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RESUMO

A miotonia hereditaria (MH) € uma enfermidade muscular hereditaria ndo distréfica.
Manifesta-se pela presenca de hipertrofia muscular e miotonia que melhora com o
exercicio, fenbmeno conhecido como “warm-up”. As alteragbes clinicas estao
associadas a mutacbes no gene CLCNL1, codificador do canal seletivo para o ion
cloreto da musculatura esquelética. A enfermidade ja foi descrita em diversas
espécies e algumas racas caninas; no entanto, esta é primeira descricdo de MH em
cées da raca American Bulldog. Quarenta e quatro cédes da raca American Bulldog
foram empregados na pesquisa, constituindo trés grupos de estudo. O primeiro
grupo, compreendeu um céo, da raca American Bulldog, com cinco meses de idade,
que foi avaliado sob aspectos clinicos, eletromiograficos e moleculares. Os sinais de
hipertrofia muscular, miotonia e fenbmeno “warm-up” foram evidentes. Durante o
exame de eletromiografia (EMG) foram verificadas a presenca de descargas
miotdnicas. Foi verificada uma mutagcdo “frameshift’, NM_001003124.2:
c.436_437insCTCT, no gene CLCN1l. A presenca do transcrito alternativo
NC_006598.3 (NM_001003124.2): c.774_775ins [6442_6520] foi observada no
RNAmM do cao miotdnico. O segundo grupo constituiu-se de dez cées geneticamente
relacionados com o cao do primeiro grupo. Por fim, o terceiro grupo compreendeu 33
cées néo relacionados entre si e com 0s caes de outros grupos. Heterozigotos, caes
wildtype e outro cédo afetado para a mutacdo NM_001003124.2: c.436_437insCTCT
foram observados dentre os dez cades geneticamente relacionados. Todos os caes
do terceiro grupo foram considerados wildtype para a mutacdo descrita. Foi
padronizado um teste molecular diagnéstico da miotonia hereditaria para a mutacéo
NM_001003124.2: c.436_437insCTCT, utilizando o método de sequenciamento
Sanger. O teste molecular podera ser utilizado na orientagdo de acasalamentos. O
estudo contribui para a compreensao da fisiopatogenia da MH, ampliagdo do
espectro de mutagcées no gene CLCNL1 relacionadas a enfermidade e constitui a

primeira descricdo da MH em caes da raga American Bulldog.

Palavras-chave: Canal de cloro, musculo esquelético, eletromiografia, mutagéo,

American Bulldog.



ABSTRACT

Hereditary Myotonia (HM) is an inherited non-dystrophic muscle disease. It is
manifested by the muscular hypertrophy and myotonia that improves with exercise, a
phenomenon known as "warm-up". Clinical features are associated with mutations in
the CLCNL1 gene, that encodes the selective channel for the skeletal muscle chloride
ion. The HM has been described in several species and some dog breeds; however,
this is the first report of HM in American Bulldog. The objective of this research was
to describe clinical abnormalities, electromyographic and molecular characterization
of hereditary myotonia in dog of this breed. 44 American Bulldog were used in the
research, constituting 3 study groups. The first group included an American Bulldog,
5 months old, was evaluated under clinical, electromyographic and molecular
aspects. Signs of muscle hypertrophy, myotonia, and warm-up were present. During
the electromyography exam (EMG) myotonic discharges were observed. A frameshift
mutation, NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT, was verified in the CLCN1 gene.
The presence of an alternative transcript NC_006598.3 (NM_001003124.2):
C.774_775ins [6442_6520] was observed in the myotonic dog mRNA. The second
group consisted of ten dogs genetically related to the dog of the first group. Finally,
the third group included 33 unrelated dogs and dogs from other groups.
Heterozygotes, wildtype dogs and another dog affected by mutation
NM_001003124.2: c.436_437insCTCT were observed among the ten genetically
related dogs. All dogs of the third group were considered wildtype for the mutation
described. A genetic test of hereditary myotonia for the mutation NM_001003124.2:
c.436_437insCTCT was standardized by the Sanger sequencing method. Molecular
testing can be used to guide mating. The study contributes to the understanding of
the pathophysiology of HM by broadening the spectrum of mutations in the CLCN1
gene related to illness and constitutes the first description of HM in American

Bulldog.

Keywords: Chloride channel, skeletal muscle, electromyography, mutation,

American Bulldog.
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1. INTRODUCAO

O musculo esquelético constitui um dos mais dindmicos tecidos do corpo
humano, representa cerca de 40% do peso corporal e contém aproximadamente 50-
75% de todas as proteinas do corpo. O equilibrio entre a sintese e a degradacao
proteica asseguram adequada funcionalidade do tecido. No entanto, fatores como o
estado nutricional, desequilibrio hormonal, exercicio, lesdo ou doengas podem
desestabilizar o sistema neuromuscular (FRONTERA; OCHALA, 2015).

A presenca de miotonia destaca-se em algumas enfermidades como a
principal manifestacdo de distirbios no musculo esquelético (PEDROSA et al.,
2018). A miotonia é um sinal clinico decorrente do retardo no relaxamento da
musculatura esquelética apds contracdo voluntaria, estimulo elétrico ou mecanico
(DEWEY; TALARICO, 2017). Este sinal estad associado a miopatias que podem ser
distréficas ou ndo distréficas e podem ter carater adquirido ou hereditario
(MATTHEWS et al., 2010).

Em humanos, existem dois tipos de miotonias distréficas, a do tipo 1 (DM1) e
a do tipo 2 (DM2). As miotonias nao distréficas sao classificadas em dois grandes
grupos, as que afetam os canais de cloro e as que ocasionam disfun¢des dos canais
de sodio (MONTAGNESE; SCHOSER, 2018). A paralisia periédica hipercalémica
(HYPP), a paramiotonia congénita (PC) e a miotonia agravada pelo potassio sao
canalopatias relacionadas aos disturbios do canal de so6dio (KUBOTA et al., 2009;
SCHNEIDER-GOLD et al., 2018). A principal enfermidade causada pela disfuncéo
do canal de cloreto € a miotonia hereditaria (COLDING-JORGENSEN, 2005).

Dentre as doencas miotdnicas nao distréficas hereditarias, a miotonia
hereditaria (MH) constitui uma enfermidade que impacta na mobilidade das pessoas,
afetando a qualidade de vida (MEYER-KLEINE et al., 1995). Clinicamente, a MH
caracteriza-se pelo aparecimento da miotonia apds o inicio de um movimento e
tende a melhorar apés repetidas movimentacdes, fendmeno conhecido como “warm-
up”. Observa-se, na maioria dos pacientes, o desenvolvimento de hipertrofia
muscular. A MH decorre de muta¢des no gene CLCN1, codificador do canal seletivo
para o ion cloreto no tecido muscular esquelético (CLC-1) (MENG et al., 2016).

Dentre as espécies animais com descricbes de MH estao bufalos (BORGES
et al.,, 2013), cabras (BECK; FAHLKE, 1996), cdes (RHODES et al., 1999;



FINNIGAN et al., 2007), camundongos (STEINMEYER et al., 1991a; PAPIZAN et al.,
2017), cavalos (WIIJNBERG et al., 2012), gatos (TOLL et al., 1998; HICKFORD et
al., 1998; GASCHEN et al., 2004; GANDOLFI et al., 2014), ovelhas (MONTEAGUDO
et al, 2015) e suinos (ARAUJO et. al., 2017).

Em caes, foram feitas descricbes da miotonia hereditdria nas racas
Staffordshire terrier (SHIRES et al., 1983), Chow Chow (AMANN et al., 1985;
SHORES et al.,1986), Great Dane (HONHOLD; SMITH, 1986), Cocker Spaniel
(HILL, 1995), Schnauzer Miniatura (RHODES et al., 1999; VITE et al., 1999),
Australian cattle dog (FINNIGAN et al., 2007), Jack Russell terrier (LOBETTI, 2009),
Border Collie e West Highland White Terrier (DEWEY; TALARICO, 2017) e Labrador
Retriever (QUITT et al., 2018).

Recentemente, um cdo da ragca American Bulldog, com 5 meses de idade, foi
atendido pelo professor Dr. Adilson Donizeti Damasceno, neurologista que atua na
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias (HV/EVZ/UFG),
e recebeu o diagnéstico presuntivo de miotonia hereditéria. Diante da suspeita
clinica, o professor contatou o Laboratério de Biologia Molecular do Departamento
de Clinica Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus
Botucatu, para realizacao de andalise genética a fim de confirmar o diagndéstico.

O presente estudo teve 0 objetivo de caracterizar a miotonia hereditaria em
caes da raca American Bulldog. O modelo deste estudo podera contribuir para a
avaliacdo de variabilidade genotipica e fenotipica da MH entre diferentes espécies,

como a espécie humana, por exemplo.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Aspectos Gerais da Miotonia

Adolf Strimpell propds o termo miotonia alguns anos ap0s a primeira
descricio da miotonia hereditaria, feita por Thomsen (1925 apud RUDEL;
LEHMANN-HORN, 1985). Nessa descricdo a miotonia caracterizava-se pela
incontrolavel tensdo muscular apds a contracdo voluntaria e era descrita como uma
incapacidade de relaxamento, contracdo prolongada ou relaxamento retardado
(RUDEL; LEHMANN-HORN, 1985).

A miotonia é definida, atualmente, como o disturbio de atraso no relaxamento
do mdsculo, que resulta em contracdo sustentada apds despolarizacdo inicial
(DEWEY; TALARICO, 2017).

As sindromes miotdbnicas compdem um grupo de enfermidades
caracterizadas por miotonia associada a demais disfungcbes musculares. A
classificacdo das miotonias € geralmente baseada na hereditariedade e na

apresentacao clinica e no defeito molecular (LIPICKY, 1979).

As miotonias podem ou ndo estar associadas a distrofia muscular (ZHANG et
al., 1996) e caracterizar-se como hereditarias (ALEJO-GONZALEZ et al., 2016) ou
adquiridas (CHEN et al., 2010).

A miotonia distrofica € uma enfermidade neuromuscular degenerativa que
apresenta miotonia associada a distrofia e fraqueza muscular progressiva, descrita
pela primeira vez em 1909, pelo neurologista Hans Gustav Wilhelm Steinert (apud
MISHRA et al., 2018).

Em humanos, dois tipos de distrofias miotdnicas sdo conhecidas: DM1 e DM2.
Embora ambas manifestem alteracbes multissistémicas, a DM1 representa maior
gravidade clinica pela possibilidade de expressar-se como congénita (YETKIN et al.,
2018) e por acometer severamente o sistema nervoso central (ANDRE et al., 2018).
A DM2 geralmente apresenta um espectro de sintomas leves, embora heterogéneo
(BOZOVIC et al., 2018).

Quanto as miotonias nao distroficas, sao divididas em dois grandes grupos:

as que implicam em disfungéo dos canais de cloreto e as com disfuncdo dos canais



de sodio (MONTAGNESE; SCHOSER, 2018). A miotonia hereditaria resulta da
disfuncéo do canal de cloreto CLC1 (COLDING-JORGENSEN, 2005). A paralisia
periodica hipercalémica com miotonia, a paramiotonia congénita e a miotonia
agravada pelo potassio sdo as canalopatias relacionadas aos disturbios do canal de
sodio (SCHNEIDER-GOLD et al., 2018).

2.2. Miotonia Nao Distroéfica

As miotonias nao distréficas caracterizam-se por miotonia ndo associada a
distrofia, causada pela disfuncdo dos principais canais de ions do musculo
esquelético. Incluem as miotonias decorrentes de defeitos no canal de sédio
muscular (paramiotonia congénita, paralisia peridédica hipercalémica e miotonia
agravada por potassio) e a miotonia decorrente de defeito no canal de cloro
muscular (miotonia hereditaria) (VICART et al., 2005; MATTHEWS et al., 2010).

Quando se trata de mutacdes no gene SCN4A, os sintomas podem variar de
miotonia leve a rigidez muscular grave ou episodios de paralisia (TRIP et al., 2009).
As miotonias nao distréficas causadas por mutacdes no gene CLCN1 sé&o
caracterizadas por hipertrofia muscular, relaxamento tardio apds contracdo que
melhora conforme é mantida a atividade muscular (fendmeno “warm up”)
(GUTMANN; PHILLIPS, 1991; COLDING-JORGENSEN, 2005; AMRITA LAKRAJ et
al., 2013).

Na paramiotonia congénita (PC) os sintomas sdo fragueza episoédica,
sensibilidade ao frio e miotonia agravada pelo exercicio, manifestando-se de
maneira paradoxal ao fendmeno warm-up (RICKER et al., 1986; STREIB,1991). A
miotonia pode estar presente na paralisia periédica hipercalémica (HYPP); no
entanto, a fraqueza episddica é o sintoma mais comum em humanos (PTECEK et
al., 1994; HUDSON et al., 1995; LEHMANN-HORN; RUDEL, 1995).

A miotonia agravada por potassio caracteriza-se pela sensibilidade ao frio e
miotonia exacerbada pela ingestdo de potassio (KUBOTA, 2009). Apresenta trés
conhecidas variacdes fenotipicas, sdo conhecidas como miotonia congénita
responsiva a acetazolamida (PTACEK et al., 1991), miotonia flutuante (LENNOX et
al., 1992) e miotonia persistente (MCCLATCHEY et al., 1992).



Os defeitos genéticos envolvidos na miotonia nao distréfica ndo eram
conhecidos até 1990. Posterior a esse periodo, a maioria dos distarbios foram
relacionados com mutacdes em genes que codificam canais ibnicos dependentes de
voltagem. As denominadas canalopatias musculares passaram a ser classificadas
em disturbios do canal de sédio e disturbios do canal de cloro (BERCHTOLD et al.,
2000).

As miotonias do canal de sodio (paramiotonia congénita, paralisia periddica
hipercalémica e miotonia agravada por potassio) sdo distirbios musculares
hereditarios resultantes de mutacdes pontuais no gene SCN4A, codificador do canal
de sédio do musculo esquelético humano (RUDEL; LEHMANN-HORN, 1997).

Em animais, a paralisia periodica hipercalémica ja foi descrita em cavalos,
causando episédios intermitentes de tremor muscular, crises de paralisia do musculo
esquelético e fraqueza, induzidas por potassio. Uma mutagdo pontual que substitui
fenilalanina por leucina foi identificada no gene SCN4A do musculo esquelético
equino (RUDOLPH et al.,1992; NAYLOR, 1994; SLOET, 1999).

Camundongos manifestaram fraqueza, miotonia e paralisia causada por
sensibilidade ao potassio quando uma mutacdo descrita em humanos, de
substituicdo de metionina por uma valina, foi induzida no canal de sédio do musculo
esquelético do animal, sendo a espécie um modelo experimental para a enfermidade
em humanos (HAYWARD et al., 2008).

Quanto aos canais de cloro voltagem dependente do musculo esquelético, a
miotonia ndo distréfica envolvida é a miotonia hereditaria, resultante de mutacdes no
gene CLCN1 que determinam alteracdes na condutibilidade ao ion cloreto pelo
sarcolema (JING et al.,, 2018). Compreender a importancia do gene CLCN1 e a
funcdo do canal de cloreto CLC-1 é requisito fundamental para o estudo do impacto

das diferentes mutacdes na fisiopatogenia da miotonia hereditaria (TSUJINO, 2011).

Dentre as miotonias ndo distroficas, a miotonia hereditaria, considerada a
mais comum na espécie humana, é também a que possui mais descricdes em
animais (MATTHEWS et al., 2010). Hipertrofia muscular, atraso no relaxamento
muscular apos contracao e o fendmeno “warm up”, bem como algumas mutacdes no
gene CLCN1 foram descritas em bufalos (BORGES et al., 2013), cabras (BECK et
al.,1996), caes (RHODES et al., 1999), camundongos (STEINMEYER et al., 1991,



PAPIZAN et al., 2017), cavalos (WIJINBERG et al., 2012), gatos (GANDOLFI et al.,
2014), ovelhas (MONTEAGUDO et al., 2015) e suinos (ARAUJO et al., 2017).

