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TRECENTI-SANTANA, A. S. Mutacfes associadas a atrofia progressiva da
retina em caes da raca Golden retriever no Brasil. Botucatu — SP, 2021. 46p.
Tese (Doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

RESUMO

A atrofia progressiva da retina (PRA) € uma enfermidade caracterizada por
degeneracdo das células do tecido da retina, de evolucdo lenta e cuja sua
etiologia no golden retriever envolve mutagcbes em trés genes diferentes
descritos, prcd-PRA, SLC4A3 e TTC8. Até o momento a prevaléncia das
mutacBes associadas & Atrofia progressiva da retina (PRA) em cédes da raca
Golden Retriever (GR) nao foi verificada no Brasil. O objetivo do estudo, foi
avaliar a prevaléncia e frequéncia alélica das mutacdes GR_PRA1, GR_PRA2 e
prcd-PRA em cédes da raca Golden Retriever brasileiros. Para tanto, foram
utilizadas 121 amostras de DNA purificados de sangue total ou de saliva de
cées da raca Golden Retriever pertencentes de canis e de tutores brasileiros.
Regides do DNA, possivelmente contendo cada uma das mutacdes, foram
amplificados por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e submetidos ao
sequenciamento de Sanger. A genotipagem destes animais foi realizada
utilizando os eletroferogramas obtidos nestes sequenciamentos e comparados a
sequéncia nucleotidica dos trés genes depositada no GenBank™. Todos os
animais avaliados no estudo foram identificados como wild-type (121/121
animais; 100%) para mutacbes GR_PRA1 e GR_PRA2, ou seja, ndo foram
identificado animais heterozigotos e homozigotos nesta populacdo. Para a
mutacao prcd-PRA, 118 animais (118/121 animais; 97%) foram wild-type e 3
animais (3/121 animais; 2,47%) heterozigotos para a mutacdo. Portanto, a
disponibilizacdo do teste genético para as muta¢des nos permitir4 a orientacdo
dos acasalamentos visando a a implantacédo de medidas de controle para esta

enfermidade em cées da raca Golden Retriever no Brasil.

Palavras chave: andlise de sequéncia de DNA; doengas da retina;doencas

genéticas.



TRECENTI-SANTANA, A. S. Mutations associated with progressive retinal
atrophy in golden retriever dogs in Brazil. Botucatu — SP, 2022. 46p. Tese
(Doutorado) — Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Progressive retinal atrophy (PRA) is a disease characterized by degeneration of
retinal tissue cells, of slow evolution and whose etiology in the golden retriever
involves mutations in three different genes described, prcd-PRA, SLC4A3 and
TTCS8. In addition, the lack of clinical knowledge of some of these diseases and,
some occasions, the unavailability of the confirmatory genetic test can be an
obstacle to the Veterinarian. The prevalence of mutations responsible for
Progressive Retinal Atrophy (PRA) in Golden Retriever dogs has not been
verified in Brazil, so this study aimed to evaluate the prevalence of GRPRAL,
GRPRA2, and prcd-PRA, mutations in Brazilian golden retriever. For this
purpose, 121 DNA sample obtained from blood and saliva samples of Golden
Retriever dogs from Brazilian kennels or non- commercial owners were used.
DNA fragments, containing each of the mutations, were amplified by polymerase
chain reaction (PCR) and submitted to Sanger sequencing. The genotypes of
these animals were analyzed using the electropherograms obtained in these
sequences and compared to the nucleotide sequence of the three genes
deposited in GenBank™ . All animals evaluated in the study have been identified
as wild type (121/121 animals; 100%) for GR_PRA1 and GR_PRA2 mutations,
that is, non-carrier or homozygous animals were identified in this population. For
the prcd-PRA mutation, 118 animals (118/121 animals; 97%) were wild type and
three animals (3/121 animals; 2,47%) were heterozygous for the mutation.
Therefore, the discovery of mutations will allow us to guide the mating to reduce
clinical cases of the disease and, if necessary, the implementation of control

measures for these diseases in Golden Retriever dogs in Brazil.

Keywords: DNA sequence analysis; genetic diseases, retinal disease
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1. Introducéo

A atrofia progressiva da retina (PRA) € uma enfermidade de evolucéo lenta,
caracterizada por degereneracao de ceélulas do tecido da retina, que € iniciada
pela perda da resposta de fotorreceptores de bastonetes, seguida pelo mesmo
processo em cones (PARRY, 1953). Assim, os primeiros sinais clinicos sao a
perda da visdo noturna e visao periférica, que podem passar desapercebidas pelo
tutor. No entanto, com a progressdo da doenca, o cdo comeca a demonstrar
perdas de visdo diurna e central, podendo perder totalmente a visdo ao longo do
tempo.

Embora os sinais clinicos possam iniciar em diferentes idades, a PRA é
uma doenca de cdes adultos, usualmente diagnosticada em torno dos cinco anos
de idade. Entretanto, o processo de degeneracéo pode iniciar por volta dos trés
anos, mas o diagnaéstico é tardio, ja que é dificil para o tutor perceber a diminui¢ao
da visdo noturna. Inicialmente, alguns sinais clinicos que o cdo apresenta séo
olhos mais brilhantes e pupilas dilatadas (PATTERSON, 2000; SLATTER, 2005).

A PRA tem sido dividida em varias formas, de acordo com a idade de inicio,
da doenca, caracteristicas patoldgicas e presenca de diferentes mutacées. Uma
destas formas € denominada PRCD (Progressive rod-cone degeneration)
(MIYADERA, 2012), causada pela mutacdo c.5G>A (p.CyslTyr) no gene
codificante de photoreceptor disc componente (PRCD). Esta é a mutacéo
causadora de PRA mais frequente em mais de 29 racas de cdes (DOWNS et al.,
2014a). Em muitas racas a mutacdo causadora de PRCD é a Unica mutacéo
identificada até o presente momento e sua deteccdo vem sendo utilizada em
diversos paises como forma de selecdo de acasalamentos, com o objetivo de
diminuir sua frequéncia. Em alguns paises europeus, a entrada de um animal
como reprodutor de um plantel sé pode ocorrer apés a realizagéo do teste genético
para prcd-PRA (ZANGER et al., 2006).

