LOCALIZACAO
Ftestl Forward TATGGCTTCCCCTGCATCTTT Intron 14
Rtestl Reverse GTATGTGTAACTGACCCACT Intron 14
Rtest2 Reverse GGGTCCTTTGGGGGATGGA Intron 16

A anadlise in silico comparando a localizagdao dos oligonucleotideos
com as sequéncias obtidas, possibilitou calcular o tamanho dos
amplicons decorrentes da combinacao 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
relagdo a delecao causadora de miotonia hereditaria em suinos.

GENOTIPO TAMANHO DO PRODUTO DE PCR
RESULTANTE (pb)

Wild Type 868
Heterozigoto 868 e 458
Homozigoto recessivo (miotonico) 458

introri 14 Exon 15 | intron 15 | Exon 16 intfon 16

2962Zpb 214pb 245pb 134pb 3287

—» -+ -
Ftest1 ] Rtest1 Rtest2
868pb 458pb

FIGURA 11: Representacao esquematica da regiao entre os introns
14 e 16 e os primers utilizados no teste de genotipagem. Os retangulos
representam os introns 14, 15 e 16 e os éxons 15 e 16 com os respectivos
tamanhos em pares de base (pb). O retangulo tracejado vermelho

representa a regiao de delecgao.
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VII.M) EXPRESSAO RELATIVA DE TRANSCRITOS DO CLCN1 SUINO.

Para avaliar a expressao relativa (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001) dos
transcritos X1 e X2 do CLCNI1 entre os suinos normais, afetados e
heterozigotos, foram utilizados oligonucleotideos (Tabela 9) para
amplificacdo 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 suino
(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
oligonucleotideo iniciador localizado na juncao entre o éxon 14 e o éxon
17, nesse ensaio, também foi utilizado o gene normalizador Beta actina.

Foi realizada curva de diluicao para cada reacao, as otimizagoes
foram realizadas para obtencao de eficiéncias entre 95 e 105% com no
minimo 4 pontos na curva padrao. A curva de dissociacao de cada reacao
foi verificada quanto a presencga de Uinico produto (Figura 12).

Apés validagao das reacoes, foram utilizadas amostras de cDNA de
3 animais wild types, 3 animais heterozigotos e 3 animais homozigotos
recessivos. Foi estabelecido o desvio padrao maximo de 0,5 cycle
threshold (CT) para cada triplicada.

As reacoes de qPCR foram realizadas em triplicata, com volume
final de 20ul, contendo 200nM de cada oligonucleotideo iniciador, 2ul de
cDNA (aproximadamente 26ng), 10pl de GoTag® gPCR Master Mix
(Applied BiosystemsTM, USA) e agua nuclease free q.s.p. Foi utilizado o
equipamento 7500 Real-Time PCR System (Applied BiosystemsTM, USA),
e as condigcoes da reacao foram: desnaturacao 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: Relacao de produtos e respectivos primers utilizados
nas reacgoes de RTq-PCR.

Tamanho
Nome .
Localizagao do . ) , .
do ) Sequéncia do oligonucleotideo Tipo
do alvo amplicon
produto
(pb)
. TGCCGTAAGGAACTACTGGC Forward
P8 Exon 8 85
ATCCTTGTTCCACACGGCTA Reverse
, GGTCAAGAAGCTACCCTACT Forward
P15-16  Exons 15-16 98
CAAACTTCACATCACGTACCA Reverse
Exon 14 CTTCCCGGACGGCATTTTA Forward
P14/17 (juncao 84
14/17) AGCAGGATCATGGAATCAATG Reverse
, CATTGTCCACCTTCCAGCAGATGT Forward
Bact Exons 7-9 86

CTAGAAGCATTTGCGGTGGACGAT Reverse

A) VII.N) ANALISE DA ESTRUTURA PROTEICA

As sequéncias de aminoacidos da proteina CLC1 dos animais
normais e dos animais afetados, foram inferidas utilizando a ferramenta
translate do programa Geneious® versao 10.2.3 (Biomatters, Auckland-
New Zealand), considerando a fase de leitura 1 a partir do coédon
iniciador ATG (KEARSE ET AL. 2012). Para isso foram utilizadas as
sequéncias obtidas na presente pesquisa, referentes a sequéncia
codificante (mRNA) do gene CLCN1 dos animais normais (wild type) e
dos homozigotos recessivos.

As sequéncias proteicas obtidas foram alinhadas entre si e
comparadas as sequéncias de referéncia das isoformas X1
(XP _020934220.1) e X2 (XP _020934221.1) do CLC1 suino, disponiveis no
banco de dados Reference sequence (RefSeq) do National National
Center for Biotechnology Information - NCBI.

A sequéncia referéncia da isoforma X1 (XP 020934220.1) dos
suinos foi alinhada com a sequéncia referéncia da isoforma X1
(NP _000074) humana, e com a sequéncia CLC1 de outras 14 espécies de
mamiferos diferentes, para verificar regidoes conservadas entre as

espécies (Tabela 10).
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TABELA 10: Identificagdo das sequéncias utilizadas para
alinhamento da proteina CLC1lde 14 espécies de mamiferos.
Numero da

o Numero de acesso .
sequéncia no ) Especie Isoforma
Refseq - nchi

alinhamento

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 terciaria do CLC1 dos suinos wild type (CLC1 WT) foi
modelada por homologia, utilizando os moldes disponiveis 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 - 30RG) (FENG ET
AL. 2010); e a estrutrura do canal de cloro CLC-K bovino PDB ID: 5TQQ
(PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017). Para isso, a sequéncia predita
de aminoacidos do CLC obtida dos animais wild type (CLC WT) foi
submetida ao programa Modeller® (SALI; BLUNDELL, 1993) e a
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 preferéncia para os valores mais proximo 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 (SALI; 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 a proximidade dos valores de proteinas
nativas de mesmo tamanho molecular. O grafico de energia gerado para
cada modelo foi avaliado quanto a presenca de valores positivos
(WIEDERSTEIN AND SIPPL 2007). A estrutura melhor avaliada foi
submetida ao software Swiss-PDB Viewer 4.1.0 para otimizagao manual,
de acordo com o modelo utilizado (GUEX; PEITSCH, 1997). Ao fim o
programa Chimera foi utilizado para visualizagcao e geracao de imagens
das estruturas geradas (ATKINSON; SWIFT; LEQUIRE, 1981;
PETTERSEN et al., 2004).

Todos os procedimentos realizados nessa pesquisa, foram
previamente aprovados pela Comisdo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da FMVZ-UNESP sob protocolo n° 169/2015 (anexo 1).
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VIIl. RESULTADOS

VIII.A) EXAME CLIiNICO

Os 22 animais pertencentes a familia de miotonicos eram mantidos
em baias protegidos da luz solar ou em piquetes. Eram arracoados com
racao comercial para suinos e fornecida dgua ad libitum.

Dos 22 animais pertencentes a familia de miotonicos, 9
apresentavam os sinais clinicos de miotonia hereditaria. Os sinais
clinicos verificados a partir de uma semana de vida e aumentavam em
intensidade com o avancgar da idade. Esses sinais incluiam hipertrofia
muscular (Figura 12), miotonia, andar rigido, capacidade de flexao dos
membros diminuida e rigidez muscular intensa responsiva a estimulos
(startle response) seguida de decubito (Figura 13) que permanecia por
tempo geralmente inferior a um minuto e em casos mais intensos o
decubito durava até dois minutos. A rigidez muscular intensa ocorria
apods os animais serem estimulados a andar e era mais evidente quando
os estimulos ocorriam apés momentos de repouso e/ou com pouca
movimentagdo prévia. A miotonia diminuia de intensidade conforme a
atividade muscular era mantida, ocorrendo o fendmeno warm up.
Embora os animais vocalizassem durante os episédios de queda e
decubito, nao foi possivel avaliar a presenca de dor.

Dentre os animais jovens, 3 afetados que conviviam em um grupo
com mais 8 animais saudaveis da mesma idade, apresentavam atraso no
crescimento, essa caracteristica foi correlacionada com a dificuldade
desse animais de se aproximarem do cocho, onde era fornecido o
alimento para toda a leitegada, devido a deficiéncia na locomogao
causada pela miotonia. Nao foi verificada nenhuma anormalidade
compativel com alteragOes encefélicas, e demais parametros do exame
fisico estavam normais.

Houve variacao na intensidade dos sinais clinicos. Entre os animais
afetados 2 apresentavam a rigidez muscular mais intensa decorrente de
estimulos e as quedas devido a rigidez muscular eram facilmente

desencadeadas com pouco estimulo ambiental. Esses animais



71

permaneciam em decubito por tempo superior a um minuto. Outros dois
animais apresentaram uma forma leve de rigidez muscular decorrente do
startle response e nao apresentavam decubito decorrente da rigidez.
Considerando essa heterogeneidade fenotipica, os suinos afetados podem
ser classificados em trés niveis de intensidade dos sinais clinicos
conforme demonstrado na tabela 11, vale salientar que essa intensidade

era progressiva com o avancar da idade desses animais.

TABELA 11: Classificagao da intensidade dos principais sinais
clinicos verificados nos suinos afetados por miotonia hereditaria.

Startle response

) Hipertrofia . . .
Intensidade P Rigidez muscular seguido de
muscular oy s
decubito
Leve evidente + -
Moderado evidente + +
Intenso evidente ++ ++

Rigidez muscular: + moderada, ++ intensa.
Startle response seguido de decubito: - ausente, + tempo de decubito

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

Dentre os afetados, trés animais adultos que apresentavam a forma
intensa de miotonia, vieram a oObito decorrente as crises de rigidez
muscular ocorridas nos piquetes sem abrigo do sol. Ao exame de
necropsia além da hipertrofia muscular esquelética nao foram

observadas anormalidades adicionais.
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FIGURA 12: A - posterior de dois animais afetados pela miotonia
hereditaria. Note a hipertrofia muscular evidente no membro pélvico. B -
vista lateral demonstrando hipertrofia muscular evidente no membro
pélvico esquerdo. C - destaque para membro pélvico esquerdo com

evidente hipertrofia e rigidez musculares com formacao de dimples.



FIGURA 13: Sequéncia de imagens obtidas a partir de um video demonstrando dois animais afetados. Note a
hipertrofia muscular e o episddio de rigidez muscular intensa apds estimulo sonoro de bater de palmas, seguida de
queda e decubito (quadros de 1 a 7). Em seguida os animais se recuperam da rigidez intensa e conseguem levantar
(quadros 8 a 16). No filme, o intervalo de tempo entre a primeira e dltima imagens foi de 8 segundos.
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VIII.B) HEREDOGRAMA

A anamnese possibilitou a construgcao de um heredograma (Figura
14) que permite verificar um padrao de heranca autossémico recessivo, e
também, apontar o provavel ancestral comum disseminador do defeito

genético, animal n°® 18.
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FIGURA 14: Heredograma construido a partir do histérico familiar
dos animais experimentais (A -V). Note que o ancestral comum n° 18 é
pai dos individuos 4, 5 e 17, esses por sua vez, acasalaram entre si
produzindo animais afetados pela miotonia hereditaria. * Porca Large
White sem ancetral comum com a familia.

VIII.C) BIOQUIMICA

Os exames de bioquimica sérica evidenciaram valores acima da
referéncia 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 referéncia para a espécie (Tabela
12).
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TABELA 12: Valores absolutos e médias obtidas e nos exames de
bioquimica sérica de 4 animais afetados (A-D).

AST ALT Fa Jreld Crea oo by BT BD g
MO wm o MY ™Y ue o o MY ™I mga
A 60 87 - 39 13 23 13277 89 - - i

, B 40 66 - 41 15 15 888 48 - - i
C 53 8 - 42 1,6 30 1216 100° - - i

D 59 61° - 37 12 218 1267 70° - - ;

A 477 - 395 28 09 22 943 363 02 01 01

, B 1100 - 73 37 1 29 1126 626 02 02 0
c 71 - 81 34 09 27 1140° 340° 01 0 01

D 290 - 92 26 08 15 862 203 02 01 01

58,63 74,75 160, 1096, 229,

Média : ©7 25 355 1,15 22,85 13° 88 0,18 0,1 0,08
Ret 82a 3la 1;8 22'4 la 10a 380a 24a 0a O0a Oa
216 58 355 g1, 27 60 634 225 06 03 03

M- momento, REF-Valor de referéncia para a espécie suina, * para
os valores acima dos valores de referéncia. - para valores nao
mensurados.

VIII.D) HISTOPATOLOGIA

Na analise de tecido muscular dos animais afetados nao foi
constatada distrofia muscular. As fibras musculares estavam distribuidas
com um padrao homogéneo, com nucleos periféricos e tecido conjutivo
normalmente distribuido. Entretanto, foi verificado que algumas fibras
musculares dos animais afetados possuem maior tamanho (hipertrofia)
que as fibras musculares dos animais normais. Apesar disso, nao foram

verificadas alteragodes adicionais nas amostras de animais miotonicos.

VIII.E) ELETROMIOGRAFIA

Ao exame de EMG dos quatro animais afetados, todos apresentaram
descargas miotonicas tipicas desencadeadas pela insercao ou movimento
do eletrodo (Figura 15). Essas descargas foram verificadas em todos os
musculos examinados dos 4 membros. Também foi verificado o ruido

caracteristico de avidao de bombardeio.
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FIGURA 15: Tragado eletromiografico de animais afetados. Os eixos
vertical e horizontal sao para intensidade (uV) e tempo (mSec/div). A - B
= Descargas miotOnicas tipicas, que diminuem em amplitude e
frequéncia, tempo de andlise de 100 e 50 mSec/div respectivamente. C =
Sequéncia sustentada de ondas positivas, com pico inicial positivo
seguido por um componente negativo lento, tempo de andlise de 20mSec/
div. D = Sequéncia sustentada de picos negativos com uma positividade
inicial, tempo de analise 10mSec/div.

ANALISE MOLECULAR

VIII.F) ANALISE IN SILICO DAS SEQUENCIAS DAS
ISOFORMAS X1 E X2 DO CLC1 SUINO

A submissao das sequéncias de nucleotideos referentes aos
transcritos da proteina CLC-1 da espécie suina (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 sequéncias de diferentes
organismos, dos quais 184 sao homologas para X1, e 5 homédlogas para
X2. Os valores de cobertura, identidade, E-value para cada sequéncia em

relacao a sequéncia X2 do suino estao 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 sequéncias homélogas
para a sequéncia de RNAm transcrito alternativo X2 de suinos
(XM 021078562.1)

Cobertura Identidade

Sequéncia  Organismo E-value = Numero de acesso
(%) (%)
X2 Bos taurus 58 86 0.0 XM 015470764.1
X3 Bos indicus 47 89 0.0 XM 019959227.1
Cercocebus
X4 55 84 0.0
atys XM 012057525.1
Bison bison
1 ) 45 89 0.0 XM 010834009.1
bison
Macaca
1 40 83 0.0 XM 005551037.2

fascicularis

VIII.G) ANALISE DAS SEQUENCIAS TRANSCRITAS DO CLCN1

Utilizando amostras de animais afetados, nao foi possivel a
amplificacdo de produtos que possuiam oligonucleotideos iniciadores
alocados nos éxons 15 ou 16. Foram obtidos dois conjuntos de sequéncias
por sequenciamento sanger, 120 sequéncias de nucleotideos referentes
aos amplicons das amostras dos suinos afetados (A, B, C e D) e 72
sequéncias de nucleotideos referentes aos amplicons utilizando os
animais normais (1 e 2).