2.2.1. Canais de Cloro

Thomas Jentsch foi o primeiro a clonar e descrever a estrutura do canal de
cloro (CLC-0) dependente de voltagem (JENTSCH et al., 1990). Posteriormente,
descri¢cOes de canais semelhantes ao CLC-0 foram publicadas consistindo em uma
familia composta por nove membros: CLC-1, CLC-2, CLC-Ka, CLC-Kb, CLC-3, CLC-
4, CLC-5, CLC-6 e CLC-7(CURI et al., 2009).

O poro do canal de cloro assemelha-se a forma de uma ampulheta, com uma
constricdo no centro da membrana, denominada filtro de seletividade. O ion cloro
influencia a abertura do canal, conferindo ao canal a dependéncia de voltagem
(DUTZLER, 2002).

Os canais de cloro sédo distribuidos em diferentes tecidos, em membranas
plasmaticas e organelas intracelulares (STEINMEYER et al., 1991). Os CLC
contribuem em processos que regulam funcdes fisioldgicas como, por exemplo,
controle da liberagdo de neurotransmissores, manutencdo da normalidade da
excitacdo celular e transporte de ions (GANDOLFI et al.,, 2014). Esses canais
regulam a excitabilidade elétrica e estabilizam o potencial de repouso da membrana
(STEINMEVYER et al., 1994).

Defeitos moleculares no canal CLC-1 estdo relacionados a formas
autossdmica dominante e autossdmica recessiva da miotonia hereditaria (DUTZLER,
2002). O CLC-2 tem importante participacdo na regulacdo do volume celular e da
excitabilidade neuronal. O CLC-5 é altamente expresso no rim e em menor grau no
pulmédo e cérebro. As caracteristicas dos demais canais ainda ndo séo totalmente
conhecidas (BRANDT; JENTSCH, 1995).

2.2.1.1. Canais de cloro CLC-1

O gene CLCNL1 é o codificante para o canal de cloro CLC-1 do musculo
esquelético (JENTSCH, 2015; PENG et al., 2016). Em caes, espécie abordada neste
estudo, o gene esta localizado no cromossomo 16 (NC_006598.3). O RNAmM ¢
constituido por 4.715 pb e 23 éxons (TABELA 1), que codificam 976 aminoacidos.
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TABELA 1: Sequencia referéncia NC_006598.3 (NM_001003124.2): Localizacdo e
tamanho, em numero de pares de bases, dos 23 exéns, do gene CLCN1 na espécie
Canis familiaris (NCBI - Gene ID: 403723).

- TAMANHO : TAMANHO
EXON (Pares de Bases) INTRON (Pares de Bases)

1 271 1 2.858
2 121 2 391
3 132 3 559
4 129 4 252
5 134 5 1.242
6 78 6 1.002
7 79 7 5.322
8 126 8 281
9 85 9 188
10 102 10 303
11 85 11 255
12 150 12 4.975
13 70 13 175
14 111 14 1.968
15 214 15 236
16 134 16 1.647
17 227 17 302
18 112 18 330
19 80 19 250
20 39 20 2.973
21 105 21 89
22 87 22 496
23 2.044 - -

Os canais seletivos para o ion cloreto constituem-se de duas subunidades
proteicas idénticas (TANG; CHEN, 2011). Cada subunidade forma um poro condutor
e, portanto, cada canal exibe dois poros, os CLC constituem dimeros
transmembranares com condutancia independente de ions em cada monémero
(SAVIANE et al., 1999; POROCA et al., 2017).

Os CLC-1 sao responsaveis pelo transporte dependente de voltagem dos ions
Cl- através das membranas celulares, atuando na regulacdo do potencial de
repouso das membranas musculo esqueléticas e, consequentemente, mantendo
constante o equilibrio no processo de excitabilidade das fibras musculares (IMBRICI
et al., 2015).

Em repouso, as fibras musculares de mamiferos apresentam elevada
permeabilidade de membrana para ions Cl, aproximadamente 70-85% da
condutancia de membrana € realizada pelos canais idnicos CLC-1 (STEINMEYER et
al., 1991).
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A distribuicdo passiva e a elevada condutancia de cloreto permitem ao CLC-1
conduzir corrente de membrana para repolarizacdo da membrana muscular. Como
resultado da membrana em estado de repouso (polarizada), é cessada a contracao
muscular e verificado o relaxamento muscular apos contracdo. No entanto, quando a
condutancia de cloreto é reduzida a 20% (BARCHI, 1975) ocorre o retardo da
repolarizacao sarcolemal apds despolariza¢do. Além disso, essa situagao favorece a
ocorréncia de potenciais de acéo repetitivos ndo evocados decorrentes ao estado de
hiperexcitabilidade do musculo esquelético (CANNON, 2006; PEDERSEN et al.,
2016).

2.2.2. Miotonia hereditaria

A miotonia hereditaria € uma canalopatia que resulta de mutacdo no gene
CLCNL1, que codifica o principal canal seletivo para o ion cloreto da musculatura
esquelética (CLC-1) (STEINMEYER et al., 1994). Esse disturbio caracteriza-se pelo
comprometimento funcional do canal de cloro e implica no atraso da repolarizacao
do sarcolema. Secundario a esse evento ocorre o acumulo de ions potassio no
sistema T-tubular e esse acumulo favorece a ocorréncia do estado de
hiperexcitabilidade do sarcolema, promovendo contragcdo muscular continua apés a
despolarizacao inicial (DEWEY, 2005).

Dessa forma, individuos acometidos pela MH apresentam um relaxamento
tardio da musculatura esquelética e aumento da rigidez muscular, ap6s contracao
muscular voluntaria ou decorrente a um estimulo elétrico ou mecéanico (TSUJINO et.
al., 2011) e tendem a melhorar com o aumento da osmolaridade extracelular
proporcionada pela contracdo repetitiva do musculo afetado, fendmeno denominado
“‘warm-up” (HOPPE et al., 2019).

Em humanos, a MH possui padrdo de heranca autossémico dominante,
conhecida como doenga de Thomsen, e padrdo de heranca autossémico recessivo,
doenca de Becker. Neste ultimo, o fenotipo geralmente € mais grave (TRIVEDI et al.,
2013).

Miotonia e hipertrofia muscular compdem sintomatologia classica expressa na
MH (MENG et al., 2016). No entanto, o estabelecimento da relacdo gendtipo-
fendtipo (IMBRICI et al., 2018) ampliou o espectro de manifesta¢des clinicas para a

doenca (TRIP et al., 2009), incluindo até mesmo casos cuja sintomatologia é atipica,
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a exemplo da oftalmoplegia flutuante observada inicialmente em um caso de
miotonia hereditaria (ODRZYWOLSKI et al., 2012) ou fraquezas e mialgias
episodicas, bem como dor bilateral nas pernas apresentadas como queixas iniciais
em pacientes miotbnicos (BHANGAV; MANOUSAKIS, 2017).

Estudos sobre o fenétipo da miotonia hereditdria em humanos também
demonstraram que alguns fatores podem favorecer o inicio dos sintomas, a exemplo
do hipotireoidismo (PASSERI et al., 2014) e da gestacdo (KUSHLAF; QUINLAN,
2017).

No que se refere ao diagnoéstico da MH, o histérico do paciente, o exame
fisico, descargas miotOnicas caracteristicas observadas no exame de eletromiografia
(SENER et al., 2018), avaliacao histoldgica para descarte de alteracdes distroficas e
analises genéticas devem ser realizadas a fim de confirmar mutacdes no gene
CLCN1 que justifiguem a miotonia (ALEJO-GONZALEZ et al., 2016).

E importante destacar que dentre as ferramentas disponiveis para o
diagnéstico da MH, o exame de eletromiografia (EMG) constitui-se indispensavel
para o diagnostico. A instabilidade elétrica da membrana do sarcolema caracteriza
miotonia e pode ser identificada no exame de EMG, apresentando elevada taxa de
deteccdo das tipicas descargas miotbnicas observadas na canalopatia (DROST et
al., 2015).

No exame de EMG cada forma de onda representa um potencial ordinario das
fiboras musculares, a forma € analisada juntamente com o ritmo de onda e com a
forca muscular (AKABOSHI, 2018). Tracados eletromiograficos em padréo
crescente-decrescente de ondas, como observado na figura abaixo, bem como som
gue se assemelha ao “motor de motocicleta” (PRESTON; SHAPIRO, 2013) ou “avido

de bombardeiro” caracterizam a miotonia hereditaria.
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FIGURA 1. Tracados eletromiograficos com aumento e diminuicdo da amplitude e
frequéncia de ondas, caracteristicos da descarga miotdnica presente na miotonia
hereditaria (Adaptado de PRESTON; SHAPIRO, 2013).

2.2.3. Miotonia Hereditaria em Humanos

Em 1876, o Dr. Asmus Julius Thomsen descreveu em varios membros de sua
familia, e em si mesmo, o relaxamento tardio dos musculos esqueléticos, uma
condicao hereditaria que se manifestava apés contracdo voluntéria. Essa consistiu
na primeira descricdo da miotonia hereditaria, existindo variabilidade fenotipica entre
0os membros afetados da familia e reducdo gradual da miotonia apds a repeticdo de

movimentos, denominado efeito “warm-up” (THOMSEN, 1876).

Peter Emil Becker, em 1977, descreveu a existéncia de uma variacdo da
miotonia hereditaria estudada por Thomsen, apresentando uma enfermidade de
caréter recessivo (BECKER, 1977).

Anos mais tarde, quando a realizacdo de testes genéticos se tornou possivel,
os fendtipos descritos por Thomsen (GEORGE et al.,1993) e Becker foram
associados a mutacdes no gene do canal de cloreto do musculo esquelético CLCN1
(KOCH et al., 1992).

Atualmente, mais de duas centenas de mutacées no gene CLCN1 foram
descritas, mutacbes em miotonia hereditaria autossdmica recessiva, conhecida
como doenca de Becker (RAJA RAYAN et al.,, 2012; PORTARO et al., 2015) e
miotonia de carater dominante, doenca de Thomsen (FAHLKE et al., 1997; TSUJINO
etal., 2011).
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Um exemplo da persisténcia na expressdao e variabilidade fenotipica
intrafamiliar, observada inicialmente por Thomsen, foi relatado em 16 individuos da
mesma familia, persistindo por cinco geracdes (SASAKI et al., 2001). A expressao
fenotipica, nesses casos, apresenta-se mais grave em homozigotos que em
pacientes heterozigotos, sugerindo efeito de dosagem génica (RICHARDSON et al.,
2014).

Quanto a variabilidade genotipica, embora a predominancia do acometimento
dos exons 4 e 5 no CLCN1 tenha sido observada em 106 individuos néo
aparentados (BRUGNONI et al., 2013), a possibilidade de mutacbes na MH é
imensa e novas mutacdes sdo frequentemente descritas em humanos (JING et al.,

2018), afetando diferentes regifes do gene.

2.2.4. Miotonia Hereditaria em Animais

Além da espécie humana (MEYER-KLEINE et al., 1995), bufalos (BORGES et
al., 2013), cabras (BECK; FAHLKE, 1996), cdes (RHODES et al., 1999; FINNIGAN
et al., 2007), camundongos (STEINMEYER et al., 1991; PAPIZAN et al., 2017),
cavalos (WIINBERG et al., 2012), gatos (TOLL et al., 1998; HICKFORD et al.,
1998;GASCHEN et al., 2004; GANDOLFI et al., 2014), ovelhas (MONTEAGUDO et
al, 2015) e suinos (ARAUJO et. al., 2017) também sio afetados pela miotonia

hereditaria.

2.2.4.1. Cabra: O mais antigo modelo animal da sindrome mioténica

Relatos sugerem que as primeiras cabras com rigidez ao movimento e
“ataques” de rigidez surgiram no Tennessee central, por volta de 1880. Inicialmente,
0s animais acometidos pela miotonia eram descritos como fainting goats. Quando
um estimulo sonoro alto ou um movimento subito era aplicado aos animais afetados,
a reacdo aos estimulos era o bastante para exibir a condicdo caracterizada por
contragcdo muscular generalizada, que poderia durar de 5 a 20 segundos, nos casos
mais graves (WHITE; PLASKETT, 1904; DZAKUMA; RISCH, 1996).

O modelo animal da cabra permitiu que BRYANT (1969) observasse a baixa
condutancia do cloreto em fibras musculares de cabras miotonicas como principal

fator associado a causa de miotonia.
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A compreenséo da patogénese da MH se iniciou com 0S primeiros registros
eletromiogréaficos de cabras mioténicas (BROWN; HARVEY, 1939). Posteriormente,
estas também contribuiram para a descoberta da condutancia de cloreto diminuida
na membrana de fibras musculo-esqueléticas em repouso (LIPICKY; BRYAN, 1966;
ADRIAN; BRYANT, 1974). O sarcolema afetado pela miotonia hereditaria apresenta
resisténcia no processo de repolarizagdo, em decorréncia da diminuicdo da
condutancia do cloreto (BARCHI, 1975).

A partir deste modelo animal, trés explicacées foram descritas para o defeito
do canal de cloreto na miotonia: blogueio do canal decorrente de substancia
oclusiva, diminuicdo do numero de canais e alteracdo da seletividade para o cloreto
(BRYANT, 1982).

As descri¢cdes de miotonia ndo distréfica em caprinos muito contribuiram para
0 estudo e compreensdo da miotonia (LIPICKY et al., 1966). Inicialmente, apenas
variacdes da manifestacdo clinica eram utilizadas para o diagnostico (BRYANT et
al., 1968). Posteriormente, com a disponibilidade dos estudos moleculares, uma
mutacdo missense foi descrita no gene CLCN1, caracterizada pela substituicdo de
uma prolina por alanina. Sugere-se que essa mutacéo tenha sido o Unico alelo entre

as cabras miotdnicas no Tennessee (BECK et al.,1996).

2.2.4.2. Miotonia ndo distrofica em outras espécies animais

No decorrer das Uultimas décadas varias descricbes de miotonia nao
distréficas surgiram em outras espécies animais. Camundongos, por exemplo, foram
relatados como afetados pela miotonia em decorréncia de uma insercdo de
transposon no gene que codifica o canal CLC-1 (STEINMEYER et al.,, 1991). A
presenca de uma mutacdo nonsense e outra missense também foram observadas
nessa espécie (GRONEMEIER et al., 1994).

A descricdo da MH em um equino foi o primeiro relato da doenca em uma
espécie diferente da humana e caprina (STEINBERG; BOTELHO, 1962). Outro
estudo sobre a miotonia do CLC-1 descreve um potro de sete meses que
apresentou decubito, rigidez generalizada e descargas miotonicas. A analise
genética apontou que o animal afetado era homozigoto recessivo para a mutagao
missense c.1775A> C, p.D592A (WIINBERG et al., 2012).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006526600801002X#bb0015
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006526600801002X#bb0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006526600801002X#bb0065
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006526600801002X#bb0108
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006526600801002X#bb0048
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A primeira descricdo da miotonia hereditaria em felinos ocorreu em 1998.
Quatro filhotes tinham postura rigida ao caminhar, hipertrofia muscular, dificuldade
para abrir a boca, espasmos no musculo orbicular do olho e episédios de
hiperextensdo dos membros seguido de queda no decubito lateral. As alteracdes
clinicas e presenca de descargas miotonicas sugeriram o diagnostico de MH
(HICKFORD et al., 1998).

Na mesma época, rigidez e hipertrofia ndo dolorosa foram observadas nos
musculos apendiculares proximais em dois gatos. O exame de EMG revelou

descargas miotonicas classicas (TOLL et al., 1998).