Enquanto a mutacdo em prcd-PRA corresponde pela grande maioria dos
casos em algumas racas, em outras, esta mutacéo € tao rara que sua avaliacéo
nao é relevante, pois ira demonstrar animais homozigotos normais na grande
maioria dos animais testados. Uma das ragas em que esta situacao parece ocorrer
é a Golden Retriever (DOWNS et al., 2014a). Aléem da mutacéo prcd-PRA, foram

descritas outras duas mutacdes na raca e em genes diferentes: GR_PRA1 no



11

gene solute carrier family 4 member 3 (SLC4A3) e GR_PRA 2 no gene
tetratricopeptide repeat domain 8 (TTC8) (DOWNS et al., 2014b). Ndo ha estudos
sobre as mutacdes na raca Golden Retriever (GR) no Brasil, sendo este o primeiro

trabalho a avaliar a prevaléncia das mutacfes dessa raca.
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2. Revisao de literatura

2.1. Importancia das doencas genéticas em animais domésticos

Segundo Vila et al. (1997), os caes sao considerados 0s primeiros
mamiferos a se relacionar com os seres humanos ha mais de 15 mil anos e, desde
entdo, sdo selecionados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas e
comportamentais, desempenhando fun¢cdes como caca, pastoreio, guarda ou
simplesmente companhia. Estima- se que existam cerca de 700 ragas caninas
conhecidas e as quais foram criadas e desenvolvidas desde o século XIX com o
auxilio dos clubes de racas, que identificam os padrdes ideais para cada uma
delas visando o registro das progénies (PARKER et al., 2004).

Os cruzamentos das racas de forma seletiva, no qual seus padreadores
populares se mantém, conhecido como inbreeding, auxilia na fixacdo de
caracteristicas desejaveis, porém, contribuir para diminuicdo da variabilidades
genética de cada raca (BELLUMORI, 2013), ao perpertuar uma defeito génico. As
doencas genéticas por sua vez, ocorrem devido a mutacdes que podem ser
classificadas como substituicao, delecdo ou insercao e controlada por um Unico
gene (monogénica) ou por varios (poligénicas). As monogénicas sdo conhecidas
como mendeliana e podem ser herdadas de forma autossémica recessiva, quando
apresenta duas copias do alelo mutado e autossémica dominante, quando apenas
um alelo mutado pode gerar sinais clinicos. Na forma autossémica recessiva,
como 0s animais heterozigotos ndo apresentam sinais clinicos, o alelo mutado vai
se perpetuando silenciosamente até o aparecimento de um animal homozigoto
recessivo (SUMMERS, et al., 2010). O conhecimento das doencas genéticas e
suas formas sé&o importantes para a criagao e reproducéo dos animais. Uma vez
gue testes genéticos detectam determinada mutacdo servindo de guia ao
acasalamento e diminuindo a incidéncia de novos animais afetados.

Dentre os grupos de doencas genéticas em céaes, as doencas de mais
ascensao sao as oculares, provavelmente devido a facilidade de avaliar o olho por
técnicas menos invasivas (MELLERSH, 2014). Afim de controlar a disseminacdo
dessas enfermidades, muitos clubes de racas caninos em diversos paises exigem

a triagem oftalmoldgica para doencas hereditarias antes que um animal entre na
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reproducdo. As doencas de retina e as da lente sdo as mais prevalentes segundo
o Online Mendelian Inheritance in Animal Database (OMIA, 2008).

2.2. Atrofia Progressiva da Retina (PRA)

A atrofia progressiva da retina (PRA) foi descrita pela primeira vez em um
poodle miniatura e mais de 50 ragas apresentaram a mutacéo prcd-PRA (OptiGen,
2018). E uma doenca genética, de carater autossémico recessivo (MIYADERA et
al., 2012). Resulta em perda progressiva da fungao retiniana externa e morte dos
fotorreceptores bilateralmente, tendendo a simetria e sem predisposi¢céo sexual
(BEDFORD, 2005). Outras causas de atrofia progressiva da retina podem estar
relacionadas a deficiéncia nutricional, glaucoma, inflamacéo, isquemia e toxinas
(MILLICHAMP, 1990). A nictalopia (cegueira noturna) € o primeiro sinal
observado, uma vez que ha o acometimento inicial de bastonetes e
posteriormente de cones, que culmina em cegueira diurna (KARLSTAM et al.,
2011; NARFSTROM et al., 2011).

Outras alteracBes observadas ao exame clinico estdo relacionadas aos
reflexos pupilares, que se tornam lentos a luz, mas podem estar presentes até
determinado grau da doenca, inclusive em estagios avancados (YOGO et al.,
2011). A perda da visdo, em geral, é acelerada pela presenca de catarata
secundaria (MAEHARA et al., 2007). As alteracdes iniciais surgem nas areas
corticais posteriores do cristalino, evoluindo para opacidade total (BEDFORD,
2005).

O diagnostico pode ser realizado por exames de fundo de olho
(Fundoscopia) na figura 1. Esse exame revela hiperreflexia generalizada e
bilateralmente simétrica da area tapetal, em decorréncia da atrofia de retina,
atenuacgdo vascular, principalmente das arteriolas peripapilares que podem se
tornar quase invisiveis e, conforme a doenca progride, ocorre perda de pigmento
ou pigmentacdo anormal da area nao-tapetal (SLATTER, 2005; CRISPIN et
al.,2008).

E por eletrorretinograma (ERG) que é um meio diagnostico ndo invasivo,
capaz de avaliar a funcéo retiniana, sendo Util nos casos em que ndo é possivel
visualizar o fundo de olho através da Fundoscopia, como nos casos de catarata.
E também mais sensivel que esse ultimo exame, principalmente quando a leséo

é sutil e em fase inicial ou quando nele ainda ndo foram visualizadas alteracoes,
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pois pode detectar precocemente lesbes em suas camadas mais externas
(SAFATLE et al., 2010; GELATT, 2013). Porém, por se tratar de uma doenca
hereditaria, a deteccdo precoce por meio de técnicas moleculares permite a
adocao de medidas de controle e orientacdo de acasalamento, visando a reducéo
de casos clinicos. Uma vez que, animais em homozigose sao assintomaticos até
0 inicio da idade reprodutiva (DAVE e DAVE, 2014).