O alinhamento entre as sequéncias obtidas com a sequéncia
referéncia transcrito X1 (XM 021078561.1), possibilitou a verificacao de
3 e 12 polimorfismos, respectivamente, para os animais wild type e
afetados (Tabela 14). Para os animais afetados foi verificada a auséncia
dos nucleotideos referentes aos éxon 15 e 16 anotados na variante X1
(Figura 16).
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TABELA 14: Polimorfismos existentes nas sequéncias de cDNA
referentes ao gene CLCN1 suino, obtidas de animais miotonicos e wild

types, comparadas a sequéncia referéncia variante X1
(XM 021078561.1).
4 R Posicao
CodonRef  yrh MIOTONIC  Aminoacido o T
X1 ) Localizagao a partir do
TYPE (0] codificado
XM _021078561.1 ATG inical
GAC GAC GAT Acido aspartico Exon 2 225
Metionina>Valin ,
ATG ATG GTG* Exon 2 226
a
GCA GCA GCT Alanina Exon 8 978
GGY .
GGT GGC Glicina Exon 10 1077
(C/T) ,
CCG CCG CCA Prolina Exon 11 1224
GCT GCC GCC ~ Alanina Exon 13 1422
GAC GAC GAT Acido aspartico Exon 14 1524
GGY ,
GGT ausente Glicina Exon 15 1697
(C/T) ) )
GTG GTG GTC Acido aspértico Exon 21 2436
GCA GCA GTA* Alanina>Valina Exon 23 2759
CCA CCA CCG Prolina Exon 23 2802
CCG CCG CCA Prolina Exon 23 2826
TCA TCA TCG Serina UTR 3’ 2964

* ocorre mudanca do aminodacido codificado.
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{ 10 20 30 40 50 50

-

. XM_021078561.1

AGCATGGAGCCCTCTGAGTCCCAGCOGGLGTGOGCLGCGAGCAAAGCTGGTGGGGCAGTGCCCCCCAGT
exon 1 2t

AGCATGGAGCCCTCTGAGTCCCAGCGGLGTGGGCGCGAGCAAAGCTGGTGGGGCAGTGCCCCCCAGT

2. Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos AGCATGGAGCCCTCTGAGTCCCAGCGGCGTGGGCGCGAGCAAAGCTGGTGGGGCAGTGCCCCCCAGT
70 80 50 100 110 120 130
1. XM_021078561.1 ACCAGTACATGCCCTTTGAACACTGCACCAGCTACGGACTGCCCTCTGAGAACGGGGGCCTTCAGCA
o exon 1 el

ACCAGTACATGCCCTTTGAACACTGCACCAGCTACGGACTGCCCTCTGAGAACGGGGGCCTTCAGCA

2. Consensus Wild Type
3, Consensus Miotonicos ACCAGTACATGCCCTTTGAACACTGCACCAGCTACGGACTGCCCTCTGAGAACGGGGGCCTTCAGCA
140 150 160 170 180 150 200
1. XM_021078561.1 CAGGCTCCGGAGGGATGCGGGACCCCGACCCAGTGCCCACCCCACACAGATTTATGGCCATCACAAA
b exon 1 A exon 2 2.4

2. Consensus Wild Type CAGGCTCCGGAGGGATGCGGGACCCCGACCCAGTGCCCACCCCACACAGATTTATGGCCATCACAAA

3. Consensus Miotonicos ~ CAGGCTCCGGAGGGATGCGGGACCCCGACCCAGTGCCCACCCCACACAGATTTATGGCCATCACAAA
210 220 230 240 250 260

1. XM_021078561.1 GAGCAGTTCTCAGACAAGGAGCCAGACATGGGGATGCCCGAGAAGATGGGCTCCAGTTCTTCCGTGG

2 exon 2 2

Wk

"

. Consensus Wild Type
. Consensus Miotonicos

. XM_021078561.1

GAGCAGTTCTCAGACAAGGAGCCAGACATGGGGATGCCCGAGAAGATGGGCTCCAGTTCTTCCGTGG
GAGCAGTTCTCAGACAAGGAGCCAGAIRETGGGGATGCCCGAGAAGATGGGCTCCAGTTCTTCCGTGG

i i = 20 ajd = it
ACAGCAAGGATGAGGACCGCTATTCTAAATGTCAAGGTTGTATCCACCGAATGGGACTTGTAGTGAG
Sl exon 2 A exon 3 et

2. Consensus Wild Type ACAGCAAGGATGAGGACCGCTATTCTAAATGTCAAGGTTGTATCCACCGAATGGGACTTGTAGTGAG
3. Consensus Miotonicos ACAGCAAGGATGAGGACCGCTATTCTAAATGTCAAGGTTGTATCCACCGAATGGGACTTGTAGTGAG
340 350 360 370 380 390 400
1. XM_021078561.1 AAGAAAATTAGGGGAAGACTGGATCTTTTITGGTGCTCCTGGGGCTACTAATGGCTCTGGTCAGCTGG
2 exon 3 33
& e

2. Consensus Wild Type AAGAAAATTAGGGGAAGACTGGATCTTTTTGGTGCTCCTGGGGCTACTAATGGCTCTGGTCAGCTGG

3, Consensus Miotonicos AAGAAAATTAGGGGAAGACTGGATCTTTTTGGTGCTCCTGGGGCTACTAATGGCTCTGGTCAGCTGG
10 420 430 440 150 450

1. XM_021078561.1 TGCATGGATTATGTCAGTGCCAAAAGCCTTCAGGCCTACAAGTGGACCTACTACCAGATGCAGCCCA

2 exon 3 A exon 4 el

wea

-

. Consensus Wild Type
. Consensus Miotonicos

. XM_021078561.1

TGCATGGATTATGTCAGTGCCAAAAGCCTTCAGGCCTACAAGTGGACCTACTACCAGATGCAGCCCA
TGCATGGATTATGTCAGTGCCAAAAGCCTTCAGGCCTACAAGTGGACCTACTACCAGATGCAGCCCA

470 480 430 500 510 520 530
ACCTGCCTCTGCAGTTCCTGGTCTGGGTCACCTTCCCCCTCGTCCTCATCCTCTTCAGCGCCCTCTT
i exon 4 2.5

2. Consensus Wild Type ACCTGCCTCTGCAGTTCCTGGTCTGGGTCACCTTCCCCCTCGTCCTCATCCTCTTCAGCGCCCTCTT

3. Consensus Miotonicos ACCTGCCTCTGCAGTTCCTGGTCTGGGTCACCTTCCCCCTCGTCCTCATCCTCTTCAGCGCCCTCTT
540 550 560 570 580 590 500

1. XM_021078561.1 CTGCCACCTCATCTCCCCTCAGGCTGTCGGCTCTGGAATCCCTGAAATGAAGACCATACTTCGCGGG

exon 4 b exon 5 2.3

2. Consensus Wild Type CTGCCACCTCATCTCCCCTCAGGCTGTCGGCTCTGGAATCCCTGAAATGAAGACCATACTTCGCGEG

3. Consensus Miotonicos ~ CTGCCACCTCATCTCCCCTCAGGCTGTCGGCTCTGGAATCCCTGAAATGAAGACCATACTTCGCGGG
610 620 630 640 650 660 670

1. XM_021078561.1 GTTGTCCTGAAGGAATACCTCACCCTCAAGGCCTTTGTGGCCAAGGTTGTGGCCCTGACCGCGGGGT

> exon 5 -,

2. Consensus Wild Type GTTGTCCTGAAGGAATACCTCACCCTCAAGGCCTTTGTGGCCAAGGTTGTGGCCCTGACCGCGGGGETC
3. Consensus Miotonicos GTTGTCCTGAAGGAATACCTCACCCTCAAGGCCTTTGTGGCCAAGGTTGTGGCCCTGACCGCGGGGC
680 520 700 710 720 730

1. XM_021078561.1 TGGGCAGTGGCATCCCCGTGGGGAAGGAGGGCCCTTTTGTCCACATTGCCAGCATCTGCGCTGCTGT

S exon 5 A exan 6 2.8

2. Consensus Wild Type TGEGEGCAGTGGCATCCCCGTGGGEGAAGGAGGGCCCTTTTGTCCACATTGCCAGCATCTGCGCTGCTGT

3. Consensus Miotonicos TGGGCAGTGGCATCCCCGTGOGGAAGGAGGGLCCTTTTGTCCACATTGCCAGCATCTGCGCTGCTGET
740 750 760 770 780 790 800

1. XM_021078561.1 CCTCAGCAAGTTCATGTCGGTTTTCTGTGGGETGTATGAGCAGCCATACTATTACACTGACATGCTG

2> exon 6 A exon 7 h

2. Consensus Wild Type CCTCAGCAAGTTCATGTCGGTTTTCTGTGGGGTGTATGAGCAGCCATACTATTACACTGACATGCTG
3. Consensus Miotonicos ~ CCTCAGCAAGTTCATGTCGGTTTTCTGTGGGGTGTATGAGCAGCCATACTATTACACTGACATGCTG
210 820 B30 B4D 850 850 870

1. XM_021078561.1 ACGGTGGGCTGTGCCGTAGGAGTCGGCTGTTGTTTTGGGACACCACTTGGAGGAGTGCTGTTTAGCA
J) exon 7 A exon8 > ¢

2. Consensus Wild Type ACGGTGGGCTGTGCCGTAGGAGTCGGCTGTTGTTTTGGGACACCACTTGGAGGAGTGCTGTTTAGCA
3. Consensus Miotonicos ~ ACGGTGGGCTGTGCCGTAGGAGTCGGCTGTTGTTTTGGGACACCACTTGGAGGAGTGCTGTTTAGCA

BBO 890 ooo 810 920 G930

1. XM_021078561.1 TCGAGGTCACCTCTACCTACTTTGCCGTAAGGAACTACTGGCGAGGATTCTTTGCGGCCACCTTCAG
2 exon 8 2.3

wr

. Consensus Wild Type
. Consensus Miotonicos

TCGAGGTCACCTCTACCTACTTTGCCGTAAGGAACTACTGGCGAGGATTCTTTGCGGCCACCTTCAG
TCGAGGTCACCTCTACCTACTTTGCCGTAAGGAACTACTGGCGAGGATTCTTTGCGGCCACCTTCAG
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940 a50 960 870 980 9an) 1,000
1. XM_D21078561.1 TGCCTTCGTTTTCCGAGTGCTAGCCGTGTGGAACAAGGATGCAGTCACCATCACGGCTCTCTTCAGA
- exon 8 - exon 9 > ¢

2. Consensus Wild Type TECCTTCGTTTTCCGAGTGCTAGCCGTGTGOAACAAGGATGCAGTCACCATCACGGCTCTCTTCAGA
3. Consensus Miotonicos TGCCTTCGTTTTCCGAGTGCTAGCCGTGTGGAACAAGGATGAIGTCACCATCACGGCTCTCTTCAGA
1,010 1,020 1,030 1,040 1,050 1,060 1,070
1. XM_D21078561.1 ACCAACTTCCGAATGGATTTCCCCTTTGACCTGCAGGAGCTCCCAGCCTTTGCAGTCATCGGGATTT
- exon 9 At

2. Consensus Wild Type ACCAACTTCCGAATGGATTTCCCCTTTGACCTGCAGGAGCTCCCAGCCTTTGCAGTCATCGGGATTT

3. Consensus Miotonicos ACCAACTTCCGAATGGATTTCCCCTTTGACCTGCAGGAGCTCCCAGCCTTTGCAGTCATCGGGATTT
1,080 1,000 1,100 1,110 1,120 1,130

1. XM_D21078561.1 GCTGTGGTTTCCTGGGAGCTGTGTTTGTCTACCTGCATCGCCAGGTCATGCTCGGTGTCCGAAAGCA

> exon 10 2.3

Consensus Wild Type
Consensus Miotonicos

w

GCTGTGGRTTCCTGGGAGCTGTGTTTGTCTACCTGCATCGCCAGGTCATGCTCGGTGTCCGAAAGCA
GCTGTGHETTCCTGGGAGCTGTGTTTGTCTACCTGCATCGCCAGGTCATGCTCGGTGTCCGAAAGCA
1.14[1 1.150 1.150 1,1?0 1,}80 1.190 1,200

—_

. XM_021078561.1

CMGGGCCTCAGCCF\G TTTCTGGCTAAGCACCGCCTGCTCTATCCTGGAATCGTGACCTTTGTCATT
) exon 10 A exan 11 2.8

2. Consensus Wild Type CAAGGGCCTCAGCCAGTTTCTGGCTAAGCACCGCCTGCTCTATCCTGGAATCGTGACCTTTGTCATT

3. Consensus Miotonicos CAAGGGCCTCAGCCAGTTTCTGGCTAAGCACCGCCTGCTCTATCCTGGAATCGTGACCTTTGTCATT
1,210 1,220 1,230 1,240 1,250 1,260 1,270

1. XM_021078561.1 GCCTCATTCACCTTCCCACCGGGAATAGGTCAATTCATGGCTGGAGAGTTGATGCCTCGTGAAGCCA

> exon 11 A, exon 12 ot

2. Consensus Wild Type GCCTCATTCACCTTCCCACCGGGAATAGGTCAATTCATGGCTGGAGAGTTGATGCCTCGTGAAGCCA
3. Consensus Miotonicos GCCTCATTCACCTTCCCACCRGGAATAGGTCAATTCATGGCTGGAGAGTTGATGCCTCGTGAAGCCA
1,380 1,290 1,300 1,310 1,320 1,330 1,340

1. XM_D21078561.1 TCAGTACCCTGTTTGACAACCATACGTGGGTAAAACATGTGGGGGACCCCGAGAGCCTGGGCCGGTC
> exon 12 2.3

Consensus Wild Type
Consensus Miotonicos

W |

—

. KM_D21078561.1

TCAGTACCCTGTTTGACAACCATACGTGGGTAAAACATGTGGGGGACCCCGAGAGCCTGGGCCGGTC
TCAGTACCCTGTTTGACAACCATACGTGGGTAAAACATGTGGGGGACCCCGAGAGCCTGGGCCGGTC

1,350 1,360 1,370 1,360 1,390 1,400
GGCTGTGTGGI\TCCF\CCCAAA&GTCAACGTGGTCGTGGTCATCCTCCTCTTCTTCHTCATGMGTTC
» exon 12 Aot

2. Consensus Wild Type GGCTGTGTGGATCCACCCAAAAGTCAACGTGGTCGTGGTCATCCTCCTCTTCTTCATCATGAAGTTC

3. Consensus Miotonicos GGCTGTGTGGATCCACCCAAAAGTCAACGTGGTCGTGGTCATCCTCCTCTTCTTCATCATGAAGTTC
1,410 1,420 1,430 1,440 1,450 1,460 1470

1. XM_D21078561.1 TGGATGTCCATCGTGGCTACCACTATGCCCATACCCTGCGGAGGCTTCATGCCTGTGTTTGTGCTCG

» exon 13 Y

2. Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos

TGGATGTCCATCGTGGUEACCACTATGCCCATACCCTGCGEAGGCTTCATGCCTGTGTTTGTGETLEG
TGGATGTCCATCGTGGUEACCACTATGCCCATACCCTGCGGAGGCTTCATGCCTGTGTTTGTGCTCG

1,480 1,490 1,500 1,510 1,520 1,530 1,540
1. XM_021078561.1 GAGCTGCGTTCGGAAGGCTGGTGGGAGAGATCATGGCCATGCTCTTCCCGGACGGCATTT TATTTGA
k exon 14 2t

2. Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos

GAGCTGCGTTCGGAAGGCTGGTGGGAGAGATCATGGCCATGCTCTTCCCGGACGGCATTTTATTTGA
GAGCTGCGTTCGGAAGGCTGGTGGGAGAGATCATGGCCATGCTCTTCCCGGARIGGCATTTTATTTGA

1,550 1,560 1,570 1,580 1,550 1,600
1. XM_021078561.1 TGACATCATCTACAAGATCCTACCTGGGGGCTATGCAGTCATTGGAGCAGCAGCGCTGACTGGTGCA
- exon 14 A exon 15 et

2, Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos

TGACATCATCTACAAGATCCTACCTGGGGGCTATGCAGTCATTGGAGCAGCAGCGCTGACTGGTGCA
TGACATCATCTACAAGATCCTACCTGRAGEAC TAT GO AGT A T T (et

1,610 1,620 1,630 1,640 1,650 1,660 1.670
1. XM_D21078561.1 GTGTCCCACACAGTCTCCACAGCCGTGATTTGCTTCGAATTAACGGGTCAGATTGCCCACATCCTAC
> exon 15 2.3

2. Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos

GTETCCCACACAGTCTCCACAGLCGTOGATTTGLTTCGAATTAACGGEGTCAGATTGCCCACATCCTAC
S e e S e T s R s e e S e S e e e e S e e R e e e e )

1,680 1690 1,700 1,710 1,720 1,720 1,740
1. XM_D21078561.1 CCATGATGGTGGCTGTTATCTTGGCCAACATGGTGGCTCAGAGCCTGCAGCCCTCCCTTTATGACAG
. exon 15 3 ¢

2. Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos

CCATGATGGTGGCTGTHATCTTGGCCAACATGGTGGCTCAGAGCCTGCAGCCCTCCCTTTATGACAG

1,750 1,760 1.770 1,780 1,780 1,800

1. XM_D21078561.1

2. Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos

CATCATCCAGGTCAAGAAGCTACCCTACTTGCCTGACCTTGGTTGGAACCAGCTCAGCAAATTTACA

1 exon 15 A gxon.. 2> 1§

CATCATCCAGGTCAAGAAGCTACCCTACTTGCCTGACCTTGGTTGGAACCAGCTCAGCAAATTTACA

1,810 1,%20 1.3}0 1,§40 1 § 50 1,860 1,870
1, XM_021078561.1 ATCTTTGTCGAGGACATCATGGTACGTGATGTGAAGTTTGTCTCAGCTTCTTGCACGTATGGGGAGC
> exon 16 2.1

2. Consensus Wild Type
3. Consensus Miotonicos

ATCTTTGTCGAGGACATCATGGTACGTGATGTGAAGTTTGTCTCAGCTTCTTGCACGTATGGGGAGC
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1,880 1,890 1,800 1.210 1,920 1.930 1.940

s

. XM_021078561.1

TGCAAAACCTGCTCCAGACCACCACACTCAAGACTTTACCACTGGTTGATTCGAAAGATTCCATGAT
» exon 16 ALxon.. > §

2. Consensus Wild Type TGCAAMAACCTGCTCCAGACCACCACACTCAAGACTTTACCACTGGTTGATTCGAAAGATTCCATGAT
3. Consensus Miotonicos ATTCCATGAT
1,950 1,960 1,870 1,980 1,890 2,000 2,010

1. XM_021078561.1 CCTGCTGGGECTCCGTGGAGCGGETCAGAACTGCAGTCCCTCTTGCAGCGCCACCTATGCCCTGAGCGE
2 exon 17 2.3

2. Consensus Wild Type CCTGCTGGGCTCCGTGGAGCGGTCAGAACTGCAGTCCCTCTTGCAGCGCCACCTGTGCCCTGAGCGG

3. Consensus Miotonicos ~ CCTGCTGGGCTCCGTGGAGCGGTCAGAACTGCAGTCCCTCTTGCAGCGCCACCTGTGCCCTGAGCGG
2,020 2,030 2,040 2,050 2,060 2070

1.XM_021078561.1 AGGCTGCGGGCGGCCCAGGACATGGCCAGGAAGTTGTCTGAGCTGCCCTTCGATGGCAAGGCTGGGG

5" exon 17 2.5

2. Consensus Wild Type AGGCTGCGGGLGGCCCAGGACATGGCCAGGAAGTTGTCTGAGCTGCCCTTCGATGGCAAGGCTGGGE

3. Consensus Miotonicos AGGCTGCGGGCGGLCCAGGACATGGCCAGGAAGTTGTCTGAGCTGCCCTTCGATGGCAAGGCTGGGEE
2,080 2,090 2,100 2,110 2,120 2130 2,140

1. XM_021078561.1 TGGEGGCGCCGTGGCOTCTGGCCGCAGGGGCGCCCTGAGTCCTTCGCCTTTGTGGATGAGGACGAGGA

I exon 17 b

2. Consensus Wild Type TEGGGCGCCOTOGCGTCTGGCCGCAGGGGCGCCCTGAGTCCTTCGCCTTTGTGGATGAGGACGAGGA
3. Consensus Miotonicos TGGGGCGCCGTGGCGTCTGGCCGCAGGGGLGCCCTGAGTCCTTCGCCTTTGTGGATGAGGACGAGGA
2,150 2,160 2,170 2,180 2,190 2,200 2210

1. ¥XM_021078561.1 TGAGGATGTCTGCGGGAAGCCCGAGCCCTCTCCTTTGACTCCTCCTCTTCCCTTTTCCACTGCTCCA
2 exon 17 A exon 18 i

Wi

. Consensus Wild Type

Consensus Miotonicos

. XM_021078561.1

TGAGGATGTCTGCGGGAAGCCCGAGCCCTCTCCTTTGACTCCTCCTCTTCCCTTTTCCACTGCTCCA
TGAGGATGTCTGCGGGAAGCCCGAGCCCTCTCCTTTGACTCCTCCTCTTCCCTTTTCCACTGCTCCA
S0 %250 2340 250 2 E470
CTGCACCCTGAAGAGCCCAATGGGCCCCTGCCCAGCCCCAAGCAGCAGCCGGAAGCACCAGAGCCTG

exon 18 2.3

2. Consensus Wild Type CTGCACCCTGAAGAGCCCAATGGGCCCCTGCCCAGCCCCAAGCAGCAGCCGGAAGCACCAGAGCCTG

3. Consensus Miotonicos ~ CTGCACCCTGAAGAGCCCAATGGGCCCCTGCCCAGCCCCAAGCAGCAGCCGGAAGCACCAGAGCCTG
2,280 2,200 2300 2310 2,320 2,330 2340

1. XM_021078561.1 CAGGTCAAAGACCCTCTGTCTTTCGGACCCTGCTGCGCTGCTTGCTGGGCAGAGCTCGTCCCACAAA

{ exon 19 2.5

2. Consensus Wild Type CAGGTCAAAGACCCTCTGTCTTTCGGACCCTGCTGCGCTGCTTGCTGGGCAGAGCTCGTCCCACAAA

3. Consensus Miotonicos CAGGTCAAAGACCCTCTGTCTTTCGGACCCTGCTGCGCTGCTTGCTGGGCAGAGCTCGTCCCACAAA
2,350 2,360 2370 2,280 2,390 2,400 2,410

1. XM_021078561.1 GAAAAAACCCACCCAGGAGCCAGTGGATTTAGTGGATAACATGTCCCCTGAAGACATTGAGGCCTGE

0 __exonl19 o exon 20 Ao exon2l 2 ¢

2. Consensus Wild Type GAAAAAACCCACCCAGGAGCCAGTGGATTTAGTGGATAACATGTCCCCTGAAGACATTGAGGCCTGE

3. Consensus Miotonicos ~ GAAAAAACCCACCCAGGAGCCAGTGGATTTAGTGGATAACATGTCCCCTGAAGACATTGAGGCCTGE
2,420 2430 2.440 2,450 2,460 2470

1, XM_021078561.1 GAGCGGGAGCAGCTGAGCCAACCTGTGTGTTTTGACTGCTGTTGTATCGACCAGTCCCCCTTCCAGT

2 exon 21 2.8

WM

= |

. Consensus Wild Type
. Consensus Miotonicos

. XM_021078561.1

GAGCGGGAGCAGCTGAGCCAACCTGTGTGTTTTGACTGCTGTTGTATCGACCAGTCCCCCTTCCAGC
GAGCGGGAGCAGCTGAGCCAACCTGTEATGTTTTGACTGCTGTTGTATCGACCAGTCCCCCTTCCAGC

2,480 2,490 2,500 2510 2,520 2530 2540
TGGTGGAGCAGACGTCTCTGCACAAGACTCACACCCTGTTCTCGCTCTTGGGCCTCCACCTTGCTTA
5 exon 21 > exon 22 2.1

. Consensus Wild Type

TGGTGGAGCAGACGTCTCTGCACAAGACTCACACCCTGTTCTCGCTCTTGGGCCTCCACCTTGCTTA

3. Consensus Miotonicos ~ TGGTGGAGCAGACGTCTCTGCACAAGACTCACACCCTGTTCTCGCTCTTGGGCCTCCACCTTGCTTA
2,550 2,560 2,570 2,580 2,590 2,600 2610

1.XM_021078561.1 TGTGACCAGCATGGGGAAGCTCAGGGGTGTGCTGGCCTTGGAGGAGCTCCAGAAGGCCATCGAGGGG

2 exon 22 A exon 23 2.3

2. Consensus Wild Type TGETGACCAGCATGGGGAAGCTCAGGGGTGTGCTGGCCTTGGAGGAGCTCCAGAAGGCCATCGAGGGE
3. Consensus Miotonicos TGTGACCAGCATGEGGAAGCTCAGGGGTGTGCTGGECCTTGGAGGAGCTCCAGAAGGCCATCGAGGGE
2,620 2,630 2,640 2,650 2,660 2670 2,680

1. XM_021078561.1 CACACAAAGTCCGGGGTGCAACTCCGCCCACCCCTTGCCAGCTTCCGGAGTACCACTTCGACTCGAA
> exon 23 2.9

W

A

. Consensus Wild Type
. Consensus Miotonicos

. XM_021078561.1

CACACAAAGTCCGGGGTGCAACTCCGCCCACCCCTTGCCAGCTTCCGGAGTACCACTTCGACTCGAA
CACACAAAGTCCGGGGTGCAACTCCGCCCACCCCTTGCCAGCTTCCGGAGTACCACTTCGACTCGAA

2,690 2,700 2710 2720 2730 2,740
AGACTCCTGGGGGCCCGCTCCCTCCTGCAGAGGLTTGGACCATGCCTGATGATGGAACGGGGGCCAC
» exon 23 3 ¢

2. Consensus Wild Type AGACTCCTGGOGGCCCOCTCCCTCCTGCAGAGGCTTGGACCATGCCTGATGATGGAACGGGGGCCAC

3. Consensus Miotonicos AGACTCCTGGGEGCCCGCTCCCTCCTGCAGAGGCTTGGACCATGCCTGATGATGGAACGGGGGCCAC
2,750 2,760 2,770 2,780 2,790 2,800 2310

1. XM_021078561.1 TAGTGCAGGGGATGCAGCTCCTGACTCCCCAGAGACCCCTGTGCCATCCCCATCCCCAGAGCCCCCT
> exon 23 2.3

W

. Consensus Wild Type
. Consensus Miotonicos

TAGTGCAGGGGATGCAGCTCCTGACTCCCCAGAGACCCCTGTGCCATCCCCATCCCCAGAGCCCCCT
TAGTGCAGGGGATGHAGCTCCTGACTCCCCAGAGACCCCTGTGCCATCCCCATCCCUEGAGCCCCCT
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2,820 2,830 2,840 2,850 2,850 2,870 2,880

1. XM_0210785861.1 CTCTCCCGGGCTCCGGCCAAGGCAGAGAGCGAGCI’GGAGGAGCTGGAGCTGGCGGAGAGTCCGGGGC
exon 23 -~

2. Consensus Wild Type CTCTCCCGGGCTCCGGCCAAGGCAGAGAGCGAGCTGGAGGAGCTGGAGCTGGCGGAGAGTCCGGGET

3. Consensus Mictonicos CTCTCCCGGGCTCCRGCCAAGGCAGAGAGL GAGCT GLGAGGAGCTGGAGCTGGCGGAGAGTCCGGGGC

2,890 2,300 2310 2,320 2,930 2,940

1. XM_021078561.1 CGGAAGAGGAGCTGGCTGACATCTTGCAGGGCCCCAGTCTGLGTCTCACCGACGAGGAGGATGAGGA
exon 23

2. Consensus Wild Type CGGAAGAGGAGCTGGCTGACATCTTGCAGGGCCCCAGTCTGCGTCTCACCGACGAGGAGGATGAGGA

3. Consensus Miotonicos COGGAAGAGGAGCTGGCTGACATCTTGCAGGGCCCCAGTCTGCGTCTCACC GACGAGGAGGATGAGGA

2,950 2.960 23970 2,980 2,930 3,00 3,010

1. KM_021078561.1 CGAACTGATCCTTTGATCATCGCCTGGCCCTCCTCATCGATGGTCCAGAGACCCAGGCTAGAGGGTG
... &xon 23
2. Consensus Wild Type COAACTGATCCT T TGATCATCGCCTGGUCCTCCTCATCGATGOTCCAGAGACCCAGGCTAGAGGGTG

3. Consensus Mictonicos CGAACTGATCCTTTGATCETCGCCTGGCCCTCCTCATCGATGGTCCAGAGACCCAGGCTAGAGGGTG
3,020 3,030 3,040 3,050
1. XM_021078561.1 GGCCTGTGGGGGAGAGGGTATTTCCTAAAGTGGGA

2. Consensus Wild Type GGCCTGTGGGEEAGAGGGTATTTCCTAAAGTGGGA
3. Consensus Miotanicos GGCCTGTGGGGGAGAGGGTATTTCCTAAAGTGGGA

FIGURA 16: Alinhamento entre as sequéncias consensus dos
animais afetados (Consensus Miotonicos), wild types ( Consensus Wild
Type) e a sequéncia referéncia transcrito X1 (XM 021078461.1). A
sequéncia referéncia X1 aparece no topo de cada linha do
sequénciamento, logo abaixo estao anotados os éxon (setas largas
cinzas). Em azul, respectivamente, 3 e 12 polimorfismos encontrados,
comparando os animais afetados e wild types com a sequéncia referéncia
X1. Os | demostram a auséncia dos nucleotideos referentes aos éxon 15 e

16 somente nas sequéncias dos animais afetados.

VII.H) SEQUENCIAMENTO DA REGIAO ENTRE
OS INTRONS 14 E 16

A partir dos produtos amplificados utilizando amostras de DNA de
animais afetados, foram obtidas 38 sequéncias pelo método Sanger. As
sequéncias alinhadas com a sequéncia de referéncia CLCNI1 suino
(NC 010460.4) evidenciaram a presenca de 22 polimorfismos no intron
14; uma insercao de quatro nucleotideos (ATCG) na posicao 23616 a
partir do ATG, localizada no intron 14; 21 polimorfismos no intron 16;
uma delecdao de 60 nucleotideos (g. 28130 28190 del) no intron 16; e
principalmente uma delecao de 4165 nucleotideos entre os introns 14 e
16 (Tabela 15).
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TABELA 15: Polimorfismos, insercao e delecao encontrados nas
sequéncias de DNA dos animais afetados em relacao a sequéncia
gendmica de referéncia para o gene CLCN1 suino (NC 010460.4).

NUCLEOTIDEO NUCLEOTIDEO ~
R POSICAO A ,

NOS ANIMAIS REFERENCIA INTRON

. PARTIR DO ATG
MIOTONICOS NC 010460.4
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 delecao de 4165pb (g. NC 010460.4 del 6912538 6916702), €
composta por: 1137 nucleotideos da extremidade 5’ do intron 14; 214
nucleotideos referentes ao éxon 15; 245 nucleotideos referentes ao
intron 15; 134 nucleotideos referentes ao éxon 16 e 2435 nucleotideos da

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

TABELA 16: Composicao da delegao verificada nas sequéncias de
DNA dos animais afetados em comparacao com a sequéncia referéncia do
gene CLCN1 suino (NC 010460.4).

N° DE

y , POSICAO A PARTIR DO
REGIAO NUCLEOTIDEOS
ATG
(PB)
Einal do intron 14 1137 23658 a 24794
Exon 15 214 24795 a 25008
I,ntron 15 245 25009 a 25253
Exon 16 134 25254 a 25387
Inicio do intron 16 2435 25388 a 27822
TOTAL 4165 23658 a 27822
3

FIGURA 17: Esquema representando a delecao verificada nas
sequéncias de DNA do CLCNI1 dos animais afetados. Os retangulos
representam os introns 14, 15 e 16 e os éxons 14, 15, 16 e 17
respectivamente. O retangulo vermelho sobreposto representa a regiao
de delecao.
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. Intron | - Intron | - Intron | -
Exon 14 14 Exon 15’ 15 ’Exon 16” 16 Exon 177

Exon 14 | Exon 15 Exon 16 | Exon 17

Exon 14 n Exon 15 Exon Exon 17

Exon 14 | Exon 17

FIGURA 18: Esquema representando a transcricao do CLCNI1, na
regiao entre o éxon 14 e o éxon 17, de animais wild type (A) e mioténicos
(B). Em retangulos estao representados os introns e os éxons. em
retangulos verdes a regidao codificante para um dos dominios CBS, em
amarelo o residuo de Tirosina que participa da formacao do poro seletivo
de CI, as linhas tracejadas representam o processamento de splicing.
Note a auséncia dos éxons 15 e 16 no transcrito de animais miotonicos, e
consequentemente a auséncia do residuo de Tirosina e de parte do
dominio CBS.