Recentemente, a auséncia dos éxons 15 e 16 do gene CLCNL1 foi relatada em
felinos. A mutacdo resultou em um truncamento prematuro e alteracdo parcial do
dominio CBS1 (cistationina B-sintase) altamente conservado, critico para a formacao
do canal CLC-1 e atividade de transporte ionico (GANDOLFI et al., 2014).

Ao exame fisico, os felinos apresentaram hipertrofia muscular no pescoco e
na regido proximal dos membros, lingua protruida, limitacdo de movimento
mandibular associado a sialorreia, blefaroespasmo e rigidez generalizada. Ao exame
de EMG, descargas miotdnicas audiveis foram observadas e comparadas a um
“‘enxame de abelhas” (GANDOLFI et al., 2014).

Em bdfalos da raca Murrah a miotonia foi descrita apresentando hipertrofia e
rigidez muscular. Descargas miotonicas estavam presentes no exame de EMG. A
analise genética apontou a delecdo de 43 nucleotideos no éxon 3, decorrente de um
erro de splicing. Esse processo ocasionou uma alteracdo da estrutura de leitura do
gene CLCNL1 para a traducéo, resultando em 24 aminoacidos néo relacionados e um
stop cédon prematuro (BORGES et al., 2013).

Suinos com hipertrofia, rigidez muscular, fenbmeno de “warm-up” e a classica
manifestacéo de descargas miotonicas na EMG propiciaram a pesquisa molecular e
o primeiro relato da miotonia hereditaria na espécie. O mecanismo que causou as
alteragcbes no canal de CLC-1 consiste de uma extensa delecdo de regides
intronicas e exonicas, afetando os éxons 15 e 16, que acarretou na auséncia de 116

aminoacidos para composicéo proteica do canal de cloreto (ARAUJO, 2018).
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Em um rebanho de ovinos da raca Rasa Aragonesa a estimulacao visual,
auditiva ou a rgpida movimentacado durante o manejo do lote desencadeou crises,
em dois animais afetados, caracterizadas por quedas ao solo, postura rigida e
extensdo dos membros, com duracdo aproximada de 6 a 25 segundos. Hipertrofia
da musculatura dos membros posteriores e atraso no relaxamento muscular foram
evidenciados no exame fisico. Um nucleotideo ndo sinbnimo, resultando em
substituicdo p.GIn93Lys, foi identificado no éxon 2 do gene CLCNL1 e associado a
miotonia hereditaria na espécie (MONTEAGUDO et al., 2015).

2.2.4.3. Miotonia hereditaria em caes

Os primeiros relatos de cées afetados pela miotonia hereditaria surgiram na
década de 80. De acordo com um dos relatos, uma fémea da raca Chow Chow, com
quatro meses de idade, apresentava rigidez de membros, ataxia nos membros
pélvicos e quedas subitas, descritas como colapsos ocasionais. Na época, 0
diagndstico consistia basicamente na avaliacdo do histérico, manifestacdes clinicas,
eletrodiagnostico e exame microscopico de musculo biopsiado para confirmacdo da
auséncia de distrofia muscular (AMANN et al., 1985; SHORES et al.,1986).

Posteriormente, descricdes da miotonia hereditaria foram feitas também em
cées das racas Staffordshire terrier (SHIRES et al., 1983), Great Dane (HONHOLD;
SMITH, 1986), Cocker Spaniel (HILL, 1995), Schnauzer Miniatura (RHODES et al.,
1999; VITE et al., 1999), Rhodesian Ridgeback, West Highland White terrier,
Samoyed cross, (DEWEY, 2005), Australian cattle dog (FINNIGAN et al., 2007), Jack
Russell terrier (LOBETTI, 2009), Border Collie (DONNER, 2016; DEWEY;
TALARICO, 2017) e Labrador Retriever (QUITT et al.,, 2018). Muta¢cdes no gene
CLCN1, compativeis com a miotonia hereditaria, foram descritas apenas em cées
das racas Schnauzer Miniatura (RHODES et al., 1999), Australian cattle dog
(FINNIGAN et al., 2007), Jack Russell terrier (LOBETTI, 2009), Border Collie e
Labrador Retriever (QUITT et al., 2018).

Em um cdo macho de quatro meses de idade, da raca Cocker Spaniel, as
alteracbes observadas no sistema muscular foram descritas como rigidez,
espasticidade, ataxia dos membros e "bunny hopping" dos membros pélvicos. O
diagnéstico de miotonia hereditaria foi baseado nas caracteristicas clinicas,

anormalidades eletrofisiologicas e analises histopatoldgicas (HILL, 1995).
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A raca Schnauzer compreende o maior numero descrito de caes afetados.
VITE et al.,, (1999) relataram a enfermidade em 17 Schnauzers geneticamente
relacionados dos quais nove eram afetados. Os caes apresentaram andar enrijecido,
principalmente ao iniciar um movimento, e melhora com o exercicio. Quedas foram
observadas decorrente de rdpidas mudancas na postura. Nervos cranianos e
reflexos segmentares nao estavam alterados. Na raca, a doenca manifestou
alteracdes dentarias e craniofaciais associadas a miotonia e rigidez muscular. O
exame eletromiografico dos cdes afetados revelou descargas miotbnicas com
duracédo aproximada de 40 segundos (GRACIS et al., 2000).

Pesquisas envolvendo a raca Schnauzer Miniatura foram as pioneiras em
relacionar os sinais clinicos com disturbios do canal de cloreto e analisar o gene
CLCNL1, colaborando com o desenvolvimento de testes genéticos para investigacao
de cées portadores de mutacdes relacionadas com a miotonia hereditaria (RHODES
et al., 1999; VITE et al., 1999; BHALERAO et al., 2002).

Para a padronizacdo de um teste genético molecular, capaz de detectar
mutacBes do gene CLCN1, relacionadas a miotonia hereditaria em cédes Schnauzers
Miniatura, 372 caes da raca foram testados entre marco de 2000 e outubro de 2001,
nos Estados Unidos, Canada, Europa e Australia. Um teste de DNA de digestéao
enzimatica de produtos de PCR, amplificados utilizando um anico par de iniciadores
para a mutacao no alelo CLC-1, evidenciou que 20,4% dos animais eram portadores
da mutacdo e 1,1% eram cades afetados pela miotonia. Os achados do teste
genético, juntamente com a analise genealdgica, permitiram relacionar um
reprodutor como ancestral comum de todos os portadores e cées afetados
(BHALERAO et al., 2002).

O padrdao de heranca autossdmico recessivo foi observado no Schnauzer,
assim como no cao da raga Australian cattle dog (VITE et al., 1999; FINNIGAN et al.,
2007). Uma mutacao missense em CLCN1, ¢.803C> T resultando em p.T268M, foi
associada a miotonia em Schnauzers (RHODES et al., 1999; BHALERAO et al.,
2002) e também Jack Russel Terriers (LOBETTI, 2009).

Na raca Australian Cattle Dog, um cao oriundo do Canada, apresentando
hipertrofia e rigidez muscular generalizada, positivo para descargas miotonicas

tipicas da miotonia hereditaria, foi submetido a biopsia muscular para realizacao de


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S006526600801002X#bb0092
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analise genética. A mutacdo no gene CLCN1, c.2665insA, resultando em perda dos
88 residuos de aminoacidos C-terminais, foi igualmente observada em caes da raca
Australian cattle dog e Border Collie (FINNIGAN et al., 2007; DONNER et al., 2016).

Em um céo da raca Jack Russell terrier de quatro meses de idade, as
alteracbes descritas consistiram em mausculos hipertréficos bem definidos nos
membros toracicos e pélvicos, espasmos musculares e crises de rigidez
generalizada com piora ap6s repouso e mudancas subitas na direcdo do movimento.
O quadro clinico apresentou melhora com o exercicio. Exames laboratoriais de rotina
e 0 exame neurologico ndo revelaram anormalidades. A mutagcdo missense em
CLCN1, c.803C> T relacionada a alteracdes no canal ibnico de cloreto colaborou

para o diagndéstico de miotonia hereditaria (LOBETTI, 2009).

O estudo mais recente da doenca descreveu a miotonia em um Labrador
Retriever com dois meses de idade. Além dos tipicos episodios de disturbios do
movimento, resultantes da rigidez generalizada, com piora apos repouso e melhora
com a atividade prolongada, o cao apresentou disfagia orofaringea e estridor de vias
aéreas superiores, induzido por excitagcdo. No exame de eletromiografia, descargas
mioténicas abundantes foram observadas. A analise histolégica permitiu excluséo de
miopatias estruturais. Através do sequenciamento do gene CLCN1, a mutacéo
c.2275A> T foi identificada, juntamente com o codon prematuro p.R759X (QUITT et
al., 2018).

2.3. American Bulldog: Caracteristicas da raca

A raga teve origem na Inglaterra e foi criada para ser um “farm utility dog”,
utilizado no trabalho da fazenda, protecdo pessoal e patrimonial (National Kennel
Club, 2019). Por se tratar de cées fortes, corajosos e com familiaridade com o gado,
tornaram-se populares no bullbaiting, um esporte sangrento que consistia no
combate entre cées e touros, um touro era preso e dois ou mais caes eram soltos
sobre ele até derruba-lo. Quando o esporte foi proibido, a raga praticamente
desapareceu, sendo substituida pelo Bulldog Inglés. No entanto, imigrantes levaram
seus caes de trabalho para o sul dos Estados Unidos e quando os American Bulldog
estavam quase extintos, na década de 1950, John D. Johnson, juntamente com Alan
Scott se dedicaram a criar a raca e descreveram dois padrdes raciais classicos
(UKC - United Kennel Club, 2019).
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Existem trés variacdes da raga: o tipo Bully ou Classico, também conhecido
como tipo Johnson, o tipo Padrdo ou Desempenho, também chamado de tipo Scott,
e hibridos dos dois (ABKC - American Bully Kennel Club, 2019).

Os caes tipo Johnson apresentam maior massa muscular, com cabecas
maiores, focinho mais curto e mordida mais pronunciada que os cdes do tipo Scott.
Atualmente, muitos American Bulldogs s&o hibridos, resultante de cruzamentos para
as duas linhas originais (UKC - United Kennel Club, 2019). Caes American Bully
possuem pelagem curta, sdo &ageis, musculosos e robustos. Cades machos séo
maiores e mais pesados que fémeas. No que se refere ao temperamento, Sao

alertas, extrovertidos e confiantes (National Kennel Club, 2019).

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral:

O presente estudo teve como principal objetivo descrever os aspectos
clinicos, eletromiograficos e moleculares da Miotonia Hereditaria em cées da raca
American Bulldog.

3.2. Objetivos especificos:

Confirmar a miotonia hereditaria no cao que apresenta hipertrofia muscular.

Descrever os achados eletromiograficos e histopatologicos na enfermidade

miotonica envolvendo cées da raga American Bulldog.
Construir heredograma para determinar padrao de heranca.

Sequenciar o RNAm responséavel pela codificacdo do canal de cloreto na

musculatura esquelética de um cdo normal e de um céo afetado.

Identificar e localizar a possivel mutacdo responsavel pela enfermidade

mioténica no gene CLCNL1.

Padronizar um teste molecular diagnostico para o tipo de mutacéo envolvida.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Animais experimentais

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus Botucatu (CEUA 0173/2018 -
Anexo A). Consentimento esclarecido para uso dos animais na pesquisa foram

fornecidos pelos tutores.

Um céo da raca American Bulldog, identificado como numero 1, macho, ndo
castrado, aos cinco meses de idade, foi inicialmente atendido pelo Servico de
Neurologia Veterinaria do Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e Zootecnia
da Universidade Federal de Goias (HV/EVZ/UFG), Campus Samambaia, Goiania,

Goias, Brasil.

Diante da suspeita clinica de miotonia hereditaria, o Laboratorio de Biologia
Molecular do Departamento de Clinica Veterinaria, da FMVZ - UNESP, Campus
Botucatu, Sdo Paulo, Brasil, foi contatado para contribuir com o caso, através da

avaliacdo neuromuscular, eletromiografica e molecular.

Amostras de sangue de dez cédes vinculados ao cao numero 1 por correlacédo
genética, atestada através das informacdes dispostas no Pedigree Database, foram
colhidas para andlise genética. As amostras tém por origem as regifées Sudeste e
Centro-Oeste do Brasil e correspondem aos estados de Goias, Minas Gerais e Rio
de Janeiro.

A identificacdo das amostras procedeu com a sequéncia dos nameros: 2, 3, 4,
5,6,7,8,9, 10, 11. As amostras numero 2 e 3 correspondem, respectivamente, ao
pai e a mae do cdo numero 1. A tia materna corresponde ao nimero 4. Os nimeros
5, 6, 7 e 8 sdo irméos, sendo que 5 e 6 sdo meio irmaos e apenas a numero 7 é irma
de mesma ninhada. A amostra numero 9 é da sobrinha. Por fim, os nimeros 10 e 11

correspondem a cées cujo avd é um ancestral comum (FIGURA 2).
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FIGURA 2: Heredograma com identificacdo das amostras e grau de parentesco dos
dez cées vinculados ao cdo numero 1. As formas ndo hachuradas correspondem as
amostras disponibilizadas para o estudo. Caes machos foram representados pelos
quadrados e femeas por circulos. As amostras correspondem ao pai (2), mae (3), tia
(4), irmaos (5,6,7 e 8), sobrinha (9) e caes cujo avd € um ancestral comum (10 e 11).

Adicionalmente, foram obtidas amostras de sangue de caes, da raca
American Bulldog, oriundos dos estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias. Ao
todo 33 amostras de cdes sem parentesco com 0 cao numero 1, até quinto grau,
destinadas a testes genéticos foram identificadas com a sequéncia de numeros: (12-
44).

Quatro amostras foram obtidas no estado de Goias; uma amostra no estado
de Minas Gerais e 28 amostras foram coletadas em diferentes municipios do estado

de S&o Paulo.
4.2. Exame fisico, exame de EMG e histopatologico

A obtencéo de informacfes a respeito do histérico familiar do paciente, obtida
atraves do relato do responsavel pelo cao, evidenciou a existéncia de uma irma de
mesma ninhada que apresentava sinais clinicos semelhantes. N&o foi possivel
examina-la, mas a analise de video e imagens confirmaram a presenca de
hipertrofia do pescoco e regido proximal dos membros, além disto, ao ser exercitada
apresentava episodio de rigidez muscular de curta duracdo que melhorava apos

exercicio.
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O exame de eletromiografia foi realizado, no cdo 1, nas dependéncias do
Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal
de Goiads. O equipamento utilizado para a avaliacdo eletromiografica foi o

eletroneuromiégrafo (Neuromap® ENMG/PE, Neurotec®, Itajuba, MG, Brasil).

O exame de eletromiografia foi realizado apenas no animal cujas
manifestacbes clinicas sugeriam diagndstico de miotonia hereditaria, em dois
momentos: antes do procedimento de biopsia muscular e apdés o procedimento,
durante a recuperacdo anestésica. Para realizacdo do exame, que visa avaliar o
paciente em repouso, 0 cao foi mantido em decubito lateral ou em posi¢ao
quadrupedal. Com o uso de eletrodos de agulha, os musculos proximais dos
membros pélvicos e toracicos foram avaliados e um tracado eletromiogréafico, obtido.
No segundo exame de EMG, realizado durante a recuperacdo anestésica, 0S
mesmos musculos e também a lingua foram avaliadas. Analisou-se o tracado quanto

a forma de onda, frequéncia e amplitude e som produzido.

O cdo foi submetido a bidpsia muscular e coleta de sangue, a fim de obtencéo
de amostras para extracdo de RNA, a partir do musculo, e DNA, a partir de sangue.
Ambas as amostras permitem identificacdo de possiveis alteracdes que justifiguem

os achados de manifestac@es clinicas sugestivas de miotonia hereditaria.