Fonte: Andrade, L.R. et. al, 2019.
Figura 1: Fundoscopia de dois animais da raca Cocker Spaniel inglés. A e B. Atenuagéo
dos vasos da retina A. Olho direito e B olho esquerdo de um animal homozigoto mutado. C. olho

direito e D. olho esquerdo de um animal wild-type (ndo mutado) com fundo tapedal ndo alterado.

As técnicas moleculares realizadas a partir de pequenas amostras de
sangue ou de swab bucal analisam a regido especifica do gene onde se encontra
a mutacdo responsavel pela doenca, podendo detecta-la tanto em homozigose
guanto em heterozigose. O resultado permite a separacao de caes em trés grupos:
homozigoto normal ou wild type, onde ndo apresenta nenhum alelo mutado;
heterozigoto, em que apresenta um alelo multado e outro normal e néo
manifestara sinais clinicos da doenca, mas pode produzir animais afetados se
acasalado com outro cao heterozigoto. E homozigoto mutante ou afetado, que
apresenta dois alelos mutados, sdo aqueles que desenvolvem a PRA. Sendo

assim um diagnéstico preciso para a enfermidade (ANDRADE, 2019).
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E por se tratar de uma doenca hereditaria, seu tratamento, ir4 prevenir ou
retardar a progressdo da degeneracédo retiniana. Mesmo que controverso, este
consiste em aplicacao de suplementos vitaminicos, antioxidante como vitamina C

e E, carotendides, acidos graxos e zinco (GOMES et al., 2013).

2.3. Aracga Golden Retriever

A raca Golden Retriever foi desenvolvida na Escocia, com o objetivo de
criar um animal com boa habilidade na caca de aves aquaticas, com um olfato
agucado e um O6timo temperamento. A raca, portanto, possui trés tipos de
linhagens de sangue diferentes, que resulta em cées distintos, normalmente com
as cores e os tamanhos diferentes para cada tipo. Sendo eles o britanico,
americano e canadense (CBKC, 2021). O Golden Retriever britanico ou English
Crean Golden Retriever possui o focinho mais largo e curto, além de terem as
pernas mais curtas. Eles sdo mais claros, e vem de linhagens de sangue
especifico da Europa, sdo mais comuns na Inglaterra. Ja a linhagem americana é
menos encorpada que o britanico. E é considerado o mais procurado por criadores
brasileiros, ele possui uma cor mais dourada. Enquanto o canadense possui a
pelagem mais clara de um creme branco, € muito prevalente na Europa,

resultando em animais mais fortes e pesados (CBKC, 2021).

O Golden Retriever é uma das racas com maior ascensdo no Brasil nos
altimos anos, sendo atualmente o 1° colocado em numero de registros dentre caes
de grande porte (CBGR,2021). E um animal de aparéncia robusta e com
caracteristicas muito procurada pelos tutores, por ter seu temperamento tranquilo,
ser muito amigavel e companheiro. Segundo a Confederacdo Brasileira de
Cinofilia (CBKC), somente no ano de 2019, 4.701 animais foram registrados em
orgaos filiados (CBKC, 2021).

2.4. MutacOes associadas a atrofia progressiva de retina em caes da raca

Golden Retriever

Apesar de poucos trabalhos terem investigado PRA em animais da raca
Golden Retriever, até 0 momento estes dados parecem indicar que a mutagcao

prcd-PRA é bastante rara na raca, demonstrando que o exame de DNA focando
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apenas nesta mutacdo ndo é o mais adequado. Segundo dados do laboratdrio
Optigen (Optigen, 2008) o numero de animais dessa raca com diagndstico de PRA
que foram homozigotos para a mutacdo em prcd-PRA € minimo (0,05%). Em
2011, um estudo na Europa, investigou animais com diagnadstico clinico de PRA
homozigotos selvagens para o gene PRCD e identificou uma segunda mutacéo,
que até o momento foi descrita apenas nesta raca (DOWNS et al., 2011). Esta
mutacao, denominada de PRA_1, no gene SLC4AS3, codificante de uma proteina
transportadora de anions expressa na retina, cuja insercdo de uma citosina na
posicdo 2.601, causa um erro na fase de leitura do gene. Este trabalho determinou
que apesar da baixa frequéncia da mutacao na populagdo em geral (até 6%) mais
de 60% dos animais com diagnéstico clinico de PRA foram portadores desta
mutacédo, especialmente dentre os caes de origem Européia. No entanto, somente
sete aninais de origem norte americana foram investigados, o0 que ndo permite
fazer nenhum tipo de inferéncia sobre a raca na América (DOWNS et al., 2014a).

Em 2014 um segundo trabalho do mesmo grupo avaliou uma amostra
maior de cdes da raca Golden Retriever em uma tentativa de determinar qual
mutacao estaria relacionada aos mais de 30% de casos de PRA que nao puderam
ser explicados pelas mutacfes prcd-PRA e PRA_1. Este grupo determinou que
uma delecéo de uma adenina na posi¢cao 669 do gene TTCS8, causando um stop
coédon prematuro, seria a responsavel por mais de 76% dos casos da doenca em
cées sem as mutacdes nos genes PRCD e PRA_1 (DOWNS et al., 2014Db).

Assim, diante dos poucos dados existentes em populacdes de outros
paises, aparentemente trés mutacbes, todas recessivas e com penetrancia
completa, sdo causadoras da atrofia progressiva da retina no Golden Retriever,
SLC4A3 (GR_PRA 1), TTC8 (GR_PRA 2) e prcd-PRA e explicam a maioria dos
casos. No entanto, a aplicacdo deste conhecimento para a sele¢cdo de animais
reprodutores e realizacdo de cruzamentos controlados s6 € possivel apés a
determinacao das muta¢des comuns na populacao brasileira, especialmente para
uma doenga com grande heterogeneidade genética como a atrofia progressiva da
retina.