VIIl.I) DESENVOLVIMENTO DO TESTE DIAGNOSTICO

A genotipagem se deu por observacao das bandas no gel de
agarose 1,5% apos eletroforese. Bandas unicas com tamanho de 868pb
indicam um resultado de homozigoto wild type; bandas duplas com
868pb e 458pb indicam um resultado de heterozigoto; e bandas tnicas de
458pb indicam um resultado de homozigoto recessivo (miotonico) (Figura
19).
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FIGURA 19: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% para teste
diagndstico de miotonia hereditdria em suinos. Pogcos 1 e 20: marcador
de peso molecular. Poco 2- controle para resultado wild type. Poco 3 -
controle para resultado heterozigoto. Poco 4 - controle para resultado
homozigoto recessivo. Pogo 5 -controle negativo da reagao. Pogcos 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 suinos amostrados por conveniéncia foram genotipados e classificados

como Wild Type.

TABELA 17: Resultado do teste diagnoéstico (Genotipo).

Animal Categoria Fenotipo Genotipo
A Fémea adulta (FO) Miotonico del/del
B Macho adulto (F0) Miotonico del/del
C Macho adulto (FO0) Miotonico del/del
D Macho adulto (F0) Miotonico del/del
E Macho adulto (FO0) Miotonico del/del
F Fémea adulta (F1) Normal N/del
G Fémea adulta (F1) Normal N/del
H Fémea adulta (F1) Normal N/del
I Fémea adulta (F1) Normal N/del
] Macho adulto (F1) Normal N/del
K Macho adulto (F1) Normal N/del
L Fémea Jovem (F2) Normal N/del
M Fémea Jovem (F2) Normal N/del
N Fémea Jovem (F2) Normal N/del
0] Fémea Jovem (F2) Miotbnico del/del
P Fémea Jovem (F2) Miotobnico 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) Miotonico del/del
\% Macho jovem (F2) Miotonico del/del
1 Macho Adulto (C) Normal N/N
2 Fémea Adulta (C) Normal N/N
3 Macho Adulto (C) Normal N/N
4 Fémea Adulta (C) Normal N/N
N

6912538 6916702.

= alelo sem a delecao. Del = alelo com

a delecao g. NC 010460.4 del
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VIIl.J) EXPRESSAO RELATIVA DOS TRANSCRITOS CLCN1.
Apés padronizacao, todas as reacOes apresentaram eficiéncia entre

95% e 105%, e apresentaram produtos unicos verificados na curva de
dissociacgao (Figura 20).

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

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 ACT foram

semelhantes entre wild types e heterozigotos, nao havendo amplificagao
nos animais afetados (Tabela 19).

§ |
e FTT |
%"..

FIGURA 20: Curva de dissociacao das reacoes para os produtos

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

abcissas e a fluorescéncia (derivative reporter, -Rn) é exibida no eixo das
ordenadas.
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TABELA 18: Média e desvio padrao para os valores de CT e ACT
referentes ao produto P8 considerando B actina como housekeeping.

Produto P8
CT
, CT CT ACT ACT
Animal Genotipo i CT SD Bactin ACT
médio B actin D mean SD

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

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

Heterozig 23,871 0,238 14,343 0,179 9,528

Heterozig 24,274 0,318 13,9 0,151 10,374 9,677 0,635

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

Recessivo 24,588 0,003 15,985 0,297 8,603

Recessivo 23,481 0,079 14,589 0,144 8,892 9,318 0,999

Recessivo 24,849 0,258 14,388 0,178 10,461
CT SD- desvio padrao entre os valores de CT obtidos na triplicata
da amostra para o produto P8. CT B actin SD- desvio padrao entre os
valores de CT obtidos na triplicata da amostra para o produto B actina.
ACT SD desvio padrao verificado entre os valores de ACT de cada
categoria.

<O ARIWNRF

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

Produto P15-16

CT
i CT CT CT ACT ACT
Animal Genodtipo ) B actin ACT
medio SD B actin D mean 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 - - -
\Y% Recessivo - - 14,388 0,178 -

- nao houve amplificagao. CT SD- desvio padrao entre os valores de
CT obtidos na triplicata da amostra para o produto P15-16. CT B actin
SD- desvio padrao entre os valores de CT obtidos na triplicata da amostra
para o produto B actina. ACT SD desvio padrao verificado entre os
valores de ACT de cada categoria.
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Considerando os valores de 2%4¢T | para o produto P8, a expressao
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 relagao aos animais wild types e

heterozigotos (Tabela 20) (Figura 21).

TABELA 20: Valores de 22T para os produtos P8 e P15-16,
comparados entre os animais wild types, heterozigotos e homozigotos
recessivos.

WTxHR=
WTxHT=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. - nao
houve expressao verificada nos homozigotos recessivos.

Em relacdao ao produto P14/17 (produto com oligonucleotideo
iniciador reverse localizado na juncao entre éxon 14/17), houve diferencga
nos valores de ACT entre os as categorias animais wild type,

heterozigotos e homozigotos recessivos (Tabela 21).

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

CT
, CT CT CT ACT ACT
Animal Genotipo ) Bactin ACT )
médio SD B actin D média SD

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

Heterozig 27,497 0,172 14,940 0,148 12,557
Heterozig 27,341 0,029 14,923 0,051 12,418 12,578 0,171
Heterozig 27,918 0,061 15,159 0,104 12,759
Recessivo 27,415 0,163 15,630 0,08 11,785
Recessivo 26,189 0,04 14,339 0,111 11,850 11,838 0,048

Recessivo 27,074 0,263 15,195 0,049 11,879
CT SD- desvio padrao entre os valores de CT obtidos na triplicata. CT B actin SD- desvio
padrao entre os valores de CT obtidos na triplicata da amostra para o produto B actina.

ACT SD desvio padrao verificado entre os valores de ACT de cada categoria.

<O ARIWNHF
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Considerando os valores de Valores de 2%2T |, para o produto
P14/17 a expressao 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 relacao aos animais heterozigotos e

homozigotos wild types, respectivamente (Figura 21).

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

WTxHR=
WTxHT=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. - nao

houve expressao verificada nos homozigotos recessivos.

18
16 15,73

14
12

10 mWT

mHT
mHR

1 o9 LI5 1 o072

, Hnmillll B

P8 P 15-16 P 14/17

FIGURA 21: Gréafico de barras demonstrando os valores de
expressao relativa para os produtos P8, P15-16 e P14/17 utilizando a
metodologia 2**°T, WT em azul para animais wild type. HT em verde para
0os animais heterozigotos. HR em vermelho para os animais homozigoto
recessivos (afetados). Note a auséncia de valor para o produto P15-16
referente aos animais afetados. Note que a semelhanca entre os valores
dos produtos P8 e P15-16 para os grupos avaliados. Note a diferenca

entre os valores para o produto P14/17.



91

ANALISE DA ESTRUTURA PROTEICA

VIII.K) ESTRUTRURAS PRIMARIA E SECUNDARIA

As sequéncias proteicas preditas para os animais wild type e
recessivo miotonico foram alinhadas com as sequéncias referéncias de
aminoacidos da proteina CLC1 suina, isoforma X1 (XP 020934220.1) e
isoforma X2 (XP 020934221.1) (Figura 15). As sequéncias dos wild types
e X1 sao idénticas. Diferentemente, a sequéncia dos recessivos
miotonicos apresentam duas substituicoes de aminoacidos, consistindo
de uma substituicao de Metionina por Valina e uma substituicao de
Alanina por Valina. Além disso, na sequéncia dos recessivos afetados,
estao ausentes 116 aminodacidos, referentes aos cdédons dos éxons 15 e
16, quando comparados as sequéncias dos animais wild types e/ou
isoforma X1 (XP _020934220.1). Entretanto esses 116 aminoacidos nao
sao considerados na sequéncia referéncia isoforma X2
(XP_020934221.1) (Tabela 23) (Figura 22).

TABELA 23: Diferencas observadas na sequéncia inferida da
proteina CLC1 dos animais recessivos miotonicos, comparadas as
sequéncias: inferida dos animais wild types, sequéncia referéncia
isoforma X1 e referéncia isoforma X2.

A Wwild Ref X1 Ref X2 Posicao desde
Miotonico ..
type  XP_020934220.1 XP_020934221.1 a Met inicial
Val Met Met Met 76
Val Ala Ala Ala 920
Delecao 116
. + + Ausentes 528 643
aminoacidos

+ esses 116 aminoacidos estdo presentes nessas sequéncias.

Considerando a topologia do cotransportador CLC de eucarioto-
CmCLC, essa auséncia de 116 aminoacidos, compreende desde
aproximadamente metade da o-hélice O até a metade do primeiro
dominio CBS (Figura 23).
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X2
dos

animais recessivos destacados em azul. Os | representam a delecédo de

116 aminoacidos na sequéncia dos animais recessivos e,

desses residuos na sequéncia referéncia X2.

isoforma
éncia
a auséncia

referéncia
duos de Valina na sequ

e

i

(XP_020934220.1)

FIGURA 22: Alinhamento entre as sequéncias preditas da proteina
X1

CLC1 dos animais recessivos miotonicos (CLC1 Myotonic Consensus) e
wild types (Wild type Consensus) comparadas as sequéncias referéncia

(XP _020934221.1). Note os dois res

isoforma
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FIGURA 23: Representacao esquematica bidimensional de um
monomero/subunidade do cotransportador CLC de eucarioto- CmCLC
(Feng et al. 2010). As linhas tracejadas horizontais representam a
topologia da membrana plasmatica. Os cilindros representam o Hélices,
que necessariamente nao atravessam a membrana plasmatica, embora
estejam localizadas na membrana, com excecao da hélice A, que é
citoplasmatica. As marcacOes amarelas representam as regides que
participam do poro condutor seletivo para o ions cloreto pertencentes as
hélices a-D, o-F, a-N e a-R. A longa cadeia C-Terminal estd representada
com seus dois dominios CBS. A linha tracejada vertical representa as
metades semelhantes da mesma subunidade. A regidao destacada em
vermelho representa os 116 aminodacidos codificados pelos nucleotideos
ausentes nas sequéncias dos animais afetados.

Foram alinhadas as sequéncias de aminoacidos referéncias da
proteina CLC1 de 15 mamiferos diferentes, incluindo o suino e o humano.
Os numeros de acesso e a respectiva espécie animal estdao listados na
tabela 10.

O alinhamento (Figura 24) resultante possui 73,6% de identidade
absoluta e 89,1% de identidade relativa. Considerando somente a regiao
de 116pb relativas a delegao observada nos animais miotonicos, o
alinhamento das 12 sequéncias obteve 92,2% de identidade absoluta e
97,5% de identidade relativa. Pode-se verificar também os dois residuos
que sao modificados, decorrentes dos polimorfismos dos suinos afetados,

alinhadas com essas espécies.
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13. Manis javanica

14, Dipodomys ordii

15, Dasypus novemcinctus
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FIGURA 24: Alinhamento das sequéncias referéncias de
aminodcidos da proteina CLC1 de 15 espécies diferentes de mamiferos.
As sequéncias estao identificadas conforme a tabela 22. Ressaltado em
branco, cinza e preto estdao os residuos diferentes, similares e idénticos,
respectivamente. Ressaltados em quadrados vermelhos estao as duas
mudancas de residuos verificadas nos animais mioténicos, p.M76V e
p.A920V respectivamente. Note que sao residuos pouco conservados
considerando esse alinhamento. Assinalado em barras azuis estao os
aminoacidos que participam do sitio filtro seletivo ao ion cloreto.
Ressaltado em barras verdes estdo os aminoacidos que formam os dois
dominios CBS. Ressaltados em barra vermelha regiao da delecao. A
delecao engloba um sitio de filtro seletivo - Y na posicao 578 e também,

os 35 residuos iniciais dos 60 residuos que formam o primeiro dominio
CBS.
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VIIl.L) ESTRUTURA TERCIARIA

Utilizando o programa Modeller® foram obtidas 5 estruturas
preditas para cada modelo adotado, portanto 15 estruturas foram

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

TABELA 24: Relacao das estruturas obtidas por homologia com os
modelos 5TQQ, 30RG e 1KPL, e respectivos valores de qualidade para o
programa Modeller®.

Identi Z-score
GA341
ID Modelo d molpdf DOPE score ProSA-
score

(%) 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 30RG 37,44 5185,30957 -76919,43750 1 -4,43
7 30RG 37,44 5241,60205 -75198,86719 1 -3,79
8 30RG 37,44 4919,15039 -75081,53125 1 -4,02
9 30RG 37,44 5056,00586 -75954,14063 1 -4,05
10 30RG 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 estao dispostos na Tabela 25

TABELA 25: Relacao das estruturas obtidas por homologia com os
modelos 5TQQ, 30RG e 1KPL, e respectivos valores de qualidade para o
software Swiss-Model®.

_ Z-score
Identidad
ID Modelo CMQE QMEAN ProSA-
e (%)
web
5TQQ 43,49 0,74 -2,89 -6,66

(CLC_WT)
17 5TQQ 43,41 0,73 -3,79 6,57
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18 30RG 30,66 0,60 -4,75 -6,4

19 30RG 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), apos otimizacao, a estrutura final foi sobreposta ao modelo
5TQQ (Figura 25). O alinhamento entre a sequéncia de aminodacidos
(referentes a sequéncia consensus do RNAm dos suinos wild types)
utilizados para modelar a estrutura 16, e a sequéncia de aminoacidos do
modelo 5TQQ (CLCK bovino) obteve 43,49% de identidade absoluta
(Figura 206).

FIGURA 25: Imagens das estruturas de uma subunidade do CLCI,
5TQQ (magenta) e 16 (ciano). A cada sequéncia de 3 imagens (cada
linha) cada estrutura é rotacionada em 180°. Note alta semelhanca entre

o modelo e a estrutura 16 gerada, principalmente quando sobrepostas.
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FIGURA 26: Alinhamento entre a sequéncia de aminodacidos
referente a sequéncia consensus de RNAm dos suinos wild type
sequenciados e a sequéncia de aminoacidos do modelo 5TQQ (CLCK
bovino). O programa ESPript foi utilizado para exibir o alinhamento
(ATKINSON; SWIFT; LEQUIRE, 1981). A estrutura secundaria esta
anotada acima do alinhamento, as a-hélices estdo nomeadas de A-R
conforme proposto por Dutzler et al. 2002, os residuos conservados estao
marcados em vermelho, os 116 aminoacidos referentes a delecao estao

sublinhados em amarelo.
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Utilizando a mesma abordagem de desenho por homologia, nao foi
possivel o desenvolvimento de uma estrutura representativa para a
sequéncia da proteina CLC1 de animais miotonicos., pois as varias
estruturas geradas nao foram satisfatérias para valores de qualidade
minimos. Entretanto considerando a estrutura 16, determinada no
presente estudo, a delecao g. NC 010460.4 del 6912538 6916702,
corresponde a uma regiao de 116 aminodacidos, que se estende desde
aproximadamente metade da a-hélice O até metade do primeiro dominio
CBS (Figura 27).