Para a analise histopatologica, amostras de musculo esquelético do primeiro
cado em estudo foram acondicionadas em formol a 10% e posteriormente submetidas
ao corte histolégico. ApGs procedimento envolvendo o uso de parafina, cortes com 6
a 8 um permitiram a confeccdo de laminas coradas com hematoxilina e eosina. O
material obtido foi analisado, subjetivamente, quanto a alteracBes morfoldgicas e

presenca de processos degenerativos ou necroticos.

4.3. Colheita das amostras experimentais
4.3.1. Amostras de sangue

Uma amostra de sangue total de aproximadamente 3mL, referente ao céo 1,
foi acondicionada em tubo com EDTA, e refrigerada, para posterior extracdo de
DNA.

Amostras de sangue de dez cées geneticamente relacionados com o primeiro

cado do estudo, dentre eles irmaos, pai, mae, tia, sobrinha e cdes com o avd em



24

comum, foram também obtidas, acondicionadas em tubo contendo EDTA e
refrigeradas para posterior extracdo de DNA e processamento das analises. Outros
33 cées, sem parentesco com o cdo 1, foram submetidos a colheita de amostra de
sangue venoso para extracdo de DNA e realizacdo de testes genéticos. O
procedimento consistiu na colheita de 1 a 2 mL de sangue venoso, utilizando agulha
21G apds assepsia do local de puncao com algodao e élcool, e o acondicionamento
da amostra em tubo estéril com anticoagulante EDTA, em sequéncia a amostra foi

refrigerada a 4°C.

4.3.2. Biopsia Muscular

O procedimento de bidpsia incisional foi realizado no Centro Cirargico de
Pequenos Animais do Hospital Veterinario da Universidade Federal de Goias (UFG),
apenas no cdo que apresenta disturbios de contracdo muscular, visando obtencéo
de amostra para realizacdo de exame histoldgico e molecular, a fim de confirmar a

suspeita diagnoéstica.

O planejamento anestésico consistiu no uso de 2ug/kg de fentanil e 5mg/kg
de propofol para inducdo anestésica e manutencdo com isoflurano a 2,5 V%, sob
ventilagdo intermitente sincronizada. O paciente foi posicionado em decubito lateral
e procedeu-se a tricotomia na regido lateral distal do Umero e antissepsia com
clorexidina degermante e alcodlica. Sobre a porcdo escapular do masculo deltoide,
uma abordagem de aproximadamente 3 cm foi suficiente para permitir a bidpsia
muscular, apés incisdo cutanea e divulsdo dos tecidos subadjacentes retirou-se um
fragmento com dimens@es proximas a 2,0 x 1,0 x 0,5cm (comprimento, profundidade
e largura). Apos a retirada da amostra de muasculo, efetuou-se a dermorrafia com fio

de nailon 3-0, em padrao Wolff.

As amostras foram acondicionadas em criotubos contendo formalina
tamponada a 10% e criotubos com solugcédo de estabilizacdo de RNA (RNAlater
tissue collection, Invitrogen™, Waltham, MA, USA), visando as analises histologicas
e teste genético para o gene CLCNL1, respectivamente. Os tubos foram imersos em
nitrogénio liquido para posterior envio as analises. Apds a extragcdo de RNA, as

amostras foram armazenadas em freezer préprio para o material biolégico, a -80°C.
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4.4. Avaliagéo do gene CLCN1
4.4.1. Extracdo de DNA

Para extracdo de DNA das amostras de sangue total, fez-se utilizacdo do
illustra™ blood genomic Prep MiniSpin Kit, seguindo instrucdes do fabricante. A
pureza (A260/280) e concentracdo do DNA foram testados no NanoDrop® 2000
spectrophotometer (Thermo Scientific™) e logo em seguida as amostras, quando

aceitaveis foram armazenadas em freezer para a conservacao do material, a -20°C.

Inicialmente, duas amostras de DNA foram obtidas a partir de amostras de
sangue de um céo clinicamente normal e do cdo afetado e receberam as respectivas
identificacbes: wiltdype e 1. Em seguida, amostras de DNA foram extraidas de

outros 43 caes e identificadas com a sequéncia de nimeros 2 ao 44.
4.4.2. Purificacdo do RNA e confec¢cdo do cDNA

Obteve-se amostra de musculo de dois cdes para que a amostra de cDNA
fosse confeccionada a partir do RNA extraido. A amostra do cdo 1 foi colhida por
biépsia muscular, enquanto um fragmento de muasculo de um céo clinicamente
normal, wildtype sem sinais de miotonia, foi gentilmente cedido pela Patologia
Veterinaria, da UNESP - Campus Botucatu. O cédo wildtype ndo possuia
anormalidade genética, foi encaminhado a Patologia Veterinaria ja em 6bito e a

amostra foi colhida logo apds a morte.

Para extracdo do RNA total das amostras, utilizou-se o kit de extracdo
RNeasy® Mini Kit (Qiagen®, EUA), de acordo com as recomendacées do fabricante.
Em seguida, a andlise de espectrofotometria realizada no aparelho Nanodrop™
(Thermo Scientific™, EUA) permitiu avaliacdo da pureza e concentracdo das
amostras, consideradas aceitiveis as amostras cuja razdo entre os valores de

absorbancia foi aproximadamente 1,8.

Posteriormente, as amostras viaveis foram tratadas com a enzima RQ1
RNase-FreeDNase (Promega®, EUA) para eliminacdo de DNA genémico residual, e
novamente a amostra foi submetida & mensuracdo de pureza e concentragdo, no

espectrofotdmetro.
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O préximo passo consistiu na confeccdo da fita complementar de DNA
(cDNA), um volume final de 45 pL, seguindo as recomendacdes do fabricante, a
partir de 500 ng de RNA, “random primers” e a enzima Improm-II™ RT (Promega®,
EUA).

No término do processo, duas amostras de cDNA foram obtidas, identificadas
e armazenadas a -20°C, sendo uma correspondente a pesquisa do gene CLCN1 do

céo wildtype e outra do miotdnico.

4.4.3. Sequenciamento do RNAmM do geneCLCN1

4.4.3.1. Primers

Para que todos os éxons do gene CLCN1, codificadores dos canais de cloreto
da musculatura esquelética, fossem sequenciados a partir da amostra do animal
clinicamente normal, bem como de um cao afetado, pares de primers foram
desenhados ao longo da sequéncia codificante de RNAm do CLCN1, utilizando a
base de dados disponivel no Ensembl: chloride voltage-gated channel
INC_006598.3 (NM_001003124.2), visando cobertura total dos 23 éxons.

Oito pares de primers, Forward e Reverse, descritos na TABELA 3,
permitiram cobertura total dos exons codificantes, a partir de amostra de cDNA, a fim
de comparacédo entre os genes CLCN1 do céo wildtype e do cao miotdbnico com o
gene referéncia disposto no GenBank™. Posteriormente, diante da dificuldade de
obtencdo de um bom produto resultante das regides éxon 6 e éxon 7, a partir de
amostra de cDNA do cdo miotbnico, outro par de primer foi desenhado para
sequenciamento da regido. O novo primer foi identificado como 16, conforme tabela

abaixo:
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TABELA 2: Identificacdo e tamanho dos primers utilizados para sequenciamento do
gene CLCN1, bem como abrangéncia de cada regido amplificada por seu respectivo
par de primer.

- TAMANHO DO
PRIMER .
'DEgTé,FFfMAEQQO o PRODUTO A SER ABRANGENCIA
(5-3) AMPLIFICADO

F1 AGGCTTAAGGAGCTGTATTGGG oo Exon 1, 2, 3
R1 GTTGGGCTGCATCTGGTAGT e parte do éxon 4
F2 GGAGCATGGATTATGTCAGTGC .

504 Exon4,5,6e7
R2 TCCGCACAGCAAAGTATGTA
F3 TGTGCTGTAGGAGTTGGCTG )

476 Exon 8,9, 10e 11
R3 TCGAATAGGGTGCTGATGGC
F4 CGCCTGCTGTATCCTGGAAT .

498 Exon 12, 13 e 14
R4 GTGGGCAATCTGACCCGTTA
F5 AGGCTATGCGGTAATTGGGG 510 Exon 15, 16
RS TGGTGTCCCTTCCCATCGTA e parte do éxon 17
F6 GAGCGCTCAGAGCTACAGTC . )

496 Exon 17, éxon 18, 19 e 20
R6 GGTCGATGCAGCAGTAGTCA
F7 GGATTTAGTGGACAACATGTCACC .

574 Exon 21, 22 e 23
R7 GAGGACGAGCTGATTCTTTGA
F8 TCCCTTGCTCTCTGAGGCT .

480 Exon 23 e UTR
RS TGCCGGAACAAGAAGACCAA

16 (Forward) GCCCTTTCGTCCACATCGC
6 (Reverse) CTCCAAGTGGCGTCCCAAAA 156 Exon 6 e Exon 7 (CDNA)

4.4.3.2. Reacdo em Cadeia da Polimerase

As amostras obtidas e os primers foram submetidos a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). Para realizagcdo de cada PCR, o volume final de 25 pl foi obtido,
sendo a composig¢ao da reacao: 9,5 ul de nuclease free water; 12,5 do mix enzima
GoTaq Green; 0,5 ul do primer Forward; 0,5 pl do primer Reverse; e 2 yl da amostra.
A PCR foi realizada em termociclador Mastercycler ® PRO SERIES (Eppendorf). As
condicbes de termociclagem foram: desnaturacdo inicial de 95°C por 2 min., 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 seg.,

extensdo a 72°C por 50 seg., seguido por extenséo a 72°C por 5 min.

4.4.3.3. Gel de Eletroforese

Objetivando confirmar se o produto esperado foi adequadamente amplificado

na etapa anterior, o produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose.

A fonte Kasvi de eletroforese foi utilizada, de acordo com recomendacéo do
fabricante, para geracdo de corrente elétrica, com uso em cubas Major Science

Maior e Major Science Menor.
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Para visualizacdo dos produtos em gel de agarose, fez-se uso do
transiluminador UV para eletroforese e imagens do gel foram obtidas.

4.4.4. Genotipagem

4.4.4.1. Purificacdo do DNA

Para o procedimento de purificacdo dos produtos de PCR, o Kit Wizard SV
Gel and PCR Clean-UP System (Promega) foi utilizado, seguindo recomendacdes
do fabricante.

Os produtos de purificagdo, com volume final de 50 pl, foram novamente
submetidos a confirmacéo da presenca do material genético esperado, através da
eletroforese. O material genético purificado foi entdo adicionado ao seu respectivo
primer forward ou reverse, no volume final de 15 ul, sendo 10 pl do material
purificado e 5 pl de primer e entdo enviado para realizagdo do sequenciamento

Sanger.

4.4.4.2. Sequenciamento génico

A cobertura total da regiao codificante do RNAm, no c&o wildtype e no céo 1,
foram realizadas através do sequenciamento genético, a partir das amostras de
cDNA. As amostras de DNA do cao 1 e do céo wildtype foram submetidas a anélise
da porcao final do exon 3 (a partir do 96° pb) e inicial do exon 4 (a partir do 15° pb).
As amostras de DNA dos cées geneticamente relacionados com o cdo 1 e dos 33
cées clinicamente normais foram utilizadas para amplificacdo e sequenciamento da
regido de interesse no gene, compreendendo regibes de porcao final de exon 3,

intron 3 e porc¢éo inicial de exon 4.

O sequenciador automatico de DNA (Sanger), Modelo ABI 3500 (Applied
Biosystems) foi utilizado pelo Instituto de Biotecnologia da Universidade Estadual

Paulista, Campus de Botucatu, para realizacdo do sequenciamento.

As sequéncias obtidas foram analisadas quanto a qualidade, tamanho dos
produtos obtidos e comparadas com a sequéncia CLCN1 Canis familiaris, utilizando
a sequéncia NM_001003124.2 para cDNA e a sequéncia referéncia NC_006598.3
para DNA. Para alinhamento e andlise das sequéncias resultantes do
sequenciamento, os programas Geneious prime e Sequencher DNA Sequence

Analysis foram utilizados.
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4.5. Analise dos Dados

Os softwares de analise de sequenciamentos, Geneious prime e Sequencher
DNA Sequence Analysis, foram utilizados para conferéncia, alinhamento e
comparacao dos genes CLCN1 de todos os cdes submetidos a pesquisa com a
sequéncia referéncia NM_001003124.2.

A conferéncia dos materiais genéticos foi realizada por comparagdo em cada
par de base. As comparacdes dos produtos sequenciados permitiram a interpretacao

dos resultados.

5. RESULTADOS
5.1. Exame fisico

Durante o exame fisico do animal 1, constatou-se parametros de normalidade
no sistema gastrointestinal, genitourinario, respiratério e cardiovascular. No exame
neuroldgico, o nivel de consciéncia, nervos cranianos, reacfes posturais e reflexos

espinhais também néo apresentaram alteracoes.

Os sinais clinicos apresentados pelo paciente foram hipertrofia muscular,
rigidez ao andar e, quando estimulado a atividades fisicas, apresentava rigidez
muscular que levava a quedas (startle response) que o mantinha em decubito
durante alguns segundos. A miotonia apresentou melhora com a repeticdo do

movimento, fenbmeno warm up.

A miotonia hereditaria foi o diagndstico presuntivo do cdo 1. O cdao
apresentava hipertonia muscular generalizada sem envolvimento do sistema
nervoso. Foram observadas hipertrofia muscular pronunciada na regido proximal dos
membros toracicos, pélvicos e pescoco, como observado na Figura 3. As

manifestagdes clinicas citadas estéo presentes desde os 45 dias de idade.



30

FIGURA 3: Cao da raca American Bulldog apresentando miotonia hereditaria. A. A
vista cranial exibe hipertrofia muscular nos membros toracicos. B - C. Vista lateral,
presenca de hipertrofia generalizada pronunciada na musculatura do pescoco e
regido proximal dos membros toracicos e pélvicos. D. Vista da regido posterior
demonstrando hipertrofia muscular dos membros pélvicos.

5.2. Eletromiografia e Histopatologia
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FIGURA 4: Tracados eletromiograficos em padréo crescente-decrescente de ondas,
caracteristicos de miotonia hereditaria. Os eixos verticais representam a intensidade
(uV) e os eixos horizontais correspondem a medida de tempo (ms/div). A - B.
Descargas miotonicas sdo observadas com o0 aumento e diminuicdo da amplitude e
frequéncia, 250 e 50 ms/div correspondem, respectivamente, ao tempo de analise. A
intensidade em A € de 50 uV e em B é de 500 uV. C-D. Sequencia sustentada de
ondas positivas e picos negativos, respectivamente, com tempo de andlise de
20ms/div.

O exame de eletromiografia realizado no c&o 1 indicou tragados
eletromiograficos em padrdo crescente-decrescente (descargas miotbnicas) de
ondas e som semelhante a um “motor de motocicleta”, “avidao de bombardeiro”,
caracteristicos da miotonia. Os achados se repetiram nos diferentes locais de
insercao da agulha e nos diferentes tempos de realizacdo do exame (Figura 4).

Na avaliacdo histopatolégica do tecido muscular do cdo miotdnico, ndo foram
constatadas alteracOes distroficas, apenas hipertrofia das fibras. A auséncia de
alteracbes adicionais sugeriu padrdao de normalidade das fibras musculares. A
distribuicdo das fibras foi homogénea com nucleo periférico e tecido conjuntivo

normalmente distribuido.
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5.3. Sequenciamento do RNAm do CLCN1

Ao se comparar a sequéncia do RNAmM do Canis lupus familiaris chloride
voltage-gated channel 1 (CLCN1) obtida de amostra de musculo do cdo wildtype
com a sequéncia do RNAmM NM_001003124.2, depositado no
GeneBank™(NC _006598.3) observou-se a presenca de trés polimorfismos
sinbnimos (exéns 1, 6 e 23), i.e.; c.72C>T - 24TAC>ATC (Tirosina); c. 714T>C -
238ATT>ATC (Isoleucina) e ¢.2709 T>C - 903AGT>AGC (Serina). A comparacéo da
sequéncia obtida a partir de amostra de musculo do cdo mioténico com a do céo
wildtype e a NM_001003124.2 resultou na presenca dos mesmos polimorfismos

observados no cao wildtype.