Mesmo existindo poucos trabalhos que investigam a PRA na raca Golden
Retriever, este estudo tem por objetivo determinar a frequéncia alélica das
mutacgdes no Brasil, que se faz importante para identificar, a populacao afetada e

tornar disponivel os testes genéticos como diagnostico definitivo. Afim de orientar
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a selecdo de animais durante a reproducao , reduzir casos clinicos da doenca e
sugerir medidas de controle para criadores da raga.
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3. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos realizados nos animais deste estudo foram
previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ -
UNESP (Protocolo CEUA - 0205/2017).

O tamanho amostral foi calculado utilizando-se o software OpenEpi (versao
online 3.01) e considerando o intervalo de confianca de 95%, margem de erro de
5%, o0 numero de cdes Golden Retriever registrados na Confederacao Brasileira
de Cinofilia (CBKC) nos ultimos cinco anos (1.415 animais) e a frequéncia alélica
da mutacdo PRCD-pra 0,05% (GRCA, 2005). Entretanto , optou-se em utilizar 121
animais da raca Golden Retriever.

Um questionario foi aplicado para caracterizar o animal, de acordo com
informacBes do pedigree, sexo, idade e sinais clinicos de perda de visdo. O
questionario também avaliou o conhecimento dos proprietarios com relacdo as
mutacdes associadas a PRA.

Amostras de sangue total e/ou saliva foram coletadas dos animais e 0 DNA
gendmico foi extraido com o kit ReliaPrep™ Blood gDNA Miniprep System
(Promega®, Madison, WI, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
As amostras foram acondicionadas em freezer -20°C até a realizacao da técnica
de PCR.

Foram desenvolvidos primers especificos para os pontos de mutacao
utilizando ferramentas online (Primer Express™ - Applied Biosystem e BLAST® -
Basic Local Alignment Search Tool) e estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1. Primers desenvolvidos para as mutagcdées GR_PRA1, GR_PRA2 e prcd-

PRA e tamanho dos produtos amplificados.

Sequéncias de Primers Tamanho do produto
amplificado
GR_PRA1
F 5’ GTAGTTGGATGTCGTGGAATACT3’ 473 bp

R 5’CCGGCCTGATTAAACCTCTT?’
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GR_PRA2
F 5>CTCTGGTCTGGAACCGATTATTT3’ 493 bp
R 5’"GGATCTGAAGGTGCAGATT3’
prcd-PRA
F 5’CCAGTGGCAGCAGGAACCY’ 512 bp

R 5’CCGACCTGCTGCCCACGACTGS’

PCR para GR_PRA1 e GR_PRA2 foram realizadas com um volume total
de 25 pL, onde 12,5 pL de GoTag® Green PCR Master Mix (Promega®, Madison,
WI, USA), 8,5 pL agua nuclease-free, 300 nM de cada um dos primers e 2,5 uL
de DNA. Além disso, uma reacdo controle foi utilizada para verificar possivel
contaminacdo da PCR. As condi¢bes de amplificacdo foram de 95°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15 segundos, 60°C por 35 segundos,
72°C por 30 segundos e extensao final de 72°C por 1 minuto. Amplicons foram
avaliados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, purificados com a técnica de
beads magnéticas e sequenciados por sequenciamento direto de Sanger.

Para a mutacdo prcd-PRA foram padronizadas reacdes de PCR para um
volume total de 25 pL, onde 12,5 puL de GoTag® Green PCR Master Mix
(Promega®, Madison, WI, USA), 8,5 pL agua nuclease-free, 300 nM de cada um
dos primers e 2,5 puL de DNA. Além disso, uma reacado controle foi utilizada para
verificar possivel contaminacédo da PCR. As condi¢Bes de amplificacdo eram 95°C
por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de 95°C por 45 segundos, 62°C por 35
segundos, 72°C por 35 segundos e extensdo final de 72°C por 5 minutos.
Amplicons foram avaliados por eletroforese em gel de agarose 1,5%, purificados
com a técnica de beads magnéticas e sequenciados por sequenciamento direto
de Sanger.

As sequéncias e eletroferogramas obtidos foram analisados com

Sequencher™ (Gene Code Corporation).
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4. Resultados

Das 121 amostras de DNA de Golden Retriever (n= 66 fémeas e n= 55
machos) utilizadas neste estudo. Essas amostras foram obtidas de proprietarios
e canis (n= 113 amostras) e do banco de dados do Laboratorio de Biologia
Molecular da Clinica Veterinaria (LBMCV) (n= 8 amostras) da Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” (FMVZ — UNESP), campus Botucatu. A amostras de DNA foram
acondicionas em freezer -20°C até a realizacdo da técnica de PCR e foram obtidas
de sangue total (n= 34 amostras) e saliva (n= 87 amostras).

Aproximadamente 10,74% (13/121 animais) tinham menos que um ano de
idade, 6,61% (8/121 animais) um ano de idade, 14,87% (18/121 animais) dois
anos de idade, 19,83% (24/121 animais) trés anos de idade, 14,04% (17/121
animais) quatro anos de idade e 33,88% (41/121 animais) cinco anos ou mais.

Cinco animais (5/121 animais; 4,13%) apresentaram enfermidades
oculares previamente, que foram diagnosticadas por um Médico Veterinario, como
entropio (2 animais; 40%), ceratoconjuntivite seca (1 animal; 20%), Ulcera de
cornea (1 animal; 40%) e cegueira bilateral (1 animal; 20%). 87,60% (106/121
proprietarios) dos proprietarios ndo sabia se outro animal da ninhada de seu céo
apresentava problemas ocular, e apenas 16,5% (20/121 de tutores) tinham o
conhecimento sobre a PRA em cées da raga Golden Retriever.

As amostras pertencentes ao LBMCV ndo possuiam historico clinico e ndo
foram avaliadas de acordo com o questionario.