FIGURA 27: Estrutura 16, obtida por modelagem a partir da
sequéncia obtida dos animais wild type. Os 116 aminodacidos referentes
aos nucleotideos ausentes nos animais miotonicos estao representados
em vermelho. O residuo de Tirosina que participa do poro seletor para o
ion CL estd representado em amarelo.
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IX. DISCUSSAO

A anamnese e obtencao do histérico familiar dos suinos miotonicos
foi determinante para caracterizar uma enfermidade muscular
hereditaria com padrao de heranca autossémico recessivo (BAROHN;
DIMACHKIE; JACKSON, 2014a). Nessa condigdo, a enfermidade &
verificada na prole de individuos nao afetados, e a prole afetada inclui
individuos de ambos sexos, esses dois aspectos ficam evidentes com a
montagem e analise do heredograma (GRIFFITHS et al., 2016). Além
disso, a analise do heredograma permite apontar o provavel ancestral
comum, disseminador da delecao causadora da miotonia herediaria
nesses animais, o animal numero 18.

Todos o0s suinos acometidos apresentaram anormalidades
relacionadas somente ao sistema muscular, os sinais clinicos verificados
nos suinos acometidos foram semelhantes as descrigcoes clinicas
existentes de miotonia congénita em humanos (GEORGE et al., 1993;
KOCH et al., 1992a; STEINMEYER et al., 1991), cabras (BECK; FAHLKE;
GEORGE ]JR., 1996), caes (FINNIGAN et al., 2007; RHODES et al,,
1999), cavalos (WIJNBERG et al., 2012a) e em bufalos (BORGES et al.,
2013), principalmente em relacao a hipertrofia e rigidez musculares,
presenca de scare response seguida por decubito. Entretanto hipertrofia
lingual e outras alteracoes bucais conforme descrito em gatos
(GANDOLFTI et al., 2014) nao foram verificadas nos suinos afetados. Em
decorréncia do comportamento inerente da espécie suina, as frequentes
vocalizacoes verificadas durante a ocorréncia de startle response e
durante a intensa rigidez muscular, nao podem ser inferidas como um
indicativo de dor. Além disso, nenhuma alteragcdao adicional no
comportamento, indicativa de dor, foi verificada portanto a presenca ou
auséncia de dor nao pode ser determinada

A auséncia de sinais clinicos como fraqueza progressiva e distrofia
muscular, corroboraram com um tipo de miotonia nao distréfica. A
presenca do fenomeno warm-up, presente em todos os suinos
acometidos, direcionou a suspeita clinica 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 percussao muscular foi eficiente em
gerar a miotonia, os animais miotonicos apresentavam miotonia
percussiva com a formacgao de dimples (BORGES et al., 2013).

Dentre os afetados, trés animais adultos que apresentavam a forma
intensa da miotonia herediaria, vieram a Obito decorrente a ocorréncia
de crises de rigidez muscular nos piquetes sem abrigo do sol.
Provavelmente o calor intenso associado com a rigidez muscular intensa
contribuiram para a dificuldade respiratéria e morte. Sabe-se que a
miotonia heredidria em caracter recessivo ¢ mais grave que em carater
dominante (DUFFIELD et al., 2003; KOCH et al., 1992a; PORTARO et al.,
2015), porém, assim como verificado em bufalos (BORGES et al., 2013) e
gatos (GANDOLFI et al., 2014), animais acometidos pelo mesmo defeito
genético apresentaram variacao fenotipica. As alteracdes funcionais no
CLC1 decorrentes de defeitos no CLCN1 sao variaveis, pois estao
relacionadas com a implicancia fisiolégica de cada defeito considerado
(MATTHEWS et al., 2010; PORTARO et al., 2015). Essa caracteristica da
miotonia decorrente de canalopatia do CLC1 é constantemente descrita
em humanos. Algumas abordagens tém buscado relacionar o fenétipo
resultante com o tipo de mutacao causadora (BRUGNONI et al., 1999; DE
DIEGO et al., 1999a; MOON et al., 2009; WU et al., 2002) e com o efeito
da hibridizacao de subunidades defeituosas e wild types (CHEN et al.,
2004; KUBISCH et al., 1998). Também, em humanos, aspectos como o
género (COLDING-JORGENSEN et al., 2003; FEZA et al., 1998) e a idade
(BECKER, 1977; THOMSEN, 1876) foram propostos para justificar essa
variacao fenotipica, embora nem mesmo estudos do perfil de expressao
génica (DUNO et al.,, 2004) tenham demonstrado alguma relagao. 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 fenotipos resultantes de mutagdes no
gene CLCN1 (PORTARO et al., 2015).

A dosagem sérica das enzimas hepaticas e musculares usualmente

nao apresentam anormalidades em humanos (SAMAHA et al.,, 1967) e
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gatos (TOLL; COOPER; ALTSCHUL, 1998) acometidos por miotonia
herediaria, e nao sao considerados na maioria das descricoes 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 suinos avaliados, em ambos os momentos de
coleta considerados, apresentaram valores bioquimicos acima da
referéncia para AST, ALT, DHL e CK. Entretanto os valores de referéncia
de para essas enzimas é muito variavel nessa espécie animal e estariam
dentro da normalidade considerando outros trabalhos (FRIENDSHIP et
al., 1984; KLEM et al., 2010). Estudos tem demonstrado grande variagao
dos valores de referéncia para as dosagens rotineiras de bioquimica
sérica de suinos normais. Fatores como alimentacdo, categoria animal,
raca, idade, sexo e prenhez influenciam consideravelmente esses valores
(BROCKUS et al., 2005; COOPER et al.,, 2014; ELBERS et al., 1994;
FRIENDSHIP et al.,, 1984; KLEM et al.,, 2010). Como nao foram
realizados grupos controles para essas variaveis, nao podemos afirmar
que esses valores de bioquimica sérica estao realmente acima da
normalidade. Portanto, nao podemos afirmar que os valores de
bioquimica sérica sao relevantes para o diagnostico de miotonia
heredidria em suinos.

Os resultados do exame histopatolégico demonstraram hipertrofia
de algumas fibras musculares dos animais afetados. Nao foram
encontradas alteragcoes de distrofia muscular, corroborando com as
descricoes de miotonia heredidria em varias espécies animais (BORGES
et al., 2013; BRYANT; LIPICKY; HERZOG, 1968; GANDOLFTI 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 padrao classico de descargas miotonicas
espontaneas que diminuem em amplitude e frequéncia, apresentando
som diver bomb caracteristico (KIMURA, 1989; MICHELL, 2013;
PRESTON; SHAPIRO, 1998). Esses resultados possibilitaram a
classificacdao da miotonia verificada em suinos na categoria 1, reforcando

a suspeita de uma canalopatia de canal de cloro muscular (HEATWOLE;
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STATLAND; LOGIGIAN, 2013; MILLER, 2008).

O alinhamento das sequéncias dos transcritos do CLCN1 obtidas
dos animais experimentas com a sequéncia referéncia X1
(XM 021078561.1) demonstrou a existéncia de 3 e 12 polimorfismos para
as sequéncias dos animais wild type e os animais miotonicos,
respectivamente. Para os animais wild type nenhum dos polimorfismos
modificam o aminacido codificado. Para os animais miotonicos, somente
dois desses polimorfismos sdao codificantes para aminoacidos diferentes,
c.226 G>A e c.2759 T>C resultando na substituicao de um residuo de
Metionina por Valina e de um residuo de Alanina por Valina,
respectivamente, nas posicoes 76 e 920 da proteina codificada.
Entretanto, nao se pode atribuir a esses SNPs a causa da miotonia
herediaria em suinos, devido ao aspecto de que esses aminoacidos nao
sao conservados nas sequéncias de aminoacidos das espécies de
mamiferos avaliadas, ocorrendo sequéncias que compartilham o residuo
de Valina nas respectivas posigoes. Outro aspecto é que aminoacidos
hidrofébicos, como é o caso dos aminoacidos envolvidos nessas
substituigoes, frequentemente podem ser substituidos por aminoacidos
do mesmo grupo sem incorrer maiores alteragoes na estrutura e funcao
da proteina (CASTRO-CHAVEZ, 2010; GOLDBERG; WITTES, 1966).

A maior alteracao verificada na sequéncia dos animais miotonicos
consiste na auséncia dos nucleotideos 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 ficou
demonstrado que apenas 5 (2,63%) das 190 sequéncias de RNAm
disponiveis banco de dados Reference sequence RefSeq - NCBI sao
homélogas para o trasncrito X2. O alinhamento dessas sequéncias possui
baixa cobertura, a maior delas com 58% de cobertura e identidade
incompleta. Ademais, essas sequéncias homodlogas sao também
transcritos alternativos, com excecao da sequéncia PREDICTED: Bison
bison bison chloride channel, voltage-sensitive 1 (CLCN1), mRNA
(XM 010834009.1), que ¢ ftunico transcrito anotado para a espécie.
Entretanto, a sequéncia da proteina resultante desse transcrito esta
anotada como XP 010832311.1 “LOW QUALITY PROTEIN: chloride
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channel protein 1”, indicando que a sequéncia XM 010834009.1
correspondente foi modificada em relagao a sequéncia do genoma para
corrigir possiveis erros de emparelhamento (O’LEARY et al., 2016).
Dessa forma, fica evidente que o transcrito alternativo X2, sem os
nucleotideos referentes aos éxons 15 e 16, €& pouco frequente e
geralmente consiste em um transcrito alternativo. Portanto, o Bisao
americano € a unica espécie que possui esse transcrito como principal,
entretanto com a ressalva de que provavelmente esse transcrito nao seja
codificante para uma proteina funcional.

Com o sequenciamento Sanger da regidao entre os introns 14 e 17
dos animais afetados, foram identificados 35 polimorfismos, 1 insercao e
2 delegoes. A insercao, a menor das delegoes e todos esses polimorfismos
sdao existentes em regides de introns e longe das jungdes éxons/introns.
Existem doencgas genéticas humanas descritas causadas por mutacgoes
internas em introns (CUNHA et al.,, 2016; DEHAINAULT et al., 2007;
VAZ-DRAGO; CUSTODIO; CARMO-FONSECA, 2017), inclusive
enfermidades miotdnicas como a DM1 e DM2 (BEROUD et al., 2018;
BROOK et al., 1992; GONORAZKY et al.,, 2016; RANUM et al.,, 1998),
entretanto, nao existe descricado de miotonia congénita/hereditaria
relacionada a mutacgoes internas em introns em nenhuma espécie. Além
disso, essas regides de introns do CLCNI1 apresentam elevada
variabilidade, e dessa forma, torna-se complexo e fora da abrangéncia do
presente estudo, avaliar se esses polimorfismos interferem com a funcao
ou expressao do CLC1.

A maior das delecoes consiste de 4165 nucleotideos, localizada
entre os introns 14 e 17, incluindo dessa forma os nucleotideos
referentes aos éxons 15 e 16. Embora delecoes de éxons sao a causa
frequente de MC em humanos (RAJA RAYAN et al., 2012a) entretanto as
mutacoes relacionas consistem em defeitos no processo de splicing
(MAZON et al., 2012; ULZI et al., 2012). Nao existia, até o momento,
descricao de delegcao gendmica envolvendo éxons como mutacoes
causadoras de MC em nenhuma espécie.

Esse é o primeiro estudo a descrever a miotonia hereditaria

afetando suinos e também o primeiro estudo a descrever uma delegao
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gendmica envolvendo éxons do gene CLCNI1, acometendo uma espécie
animal. A alteracao genética causadora da miotonia hereditaria em
suinos consiste de uma delecao de 4165pb de extensao no genoma
(NC 010460.4 g. del 6912538 6916702), englobando os éxons 15 e 16
que dessa forma, nao sao transcritos (XM 021078561.1 c. del
1583 1930).

A implicancia bioldgica dessa delecao causar a miotonia hereditaria
nos suinos é suportada por varias caracteristicas. Primeiramente, pode-
se verificar que todos os 9 animais miotonicos e seus progenitores sao
respectivamente homozigotos e heterozigotos para NC 010460.4 g. del
6912538 6916702. Somado a esse aspecto, o teste de genotipagem
padronizado possibilitou verificar que 100% (150/150) das amostras dos
suinos nao relacionados a familia de animais miotonicos, foram
classificados como homozigotos wild type para g. NC 010460.4 del
6912538 6916702.

De forma semelhante ao presente estudo, a auséncia dos
nucleotideos referentes aos éxons 15 e 16, também foi considerada como
o defeito molecular causador de miotonia hereditaria em gatos,
entretanto o mecanismo envolvido nessa condicao estava relacionado a
uma forma de splicing alternativo e nao uma delecao gendmica
(GANDOLFI et al., 2014). Na mesma regiao da delecao verificada no
presente estudo, uma mutacao pontual c.1775 A>C foi descrita como
causadora de miotonia hereditaria na espécie equina (WIJNBERG et al.,
2012a) e duas substituicoes de aminodcidos caracterizaram a criacao de
peixes-zebra modelos dessa enfermidade para humanos (CHENG et al.,
2014). Além disso, pelo menos seis mutagoes decorrentes de SNPs
(substituicao unica de nucletoideo), localizadas na regidao da mutacao
descrita no presente estudo g. NC 010460.4 del 6912538 6916702,
foram descritas como causadoras de miotonia congénita em humanos
(BURGUNDER et al., 2008; KATSUMATA et al., 1998; KUBISCH et al.,
1998; LEHMANN-HORN et al., 1995; LIU et al., 2015).

A proteina CLC1 apresenta alta homologia (STAUBER; WEINERT;
JENTSCH, 2012) e conforme verificado nesse trabalho, o alinhamento da

sequéncia de aminoacidos de 12 diferentes espécies de mamiferos
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(Figura 27) permitiu verificar que a regiao de 116 aminodacidos relativos
a delecao observada nos animais miotonicos é altamente conservada e
apresenta 92,2% de identidade absoluta e 97,5% de identidade relativa
entre todas as espécies.

A modelagem de proteinas transmembrana consiste em um desafio,
principalmente devido a baixa identidade entre as sequéncias utilizadas e
os modelos estruturais disponiveis (LOUET et al., 2017). No entanto,
mesmo com uma identidade entre as sequéncias proximo 20%
(OLIVELLA et al., 2013) as proteinas transmebranas compartilham muita
semelhanc¢a na conformacao espacial de regidoes centrais. Dessa forma, a
estrutura adotada na presente pesquisa obtida por modelagem, além de
satisfazer valores de qualidades comparados aos de proteinas nativas,
apresentou uma identidade de sequéncia de 43,49% com o modelo de
canal CLCK bovino 5TQQ utilizado (PARK; CAMPBELL; MACKINNON,
2017), consistindo dessa forma uma estrutura representativa do CLC1
suino. Considerando a revisao bibliografica, essa é a primeira vez que se
modela o canal CLC1 . No entanto, nao foi possivel construir a porgcao N-
terminal, e consideraveis gaps podem ser notados no alinhamento.

Em relacao a estrutura do canal CLC1 suino, a delegao g.
NC 010460.4 del 6912538 6916702 corresponde a aminoacidos que
participam de regidoes importantes da estrutura do canal CLCI1, como
parte da o-hélice O e inteiramente as a-hélices P,Q e R. Vale salientar
que além da a-hélice R ser a transicao entre a porcao transmembrana e a
porcao citoplasmatica c-terminal do CLC1, ela também possui o residuo
de Tirosina (Tyr-578) que participa da formacao do poro seletivo para o
ion Cl. Esse residuo é conservado em varias estruturas tercidrias
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 delecao g. NC 010460.4 del 6912538 6916702 também implica a
auséncia de 58,33% (35/60) dos aminodacidos que formam o primeiro
dominio CBS. Os dominios CBS estao envolvidos em varias funcoes

bioldgicas de diversas proteinas, 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 dominios CBS (BATEMAN, 1997;
DUTZLER et al., 2002; FENG et al., 2010; MARKOVIC; DUTZLER, 2007b;
MEYER; DUTZLER, 2006; PARK; CAMPBELL; MACKINNON, 2017). As
funcdes biolégicas dos dominios CBS no CLC1 ainda nao estdao bem
conhecidas, acredita-se que modulam a atividade do canal CLCI,
principalmente por ligacado com ATP e influéncia pelo PH e
temperatura(BENNETTS et al.,, 2005, 2012; BENNETTS; PARKER;
CROMER, 2007; TSENG; BENNETTS; CHEN, 2007). A importancia é
ressaltada devido a mutacoes envolvendo os dominios CBS serem
descritas causando miotonia congénita em humanos, por exemplo,
mutagOes envolvendo o primeiro dominio CBS causando essa
enfermidade com padrao recessivo (CHEN et al., 2004; DE DIEGO et al.,
1999a; SASAKI et al., 1999) semelhante ao presente estudo.