No animal miotonico foi observado a insercdo de quatro nucleotideos (CTCT)
no inicio do éxon 4, logo apdés o 3%b do éxon (NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT) (Figura 5). Essa insercao alterou a sequencia de leitura do

RNAmM, provocando a formacdo de um stop codon prematuro (M194X).
436 437

NM_001003124.2 A G G HEEEEEEE - = = - | FAEEEAEAN G e

Céo 1

WildType

AIEGEGE LG R SALE AL Al TG AT

FIGURA 5: Localizacdo da mutacdo NM_001003124.2: c.436_437insCTCT no céo
afetado pela miotonia hereditaria, em comparacdo ao gene referéncia e ao cao
controle negativo.

A mutacdo NM_001003124.2: c.436_437insCTCT implica na inser¢cao de um
aminoacido p.Y145S e alteracdo da localizacdo de véarios aminoacidos

subsequentes, resultando em um stop codon prematuro p.M194X (Anexo B).

Para analise do impacto da mutacdo sobre a estrutura protéica, a sequéncia

proteica do animal miotbnico foi predita a partir da sequéncia codificante
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(Myotonic_dog_CLC1) e alinhada com a sequéncia da proteina CLC-1 humana
(Human_6QVC). Na sequéncia Myotonic_dog_CLC1 foram observados residuos
conservados, stop codon prematuro (M194X) e os principais aminoacidos que
participam da formac&o do poro condutor seletivo para o ion Cl- (S189, E232 e
Y578). Em S189 ocorre uma substituicdo do residuo de Serina (S) por um residuo
de Triptofano (W) e a auséncia de E232 e Y578 (Figura 6).
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FIGURA 6: Alinhamento da sequéncia da proteina CLC-1 humana (Human_6QVC) e
a sequéncia proteica predita a partir da sequéncia codificante do animal miotdnico
(Myotonic_dog_CLC1). Estruturas secundérias séo indicadas acima do amino&cido
sequéncia. As hélices alfas foram nomeadas de acordo com a estrutura
cristalogréfica de raios-x proposta por FENG et al. (2010), residuos conservados séo
ressaltados em preto. As barras amarelas representam diferentes aminoacidos a
partir do ponto de insergdo (NM_001003124.2: c.436_437insCTCT). O asterisco
ressaltado em vermelho representa o stop codon prematuro formado (M194X). Em
verde estdo representados os principais aminoacidos que participam da formacao
do poro condutor seletivo para o ion ClI- (S189, E232 e Y578). Na sequéncia
Myotonic_dog_CLC1 em S189 ocorre uma substituicdo do residuo de Serina (S) por
um residuo de Triptofano (W) e a auséncia de E232 e Y578.

Os produtos correspondentes as amostras de RNAmM do cdo 1, quando
amplificados a partir dos primers F2R2 e 16 apresentaram banda dupla, mesmo apoés
repetidas reagbes de PCR. A PCR realizada com amostras de cDNA do céao
mioténico, utilizando o par de primer F2R2, os quais flanqueiam as regides de éxon
4,5, 6 e 7, resultou na presenca de banda dupla em gel de agarose (Figura 7). Um
produto de 500 pb e outro de aproximadamente 600 pb foram observados no
produto de PCR do céo afetado. No céo wildtype, submetido as mesmas condicdes

de PCR, ocorre apenas o produto do tamanho aproximado de 500 pb.
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Ladder cDNA cDNA ¢DNA cDNA
100pb cdowt C- Miotdnico C- cdowt Miotdnico
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500 pb=>
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FIGURA 7: Gel de agarose com produtos de PCR das amostras de cDNA wildtype e
Miotbnico, abrangendo as regides do gene correspondentes aos éxons 4,56 e 7. A
banda dupla com produtos de aproximadamente 500 e 600 pb é observada apenas
no cDNA do c&o miotdnico. A coluna 1 corresponde ao ladder de 100 pb; coluna 2,
amostra cDNA cao wildtype; coluna 3, controle negativo; coluna 4, amostra de cDNA
do cao miotonico; coluna 5, controle negativo para a amostra do cédo afetado; coluna
6, amostra de cDNA céao wildtype; coluna 7, amostra cdo miotonico

Diante da persisténcia da banda dupla, as bandas foram individualmente
recortadas para sequenciamento, a fim de possibilitar adequada analise da regido
correspondente ao gene CLCN1 do cao mioténico. O produto de 500 pb observado
no gel com a amostra do cao mioténico, mostrou-se semelhante ao observado no
cado wildtype. O produto de aproximadamente 600 pb, observado apenas no cao
mioténico, diferiu no acréscimo de 79 nucleotideos
“‘“ACCGCGTCTGGGCAGCTTGATCTCCTGGTGTCGGCCTGCGCGGTGGGCGTGG
GATGCTGCTTTGCAGCCCCTGTCGGAG”. Na sequencia de nucleotideos do
animal wildtype e na sequencia NC_006598.3, esses 79 nucleotideos sao
encontrados na regido central do intron 6 (FIGURA 8), na posi¢do 6442_6520. No
animal mioténico esses 79 nucleotideos foram inseridos na juncdo éxon 6 e éxon 7
(FIGURA 9) no produto transcrito de RNAm. Desta forma, constatou-se a presenca
de um transcrito alternativo NC_006598.3 (NM_001003124.2): c.774_775ins
[6442_6520]. Foi realizada PCR a partir da amostra de cDNA do animal mioténico e
do cao wildtype, utilizando o par de primer 16. O produto resultante dessa nova PCR
foi de 156 pb para o cédo wiltdype. Para o cao miotonico, as bandas possuiam os
tamanhos de 156 e 235 pb.
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Primer F 16
AAGGCTTGTCCACAGAATGCCACACAGCCTCCCAGGGGGACCCCCGGCCCTGACCCCTCCCCTCCTTCTGTCTCCCAGGGCCCTTTCGTCCACATCGCCAGCATCTGTGCTGCGGTCCTCAGCAAGTTTATGTCCATGTTCTGTGGGGTCTATGAGGTAA
Exon 6

GGTTGAGAAAGTAAAATGAGGGAGGGGCTGTGTGTGTTCAGGGTGTTGGGAGGGCTGCCTTTGCTCTGGGCTGGCCGTGATGCTGGAGTGGGGCACTGTGCTAACCCACGCTCCCTCATTCTCCCCACACGTCCTTCCACCCATCTATCCCAGCCACACA

ATGCCACCCATCCCTTCTGGATCTGTGCCCCTGCTCCCTGGCCAGTTCCTCTGCTGCCCTGTATCAGAGCCCCTCCGCACTGCACTCCACGCTGCCCACCCCCATCCCTGTGTCTTCCTGGCCCCCCACCCCACCCCTCCTGAGCACGGCTGCCGGLCCC

TTAGAAGGGGGTTTGAGTAGCTGCCTGAGCTTTGGGGTGGAGAGGGTGCTGGCCAAAGCGACTGGTGGGGGGGCCTGGATCATAGCCCCTGGTTTGCAGGCACCCCTACTTTTATGCCAAAGGGCTATGTGCTCCTTTGCAGCTGGCAGCTATTTTATGC

AGGCTTTATTGGTACTGTTTGTCTGAAGTCCTTCCTGTTTCTCTTGCTACTGACACTTCTTGCCCGGGTTGTCCCCATCTCCAGCCCCTCTCTGATGATCACACGTTGGCTTACCTGCCTTCCATATATTTATCTTCCATTTCATATTCTATGTTTGGCC

Primer R 16
TGCCCCTCCCATCTCTCTGTCTCTCTCTCCCCTAGTAGCAGCCATACTATTACACTGACATGCTGACGGTGGGCTGTGCTGTAGGAGTTGGCTGTTGTTTTGGGACGCCACTTGGAGGCAAGTGATTTACCCCTCCTACATCAGTCCGCTGCTTGGGCTT
Exon7

FIGURA 8: Recorte de regido do gene CLCN1 em cées, abrangendo éxon 6, intron 6, éxon 7, primers forward e reverse utilizados
para amplificacdo da regido de insercao de bases e regiao intrénica inserida no transcrito alternativo do céo afetado.
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FIGURA 9: Regido de jungBes éxon 6 e éxon 7 obtidas através do alinhamento das sequéncias NM_001003124.2, RNAm de céo
wildtype e céo miotonico. No RNAmM do céo miotonico, 79 nucleotideos
“‘“ACCGCGTCTGGGCAGCTTGATCTCCTGGTGTCGGCCTGCGCGGTGGGCGTGGGATGCTGCTTTGCAGCCCCTGTCGGAG”
foram inseridos na juncdo éxon 6 e éxon 7 - NC_006598.3 (NM_001003124.2): ¢.774_775ins [6442_6520].
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5.4. Genotipagem de American Bulldogs aparentados com o céo afetado

Para sequenciamento das amostras de DNA oriundas dos cdes que possuem
vinculo genético com o cdo 1, os primers escolhidos foram o Forward 2 (F2) e
reverse 1 (R1), resultando em um produto de aproximadamente 600 pb no gel de
agarose submetido a eletroforese. O primer Forward 2 (F2) foi o que resultou em
melhores produtos amplificados e sequenciados. O resultado do sequenciamento
Sanger possibilitou analise da regié@o inicial do éxon 4, permitindo identificar se os
cées sao wildtype, heterozigotos ou homozigotos para a mutagdo NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT.

A auséncia de inser¢cao das bases “CTCT” e de picos duplos de ondas no
eletroferograma indicaram a tia (4), um cédo cujo avé € um ancestral comum (10), a
sobrinha (9) e a irma de mesmo pai e mae, mas de ninhada diferente (8), como caes

nao afetados e ndo portadores da mutacao.

Os pais do cao mioténico, 2 e 3, assim como 0s meio irmaos, 5 e 6, e também
a 11, cujo avd é um ancestral comum, sdo heterozigotos para a mutacao, conforme
segue na figura 10. Os picos duplos observados no eletroferograma de dois caes
heterozigotos estéo ilustrados na figura 11. Por fim, o cdo niumero 7, irma& de mesma
ninhada, também apresentou homozigose para a mutacao
NM_001003124.2:c.436_437insCTCT.

Amencan Bulldog
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FIGURA 10: Heredograma da familia do cdo American Bulldog afetado pela
miotonia hereditaria. As formas ndo hachuradas correspondem as amostras
disponibilizadas para o estudo. Caes machos foram representados pelos quadrados
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e femeas por circulos. As formas completamente preenchidas sdo dos animais
miotonicos. Os quadrados ou circulos parcialmente preenchidos sdo de céaes
heterozigotos para a mutacdo NM_001003124.2: c.436_437insCTCT. A forma
preenchida com a cor amarela corresponde ao ancestral comum dos cées cujas
amostras foram analisadas. As formas vazias correspondem a cées wildtype.
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FIGURA 11: Eletroferograma do cdo miotdnico, recessivo para a mutacéo
NM_001003124.2: c.436_437insCTCT, e do cao wildtype em comparacdo a dois
cées heterozigotos para a mutacdo: Cao 5 (irmd) e Cao 3 (mae). Picos duplos séao
observados apenas no eletroferograma dos cées heterozigotos.

5.5. Genotipagem de amostras de cdes da raca American Bulldog

A genotipagem dos 33 cdes néo relacionados a familia do céo 1, revelou que
0s 33 caes eram wildtype para a mutacdo NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT.

Apbs andlise dos resultados de sequenciamento, conclui-se que nenhum dos
cées carrega alelos para a mutacdo, ndo havendo afetados ou heterozigotos para a

mutacao descrita.
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6. DISCUSSAO

Uma enfermidade muscular de inicio precoce foi observada em um céo da
raca American Bulldog. Os sinais clinicos tiveram inicio aos 45 dias de idade. Uma
irma de mesma ninhada apresentou alteracbes musculares similares, o0s
progenitores ndo eram afetados. Desta forma, a anamnese e a descricdo do
histérico familiar determinaram a caracterizacdo de uma doenga muscular
hereditaria com padrdo de heranga autossémico recessivo (BAROHN; DIMACHKIE;
JACKSON, 2014).

Hipertrofia muscular generalizada, proeminente no pescoco e regiao proximal
dos membros, e miotonia associada ao fenébmeno “warm-up” corroboraram com o
diagndstico de miotonia hereditaria (ALEJO-GONZALEZ et al., 2016; MENG et al.,
2016; SENER et al., 2018). Os achados descritos coincidem com 0s sintomas
sugestivos de miotonia hereditaria de carater recessivo em humanos (RAJA RAYAN
et al., 2012; PORTARO et al., 2015) e com o0s sinais clinicos sugestivos da doenca
em diversas espécies animais (LIPICKY et al., 1966; RHODES et al., 1999;
WIINBERG et al., 2012; BORGES et al., 2013; GANDOLFI et al., 2014;
MONTEAGUDO et al., 2015; PAPIZAN et al., 2017), bem como em diferentes racas
de caes (SHIRES et al., 1983; HFILL, 1995; RHODES et al., 1999; VITE et al., 1999;
FINNIGAN et al., 2007; LOBETTI, 2009; QUITT et al., 2018).

Em caes, foram feitas descricbes da miotonia hereditaria nas racas
Staffordshire terrier (SHIRES et al., 1983), Chow Chow (AMANN et al., 1985;
SHORES et al.,1986), Great Dane (HONHOLD; SMITH, 1986), Cocker Spaniel
(HILL, 1995), Schnauzer Miniatura (RHODES et al.,, 1999; VITE et al.,, 1999),
Australian cattle dog (FINNIGAN et al., 2007), Jack Russell terrier (LOBETTI, 2009),
Labrador Retriever (QUITT et al., 2018), Border Collie e West Highland White Terrier
(DEWEY; TALARICO, 2017). Contudo, essa € a primeira descricio de MH
acometendo cdes da raga American Bulldog.

Assim como verificado no presente estudo, o aparecimento dos sinais clinicos
nos primeiros meses de vida foi observado nas racas Chow Chow (AMANN et al.,
1985), Cocker Spaniel (HILL, 1995), Jack Russell terrier (LOBETTI, 2009) e
Labrador Retriever (QUITT et al., 2018).
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No presente estudo, distarbios do canal ibnico do musculo esquelético
associados a alteracdo da excitabilidade da membrana sarcolemal, auséncia de
distrofia, auséncia de fraqueza progressiva e alteracdes sistémicas, caracterizam as
miotonias nao distréficas. Disfuncdes dos canais de cloreto sugerem miotonia
hereditaria, disfungbes dos canais de sodio do musculo esquelético incluem
paramiotonia congenita, paralisia peridédica hipercalemica e demais miotonias do
canal de sodio (MATTHEWS et al., 2010).

O fenbmeno warm up, presente no cao miotdnico, juntamente com as demais
alteracOes descritas, ocorre na disfuncdo do canal de cloreto. O fendmeno
observado resulta da osmolaridade extracelular aumentada e da sustentacdo da
despolarizacdo da membrana, em decorréncia da contracdo repetitiva do musculo
afetado (HOPPE et al., 2019).

Os resultados do exame de EMG do cdo miotdnico, realizado no presente
estudo, corroboram com o padrédo classico de descargas miotonicas, evidenciadas
pelo padrao “crescente-decrescente” de ondas, bem como pelo som semelhante a
um “motor de motocicleta” ou “avido de bombardeiro”, descritas por PRESTON;
SHAPIRO (2013) e GANDOLFI et al., (2014). O exame de eletromiografia constitui
um importante método para diagnostico de doencas neuromusculares. Na miotonia
hereditaria, o exame apresenta elevada taxa de deteccdo das descargas mioténicas
tipicas da canalopatia (DROST et al., 2015).