De acordo com as sequéncias e eletroferogramas obtidos, todos os animais
analisados neste estudo (n= 121 animais) foram classificados como wild-type para
as mutagbes GR_PRA1 (121/121 animais; 100%) e GR_PRAZ2 (121/121 animais;
100%), ou seja, nenhum animal heterozigoto ou homozigotos foi observado nesta
populacdo. Para a mutacao prcd-PRA, 118 animais (118/121 animais; 97,52%)
foram classificados como wild-type e trés animais (3/121 animais; 2,47%) foram
classificados como heterozigotos (carreadores) para a mutacao (Figura 2).
Portanto, a frequéncia alelica da mutacédo encontrada no presente estudo, foi de
1,23%.
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Figura 2. Eletroferogramas obtidos de (A) animal wild-type para mutag&o prcd-PRA, (B) animal

heterozigoto para mutacéo prcd-PRA, (C) animal wild-type para mutacdo GR_PRAZ2, and (D)
animal wild-type para mutacdo GR_PRAL. Setas pretas representam os pontos de (A; B)
substituicdo (g.4188663G>A; prcd-PRA), (C) deleccdo (g.63129154delA; GR_PRA2), e (D)
insercdo (c.2601_2602insC; GR_PRAL).
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5. Discusséao geral

Este é o primeiro estudo a avaliar a frequéncia alélica das mutacdes
GR_PRA1, GR_PRA2 e prcd-PRA em céaes da raca Golden Retriever no Brasil.
Apesar destas mutacdes ndo serem descritas no Brasil, estudos realizados em
outros paises contribuiram para definir a importancia dessas mutacdes na raca
(DOWNS et al., 2011; DOWNS et al., 2014) assim como modelos para estudos
em humanos (ZANGERL et al., 2006; DOWNS et al., 2011; DOWNS et al., 2014).

Um total de 121 amostras de DNA de GR (n= 64 fémeas e n= 51 machos)
foram analisadas. Todos os animais avaliados no estudo foram identificados como
wild-type (121/121 animais; 100%) para mutagdbes GR_PRA1 e GR_PRAZ2, ou
seja, animais ndo foram identificados animais carreadores ou homozigotos nesta
populacdo. Para a mutacdo prcd-PRA, 118 animais (118/121 animais; 97,52%)
foram classificados como wild-type e trés animais (3/121 animais; 2,47%
p=1,11%) como heterozigotos (carreadores) para a mutacdo, portanto, a
frequéncia alelica encontrada no estudo foi de 1,23%. Demonstrando que mesmo
com rara prevaléncia , ela esta presente em algumas linhagens e animais no

Brasil.

Cinco animais (5/121 animais; 4,13%) apresentaram enfermidades
oculares previamente, que foram diagnosticadas por um Médico Veterinario, como
entrépio (2 animais; 40%), ceratoconjuntivite seca (1 animal; 20%), Ulcera de
cérnea (1 animal; 40%) e cegueira bilateral (1 animal; 20%). 87,60% (106/121 dos
tutores) ndo sabiam se outro animal da ninhada de seu céo apresentava
problemas ocular, e 16,5% (20/121 tutores) tinham conhecimento sobre a PRA
em caes da raca Golden Retriever.Os relatos de mutacdo prcd-PRA na raca GR
séo raros (GRCA; GRC; OPTIGEN; Downs et al., 2011). De acordo com o Golden
Retriever Club of America (GRCA), a prevaléncia dessa mutacao na raga de 1990
a 1999 foi de 0,05% (21 animais homozigotos) e em 2000 a 2005 de 0,05%. Apos
2007, com o conhecimento das mutagcdes que causam a PRA e a introducdo dos
testes genéticos comerciais, nenhum gene causador da PRA foi encontrado na
raca (GRCA,2021). E, de acordo com o Golden Retriever Club (GRC), essa
mutacéo esta virtualmente eliminada da populagcédo no Reino Unido, mas nenhum

dado foi apresentado.
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Downs e colaboradores (2011), testaram 80 cdes GR para a mutacéo prcd-
PRA e encontraram um animal heterozigoto (1/80 animais; 1,25%) entre eles. A
frequéncia alélica observada pelos autores € a mesma quando comparada a
nossa (1,25% versus 1,23%), e ambos os estudos demonstram que € rara a
ocorréncia da mutacdo na raca no Brasil e em outros paises e sugere que o teste
focando nesse locus ndo é o mais informativo (OPTIGEN).No mesmo estudo,
Downs e colaboradores (2011) também descreveram outra mutacdo denominada
GR_PRAL, associada a raca GR que causa PRA. Os autores testaram 945
animais para essa mutacdo e observaram uma prevaléncia de 56,3%
homozigotos, 87,2% heterozigotos. A frequéncia alélica de GR_PRAL para GR do
Reino Unido (UK) foi de 4%, na Suécia de 6%, 2% na Franca (DOWNS et al.,
2011) e 0,5% para os Estados Unidos (EUA) (GRCA,2021).

Os mesmos autores descreveram outra mutacdo associada a raca GR que
causa PRA, denominada GR_PRA2 .Testaram 2.500 cdes da raca GR e foi
observada uma prevaléncia de 3,5% heterozigotos e 96,5% wild type. Nenhum
animal homozigoto foi observado no estudo. A frequéncia alélica observada no
estudo de GR_PRAZ2 para GR do Reino Unido foi de 0,01%, para a Suécia 0,04%,
para a Dinamarca 0,04%, para a Franca 0,03% e para os EUA 0,01% (DOWNS et
al.,2014).

De acordo com o CBGR (Conselho Brasileiro da Raga Golden Retriever),
a genética brasileira do GR é composta por varias linhagens sanguineas,
principalmente as dos EUA. Isso pode explicar nossos resultados observados
neste estudo para mutacées GR_PRA1 e GR_PRA2 (100% wild type; 121/121
animais), em que nenhum animal heterozigoto e homozigoto foi encontrado, uma
vez que a prevaléncia dessas muta¢des nessas linhagens séo raras , de 0,5%
para GR_PRAL (GRCA) e 0,01% para GR_PRA2 (DOWNS et al., 2014).