Uma caracteristica importante da delecaéo NC 010460.4 g. del
6912538 6916702, descrita nesse estudo, é que ndo ocorre mudanca da
fase de leitura do RNAm, e dessa forma o nucleotideos referentes aos
éxons 17 até o 23 estdo presentem e provavelmente sao traduzidos de
forma semelhante aos animais wild types. Entretanto, nao foi possivel a
modelagem por homologia da estrutura tercidria do CLC1 dos animais
miotOnicos, pois a auséncia dos 116 aminoacidos (aminoacidos 528 a
643) decorrentes da delecao modifica a sequéncia da proteina CLCI, e
assim os aminoacidos reposicionados nessa regiao nao possibilitam um
alinhamento adequado, e dessa forma impossibilitam a construcao de
estruturas satisfatorias.

Esse possivel reposicionamento dos aminoacidos ¢é relativo a
extremidade carboxi-terminal do CLCI. Em um estudo realizado em
1997, Hryciw et al. avaliaram o efeito da remocao da extremidade
carboxi-terminal do CLC1 (Rattus norvegicus) sobre a expressao génica,
proteica e funcao do canal (patch-clamp). Para isso a remocao foi
realizada em cinco pontos diferentes, removendo os ultimos 72 (fs923X),
100 (fs895X), 125(L869X), 398(N596X) e 420(Q574X) aminoéacidos
respectivamente para cada ponto. Nesse estudo, ficou demonstrado que

em fs923X e fs895X houve diminuicao do funcionamento do CLC1; em
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L.869X, embora houvesse expressao génica e proteica, nao foi verificada
nenhuma atividade do CLC1 resultante; e em N596X e Q574X nao foram
verificadas expressao proteica e nenhuma atividade do CLC1 resultante.
Embora nao tenha sido possivel a obtencao por da estrutura terciaria do
CLC1 suinos afetados, se for considerado que os aminoacidos
reposicionados nao determinem prejuizo a funcao do CLCI1, esse
posicionamento ocasionaria consequentemente a auséncia dos 116
aminoacidos finais da extremidade carboxi-terminal, e dessa forma, seria
semelhante aos CLC1 mutantes fs923X e fs895X.

Véarias etapas de investigacao molecular foram necessarias
conforme avancava-se o0 conhecimento sobre o defeito molecular
causador da MC em suinos. Um aspecto interessante nessa espécie, é a
existéncia de dois transcritos para o gene CLCN1. Com a analise da
sequéncia codificante desses transcritos, pode-se verificar que o
transcrito X1 (XM 021078561.1) possui 23 éxons e o transcrito X2
(XM 021078562.1) apenas 21, por nao possui os nucleotideos referentes
aos éxons 15 e 16, a auséncia desse éxons consiste na mesma alteracao
descrita nesse estudo envolvendo os suinos afetados por MC.

O splicing alternativo do RNAm é um dos muitos mecanismos que
participam da regulacdo da expressao génica e é fundamental para a
existéncia 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
codificadores de canais iOnicos, como por exemplo, em canais de cloro
ativados por calcio (Anoctamin-1) possibilitando que diferentes isoformas
das proteinas 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-expressao de dois transcritos, e a existéncia
de proteinas heterodimeras com propriedades funcionais semelhantes a
nativa, indicando que a proteina nativa pode ser heterodimera em vez de
homodimera como se aceitava (PONISSERY SAIDU et al., 2013).
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Em relagdo a familia CLC, transcritos alternativos foram descritos
para o CLCN3 de humanos com diferentes funcbes e niveis de
expressao(OGURA et al.,, 2002), e de ratos com co-expressao de duas
isoformas produzindo canais funcionais (SHIMADA et al.,, 2000); o
CLCNZ2 de ratos (CHU et al.,, 1996; CHU; ZEITLIN, 1997) e de suinos
(LOEWEN et al., 2000), e do CLCN6 de humanos (EGGERMONT et al.,
1997), porém esses estudos nao demonstraram a existéncia ou nao de
alteragoes funcionais. J& para os canais CLCN1 e CLCNb5, transcritos
alternativos sao descritos sempre relacionados a miotonia congénita e a
doenca de Dent, respectivamente (BORGES et al., 2013; CHARLET-B et
al., 2002; CHEN et al., 2004; FORINO et al., 2004; GANDOLFI et al.,
2014).

J& foram demonstradas diferencas nos niveis de expressao
relativos, comparando humanos afetados por MC com modo de heranca
dominante e com modo de heranca recessivo (DUNO et al., 2004), sendo
verificado que os dominantes apresentavam o dobro de expressao do
CLCN1 em relacao aos acometidos por miotonia congénita sob modo
recessivo. Entretanto, o presente estudo, é o primeiro a comparar a
expressao relativa considerando individuos wild type, heterozigos e
homozigotos para um mesmo defeito molecular causador de miotonia
hereditaria sob modo de heranca recessivo. Ficou demonstrado que os
suinos afetados, heterozigotos e wild types expressaram o produto P8 de
forma semelhante. Esse resultado corrobora com o observado por Imbrici
et al. (2016), que verificou que a quantidade relativa expressa de CLCN1
de um humano mioténico, estava dentro da faixa de valores referente aos
humanos wild type. Entretanto, diferentemente do presente estudo
envolvendo suinos afetados por miotonia hereditdria sob modo recessivo
(Becker), em seu estudo Imbrici et al., utilizou um humano carreador
afetado por MC sob padrao dominante (Thomsen).

De forma inédita também, demonstramos que animais wild type
expressam um transcrito sem os nucleotideos referentes aos éxons 15 e
16. Embora a sequéncia do transcrito alternativo X2 (XM 021078562.1)
ja estivesse disponivel no banco de dados Refseq (NCBI), sendo

caracterizada por nao possuir os éxons 15 e 16, e dessa forma,
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semelhante ao transcrito decorrente da delecao g. NC 010460.4 del
6912538 6916702 descrita nos suinos mioténicos no presente estudo,
nao era possivel afirmar que suinos wild type para g. NC 010460.4 del
6912538 6916702 expressavam esse transcrito alternativo. Os suinos
wild type expressam aproximadamente 6% da quantidade expressa pelos
suinos afetados desse transcrito sem os éxons 15 e 16. Nao existe
descricao em nenhuma espécie animal de transcrito alternativo do gene
CLCN1 sem estar relacionado a miotonia congénita/hereditaria, e dessa
forma, nao existe estudo atribuindo funcao a um transcrito alternativo do
CLCNI1.

Embora existam mecanismos de controle que impedem a traducao
de transcritos alternativos como o Nonsense-mediated mRNA decay
(HUG; LONGMAN; CACERES, 2016; MCILWAIN et al., 2010;
MEDGHALCHI et al., 2001; WITTKOPP et al., 2009), é possivel que
ocorra tradugcao esse transcrito alternativo expresso nos suinos wild
type. Estudos de expressao proteica poderiam quantificar essa situacao e
também demonstrar sua existéncia ou nao bem como seus efeitos e até
mesmo a existéncia de heterodimeros de CLC1, ou seja, canais CLCI1
hibridos formados por duas subunidades distintas, uma wild type e uma
mutante. Vale salientar que a expressao de heterodimeros de CLC1 wild
type/mutantes ja foi descrita em humanos (LIN et al., 2006; SIMPSON et
al., 2004). E provavel que outras espécies animais expressem transcrito
semelhante ao decorrente da delecao 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 suinos (XM 021078562.1) disponiveis no banco de dados Refseq
(NCBI), como o Bos taurus, Bos indicus, Cercocebus atys, Bison bison
bison e Macaca fascicularis.

O presente estudo nao avaliou a expressao proteica, e nem a
funcionalidade do CLC1 mutante para ¢g. NC 010460.4 del
6912538 6916702, entretanto, é esperado que essa delecao reduza em
pelo menos 70% a condutéancia ao i6n CL’, pois é o minimo necessario
para que ocorre miotonia (BRYANT, 1969; BRYANT; LIPICKY; HERZOG,
1968; FURMAN; BARCHI, 1978; KOCH et al., 1992a).



115

X. CONCLUSOES

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

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

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

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

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

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

genotipagem para mutacoes envolvendo grandes delecoes.
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Abstract

The major cause of hereditary non-dystrophic myotonia occurs due to mutations
in the CLCNT gene, coding for the CLC7 protein that forms the ionic channel
selective for the predominant chloride ion in skeletal muscle tissue. Mutations in
the CLCN71 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 CLCN7. 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 CLCN7 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 CLC7 protein. Paradoxically, we demonstrated that wild-type
animals express the same form of the mutated CLCN7 gene, but in low levels.
These findings highlight some questions, what the function of expression of this
variant of the CLCN7 gene? If this mutated form is translated in wild-type
animals, could exist CLC7 mutated protein in muscle tissue of this animals?
Could exist heterodimers of CLC7 protein?

INTRODUCTION

Mutations in the CLCN7 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 - CLC7 - of the skeletal
muscle tissue [1]-[3]. The function of CLCT? is essential to ensure sarcolemmal
electrical stability. In rest, the chloride conductance of skeletal muscle
represents 85% of all conductance [4]-[6]. Impairing the CLC7 function leads to
MC by the occurrence of depolarization's on membrane surface resulting in a
delay in muscle relaxation [6]-[9].

The CLC7 channel is a homodimer protein, member of the CLC protein
family [10]-[12]. Each sub-unit can function independently, and like others CLC
channels, CLC7 was comprised by 17 a-helices forming a transmembrane
domain and 2 intracellular cystathionine beta-synthase (CBS) domains [10], [13]-
[17]. Therefore, the 3D structure of CLC7 channels remaining not determined,
also the correlation of the structure with the functions of CLC7 channel are not
well understood. Nevertheless, several CIC homologs with known 3D structures
were reported, as the bacterial Escherichia coli CIC transporter (EcCIC) [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 CLCN7 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 wvariable 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.

Startle response

Intensity Muscle hipertrophy Muscle stiffness 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).
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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.
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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 CLCN7 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 CLCN7 gene (XM 021078561.1).

Cédon Ref X1 WILD RESULTING POSITION FROM
MYOTONIC EXON
XM_021078561.1 TYPE AMINOACID 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 Exon 23 2802
CCG CCG CCA Proline Exon 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 different

species of mammals (Figure 5).
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FIGURE 5: Alignment of the amino acid reference sequences of the
CLC1 protein from 15 different species of mammals. Sequences are
identified according to table 5. 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.

Additionally, when compared the gDNA reference sequence of CLCNT7
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.

Iritron Exon Intron Exon Introi1 Exon
Exon14 | a4 15 15 16 16: 17

FIGURE 6: Schematic representation of the deletion (g. NC_010460.4 del
6912538 6916702) present in the CLCN7 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.
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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 CLC7 protein of
wild-type animals with references sequences of CLC7 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 CLC7-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 CLC7, 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 CLC7-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 57QQ (bovine
CLCK) model. The ESPript program was used to display the alignment (Robert
and Gouet 2014). The secondary structure is noted above the alignment, -
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 (CLC7-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 a-helix O to the first half of the first CBS domain
(Figure 9).
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FIGURE 9: Images of the structures of a subunit of CLC7-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 a-helix O to the first
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 ACT mean values of P8 - 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 ACT mean values of
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 ACT mean values were different between wild-type,
heterozygous and homozygous for the deletion (Table 3). Homozygous for
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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: ACT mean values of Wild-type, heterozygous and homozygous affected
animals for P8, P15-16 and P14/17 products.

P8 P15-16 P14/17
GENOTYPE
ACT mean ACT SD ACT mean ACT SD ACT mean ACT SD
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 9,318 0,999 - - 11,838 0,048
(myotonic) ’ ’ ’ ’

ACT SD the respective values of standard deviation for each genotype group. -
were no aplification values for the product P15-16 for homozygous affected
animals.

For the amplicon P14/17, the ACT mean values were different between
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.
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FIGURE 10: Chart of relative expression values for amplicons P8, P15-16 e
P14/17 (-AACT). Blue bars — 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 CLC7 protein [37], [38], gender [43], [44], age [45], [46] and CLCN7
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 CLC7
(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 CLCN7 nucleotides sequences of
affected pigs, was the absence of exons 15 and 16. However, two alternative
transcripts for the CLCN7 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 17, 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 CLCN7 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 CLC17.

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 CLCNT7 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 CLCN7 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 vyellow 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 CLC17 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 CLC7 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 — CLC7-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 CLC7 protein
and considerable gaps can be noticed in the alignment (Figure 5), the CLC7-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 CLC7 protein. These
regions include part of a-helice O and completely the o-helices P, Q and R.
The a-helice R is the transition between the transmembrane and cytoplasmatic
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 CLC7 proteins are not yet well known, they are proposed to
modulate CLC7 channel activity, mainly by ATP binding and influence by Ph
and temperature [72]-[75]. However, the importance of CBS domains in CLC7
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 CLC7
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 CLC7 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 CLCT7 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 CLC7. In a study conducted by Hryciw et al.
(1997), they evaluated the effect of excising of the C-terminal portion on the
function of CLC7 (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 CLC7
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 CLCT7.

Considering the swine species, two transcripts for the CLC7 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 CLCN7 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 CLCN7 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 CLCN7 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 CLCN7 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 CLC7 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 CLC7 heterodimers.

The present study did not evaluate the protein expression, nor the
functionality of the mutant CLC7 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,
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 CLCN7 mRNA of pigs
(supplementary material). RT-PCR reactions were prepared to a final volume of
25 pul, containing: 2 pl of cDNA (approximately 26 ng), 240 nM of each primer,
12.5 Ml of the GoTag® Green Master Mix (Promega, USA ™ ) and water
nuclease free qsp. The thermocycling conditions were adapted for each
amplicon. The entire coding sequence of the CLCN7 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 pl using 2 pl of DNA (approximately 0.4 pg), 0.4 UM of Forward
primer, 0.4 UM of the first Reverse, 12.5 [l of the GoTag® Green mix Master
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 Iladder®, 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 Ml containing 1.0 Pl of the primer Forward or Reverse used in the PCR
reaction at a concentration of 5 UM, 2 ul of the purified PCR product, 1.0 ul of
the BigDye® Terminator v3.1 Cycle mix Sequencing Kit (Applied Biosystems®),
1.5l 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 CLCN71 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 pl using 2 pyl of DNA (approximately 0.4 pg), 240 nM of the forward
oligonucleotide, 120 nM of each reverse oligonucleotide, 12.5 pl of the GoTaq®
Green Master Mix (Promega, USA ™) and water nuclease free gsp.

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 CLCN7 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 20pl, containing 200nM of each
primer oligonucleotide, 2ul of cDNA (approximately 26ng), 10ul of GoTaq®
gPCR 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

o

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 CLC7 protein sequence of wild-type and affected animals were
predicted by wusing 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 CLC7
sequence of another 15 different mammalian species, to verify conserved regions

between species (Table 5).

TABLE 5:Identification of the sequences used for alignment of the
CLC1 protein from 15 mammalian species.

Acess number Protein
Sequence ID Species

Refseq - NCBI 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 Eauus caballus -
13 XP 017527433.1 Manis iavanica -
14 XP 012877091.1 Dinodomvs ordii -
15 XP_004474189.1 Dasypus ]

novemcinctus
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The structure of the pig CLC7 of wild-type animals was modeled using

the consensus mRNA sequence of the wild-type animals (CLC7-WT) and affected

animals (CLC7-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 CLCN71 gene (NC 010460.4).

Nucleotide in

Reference
sequences of myotonic Position from ATG Intron
NC 010460.4

animals -

¢} 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
¢} 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
¢} 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
¢} 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 ACT mean values of P8 and respective values of standard deviation.