Em pacientes com miotonia hereditaria, alteracbes histolégicas constituem
achados inespecificos. No entanto, sdo recomendadas para confirmacdo da
auséncia de distrofia das fibras musculares. Os resultados deste estudo descartam a
presenca de alteracbes distréficas, constatando a miotonia ndo distrofica (VITE,
2002; GANDOLFI et al., 2014; MONTEAGUDO et al., 2015).

A andlise genética permitiu a identificacdo da inser¢cdo de quatro pares de
bases no gene CLCN1, que codifica o canal CLC-1 do musculo esquelético, bem
como a presenca de um transcrito alternativo no cDNA do céo miotdnico, justificando
as alteracoes da funcdo do canal de cloro na musculatura esquelética e,
consequentemente, o distdrbio muscular (ALEJO-GONZALEZ et al., 2016).

A miotonia ndo distrofica observada neste estudo foi a miotonia hereditaria
causada pela mutacdo NM_001003124.2: c.436_437insCTCT no gene CLCN1. A
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disfuncdo do canal desencadeia reducdo da condutancia de cloreto, responséavel por
manter a condutancia de membrana do musculo esquelético em repouso. Desta
forma, o relaxamento muscular é retardado pela resisténcia de retorno da membrana
ao estado de repouso (FRANKE et al., 1991; DUTZLER et al., 2002; DUFFIELD et
al., 2003).

A mutagdo encontrada caracteriza uma “frameshift’, decorrente da insercao
de um numero de nucleotideos ndo multiplos de 3 (CTCT), que reorganiza a
sequéncia de nucleotideos, originando uma nova sequéncia de cbédons e,
consequentemente, de aminocidos para a composicdo protéica. A proteina
codificada, resultante do erro no quadro de leitura para traducéo, torna-se diferente

da proteina formada pela sequéncia codificadora original (REGATEIRO, 2007).

A mutacdo NM_001003124.2: c.436_437insCTCT implica na inser¢cdo de um
aminoacido p.Y145S e alteracdo da localizacdo de varios aminoacidos
subsequentes, resultando em um stop codon prematuro p.M194X. O reagrupamento
dos nucleotideos frequentemente origina um “stop codon” que desencadeia uma
interrupcdo prematura da constituicdo da proteina (PELLEY, 2007). As mutacbes
“frameshiff’ deslocam o quadro de leitura do ribossomo e causam a terminagao
prematura da traducdo em um codon de terminacdo (TAA, TAG, TGA). Ap6s a
mutagdo, aminoacidos incorretos sdo codificados e os cédons de terminacdo séo
produzidos (PELLEY, 2012).

A proteina predita do cdo miotdnico apresenta 193 aminoacidos, dos quais
apenas os 145 primeiros sdo idénticos a sequéncia de referéncia da proteina CLC1
para a espécie canina (NP_001003124.1). O stop cédon prematuro (M194X) implica
na auséncia de 80,46% (795/988) dos aminoacidos c-terminais da proteina CLC1,
resultando na perda total de regides conservadas e importantes da proteina CLC1,
como as a hélices D até a R, os dominios CBS, e dois dos trés aminoacidos
conservados que participam da formacdo do poro seletivo para ion cloreto. A
significativa perda na estrutura da proteina suporta a mutacdo NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT como sendo a causadora da miotonia (FENG et al., 2010).

Outra alteracdo observada no cédo miotonico foi a presenca de um transcrito
alternativo caracterizado por NC_006598.3 (NM_001003124.2). c.774_775ins

[6442_6520], em que um fragmento intrébnico (porcdo central do intron 6)
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compreendendo 79 nucleotideos foi inserido na juncdo dos éxons 6 e 7. O transcrito
alternativo é resultado do mecanismo de splicing alternativo, processo que permite a
um pequeno numero de genes propiciar 0 aumento da diversidade de proteinas
codificadas (BLENCOWE, 2006; NAKKA et al., 2018).

A maioria dos genes possuem as regides codificantes dispostas de maneira
descontinua, intercaladas por introns. Com o processo de transcricdo, oS genes
passam a ser expressos como RNAms precursores e, posteriormente, 0S exons sao
transcritos em RNAm continuo (WARD; COOPER, 2010). O uso diferencial de exons
permite o splicing alternativo. Os mecanismos que regulam esse processo atuam no
direcionamento do spliceossomo, do complexo de splicing e das proteinas de
ligacdo auxiliares de RNA ao local correto de remocdo dos exons e introns.
Mutacdes que alteram o splicing podem causar ou contribuir para a suscetibilidade
as doencas, como a MH observada nesse estudo (LOPEZ, 1998; CLARK, 2010;
WANG et al., 2014; ZHENG, 2016; ZHAI et al., 2016).

Uma das hipGteses para a existéncia do splicing descrito neste estudo,
conhecido como intron retention, € que mutacdes em locais aceitadores
(extremidade 3' do intron) e locais doadores (extremidade 5' do intron) determinam a

retencao intrénica, afetando o processamento de RNAm (FURUYA, 2018).

A presenca de introns mais longos em mamiferos justificaria uma menor
eficiéncia da maquinaria de splicing em reconhecer os exons. Outra caracteristica
que relaciona a susceptibilidade dessa area do gene a ligacdo do fator de
transcricdo € o maior contetdo de CG no intron. A frequéncia de stop codon também
sugere potenciais sequencias codificadoras (GALANTE et al., 2004). O intron
retention é considerado o tipo mais raro de splicing alternativo, enquanto o exon

skipping ocorre com mais frequéncia (KIM et al., 2007).

A disfuncdo protéica e o funcionamento do canal de cloreto ndo foram
avaliados neste estudo. No entanto, é possivel inferir, diante das alteracdes clinicas
e dos achados eletromiograficos, que ha reducdo do ion CI- em quantidade
suficiente para garantir a persisténcia da hiperexcitabilidade do musculo esquelético
apos contracdo, resultando em miotonia (BARCHI, 1975; CANNON, 2006;
PEDERSEN et al., 2016).
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A investigacdo do gene CLCN1 de dez cdes geneticamente relacionados,
juntamente com o primeiro cdo do estudo, resultou em dois cées afetados, cinco
cdes foram considerados heterozigotos para a mutacdo NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT, incluindo os progenitores dos cées afetados, e quatro fémeas
nao foram portadoras ou afetadas pela mutacdo. Considerando que a enfermidade
possui carater recessivo, acasalando-se dois animais recessivos, a probabilidade de
haver animais afetados na prole € de 100%, enquanto o acasalamento de dois
animais heterozigotos resulta em 25% de animais afetados na prole. A partir das
informacdes de Pedigree dos cdes envolvidos na pesquisa foi possivel elaborar um
heredograma e correlacionar o grau de parentesco entre eles, bem como identificar
um ancestral comum entre os cdes geneticamente relacionados com o primeiro cédo
do estudo. A analise do heredograma aponta o avé materno, que também é bisavd
parterno dos caes miotbnicos, produtor de animais heterozigotos em diferentes
acasalamentos, como provavel disseminador da inser¢do causadora da enfermidade
(GRIFFITHS, 20186).

Posteriormente, 33 cdes da raca American Bulldog, ndo relacionados
geneticamente com o0s primeiros animais do estudo, foram genotipados com o
objetivo de padronizar um teste molecular diagndstico para a mutagao
NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT. Nenhum dos animais foi afetado ou
heterozigoto para a mutacéo descrita, sugerindo que a enfermidade esteja restrita a
uma populacdo com um ancestral comum. O teste genético constitui uma possivel
abordagem quando houver suspeita de miotonia hereditaria em caes da raca
(RHODES et al., 1999; QUITT et al., 2018).

7. CONCLUSAO

Este estudo constitui a primeira descricdo clinica e molecular de miotonia
hereditaria em cées da raga American Bulldog. O historico familiar, os sinais clinicos,
achados eletromiograficos e moleculares confirmam a suspeita diagnéstica. Animais
geneticamente relacionados foram genotipados e individuos heterozigotos foram
identificados, bem como outro cédo afetado pela miotonia. Progenitores ndo séo
afetados, sendo heterozigotos para a mutacdo NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT no gene CLCN1, caracterizando a MH de padréo de heranga
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autossémico recessivo. A analise de Pedigree e o estudo genealdgico confirmam a

presenca de um ancestral comum entre os individuos afetados e heterozigotos.

Um teste molecular foi padronizado para diagnostico da mutacéo
NM_001003124.2: c.436_437insCTCT, através do método de sequenciamento
Sanger, realizado a partir de amostras de DNA. A orientagdo de acasalamentos de
cdes da raca American Bulldog podera ser realizada a partir do teste molecular

desenvolvido neste estudo.

Os resultados deste estudo ampliam o0 conhecimento sobre o
desenvolvimento e as causas da miotonia hereditaria. A mutagdo no gene CLCNL1
deverd ser incluida no painel de diagnosticos diferenciais para miopatias de origem
genética em cées desta raca.

O desenvolvimento dessa pesquisa implica na expansdo da lista de racas
afetadas pela miotonia hereditaria e possibilita que animais dessa espécie sejam
potenciais modelos para doencas genéticas humanas. Por fim, esse trabalho permite
a elaboracao de estudos futuros para avaliar a prevaléncia da mutacdo no Brasil e

avaliar se existem diferencas fenotipicas entre os animais acometidos pela MH.
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Abstract
Background

Hereditary myotonia is a genetic disorder that occurs due to mutations in the chlorine channel
resulting in delayed relaxation of skeletal muscle. The main clinical signs are generalized
stiffness and muscle hypertrophy. The disease has already been described in different species.
Twelve dog breeds have been identified with the disease. Hereditary myotonia has been
described at the molecular level only in Miniature Schnauzer dogs, Australian Cattle Dog,
Border Collie, Jack Russell Terrier and Labrador Retriever, it was never described in dogs of

the American Bulldog breed.

Hypothesis
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Animals with hypertrophy and muscle stiffness present myotonia caused by mutation in the
chlorine channel coding gene in dogs of the American Bulldog breed.

Animals

Forty-four American Bulldog were used in the research, constituting three study groups. The
first group included a clinically affected dog. The second group consisted of ten dogs
genetically related to the dog of the first group. Finally, the third group included 33 unrelated
dogs and dogs from other groups.

Methods

A dog was clinically evaluated, submitted to electromyography, histopathology and molecular
analysis of the CLCN1 gene. Ten dogs genetically related to the first were genotyped for the
mutation identified. Another 33 unrelated American Bulldog were genotyped through PCR
and Sanger sequencing, for standardization of a molecular diagnostic test.

Results

The clinical examination of the dog allocated in the first group resulted in the observation of
muscle hypertrophy, myotonia, and warm up phenomenon. During the electromyography
exam (EMG) myotonic discharges were present. A frameshift mutation, NM_001003124.2:
c.436_437insCTCT, was verified in the CLCN1 gene. The presence of alternative transcript
NC_006598.3 (NM_001003124.2): c.774_775ins [6442_6520] was observed in the myotonic
dog gene. Heterozygotes, wildtype dogs and another dog affected by mutation
NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT were observed among the ten genetically related dogs.

All dogs of the third group were considered wildtype for the mutation described.
Conclusions and clinical importance

The clinical signs observed, the findings on the electromyographic exam and the changes
found in the CLCN1 gene corroborate with the diagnosis of hereditary myotonia. A genetic
test of hereditary myotonia for the mutation NM_001003124.2: c.436_437insCTCT was
standardized by the Sanger sequencing method. Molecular testing can be used to guide
mating. The study contributes to the understanding of the pathophysiology of HM by
broadening the spectrum of mutations in the CLCN1 gene related to illness and constitutes the

first description of HM in American Bulldog.
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Key words: Chloride channel, skeletal muscle, electromyography, molecular, muscular
hypertrophy, Sanger sequencing.

Introduction

Myotonia is a clinical sign resulting from delayed relaxation of skeletal muscles after
voluntary contraction, electrical or mechanical stimulation [17]. Myotonic syndromes are a
group of diseases characterized by myotonia associated with other muscle dysfunctions. The

classification of myotonia is generally based on heredity and clinical presentation [37].

Myotonies may or may not be associated with muscular dystrophy [67] and may be
characterized as congenital [1] or acquired [13,40]. As for non-dystrophic myotonies, they are
divided into two large groups: those that imply in chloride channel dysfunction and those with
sodium channel dysfunction [43]. Hereditary myotonia is the main disease resulting from
dysfunction of the chloride channel CLC1 [15].

Among the hereditary non-dystrophic myotonic diseases, hereditary myotonia (HM) is an
important disease that impacts the mobility of people, affecting the quality of life [41].
Clinically, HM is characterized by the appearance of myotonia after the onset of a movement
and tends to improve after repeated movements, a phenomenon known as "warm-up". It is
observed, in most patients, the development of muscle hypertrophy. HM results from
mutations in the CLCN1 gene, which encodes the selective channel for chloride ion in skeletal
muscle tissue (CLC-1) [42]. Mutations that cause inadequate functioning of voltage-
dependent ionic channels of skeletal muscle imply in disorders of sarcolemal excitability,

myotonia, for example, results from the hyperexcitability of the muscle membrane [11].

In humans, mutations that cause HM have an autosomal dominant inheritance pattern, known
as Thomsen's disease and autosomal recessive, known as Becker's disease. Currently, more
than two hundred mutations in the CLCN1 gene have been described, mutations in autosomal

recessive inherited myotonia [53, 50] and dominant myotonia [22, 60].

Among the animal species with descriptions of HM are mice [46], goats [6], cats [59, 31, 28,
27], dogs [55, 25, 2, 7, 29, 32, 52, 58], horses [65], buffaloes [9], sheep [44] and pigs [3]. The
descriptions of non-dystrophic myotonia in goats greatly contributed to the study and
understanding of myotonia [36]. Initially, only variations of the clinical manifestation were

used for the diagnosis [10]. Subsequently, with the availability of molecular studies, a
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missense mutation was described in the CLCN1 gene, characterized by the replacement of a

proline by alanine [6].

The first reports of dogs affected by hereditary myotonia appeared in the 1980s. According to
one of the reports, a 4-month-old Chow Chow female had limb stiffness, pelvic limb ataxia
and sudden falls, described as occasional collapse. At the time, the diagnosis consisted
basically in the evaluation of the history, clinical manifestations, electrodiagnosis and
microscopic examination of biopsied muscle to confirm the absence of muscular dystrophy
[2, 23, 58].

Subsequently, descriptions of hereditary myotonia were also made in Staffordshire terrier
[56], Great Dane [33], Cocker Spaniel [32], Schnauzer Miniatura [55, 61], Rhodesian
Ridgeback, West Highland White terrier, Samoyed cross [16], Australian cattle dog [25], Jack
Russell terrier [38], Border Collie [17, 18] and Labrador Retriever [52]. Genetic mutations in
the CLCNL1 gene, compatible with hereditary myotonia, were described in dogs of the breeds
Schnauzer Miniatura, Australian cattle dog, Border Collie, Jack Russell terrier and Labrador
Retriever [55, 25, 17, 18, 38, 52].

For the standardization of a molecular genetic test, capable of detecting mutations of the
CLCNL1 gene, related to hereditary myotony in Miniature Schnauzers dogs, 372 dogs of the
race were tested between March 2000 and October 2001, in the United States, Canada,
Europe and Australia. A DNA test of enzymatic digestion of PCR products, amplified using a
single pair of primers for the mutation in the CLC-1 allele, showed that 20.4% of the animals
were carriers of the mutation and 1.1% were dogs affected by myotonia. The findings of the
genetic test, together with the genealogical analysis, allowed to relate a reproducer as a

common ancestor of all carriers and affected dogs [7].