6. Considerac0des finais

As frequéncias alélicas para as mutacdes responsaveis por GR_PRA1
e GR_PRA2 na raca Golden Retriever, ndo foram detectadas na populacéo
brasileira. Trés animais foram classificados como heterozigotos para a
mutacdo prcd-PRA (2,47%;p=1,11%), a frequéncia alelica encontrada no
estudo , por sua vez, foi de 1,23%. Demonstrando que , mesmo que rara a
mutacdo esta presente em algumas linhagens e em animais brasileiros.
Portanto, sdo necessarias medidas de controle com base em selecédo de
acasalamentos utilizando testes genéticos, uma vez que 0os mesmos foram
padronizados e sdo encontrados comercialmente no pais, afim de minimizar

futuramente possiveis nascimentos de animais afetados.
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Abstract

Word count: 178

Progressive retinal atrophy (PRA) is a term used in veterinary medicine to describe inherited and progressive retinal diseases characterized
by progressive retinal degeneration and loss of vision. In the Golden Retriever (GR) breed, the mutations associated with PRA have
an autosomal recessive inheritance pattern. This study aimed to verify the allele frequency of PRA1, PRA2, and

PRA-prcd in the GR breed in Brazil. A total of 121 GR DNA samples (n= 66 females and n= 55 males) were analysed. All animals assessed
in this study were identified as wild-type (121/121 animals; 100%) for PRA1 and PRA2 mutations; therefore, no carrier or homozygous
animals were identified in this population. For the PRA-prcd mutation, 118 animals (118/121 animals; 97.52%) were wild-type. Three
animals were genotyped as heterozygous for PRA-prcd (3/121 animals; 2.47%; p= 1.23%), demonstrating that thismutation is still present in
some bloodlines and animals in Brazil, even with a rare prevalence. In addition, the vast majority (98.3%) of Brazilian breeders
assessed in this study were unaware of these mutations as a cause of blindness in the Golden Retriever.

Contribution to the field

Progressive retinal atrophy is a term used in veterinary medicine to describe inherited and progressive retinal diseases characterized
by progressive retinal degeneration and loss of vision. In the Golden Retriever breed, the mutations associated withPRA have an
autosomal recessive inheritance pattern, i.e., PRA1, PRA2, and PRA-prcd. Once the allele frequencies can change among poulations and
canine Brazilian populations were never studied for these mutations, this study aimed to verify the allele frequency of PRA1, PRA2,
and PRA-prcd in the GR breed in Brazil. No dogs were observed with PRA1 or PRA2 allele mutant, while three animals were genotyped
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as heterozygous for PRA-prcd, demonstrating that this mutation is still present in some bloodlines and animals in Brazil, even with a
rare prevalence. In addition, the vast majority (98.3%) of Brazilian breeders assessed in this study were unaware of these mutations
as a cause of blindness in the Golden Retriever.
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ABSTRACT: Progressive retinal atrophy (PRA) is a term used in veterinary medicine to describe
inherited and progressive retinal diseases characterized by progressive retinal degeneration and loss
of vision. In the Golden Retriever (GR) breed, the mutations associated with PRA have an
autosomal recessive inheritance pattern. This study aimed to verify the allele frequency of PRA1,
PRA2, and PRA-prcd in the GR breed in Brazil. A total of 121 GR DNA samples (n= 66 females
and n= 55 males) were analysed. All animals assessed in this study were identified as wild-type
(121/121 animals; 100%) for PRA1 and PRA2 mutations; therefore, no carrier or homozygous
animals were identified in this population. For the PRA-prcd mutation, 118 animals (118/121
animals; 97.52%) were wild-type. Three animals were genotyped as heterozygous for PRA-prcd
(3/121 animals; 2.47%; p= 1.23%), demonstrating that this mutation is still present in some
bloodlines and animals in Brazil, even with a rare prevalence. In addition, the vast majority (98.3%)
of Brazilian breeders assessed in this study were unaware of these mutations as a cause of blindness
in the Golden Retriever.

Keywords: Canine PRA, DNA sequence analysis, genetic disease, loss of vision, prevalence study,
retinal disease

Number of words: 1298 words (excluding abstract, section files, figure and table captions, funding
statement, acknowledgements, and references in the bibliography)

Number of figures: 1 figure

Number of tables: 1 table

37 INTRODUCTION

Canine diseases have been shown to be valuable natural models for the study of many varied
human conditions [1-3]. Progressive retinal atrophy (PRA) is a term used in veterinary medicine to
describe inherited and progressive retinal diseases characterized by progressive retinal degeneration
and loss of vision [2]. Several genes have been associated with PRA forms in more than 100 dog
breeds, with canine disease having higher genetic heterogeneity. While they exhibit similar clinical
signs, the etiology, age of onset, and rate of progression vary among the breeds [2].

In the Golden Retriever (GR) breed, the mutations associated with PRA have an autosomal
recessive character [2]. PRAL mutation (c.2601_2602insC) is located at the solute carrier family 4
[anion exchanger] member 3 (SLC4A3) gene on chromosome 37 [2]. However, the PRA2 mutation
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(9.63129154delA) is located at the tetratricopeptide repeat domain 8 (TTC8) gene on chromosome
8 [3]. Progressive rod-cone degeneration (PRA-prcd) mutation (g.4188663G>A) [1], responsible
for PRA in several breeds of dogs, including Labrador Retriever [2,7], seems to be less frequent in
GR than in previous ones [2,4-6].

Once the allele frequencies can change among poulations and canine Brazilian populations
were never studied for these mutations, this study aimed to verify the allele frequency of PRAL,
PRA2, and PRA-prcd in the GR breed in Brazil.

55 MATERIALS AND METHODS
Ethical approval statement
This study was approved on 09 October 2017 by the Institutional Animal Care and Use
Committee (205/2017 — CEUA — UNESP), and samples were collected under a strict confidentiality
agreement to ensure the anonymity of establishments, owners, and animals.