CT
P8 P8 CT-SD ACT
Genotype mean ACT ACT SD
CT mean CT SD B actin mean
B actin
wild type 1 23,169 0,085 14,209 0,243 8,96
wild type 2 22,962 0,184 13,844 0,048 9,118 9,526 0,847
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
Heterozygous K 24,274 0,318 13,9 0,151 10,374 9,677 0,635
Heterozygous Q 23,42 0,009 14,29 0,093 9,13
Homozygous O 24,588 0,003 15,985 0,297 8,603
Homozygous P 23,481 0,079 14,589 0,144 8,892 9,318 0,999

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 CLCNT gene. B actin — housekeeping gene.

6 TABLE 3: ACT mean values of P15-16 and respective values of standard
deviation.

P15-16 P15-16 r CT-SD ACT ACT
Genotype mean ACT
CT mean CT SD B actin mean SD
B actin
wild type 1 22,064 0,239 14,209 0,243 7,855
wild type 2 22,125 0,284 13,844 0,048 8,281 8,455 0,703
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
Heterozygous K 22,935 0,104 13,9 0,151 9,035 8,93 0,506
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 CLCN7 gene. B actin — housekeeping gene. -
amplification was not detected.
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7 TABLE 4: ACT mean values of P14/17 and respective values of standard

deviation.
CT

P14/17  P15-16 CT-SD ACT ACT

Genotype mean ACT
CT mean CT SD B actin mean SD

B actin

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

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
Heterozygous K 27,341 0,029 14,923 0,051 12,418 12,578 0,171

Heterozygous Q 27,918 0,061 15,159 0,104 12,759

Homozygous O 27,415 0,163 15,630 0,08 11,785
Homozygous P 26,189 0,04 14,339 0,111 11,850 11,838 0,048

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
housekeeping gene. - amplification was not detected.

14-17 boundary of

CLCN1 gene. B actin -
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6- FIGURE 2: Alignment of the amino acid reference sequences of the CLC7
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 periddico PLOS Genetics para elaboracao de
trabalho cientifico.

Disponivel em http://journals.plos.org/plosgenetics/s/submission-
guidelines#loc-style-and-format

Style and Format
Manuscript Organization
Parts of a Submission

Additional Information
Requested al Submission

Cther Article Types
Give Feadback

Submission Guidelines

PLOS Genetics publishes original research that clearly demonstrates novelty, importance to a particular
field, biological significance, and conclusions that are justified by the study.

Our aim is to make the editorial process rigorous and consistent, and to offer the best possible support to
our authors throughout this process. Authors are encouraged to decide how best to present their ideas,
results, and conclusions, but all research should be presented in a form that is readable to those in the
field, easily understood by scientists outside of the immediate discipline, and comprehensible to readers
whose first language is not English. The writing style should therefore be concise and accessible, Care
should be taken to define abbreviations clearly and to use correct genetic and systematic nomenclature.

We strongly encourage authors to seek input from their co-authors and colleagues with different expertise
when preparing their manuscript for submission to ensure that the style of writing, clarity of meaning, and
spelling, punctuation, and grammar are at a very high level. A variety of style and writing guides are
available, including The Elements of Style (New York: bartleby.com, 1999) and the Manuscript Preparation
recommendations of the International Committee of Medical Jounal Editors (ICMJE). Editors and/or
reviewers may also make suggestions for how to achieve optimal quality and clarity of presentation, as wel
as potential cuts or additions that could strengthen the manuscript.

Related infarmation for authors
3 Submission system
> Journal scope and publication critaria
>

Getting started guide

w

Guidelines for other article types

¥ Guadelines for revisions

W

Publication leas

Style and Format
Manuscript files can be in the following formats: DOC, DOCX, RTF or POF, Microsoft Word documends should
Eile format nat be locked or protacted.

LaTeX manuscripts must be submitted as PDFs, Read the LaTeX guidelines.

Manuscripts can be any length, There are no restricticns on word count, number of figures, or amount of
Langth supporting information,

We encourage you to present and discuss your findings conclsely.

Use a standard font size and any standard font, except for the: font named “Symbel”, To add symbals to the
Font manuscript, use the Insert — Symbol function in your word processor or paste in the appropriate Unicode
character,

Lisdl manuscript sections and sub-sactions ta 3 heading levels, Make sure heading levels are cleary indcaled
Headings in the manuscript text.

Manuseript text should be double-spaced.

Layout and
ap:ﬂnu Do not format text in multiple columns.

Include page numbers and ine numbers in the manuscript file. Use continuous line numbers (do not restart the
Page and line  NuMbering on each page)

T bEs

Fooinoles are not permitted. If your manuscript contains footnoles, mave the information into the main text or
Footnotes the reference list, depending on the content,

Manuscripts must be submitted in English.
Language

You may submit franslations of the manuscript or abstract as supporting information. Read the supporting
infermation guidelines.
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Define abbreviations upon first app in the text.
Abbreviations
Do not use non-standard abbreviations unless they appear at least three times in the text.
Keep abbreviations to a minimum.
PLOS uses "Vancouver” style, as cutlined in the ICMJE sample references.
:;‘g o See reference formatling examples and additional instructions below.

We recommend using MathType for display and inline equations. as il will provide the most reliable cutcome. If
Equations this is not possible, Equation Editor or Microsoft's Insert—Equation function is acceptable.

Avoid using MathType, Equation Editor, or the Insert—Equation function to insert single variables (e.g., a® + b*
=¢*"), Greek or other symbols (e.g., B, &, or ' [prime]), or mathematical operators (e.q., x, 2, or $] in running
teaxt. Wherever possible, insert single symbols as normal taxt with the correct Unicode (hex) values.

Do not use MathType, Equation Editor, or the Insert—Equation function for only a portion of an equation. Rather,
ensure that the entire equation is included. Equations should not contain a mix of different equation fools. Avoid
“hytorid” inline or display equations, in which part is text and part is MathType, or part is MathType and part is
Equation Edtor.

Use comect and established nomenclalure wherever possible,

Memanclatura
Units of Use 51 units. f you do not use these exclusively, provide the 51 value in parenthesss after
measurement  each value. Read more about Si units,
Drugs Provide the Recommendad International Non-Proprietary Name (rINN),
Write in italics (2.g., Homo sapiens). Write out in full the genus and species, both in the titls
Species of the manuscript and at the first mention of an arganism in a paper. After first mention, the
names first letter of the genus name followed by the full species name may be used (g.g., H.
saplens).
i Write In Hallcs. Use the recommended name by consulting the appropnate genetic
s, nomenciature database (e.g., HUGO for human genes). It is sometimes advisable to
inaybes indicata the synonyms for the gena the first tima it appears in the text. Gane prefies such
" as those used for oncogenes or cellular localization should be shiown in roman typeface
and alieles
{e.g., vfas, c-MYC).
The sy ic allergen of the Warld Health Crganization/Intemational Uinion
of Immunological Societies (WHO/IUIS) Allergen Nomenclature Sub-committee should be
used for manuscripts that include the description or use of allargenic proteins. For
Allsrgans anUSEH ing Rew gens, the name of the allergen should be
approved by the WHO/IUIS Allargen Sub-Committes prior 1o it
publication. Examplas of the systematic allergen nomenclature can be found at the
WHOALIS Allergen Nomenclalure site.
Copyediting manuscripts

Prior to submission, authors who belleve their manuscripts would benefit from in-depih professional copyediting are
encouraged to use language-editing and copyediting services. Obtaining this service is the respaonsibility of the author and
shauld be done before initial submission. Thase services can be found on the web using search terms like “scientific aditing
service” or ‘manuscript editing service”.

Note that if your manuscript is accepted, PLOS will nod perform a defailed copyediting step. Therefore, please cavefully
revigw your manuscripl. paying special ion to speliing, punciuvation, and as well as soi content.

Manuscript Organization

Most manuscripts should be organized as follows. Instructions for each element appear below.
» Title

> Authors

> Affiliations

¥ Abstract

* Awuthor Summary

> Introduction

» Results

* Discussion



On the title page, write author names in the following order:
» First name (or initfals, if used)
* Middla name {or initiafs, if used)

¥ Last name (surname, family name)

Each author on the list must have an affiliation. The affiliation includes department, university, or
organizational affiliation and its location, including city, state/province (if applicable), and country. Authors
have the option to include a current address in addition to the address of their affiliation at the time of the
study. The current address should be listed in the byline and clearly labeled "current address.” Ata
minimum, the address must include the author's current institution, city, and country.

If an author has multiple affiliations, enter all affiliations on the title page only. In the submission system,
enter only the preferred or primary affiliation. Author affiliations will be listed in the typeset PDF article in the
same order that authors are listed in the submission,

Author names will be published axactly as they appear in the manuscript file, Please double-check the information
carefully to make sure it is correct

Comesponding author

The submitting author is automatically designated as the corresponding author in the submission
system, The corresponding author is the primary contact for the journal office and the only author able to
view or change the manuscript while it is under editorial consideration.

The corresponding author role may be transferred to another coauthor. However, note that transferring the
corresponding author role also transfers access to the manuscript. (To designate a new corresponding
author while the manuscript is still under consideration, watch the video tutorial below.)

Only one corresponding author can be designated in the submission system, but this does not restrict the
number of corresponding authors that may be listed on the article in the event of publication. Whoever is
designated as a corresponding author on the title page of the manuseript file will be listed as such upon
publication. Include an email address for each corresponding author listed on the title page of the
manuscript.

° How to select a new corresponding author in Editorial Manager

Haow to Select a Coauthor to Act as the Corresponding Author in ...

‘Consartia and group authorship

If a manuscript is submitted on behalf of a consortium or group, include the consortium or group name in
the author list. The consortium or group name should be listed in the manuseript file only, and not included
in the online submission form. You may include the full list of members in the Acknowledgments or in a
supporting information file. Please be aware that as of Cctober 2016, the National Library of Medicine's
(NLM) policy has changed and PubMed will only index individuals and the names of consortia or group
authors listed in the author byline itself. Individual consartium or group author members need to be listed in
the author byline in order to be indexed, and if included in the byline, must qualify for authorship according
to our criteria.

0 Read the group authorship policy.

Auther contributions

Provide at minimum one contribution for each author in the submission system. Use the CRediT taxonomy
to describe each contribution. Read the policy and the full list of roles.

Contributions will be published with the final article, and they should accurately reflect contributions to the
work, The submitting author is responsible for complating this information at submission, and we expect
that all authors will have reviewed, discussed, and agreed to their individual contributions ahead of this
tirme.
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Cover letter
Upload a cover letter as a separate file in the online systemn.
The cover letter should address the following questions:
» Why is this manuscript suitable for publication in PLOS Genetics?
> Wy will your study inspira the other mambers of your field, and bow will il drive research forward?

You may recommend a suitable Associate Editor to handle your submission; however, the editors reserve
the right to contact an alternative—either from the board or a guest editor.

The cover letter will be available to the editors and to any external peer reviewers, so please send anything
confidential directly to the joumnal office.
Title page

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first page of the manuscript
file.

@ Dawnload cur sample btle, author list, and affiliations page (PDF)

Abstract

The Abstract comes after the title page in the manuscript file. The abstract text is also entered in a separatc
field in the submission systemn.

The Absiract of the paper should be succinct; it must not exceed 300 words. Authars should mention the
technigues used without going into methodological detail and should summarize the most important results

While the Abstract is conceptually divided into three sections (Background, Methodology/Principal Findings
and Conclusions/Significance), do not apply these distinct headings to the Abstract within the article file,

Do not include any citations. Avoid specialist abbreviations.

Author Summary

We ask that all authors of research articles include a 150-200 word non-technical summary of the work as
part of the manuscript to immediately follow the abstract. This text is subject to editorial change, should be
written in the first-person voice, and should be distinct from the scientific abstract.

Aim to highlight where your work fits within a broader context; present the significance or possible
implications of your work simply and objectively; and avoid the use of acronyms and complex terminclogy
wherever possible. The goal is to make your findings accessible to a wide audience that includes both
scientists and non-scientists.

Authors may benefit from consulting with a science writer or press officer to ensure they effectively
communicate their findings to a general audience.

Example Author Summaries
Complex Seizure Disorder Caused by Brunold Deficiency in Mice
Genome-Wide Association Scan Shows Genetic Varlants in the FTO Gene Are Associated with Obesity-Related Traits

A Mutation in the Myostatin Gene Increases Muscle Mass and Enhances Racing Performance in Heterazygote Dogs

Introdustion

The Introduction should put the focus of the manuscript into a broader context. As you compose the
Introduction, think of readers who are not experts in this field. Include a brief review of the key literature. If
there are relevant controversies or disagreements in the field, they should be mentioned so that a non-
expert reader can delve into these issues further. The Introduction should conclude with a brief statement
of the overall aim of the experiments and a comment about whether that aim was achieved.

Results

The Results section should provide details of all of the experiments that are required to support the
conclusions of the paper. There is no specific word limit for this section, but details of experiments that are
peripheral to the main thrust of the article and that detract from the focus of the article should not be
included. The section may be divided into subsections, each with a concise subheading. The section
should be written in the past tense.

PLOS journals require authors to make all data underlying the findings described in their manuscript fully
available without restriction. with rare exception. When submitting a manuscript online,
authors must provide a Data Availabiiity Statement describing compliance with PLOS's policy.

Large data sets, including raw data, may be deposited in an appropriate public repository. See our list of
recommended repositories.



For smaller data sets and certain data types, authors may provide their data within supporting information
files accompanying the manuscript. Authors should take care to maximize the accessibility and reusability
of the data by selecting a file format from which data can be efficiently extracted {for example,
spreadsheets or flat files should be provided rather than PDFs when providing tabulated data).

For more information on how best to provide data, read our policy on data availability. PLOS does not
acceplt references to "data not shown."
Discussion

The Discussion should spell out the major conclusions of the work along with some explanation or
speculation on the significance of these conclusions. How do the conclusions affect the existing
assumptions and models in the field? How can future research build on these observations? What are the
key experiments that must be done?

The Discussion should be concise and tightly argued,

The Results and Discussion may be combined into one section, if desired.

Materials and Mathods

The Materials and Methods should provide enough detail for reproduction of the findings. Submit detailed
protocols for newer or less established methods. Well-established protocols may simply be referenced.

Details of algorithms and protocol documents for clinical trials, observational studies, and other non-
laboratory investigations may be uploaded as supporting information, These are not included in the
typeset manuscript, but are downloadable and fully searchable from the HTML version of the arlicle. Read
the supporting information guidelines for formatting instructions.

We recommend and encourage you to deposit laboratory protocols in protocols.io, where protocols can
be assigned their own persistent digital object identifiers (DOIs ).

To include a link to a protocol in your article:
1. Describe your stap-by-siep protocol on protocols io
2. Select Get DO fo issue your protocol a persistent digital object identifier (DOI)

3. Include the DO link in the Methods section of your manuscript using the following format provided by protocols.io:
hittpiicty.dol.org!10.17504/pratacols Jo [PROTOCOL DO

At this stage, your protocol is only visible to those with the link. This allows editors and reviewers to consult
your protocol when evaluating the manuscript. You can make your protocols public at any time by selecting
Publish on the protocols.io site. Any referenced protocol(s) will automatically be made public when your
article is published.

Consult our reporting guidelines, and include an ethics statement in the Materials and Methods section
when reporting results from human subjects research and animal research,

Acknowledgments

Thosa wha contributed to the work but do not meet our authorship criteria should be listed in the
Acknowledgments with a descriplion of the contribution.

Authors are responsible for ensuring that anyone named in the Acknowledgments agrees to be named.

@ Do not include funding sources in the Acknowledgments or anywhere else in the manuscript file, Funding information
should enly be entered in the financial di saction of the ission system,

References

Any and all available works can be cited in the reference list. Acceptable sources include:
» Published or accepted manuscrpts
* Manuscripts on preprint servers, providing the manuscript has a citable DOI or arXiv URL.

Do not cite the following sources in the reference list:

» Unavailable and unpublished work, including manuseripts that have been submitted but net yel accepled (e.g., “unpublished
work,” “data not shown™). Instead, inciude those dala as supplementary material or deposit the data in a publicly available
database.