The present study consists of the first description, under clinical, electromyographic and
molecular aspects, of the hereditary myotony in American Bulldog dogs. Thus, the objectives
of the study were (1) To sequence the gene responsible for coding the chloride channel in the
skeletal muscle of a normal dog and an affected dog, (2) To identify and locate the possible
mutation responsible for the myotonic disease in the CLCN1 gene, (3) To construct a
heredogram to determine pattern of inheritance and (4) To standardize a molecular diagnostic

test for the type of mutation involved.
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Material and Methods

This study was approved by the Ethics Committee for the Use of Animals (CEUA) of the
Faculty of Veterinary Medicine and Zootechnics of University State of Sdo Paulo (UNESP),
Campus Botucatu, Brazil (CEUA 0173/2018).

Animals

The study was conducted in three stages. The first stage comprised the evaluation of an
American Bulldog dog, clinically affected by hereditary myotony. The dog was identified as
dog number 1 and submitted to physical examination and electromyography examination.
Blood collection, muscle biopsy for histopathological examination and molecular study of the
CLCN1 gene were performed.

In order to standardize the molecular analysis of the CLCN1 gene, two other dogs, identified
as wildtype, were included in the first stage for negative control. One wildtype dog
corresponds to the muscle sample and the other to the blood sample, aiming at comparison

with the samples of dog 1.

In the second stage of the study, blood samples were collected from ten dogs genetically
related to the first dog; the genetic correlation was attested through the information available
in the Pedigree Database. The dogs were genotyped for the mutation found in the study of the
gene, performed in the previous step. The identification of the samples proceeded with the
sequence of numbers: (2-11). The samples number 2 and 3 correspond, respectively, to the
father and the mother of the dog number 1. The maternal aunt corresponds to number 4. The
numbers 5, 6, 7 and 8 are brothers, being that only the number 7 is sister of same litter. The
sample number 9 is of the niece. The numbers 10 and 11 correspond to samples of dogs

whose grandfather is a common ancestor.

Finally, the third stage of the study understood the collection of blood of 33 dogs not related
with the dog number 1, until fifth degree. These samples were identified with the sequence of
numbers: (12-44) and genotyped through PCR and Sanger sequencing for standardization of a

molecular diagnostic test.
Anamnesis, physical examination and electromyography examination

The American Bulldog dog, male, not castrated, white and brown coat was attended on
October 9, 2017, at five months of age. The main complaint consisted of generalized

hypertrophy of the skeletal muscles associated with stiff walking and constant falls when
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stimulated to walk. A video made when the dog was 2 months old was submitted for

evaluation.

The patient's family history showed the existence of a sister of the same litter who presented
similar clinical signs. It was not possible to examine her, but the video analysis and images
confirmed the presence of hypertrophy of the neck and proximal region of the limbs, in
addition, when she was exercised, she presented an episode of muscle stiffness of short

duration that improved after exercise.

In dog 1, the general physical examination, examination of the skeletal and neurological
muscle system were performed. The same dog was submitted to the examination of
electromyography, in two moments: before the procedure of muscular biopsy and after the
procedure, during the anesthetic recovery. The equipment used for the electromyographic
evaluation was the electroneuromyograph (Neuromap® ENMG/PE, Neurotec®, Itajubd, MG,
Brazil). To perform the examination, which aims to evaluate the patient at rest, the dog was
kept in quadrupedal position or in lateral decubitus. With the use of needle electrodes, the
proximal muscles of the pelvic and thoracic limbs were evaluated and an electromyographic
trace was obtained. In the second EMG examination, performed during anesthetic recovery,
the same muscles and tongue were evaluated. The tracing of the waveform, frequency,

amplitude and sound produced was analyzed.
Muscular biopsy: histopathological examination

The incisional biopsy procedure was performed only in dog 1, aiming at obtaining a muscle
sample for histological and molecular examination, in order to confirm the diagnostic
suspicion of hereditary myotony. Anesthetic planning consisted of the use of 2 pg/kg fentanyl
and 5 mg/kg propofol for anesthetic induction and maintenance with 2.5 V% isoflurane under
synchronized intermittent ventilation. The patient was positioned in lateral decubitus position
and a trichotomy was performed in the distal lateral region of the humerus and antisepsis with
degerming and alcoholic chlorhexidine. On the scapular portion of the deltoid muscle, an
approach of approximately 3 cm allowed muscle biopsy, after cutaneous incision and
divulsion of the subadjacent tissues a fragment with dimensions close to 2.0 x 1.0 x 0.5 cm
(length, depth and width) was removed. After removal of the muscle sample, dermorraphy

was performed using 3-0 nylon wire in a Wolff pattern.

The samples were stored in cryotubes containing 10% buffered formalin and cryotubes with
RNA stabilization solution (RNAlater tissue collection, Invitrogen™, Waltham, MA, USA),
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aiming at histological analysis and genetic testing for the CLCN1 gene, respectively. The

tubes were immersed in liquid nitrogen for further analysis.

For histopathological examination, samples of skeletal muscle were stored in 10% formalin
and later submitted to histological section. After a procedure involving the use of paraffin,
sections with 6 to 8 um allowed the production of slides stained with hematoxylin and eosin.
The material obtained was subjectively analyzed for morphological changes and the presence

of degenerative or necrotic processes.
Extraction of RNA and production of cDNA

The RNeasy® Mini Kit (Qiagen®, USA) was used to extract the total RNA from the muscle
samples of dog 1 and wildtype dog, according to the manufacturer's recommendations. Then,
the spectrophotometry analysis performed on the Nanodrop™ (Thermo Scientific™, USA)
device allowed evaluation of the purity and concentration of the samples, considered
acceptable the samples whose ratio between the absorbance values was approximately 1.8.
Subsequently, the viable samples were treated with the enzyme RQ1 RNase-FreeDNase
(Promega®, USA) to eliminate residual genomic DNA, and again the sample was submitted
to purity and concentration measurement, in the spectrophotometer. The next step consisted in
the preparation of the complementary DNA strand (cDNA), a final volume of 45 pL,
following the manufacturer's recommendations, from 500 ng of RNA, "random primers" and
the enzyme Improm-1I™ RT (Promega®, USA). At the end of the process, two cDNA
samples were obtained, identified and stored at -20 °C, one corresponding to the research of

the CLCN1 gene of the wildtype dog and the other of the myotonic gene.
Blood samples: DNA extraction

A whole blood sample of approximately 3 mL, referring to dog 1, was packed in a tube with
EDTA, and refrigerated for subsequent DNA extraction. The blood sample from the wildtype

dog was also submitted to DNA extraction.

Blood samples were obtained from ten dogs genetically related to the first dog in the study.
The samples were stored in a tube containing EDTA and refrigerated for subsequent DNA

extraction and processing of the analyses.

Another 33 dogs were submitted to venous blood sampling for DNA extraction and genetic

testing. The procedure consisted of collecting 1 to 2 mL of venous blood, using a 21G needle
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after asepsis of the puncture site with cotton and alcohol, and placing the sample in a sterile
tube with EDTA anticoagulant. The samples were frozen at -20 °C.

For DNA extraction of whole blood samples, the illustra™ blood genomicPrep MiniSpin Kit
was used, following the manufacturer's instructions. The purity (A260/280) and DNA
concentration were tested in the NanoDrop® 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific™)
and soon after the samples, when acceptable, were stored in a freezer for the preservation of
the material at -20 °C.

Polymerase Chain Reaction, Electrophoresis and Purification of PCR Products

From the cDNA sample of dog 1 and wildtype dog, a polymerase chain reaction (PCR) was
performed, aiming at total coverage of the 23 exons. For all exons of the CLCN1 gene to be
sequenced, eight pairs of primers, Forward and Reverse (TABLE 1) were drawn along the
CLCN1 mRNA coding sequence, using the database available in Ensembl: chloride voltage-
gated channel INC_006598.3 (NM_001003124.2). Later, due to the difficulty of obtaining a
good PCR product corresponding to the exon 6 and exon 7 regions, using the primer pairs
F2R2, from the myotonic dog's cDNA sample, another primer pair, identified as 16, was

designed for amplification and sequencing of the region.

To perform each PCR, the final volume of 25 ul was obtained, and the reaction composition
was: 9.5 ul of nuclease free water; 12.5 pl of the GoTaq Green enzyme mix; 0.5 pl of the
Forward primer; 0.5 pl of the Reverse primer; and 2 pl of the sample. The PCR was
performed in the thermal cycler Mastercycler® PRO SERIES (Eppendorf). The thermal
cycling conditions were: initial denaturation of 95 °C for 2 minutes, 40 denaturation cycles at
95 °C for 30 seconds, annealing at 60 °C for 30 seconds, extension at 72 °C for 50 seconds,

followed by extension at 72 °C for 5 minutes.

To confirm that the expected product was adequately amplified in the previous step, the PCR
product was submitted to agarose gel electrophoresis. For visualization of the agarose gel

products, a UV transilluminator was used for electrophoresis and gel images were obtained.
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TABLE 1: Identification, size and coverage of the primers used for sequencing the mRNA of
the CLCN1 gene.

SIZE OF THE
IDE(’)\II;I—IP';IICMAJRION PRIMER PRODUCT TO BE SCOPE
Y AMPLIFIED
(5-3%)

F1 AGGCTTAAGGAGCTGTATTGGG 536 Exonl, 2,3
R1 GTTGGGCTGCATCTGGTAGT and part of exon 4
F2 GGAGCATGGATTATGTCAGTGC

504 Exon 4,5,6and 7
R2 TCCGCACAGCAAAGTATGTA
F3 TGTGCTGTAGGAGTTGGCTG

476 Exon 8,9, 10 and 11
R3 TCGAATAGGGTGCTGATGGC
F4 CGCCTGCTGTATCCTGGAAT

498 Exon 12, 13 and 14
R4 GTGGGCAATCTGACCCGTTA
F5 AGGCTATGCGGTAATTGGGG 510 Exon 15, 16
R5 TGGTGTCCCTTCCCATCGTA and part of 17
F6 GAGCGCTCAGAGCTACAGTC

496 Exon 17, exon 18, 19 and 20
R6 GGTCGATGCAGCAGTAGTCA
F7 GGATTTAGTGGACAACATGTCACC

574 Exon 21, 22 and 23
R7 GAGGACGAGCTGATTCTTTGA
F8 TCCCTTGCTCTCTGAGGCT

480 Exon 23 and UTR
R8 TGCCGGAACAAGAAGACCAA

16 (Forward) GCCCTTTCGTCCACATCGC
156 Exon 6 and Exon 7 (cDNA)
16 (Reverse) CTCCAAGTGGCGTCCCAAAA

From the DNA samples of dog 1, wildtype dog, ten genetically related dogs and 33 unrelated
dogs, PCR was performed. The F2R1 primers were used for amplification and sequencing of
the region of interest in the gene, comprising regions of the final portion of exon 3 (from
96° pb), intron 3 and initial portion of exon 4 (from 15° pb).

The performance of each PCR, from the DNA samples, occurred in the same way as the PCR
performed from the cDNA samples of myotonic dogs and negative control: the final volume
of 25 ul was obtained, and the composition of the reaction: 9.5 pl of nuclease free water; 12.5
ul of the GoTaq Green enzyme mix; 0.5 pl of primer Forward; 0.5 ul of primer Reverse; and 2
ul of the sample. The PCR was performed in the thermal cycler Mastercycler® PRO SERIES
(Eppendorf). The thermal cycling conditions were: initial denaturation of 95 °C for 2 minutes,
40 denaturation cycles at 95 °C for 30 seconds, annealing at 60 °C for 30 seconds, extension at

72 °C for 50 seconds, followed by extension at 72 °C for 5 minutes.

The purification of the PCR products was performed using the Wizard SV Gel and PCR
Clean-UP System (Promega) Kit, following the manufacturer's recommendations. The
purification products, with a final volume of 50 pl, were again submitted to confirmation of

the presence of the expected genetic material through electrophoresis. The purified genetic
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material was then added to their respective forward or reverse primer, in the final volume of
15 ul, 10 pl of which was purified material and 5 pl of which was primer and then sent to

perform the Sanger sequencing.
Gene sequencing and data analysis

The automatic DNA sequencer (Sanger), Model ABI 3500 (Applied Biosystems) was used by
the Institute of Biotechnology of the University State of Sdo Paulo, Botucatu Campus, to
perform the sequencing. The Geneious Prime and Sequencher DNA Sequence Analysis
software were used to align and analyze the sequences. The conference of genetic materials
was performed by comparison in each base pair. The sequences obtained were analyzed for
quality, product size and compared with the sequence CLCN1 Canis familiaris
NM_001003124.2 for cDNA and the reference sequence NC_006598.3 for DNA. The

comparisons of the sequenced products allowed the interpretation of the results.
Results
Physical Examination, Electromyography and Histopathology

At birth, the animals showed no evident clinical alteration. The clinical signs presented by the
patient, present since the age of 45 days, were pronounced muscle hypertrophy in the
proximal region of the thoracic, pelvic and neck limbs (Figure 1), stiffness when walking and,
when stimulated to physical activities, had muscle stiffness leading to falls (startle response)
that kept him in decubitus for some seconds. Myotonia improved with the repetition of the
movement, a warm up phenomenon. In a video made when the dog was 2 months old, startle

response and warm up phenomenon were observed.
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FIGURE 1: American Bulldog, one year and eight months old, presenting hereditary myotony. A. The cranial
view shows muscular hypertrophy in the thoracic limbs. B - C. Lateral view, presence of pronounced generalized
hypertrophy of the neck muscles and proximal region of the thoracic and pelvic limbs. D. View of the posterior

region showing muscular hypertrophy of the pelvic limbs.

The electromyography examination of dog 1 indicated electromyographic tracings in
increasing-decreasing pattern (myotonic discharges) of waves and sound similar to a
"motorcycle engine”, "bomber plane”, characteristic of myotony. The findings were repeated
in the different places of insertion of the needle and in the different times of performance of

the exam (Figure 2).
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FIGURE 2: Electromyographic tracings in an increasing-decreasing pattern of waves, characteristic of
hereditary myotony. The vertical axes represent the intensity (uV) and the horizontal axes correspond to the
measurement of time (ms/div). A - B. Myotonic discharges are observed with increasing and decreasing
amplitude and frequency, 250 and 50 ms/div correspond, respectively, to the time of analysis. The intensity in A
is 50 uV and in B is 500 uV. C - D. Sustained sequence of positive waves and negative peaks, respectively, with

analysis time of 20 ms/div.

In the histopathological evaluation of the muscular tissue of the myotonic dog, no dystrophic
alterations were found, only hypertrophy of some fibers. The absence of additional alterations
suggested a pattern of normality of the muscle fibers. The distribution of fibers was

homogeneous with a peripheral nucleus and normally distributed connective tissue.
Sequencing the mRNA of the CLCNL1 gene

The comparison of the mRNA sequence of Canis lupus familiaris chloride voltage-gated
channel 1 (CLCN1) obtained from wildtype dog muscle sample with the mRNA sequence
NM_001003124.2, deposited in GeneBank™ (NC_006598.3) showed the presence of three
synonymous polymorphisms (exons 1, 6 and 23), ¢.72 C>T, c¢. 714 T>C and ¢.2709 T>C,
which correspond, respectively, to a tyrosine residue in position 24, Isoleucine in position 238

and Serine in position 903.

In the myotonic dog gene, besides the same polymorphisms found in the wildtype dog, it was

observed the insertion of four nucleotides (CTCT) at the beginning of exon 4, soon after the
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3%pb of exon (NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT) (Figure 4). This insertion altered the
MRNA reading sequence, causing the formation of a premature codon stop (M194X).

436 437

NM_0010031242 A G G IS

Dog 1

WildType

FIGURE 3: Location of the mutation NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT in the hereditary myotonia-

affected dog, compared to the reference gene and the negative control dog.

The mutation NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT involves the insertion of an amino acid
p.Y145S and alteration of the location of several subsequent amino acids, resulting in a

premature stop codon p.M194X.