Sampling and genotyping procedure

A total of 121 GR DNA samples (66 females [54.5%] and 55 males [45.5%]) were used in
this study. These samples were obtained from dog owners (113 samples) and a genetic database
belonging to the Laboratory of Molecular Biology of the Veterinary Clinic (LBMCV) (8 samples)
from Séo Paulo State University (UNESP), School of Veterinary Medicine and Animal Science,
Botucatu, Brazil. A questionnaire was applied to characterize the animal according to pedigree
information, sex, age, and clinical signs of loss of vision. The questionnaire also evaluated the
knowledge of the owner about PRA mutations in the breed.

Whole blood (34 samples) and/or saliva (87 samples) samples were collected from the
animals, and genomic DNA was obtained using the ReliaPrep Blood gDNA Miniprep System
(Promega, Madison, WI, USA) according to the manufacturer's instructions. The samples were
stored at -20°C until the PCR technique was performed.

Specific primers for amplification of the PRA1 and PRA2 mutation points were designed
using online tools (Primer Express - Applied Biosystem and BLAST - Basic Local Alignment
Search Tool), while the primers to amplify the PRA-prcd mutation were previously described (8)
(Table 1).

PCR was performed in a total of 25 pL, which contained 12.5 pL of GoTaq Green PCR
Master Mix (Promega, Madison, WI, USA), 8.5 uL of nuclease-free water, 300 uM of each primer,
and 2.5 pL of DNA. In addition, a nontemplate control reaction was performed to check for the
possible presence of contamination in the PCR preparations. The amplification conditions were as
follows: initial denaturation at 95°C for 5 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15, 60°C (PRAL
and PRA2) or 62°C (PRA-prcd) for 35 s, 72°C for 30 s, and final extension at 72°C for 1 min.
Amplicons were analysed via 1.5% agarose gel electrophoresis, purified by magnetic beads
technique, and subjected to Sanger direct sequencing. The obtained sequences and the
electropherograms were analysed using Sequencher (Gene Code Corporation).

87 RESULTS
According to the applied questionnaire, 10.7% (13/121 animals) were less than 1 year old,
6.6% (8/121 animals) were 1 year old, 15.7% (19/121 animals) were 2 years old, 19% (23/121

animals) were 3 years old, 13.2% (16/121 animals) were 4 years old, and 34.7% (42/121 animals)
were 5 years old or more.

Five animals (5/121 animals, 4.2%) had a previous eye disease, which was diagnosed by a
veterinarian as entropion (2 animals), keratoconjunctivitis sicca (1 animal), corneal ulcer (1
animal), and bilateral blindness (1 animal). The majority of the owners (119/121 owners, 98.3%)
did not know if any other animal from the litter had any eye disease, and only 5.8% (7/121 owners)
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knew about PRA in the GR breed.

According to the obtained sequences and the electropherograms, all animals assessed in this
study (121 animals) were wild-type for PRA1 and PRA2 mutations. For the PRA-prcd mutation,
118 animals (118/121 animals; 97.5%) were wild-type, and 3 animals (3/121 animals; 2.5%; p=
1.11%) were heterozygous (carrier) for the mutation (Figure 1).

DISCUSSION

The present study is the first report of the prevalence of PRA1, PRA2, and PRA-prcd
mutations in the Brazilian GR breed. Although these mutations have not been described in Brazil,
studies in other countries contributed to defining the importance of these mutations in the breed
(2,3) and as valuable natural models for the study of many varied human conditions (1-3).

Reports of PRA-prcd mutations in the GR breed are rare (2,4-6). According to the Golden
Retriever Club of America (4), the prevalence of this mutation in the breed was 0.06% from 1990
to 1999 and 0.05% from 2000 to 2005. After 2007, with the knowledge of the mutations that cause
PRA and the introduction of commercial genetic tests, no PRA-prcd causative mutation was found
in GR dogs (4). In addition, according to the Golden Retriever Club (5), this mutation is virtually
eliminated from the GR population in the United Kingdom, but no data are presented.

Downs and colleagues (2) tested 80 GR dogs for PRA-prcd mutation and found a
heterozygous animal (1/80 animals; 1.25%; p= 0.62%) among them. The frequency and number of
heterozygous animals observed by the authors is lower when compared to the frequency observed
in this study (1.25% versus 2.47%), but both studies demonstrate that there is a rare occurrence of
the mutation in the breed in Brazil and other countries and suggesting that the test focusing on this
locus is not the most informative (6).

In the same study, Downs and colleagues (2) also described another mutation named PRA1
associated with the GR breed that causes PRA. The authors tested 945 GR dogs for this mutation,
and they observed a prevalence of 56.3% homozygous and 87.2% heterozygous. The allele
frequency of PRAL for GR from the United Kingdom (UK) was 4%, 6% for Sweden, 2% for France
(2), and 0.5% for the United States (USA) (4). Therefore, once our sample is composed of North
American blood lines, the low frequency of this mutation is expected.

The same authors described another mutation associated with the GR breed that causes PRA,
named PRA2 (3). Downs and colleagues (3) tested 2,500 GR dogs, and a prevalence of 3.5%
heterozygous and 96.5% wild-type animals was observed. No homozygous animals were observed
in the study. The allele frequency observed in the study of PRA2 for GR from the UK was 0.01%,
0.04% for Sweden, 0.04% for Denmark, 0.03% for France, and 0.01% for the USA.

According to CBRGR (Brazilian Council for Golden Retriever Breed) (9), the Brazilian GR
genetic consists of many blood lineages, especially those from the USA. Our sample was collected
among breeders working with American blood lines, which could explain our results observed in
this study for PRA1 and PRA2 mutations (100% wild-type; 121/121 animals), wherein no
heterozygous and homozygous animals were found since the prevalence of these mutations in these
bloodlines is rare (0.5% for PRAL [4], and 0.01% for PRAZ2 [3]).

In conclusion, the mutations responsible for PRA1 and PRA2 were not detected in this
prevalence study in the Brazilian GR population. Three animals were genotyped as heterozygous
for the PRA-prcd mutation (3/121 animals; 2.47%; p= 1.23%), demonstrating that this mutation is
still present in some bloodlines and animals in Brazil, even with a rare prevalence.
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186  Table 1. PCR and sequencing primer sets used in this study
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Primer sets Primer sequences (5’ - 3°)

Product (bp!) Melting

GTAGTTGGATGTCGTGGAATACT

PRAL CCGGCCTGATTAAACCTCTT
CTCTGGTCTGGAACCGATTATTT

PRA?2 GGATCTGAAGGTGCAGATT

pRApreg:  CCAGTGGCAGCAGGAACC

CCGACCTGCTGCCCACGACTG

473 60 °C
493 60 °C
512 62 °C

1Base pairs, 2Primers previously describe (8).