* Personal communications (these should be supported by a letter from the ralevant authors but not included in the reference
list}

References are listed at the end of the manuscript and numbered in the order that they appear in the text.
In the text, cite the reference number in square brackets {e.g., “We used the techniques developed by our
colleagues [19] to analyze the data™). PLOS uses the numbered citation (citation-sequence) method and
first six authars, et al.

Do not include citations in abstracts or author summaries.
Make sure the parts of the manuscript are in the correct order before ordering the citations.
Formatting references
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o Because all references will be linked efectronically as much as possible to the papers thay cite, proper farmatting of the
references is crucial.

PLOS uses the reference style outlined by the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE),
also referred to as the "Vancouver” style. Example formats are listed below. Additional examples are in the
ICMJE sample references.

A ref o it toal, . offers a curent siyle file that can assist you with the formatting of your references. If
you have problems with any reference management program, please contact the source company's technical support.

Journal name abbreviations should be those found in the National Center for Biotechnology Information
(NCBI) databases,

Source Format

Published articles ~ Hou WR, Hou ¥L, Wu GF, Song ¥, Su XL, Sun B, et al. cDNA, genomic sequenca cloning and
averexpression of ribosomal protein gene LY (rpl9) of the giant panda | Aluropoda melanaleuca). Ganat
Mol Res. 2011,10: 1576-1588.

Devaraju F, Gulati R, Antony PT, Mithun CB, Negi VS. Susceptibility to SLE in South Indian Tamils may
be Influenced by genelic selection pressure an TLR2 and TLRS genes. Mol Immunal. 2014 Now 22. pii:
SO161-5800(14)00313-7. dai: 10.1016/.mokimm 2014.11.005,

Note: A DOV number for the full-fext article (s acceplabie as an altemative o or in adalition fo traditional
volume and page numbers. When providing a DO, adhere to the format in the example sbove withr both
the label and il DOV included af the end of the reference (doi; 10010764 molimem. 2074, 11.005). Da not
provide a shortened DO or the URL

Accepted, Same as published articles, but substitute “Forthcoming” for page numbers or DOI.

unpublished

articles

Onfine articles Huynen MMTE, Martens P, Hilderlink HEM. The health mpacts of globalisation: a conceplual frameawark.

Global Health. 2005,1: 14, Available from: hitpuiwww.globalizationandhealth.comicoment'1/1/14

Books Bates B. Bargaining for life: A socal history of tuberculosis. 15t ed. Philadelphia: University of
Pennsyivania Press; 1982,

Book chapters Hansen B. New York City epidemics and history for the public, In: Harden VA, Risse GB, edifors, AIDS
and the historian. Baethesda: Mational i of Haalth; 1891_ pp. 21-28.
Deposited Krick T, Shub DA, Versiraete N, Ferreiro DU, Alonso LG, Shub M, et al. Amimo acid metabolism conflicts

articles (preprints,  with protein diversity; 1591, Preprint. Available from: arXiv:1403.3301v1. Cited 17 March 2014,
e-prints, or arXiv)

Published media Fountain H. For Already Vulnerable Penguing, Study Finds Climate Change |3 Another Danger. The Mew
{print or enline York Times. 29 Jan 2014. Available from: http:iferensnytimes.com20140130/sciencelearthiclimate-
newspapers and change-taking-toll-on-panguins-stedy-finds. himl Cited 17 March 2014,

magazine articles)

Now media (blogs,  Allen L. Announcing PLOS Blogs. 2010 Sep 1 [cited 17 March 2014]. In: PLOS Blogs [Intemet]. San
web sites, or other  Francisco: PLOS 2006 - . [about 2 screens]. Available from:
written works) hitpblogs plos.ora/plos201 008/ announcing-plos-blogs!.

Masters® theses or  Wealls A. Exploring the development of the mdepandent, electronic, schalarly jounal. M.Sc. Thesis, Tha

doctoral University of Sheffield. 1999, Avallable from: hitpzlcumincad, scix. netiegl-binfworks/Show?2e09
dissertations

Databases and Roberts SB. QPX Genomea Browser Feature Tracks; 2013 [cited 2013 Oct 5]. Database: figshare
repositories [Intarnat]. Available from: hitp/figshare.com/aricles!/QPX_Genome_Browser_Feature_Tracks/7T01214
(Figshare, arXiv)

Multimedia Hitchoock A, producer and director. Rear Window [Film], 1554, Los Angelas: MGM.

(videos, movies,

or TV shows)

Supparting Infermation

Authors can submit essential supporting files and multimedia files along with their manuscripts. All
supporting information will be subject to peer review. All file types can be submitted, but files must be
smaller than 10 MB in size.
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Authors may use almost any description as the item name for a supporting information file as long as it
contains an "S" and number. For example, "S1 Appendix” and "S2 Appendix,” “S1 Table" and "S2
Table." and so forth.

Supporting information files are published exactly as provided, and are not copyedited.

Supparling information captions.

List supporting information captions at the end of the manuscript file. Do not submit captions in a separate
file.

The file number and name are required in a caption, and we highly recommend including a one-line title as
well. You may also include a legend in your caption, but it is not required.

Example caption

51 Text. Title is strongly recommended. Legand is optional.

In-fext citations

We recommend that you cite supporting information in the manuscript text, but this is not a requirement. If
you cite supporting information in the text, citations do not need to be in numerical order.

Read the
files,

for more details about submitting supporing infarmation and multimedia

Figures and Tables
Figure fies

Each figure must be prepared and submitted as an individual file.

Cite figures in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.

o For detailed instructions, read the guidelines for figures.,

Figure Captions
If you are submitting a new or revised manuscript, place captions in a group at the end of the manuscript
file.

After editorial acceptance, captions must be inserted in read order in the manuscript text, immediately
following the paragraph in which the figure is first cited. Do not include captions as part of the figure files
themselves or submit them in a separate document.

At a minimum, include the following in your figure captions;

» A figure label wilh Arabic numerals, and “Figure” abbreviated 1o “Fig” (e.g. Fig 1, Fig 2, Fig 3, elc), Maich the label of your
figure with the name of the file uploaded at submission (e.g. a figure citation of “Fig 1" must refer 1o a figure file named
“Fig1.uiry.

* A concise, descriptive tille

The caption may also include a legend as needed.

@ Fordstailed instructions, read the guidslines for figures.

Data presentanon in graphs.

To better illustrate your results and to improve the reader’s understanding and interpretation of your data,
we discourage the use of bar graphs and line plots for continuous data, particularly for studies with small
sample sizes (n=9 independent observations per group).

ﬂ See this Perspechive for mare information about our position on data presentation in graphs:
Waissgerber TL, Milic NM, Winham SJ, Garovic VD (2015) Beyond Bar and Line Graphs: Time for a Mew Data
Presentation Paradigm. PLoS Biol 13(4) e1002128. doi:10.137 tjournal pbio. 1002128

v

We recommend that continuous data is presented in such a way that the reader can evaluate the distribution of the individua
data points, Scatterplots, boxplots, and histograms are more informative than bar or line charts.

-

I there is a particular reason that bar or line graphs are preferred, these must include inferential error bars:

sD- dewiation of the population, or CI - confidence intervals.

~

Paired or non-independent data should be presented to include information about whether chanpes are consistent across
individusls.
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¥ Figures presenting small sample size data (n=9 independent observations par group) should show the full distribution of the
data, as cpposed 1o summary statistics.

» Al numerical values used to generate graphs must be provided as per the PLOS Data Availability poficy.

o For more information about our Data Availability policy, see this Editorial:
Bloom T, Ganley E, Winker M (2014} Data Access for the Open Access Literature: PLOS's Data Policy. PLoS Biod 12(2):
el D0MTET. hitps:/dol. org/10.137 1journal phie, 1001787

For PLOS Geneties-specific guidance, read:
Barsh GS, Cooper GM, Copenhaver GP, Gibson G, McCarthy M1, Tang H, et al. (2015) PLOS Ganetice Data Sharing
Paolicy: In Pursuit of Funclional Uility. PLoS Genet 11{12): 10057 1B. https:/idoi.org1 0.137 1ljournal pgen. 1005716

Tables
Cite tables in ascending numeric order upon first appearance in the manuscript file.

Place each table in your manuscript file directly after the paragraph in which it is first cited (read order). Do
not submit your tables in separate files.

Tables require a label (e.g., “Table 1") and brief descriptive title to be placed above the table. Place
legends, footnotes, and other text below the table.

ﬂ Read the guidalines for tables.

Data reparting

All data and related metadata underlying the findings reported in a submitted manuscript should be
deposited in an appropriate public repository, unless already provided as part of the submitted article.

@ Read our policy on data availability.

Repositories may be either subject-specific (where these exist) and accept specific types of structured
data, or generalist repositories that accept multiple data types. \We recommend that authors select
repasitories appropriate to their field, Repositories may be subject-specific (e.g., GenBank for sequences
and PDB for structures), general, or institutional, as long as DOls or accession numbers are provided and
the data are at least as open as CC BY. Authors are encouraged to select repositories that meet accepted
criteria as frustworthy digital repositories, such as criteria of the Centre for Research Libraries or Data Seal
of Approval. Large, international databases are more likely to persist than small, local ones.

€ See ourlist of recommended repositories.

To support data sharing and author compliance of the PLOS data policy, we have integrated our
submission process with a select set of data repositories. The list is neither reprasentative nor exhaustive
of the suitable repositories available to authors. Current repository integration partners include Dryad and
FlowRepository. Please contact data@plos.org to make recommendations for further partnerships.

Instructions for PLOS submissions with data deposited in an integration partner repository:
» Deposit data in the integrated repository of chaice.

Onee deposiion is final and complete, the repository will previde you with a datasel DOI (previsional) and private URL far
reviewers to galn access to the data,

-

-

Enter the given data DO into the full Data Availability Statement, which is requested in the Additional Information section of
the PLOS submission form. Then provide the URL passcode in the Attach Files section.

If you have any questions, please email us.

Accession numbans

All appropriate dala sets, images, and information should be deposited in an appropriate public repository.
See our list of recommended repositories.

Accession numbers (and version numbers, if appropriate) should be provided in the Data Availability
Statement. Accession numbers or a citation to the DOI should also be provided when the data set is
mentioned within the manuscript.

In some cases authors may not be able to obtain accession numbers of DOls until the manuscript is
accepted, in these cases, the authors must provide these numbers at acceptance. In all other cases, these
numbers must be provided at submission,

Idenlifiers

As much as possible, please provide accession numbers or identifiers for all entities such as genes,
proteins, mutants, diseases, etc., for which there is an entry in a public database, for example;
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Ensembl

»

Entrez Gene

~

FlyBase

> InterPro

w

Mouse Genome Dalabase (MGD)
Online Mendelian Inheritance in Man (GMIM)
» PubChem

-

Identifiers should be provided in parentheses after the entity on first use,
Research Resource Identifiers

Research Resource Identifiers are unique Resource Identifiers (RRIDs) for citing resources used in the
research. We encourage authors to use RRIDs within the text of their papers to identify their model
organisms, antibodies, or tools.

PLOS is a part of the Research Resource Identification Initiative (#RIl), a cross-publisher effort to enable
effective tracking of the utilization of particular research resources across all biomedical literature and
promaote reproducibility in science. RRIDs are found via the RRID portal,

If an RRID does not exist, you may create a new one as needed through the RRID Portal. The Research
Resource Citation guidelines provide instructions on how to cite the resource in the manuscript.

Smadl and macromolecule crystal data

Manuscripts reporting new and unpublished three-dimensional structures must include sufficient supporting
data and detailed descriptions of the methodologies used to allow the reproduction and validation of the
structures. All novel structures must have been deposited in a community endorsed database prior to
submission (please see our list of recommended repositories).

Small molecule single crystal data

Authors reporting X-Ray crystallographic structures of small organic, metal-organic, and inorganic
molecules must deposit their data with the Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC), the Inorganic
Crystal Structure Database (ICSD), or similar community databases providing a recognized validation
functionality. Authors are also required to include the t structure ref: & numbers within the main
text (e.g. the CCDC ID number), as well as the crystallographic information files (.cif format) as
Supplementary Information, along with the checkCIF validation reports that can be obtained via the
International Union of Crystallography (IUCr).

Macromodecular siructires

Authors reporting novel macromolecular structures must have deposited their data prior to submission with
the Worldwide Protein Data Bank (wwPDB), the Biclogical Magnetic Resonance Data Bank (BMRE), the
Electron Microscopy Data Bank (EMDB), or other community databases providing a recognized validation
funclionality. Authors must include the structure reference numbers within the main text and submit as
Supplementary Information the official validation reports from these databases,

Striking imags

You can choose to upload a “Striking Image” that we may use to represent your article online in places like
the journal homepage. All striking image files that are submitted are also eligible to be chosen as the
monthly Issue Image.
Submession Critana

¥ The image must visually represent the article in a striking and eye-catching way.

> It can be derived from a figure or supporting information file from the paper, and it may be a cropped portion of an image or
the enfire image.

¥

Alternatively, you may create or source an image which represents the article, as long as it adheres o our CC BY license.
High resolution: belween 300-800 dpd

w

»

Single panel
> Ideally avoid added details [ike text, scale bars, and arrows.
Haew b Submil
1. Submit your striking image to the submission system using the file type “Striking Image”.

2. Upload a separate fila containing the correspending caption.

If na striking image is uploaded, a member of the journal team will choose an appropriate image, which
may be a figure from the submission or a separately sourced CC BY image.

o Striking images should not contain potentially ientifying images of people. Read our policy on identifying information.

The PLOS licenses and copyright policy also applies io striking images.

Additional Information Requested at Submission
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Funding Staternent

This section should describe sources of funding that have supported the work. Please include relevant
grant numbers and the URL of any funder's web site. Please also include this sentence: "The funders had
no role in study design, data collection and analysis, decision to publish, or preparation of the
manuscripl.” If this statement is not correct, you must describe the role of any sponsors or funders, and
amend the aforementioned sentence as needed.

ﬂ Read our policy on disclosure of funding sources.

Competing Interests

The corresponding author is asked at submission to declare, on behalf of all authors, whether there are any
financial, personal, or professional interests that could be construed to have influenced the work.

Any relevant competing interests of authors must be available to editors and reviewers during the review
process and will be stated in published articles.

0 Read our policy on competing inferests

Related manuscripts

When submitting a manuscript, all authors are asked to indicate that they do not have a related or duplicate
manuscript under consideration (or accepted) for publication elsewhere. If related work has been or will be
submitted elsewhere or is in press elsewhere, then a copy must be uploaded with the article submitted to
PLOS. Reviewers will be asked to comment on the overlap between related submissions.

€ Read our policies on related manuscrpls

Praprints

PLOS encourages authors to post preprints as a way to accelerate the dissemination of research and
supports authors who wish to share their work early and receive feedback before formal peer review.
Deposition of manuscripts with preprint servers does not impact consideration of the manuscript at any
PLOS journal.

Authors posting on bioRxiv may concurrently submit directly to select PLOS journals through bioRxiv's
direct transfer to journal service,

Authors submitting manuscripts in the life sciences to PLOS Genetics may opt-in to post their wark on
bioRxiv during the PLOS Genelics initial submission process.

€ Read more aboul preprinis.

Leamn how to past a preprint to bioRxiv during PLOS Genefics initial submission.

Raviawar and aditor suggestions

We ask authors to suggest suitable editors and at least four potential reviewers when submitting their
manusecript. Bear in mind any potential competing interests when making these suggestions. It is not

appropriate to suggest recent collaborators or other researchers at your institution. See our policy on

competing interests for more information.

Opposed reviewsrs
Authors may choose to request that an individual is excluded from the review process and not involved in
their manuscript. When making these suggestions, please provide specific reasons why each person

should not review your submission in each “Reason” box. The editarial team will respect these requests so
long as this does not interfere with the objective and thorough assessment of the submission.

Other Article Types

If you are submitting content other than a research article, read the guidelines for other article types.
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