188

38



189

190

191
192
193
194
195
196
197
198

39

Figure captions

Figure 1. Partial chromatogram showing capillary sequencing results for homozygous wildtype (A)
and heterozygous (B) mutant alleles of the (9.4188663G>A, PRA-prcd) mutation in the PRCD
gene, homozygous wildtype (C) allele of the (c.2601_2602insC; PRA1) mutation in the SLC4A3
gene, and homozygous wildtype (D) allele of the (g.63129154delA; PRA2) mutation in the TTC8
gene in Golden Retrievers dogs. A, wildtype allele (guanine) (black arrow); B, double peak
(guanine / adenine) (green arrow); C, 8th cytosine insertion point (blue arrow); D, point of an
adenine deletion (red arrow). Image obtained using Geneious® 10.0 software (Biomatters Ltd.,
Auckland, New Zealand).
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ANEXOS 1

Termo de consentimento e questionario para tutores e médicos veterinarios

durante a colheita das amostras
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AVA -
&7ivay  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA PAV LN f
u nes " 4ULIO DE MESQUITA FILHO” I\ mvZ - unes p
Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Campus de Botucatu

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a realizacdo do Projeto de
Pesquisa intitulado ESTUDO DA PREVALENCIA DAS MUTACOES PRA 1, PRA_2 E PRCD
RESPONSAVEIS PELA ATROFIA PROGRESSIVA DE RETINA EM CAES DA RACA
GOLDEN RETRIEVER, de Me. Anelize de Souza Trecenti Santana sob a responsabilidade do Prof.
Dr. José Paes de Oliveira Filho.

(Contribuicdo dos graduandos Jalia Franco-UNESP-BOTUCATU, Lukas Garrido
Albertino- UNESP-BOTUCATU, Monalisa Peres -FAEF-GARCA.

Descricéo detalhada dos procedimentos, em linguagem ndo cientifica:

. Coleta de amostra por swab oral ou sangue em tubo com EDTA.
. Extracdo de DNA a partir da amostra coletada
. Realizagdo de teste genético para Atrofia Progressiva de Retina.

Nome dos Animais
1.
2.
3.
NOME DO RESPONSAVEL:
RG:

Data:

Assinatura:

Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia
Sec¢do Técnica Académica
Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Corréa, s/n
UNESP — Campus de Botucatu — CEP: 18618-681
(14)38802176 — www.fmvz.unesp.br
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Numero da ficha: r850;

Nome do animal: AON0! Idade:

Nome do Propeietanio:

Data da coleta da amostra de sangue:

Questanano

1) O arimal apresenta ou dpresentiva resisténcia em entrar em ambientes claros ou escuros? Dificuldade em
movimentar em ambientes com contraste (piso preto € branco) ou penumbra? Dificuldade para subir cu descer
de mbves como sofd ou cama e fou escada? Ha quanto tempo?

2) O animal apresenta oy apresentava dificuldade de anxergar objetos &m movimento ou estatico (préximo ou
distante|? Hd quanto tempo?

3) Observou catarata? Ha quanto tempo?

4) Observou midriase? Ha quanto tempa?




Esquema de mxame oftslmolageo

Reflexo de sneacs
oD

Presents

Masente
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St doemes
| OF

[Teste da bok de aigodio
oD

| Ausents

Teste da bols de algodio
OF

Reflexo pupiiar direto OD | Prasente

|

Reflexo pupiar
Consensual OF

Reflexo pupitar direto OE

Reflexo pupiar
Consensual 0D

Dazzle OD

Dazzle OF

Cristalino

CGtarata

Ausdncia de catarata

Olho cireito

Olho esquerdo

Fundoscopia

ObservagBes

Area tapetal

Area ndo tapetal

Vasos retinlanos

Nervo optico

Reflexo de fundo




ANEXO 2

Questionario online enviado aos tutores apds coleta

Projeto De Pesquisa PRA (Atrotia Progressiva

De Retina) Em Cies da Raga Golden Retriever

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a realizagdo do Projeto de
Pesquisa intitulado ESTUDO DA PREVALENCIA DAS MUTACf)ES PRA_1, PRA_2 EPRCD
RESPONSAVEIS PELA ATROFIA PROGRESSIVA DE RETINA EM CAES DA RACA GOLDEN
RETRIEVER, de Me. Anelize de Souza Trecenti Santana sob a responsabilidade do Prof. Dr.

José Paes de Oliveira Filho.

( Contribuigdo dos graduandos Julia Franco-UNESP-BOTUCATU, Lukas Garrido Albertino-
UNESP-BOTUCATU, Monalisa Peres -FAEF-GARCA.

Descricdo detalhada dos procedimentos, em linguagem néo cientifica:

+  Coleta de amostra por swab oral ou sangue em tubo com EDTA.

+  Extracdo de DNA a partir da amostra coletada

+  Realizag3o de teste genético para Atrofia Progressiva de Retina.

Nome do Turor

Sua resposta

Concaro xl.l.'l ror

Sua resposta

Mome do animal

Sua resposta



Sexo do animal

O Macho
() Fémea

Idade do animal

() Menos de 1ano

O 1ano
O 2 anos
() 3anos
() 4anos

O Mais de 5 anos

) animal ja apresentou alguma enfermidade nos olhos?

() sim
() Nio

Alguém do grupe familiar do animal ji foi diagnesticado com alguma enfermidade nos

olbios?

() sim
() Nio

Le SIML ¢|u:|.| foi 1 enfermidade di:l.gnn.ﬂ:if:tda'.‘

Sua resposta
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Voce ja ouviu falar sobre a Arrofia Progressiva de Rerina em clies?

() sim
() Nio
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