The products corresponding to the mRNA samples of dog 1 (myotonic), when amplified from
the primers F2R2 and 16 presented double band, even after repeated PCR reactions. PCR
performed with cDNA samples from the myotonic dog, using the primer pair F2R2, which
flank the exon regions 4, 5, 6 and 7, resulted in the presence of a double agarose gel band
(Figure 5). A product of 500pb and another of approximately 600 pb were observed in the
PCR product of the affected dog. In the wildtype dog, submitted to the same PCR conditions,

only the product of approximately 500 pb size occurs.
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FIGURE 4: Agarose gel with PCR products from cDNA wildtype and Myotonic samples, covering the gene
regions corresponding to exons 4, 5, 6 and 7. The double band with products of approximately 500 and 600 pb is
observed only in the cDNA of the myotonic dog. Column 1 corresponds to the ladder of 100 bp; column 2,
sample cDNA dog wildtype; column 3, negative control; column 4, sample cDNA of the myotonic dog; column
5, negative control for the sample of the affected dog; column 6, sample cDNA dog wildtype; column 7, sample

myotonic dog.

Due to the persistence of the double band, the bands were individually cut for sequencing, in
order to allow adequate analysis of the region corresponding to the CLCN1 gene of the
myotonic dog. The 500 bp product observed in the gel with the sample of the myotonic dog
was similar to that observed in the wildtype dog. The product of approximately 600 bp,
observed only in the myotonic dog, differed in the addition of 79 nucleotides
"ACCGCGTCTGGGGCAGCTTGATCTCCTGTGTGTCGCCTGCGGGGGGCGGGTGGA
TGCTTTGCAGCCTGTCGAG". In the nucleotide sequence of the wildtype animal and in the
NC_006598.3 sequence, these 79 nucleotides are found in the central region of intron 6, at
position 6442 _6520. In the myotonic animal these 79 nucleotides were inserted at the exon 6
and exon 7 junctions (Figure 5) in the transcribed mRNA product. Thus, the presence of an
alternative transcript was verified NC_006598.3 (NM_001003124.2): c.774_775ins
[6442_6520]. From the cDNA sample of the myotonic animal and the wildtype dog, PCR was
performed using the primer pair 16 to flank the exon 6 and exon 7 regions. The resulting
product of this new PCR was 156 bp for the wildtype dog. For the myotonic dog, the bands
had the sizes of 156 and 235 bp.
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FIGURE 5: Region of exon 6 and exon 7 junctions obtained by aligning the NM_001003124.2 sequences, mRNA wildtype dog and myotonic dog. In the mRNA of the
myotonic dog, 79 nucleotides "ACCGCGTCTGGGCAGCTTGATCTCCTGGTGTGTCGCCCCTGCGGGTGGGGGATGCTGCTTTGCCCCCCTGGAG" were inserted at
the exon 6 and exon 7 junction - NC_006598.3 (NM_001003124.2): c.774_775ins [6442_6520].
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Genotyping of American Bulldogs related to the affected dog

For sequencing of DNA samples from dogs that have a genetic link with dog 1, the primers
chosen were Forward 2 (F2) and reverse 1 (R1), resulting in a product of approximately 600
bp in agarose gel submitted to electrophoresis. The Forward 2 primer (F2) was what resulted
in better amplified and sequenced products. The result of the Sanger sequencing enabled
analysis of the initial region of exon 4, allowing to attest if the dogs are wildtype,
heterozygous or homozygous for the mutation NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT.

The samples identified with numbers 4, 8, 9 and 10, which correspond, respectively, to the
following degrees of kinship with the myotonic dog: aunt, sister of the same father and
mother (different litters), niece and presence of a common ancestor (grandfather), did not
present the insertion of the "CTCT" bases or double wave peaks in the electropherogram,
being considered unaffected dogs and not carriers of the mutation. The parents of the
myotonic dog, 2 and 3, as well as the half siblings, 5 and 6, and also 11, whose grandfather is
a common ancestor, were heterozygous for the mutation (Figure 6). The double peaks
observed in the electropherogram of two heterozygous dogs are illustrated in the Figure 7.
Finally, the dog number 7, sister of the same litter, also presented homozygosity for the
mutation NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT.

Amencan Bulldog

:. © -0 Mmﬂf
OI& 5‘ﬁ .ﬁ.éi T

g

FIGURE 6: Heredogram of the family of American Bulldog affected by hereditary myotony. The non-haired
forms correspond to the samples made available for the study. Male dogs were represented by squares and
females by circles. The usual forms and filled in gray represent dogs that we did not have access to samples. The
completely filled shapes are from the myotonic animals. The squares or partially filled circles are from
heterozygous dogs for the mutation NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT. The shape filled with the yellow
color corresponds to the common ancestor of the dogs whose samples were analyzed. The empty shapes

correspond to wildtype dogs.
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FIGURE 7: Electropherogram of the myotonic, recessive dog for the mutation NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT, and the wildtype dog compared to two heterozygous dogs for the mutation: Dog 5 (sister)

and Dog 3 (mother). Double peaks are observed only in the electropherogram of heterozygous dogs.
Genotyping of samples from dogs of the American Bulldog breed

The genotyping of the 33 dogs not related to dog 1 family revealed that the 33 dogs were
wildtype for the mutation NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT. After analyzing the results
of sequencing, it is concluded that none of the dogs carry alleles for the mutation, and there
are no affected or heterozygous for the mutation described.

Discussion

An early onset muscle disease was observed in an American Bulldog dog. The clinical signs
started at 45 days of age. A sister of the same litter presented similar muscular alterations; the
parents were not affected. Thus, the anamnesis and the description of the family history
determined the characterization of a hereditary muscle disease with an autosomal recessive

inheritance pattern [5].

In dogs, descriptions of hereditary myotonia were made in the Chow Chow [2, 58], Schnauzer
Miniatura [55, 61], Cocker Spaniel [32], Australian cattle dog [25], Jack Russell terrier [38],
Staffordshire terrier [57], Great Dane [33], Labrador Retriever [52], Border Collie and West
Highland White Terrier [17]. However, this is the first description of HM affecting American
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Bulldog dogs. The pattern of autosomal recessive inheritance, observed in this study, was
described in Schnauzer and Australian cattle dog dogs [61, 25].

Hereditary myotonia, described in the different canine breeds, coincides with the findings of
this study. In a dog of the race Cocker Spaniel, male of four months of age, the clinical signs
of the disease consisted in the presence of rigidity, spasticity, ataxia of the members and
bunny hopping of the pelvic members [32]. The Schnauzer breed comprises the largest
number of affected dogs. One study identified the disease in 17 genetically related Schnauzers
of which nine were affected [61]. The dogs presented stiff walking, mainly when starting a
movement, and improves with exercise. Falls were observed due to rapid changes in posture.
Cranial nerves and segmental reflexes were not altered. In the race, the disease manifested
dental and craniofacial alterations associated with myotonia and muscle stiffness. The
electromyographic examination of the affected dogs revealed myotonic discharges with a
duration of approximately 40 seconds [29]. Research involving the Miniature Schnauzer race
were the pioneers in relating the clinical signs with chloride channel disorders and analyze the
CLCNL1 gene, collaborating with the development of genetic tests for the investigation of dogs

with mutations related to hereditary myotonia [55, 61, 7].

In the present study, the dog of the American Bulldog breed presented generalized muscular
hypertrophy, prominent in the neck and proximal region of the limbs, and myotonia
associated with the "warm-up" phenomenon that corroborated with the diagnosis of hereditary
myotonia [1, 42, 56]. The findings described coincide with the symptoms suggestive of
hereditary myotonia of recessive character in humans [53, 50] and with the clinical signs
suggestive of the disease in several animal species [36, 55, 65, 9, 27, 44, 46], as well as in
different breeds of dogs [57, 32, 55, 61, 25, 38, 52].

As verified in the present study, the appearance of clinical signs in the first months of life was
observed in the breeds Chow Chow [2], Cocker Spaniel [32], Jack Russell terrier [38] and
Labrador Retriever [52].

In the present study, disorders of the skeletal muscle ionic channel associated with changes in
the excitability of the sarcolemal membrane, absence of dystrophy, absence of progressive
weakness and systemic changes characterize non-dystrophic myotonies. Dysfunctions of the
chloride channels suggest hereditary myotonia, dysfunctions of the sodium channels of the
skeletal muscle include congenital paramiotony, hyperkalemic periodic paralysis and other

myotonies of the sodium channel [40]. The warm up phenomenon, present in the myotonic
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dog, together with the other described alterations, occurs in the chloride channel dysfunction.
The phenomenon observed results from increased extracellular osmolarity and the support of

depolarization of the membrane, due to repetitive contraction of the affected muscle [34].

The results of the EMG examination of dog 1 corroborate the classic pattern of myotonic
discharges, evidenced by the "increasing-decreasing” pattern of waves, as well as by the
sound similar to a "motorcycle engine” or "bomber plane™ [51, 27]. The electromyography
examination is an important method to diagnose neuromuscular diseases. In hereditary
myotonia, the examination presents a high rate of detection of myotonic discharges typical of
channelopathy [21].

In patients with hereditary myotonia, histological alterations are nonspecific findings.
However, they are recommended to confirm the absence of muscular fibers dystrophy. The
results of this study rule out the presence of dystrophic alterations, confirming the non-
dystrophic myotonia [62, 27, 44].

Mutations in the CLCN1 gene were associated with hereditary myotonia in dogs. In the race
Australian Cattle Dog, a dog presenting hypertrophy and generalized muscular rigidity,
positive for myotonic discharges typical of the hereditary myotonia, was submitted to the
muscular biopsy for realization of genetic analysis. The mutation in the gene CLCNL,
€.2665insA, resulting in loss of the 88 residues of amino acids C-terminal, was equally
observed in dogs of the Australian cattle dog and Border Collie race [25, 18]. In a four-
month-old Jack Russell terrier dog, the described alterations consisted of well-defined
hypertrophic muscles in the thoracic and pelvic limbs, muscle spasms and generalized rigidity
crises with worsening after rest and sudden changes in the direction of movement. The
clinical picture improved with exercise. Routine laboratory tests and neurological
examination revealed no abnormalities. Missense mutation in CLCN1, ¢.803C> T related to
changes in the chloride ion channel contributed to the diagnosis of hereditary myotonia [38].
Missense mutation in CLCN1, ¢.803C> T resulting in p.T268M, was also associated with
myotonia in Schnauzers [55, 7].

The most recent study of the disease described myotony in a two-month-old Labrador
Retriever. In addition to the typical episodes of movement disorders, resulting from
generalized stiffness, with worsening after rest and improvement with prolonged activity, the
dog presented oropharyngeal dysphagia and upper airway stridor, induced by excitation. In

the electromyography examination, abundant myotonic discharges were observed.
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Histological analysis allowed exclusion of structural myopathies. By sequencing the CLCN1
gene, the ¢.2275A>T mutation was identified, along with the premature codon p.R759X [52].
Given the different mutations described, it was necessary to investigate the CLCN1 gene in

the dog of this study.

In the American Bulldog (Dog 1), the genetic analysis allowed the identification of the
insertion of four pairs of bases in the CLCNL1 gene, that encodes the CLC-1 channel of the
skeletal muscle, as well as the presence of an alternative transcript in the cDNA of the
myotonic dog, justifying the alterations of the chlorine channel function in the skeletal
musculature and, consequently, the muscular disturbance [1]. The non-dystrophic myotonia
observed in this study was the hereditary myotonia caused by the mutation NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT in the CLCN1 gene. Channel dysfunction triggers a reduction in chloride
conductance, responsible for maintaining the membrane conductance of the skeletal muscle at
rest. Thus, muscle relaxation is delayed by the resistance of the membrane to return to its
resting state [26, 20, 19].

The mutation found features a frameshift. Frameshift mutations result from the insertion of a
number of non-multiple nucleotides of three that reorganizes the nucleotide sequence, giving
rise to a new sequence of codons and, consequently, amino acids for protein composition. The
encoded protein, resulting from the error in the reading frame for translation, becomes
different from the protein formed by the original encoding sequence [54]. The
NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT mutation implies the insertion of an amino acid
p.Y145S and alteration of the location of several subsequent amino acids, resulting in a
premature codon stop p.M194X. The regrouping of nucleotides often results in a "stop codon™
that triggers a premature interruption of protein constitution [49]. Frameshift mutations move
the ribosome reading frame and cause premature termination of the translation in a
termination codon (TAA, TAG, TGA). After mutation, incorrect amino acids are coded and

termination codons are produced [48].

The predicted protein of the myotonic dog presents 193 amino acids, of which only the first
145 are identical to the reference sequence of the CLC1 protein for the canine species
(NP_001003124.1). The premature stop codon (M194X) implies the absence of 80.46%
(795/988) of the c-terminal amino acids of the CLC1 protein, resulting in the total loss of
conserved and important regions of the CLC1 protein, such as the a helix D to the R, the CBS

domains, and two of the three preserved amino acids that participate in the formation of the
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selective pore for chloride ion. The significant loss in protein structure supports the mutation
NM_001003124.2: c.436_437insCTCT as the cause of myotony [24].

Another alteration observed in the myotonic dog was the presence of an alternative transcript
characterized by NC_006598.3 (NM_001003124.2): ¢.774_775ins [6442_6520], in which an
intronic fragment (central portion of intron 6) comprising 79 nucleotides was inserted at the
junction of exons 6 and 7. The alternative transcript is the result of the alternative splicing
mechanism, a process that allows a small number of genes to increase the diversity of

encoded proteins [8, 45].

Most of the genes have the encoding regions arranged in a discontinuous manner, interspersed
by introns. With the transcription process, the genes are expressed as precursor mRNA and,
subsequently, the exons are transcribed into continuous mRNA [64]. The differential use of
exons allows alternative splicing. The mechanisms that regulate this process act in directing
the spliceosome, the splicing complex and the auxiliary binding proteins of RNA to the
correct site of removal of exons and introns. Mutations that alter the splicing may cause or
contribute to the susceptibility to diseases, such as HM observed in this study [39, 14, 63, 68,
66].

One of the hypotheses for the existence of splicing described in this study, known as intron
retention, is the presence of longer introns in mammals, which would justify a lower
efficiency of splicing machinery in recognizing exons. Intron retention is considered the rarest

type of alternative splicing, while exon skipping occurs more frequently [35].

Protein dysfunction and the functioning of the chloride channel were not evaluated in this
study. However, it is possible to infer, in view of clinical alterations and electromyographic
findings, that there is a reduction of the CI- ion in sufficient quantity to ensure the persistence

of hyperexcitability of the skeletal muscle after contraction, resulting in myotonia [4, 12, 47].

The investigation of the CLCN1 gene of ten genetically related dogs, together with the first
dog in the study, resulted in two affected dogs, five dogs were considered heterozygous for
the mutation NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT, including the parents of affected dogs,
and four females were not carriers or affected by the mutation. From the Pedigree information
of the dogs involved in the research it was possible to develop a heredogram and correlate the
degree of kinship between them, as well as identify a common ancestor among the dogs

genetically related to the first dog in the study. The analysis of the heredogram points out the
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maternal grandfather, who is also great grandfather paternal of the myotonic dogs, as probable
disseminator of the insertion causing the disease [30].

Subsequently, 33 American Bulldog dogs, not genetically related to the first animals of the
study, were genotyped in order to standardize a molecular diagnostic test for the mutation
NM_001003124.2: ¢.436_437insCTCT. None of the animals was affected or heterozygous for
the mutation described, suggesting that the disease is restricted to a population with a
common ancestor. Genetic testing is a possible approach when hereditary myotonia is
suspected in dogs of the breed [55, 52].

Conclusion

This study is the first clinical and molecular description of hereditary myotonia in American
Bulldog dogs. Family history, clinical signs, electromyographic and molecular findings
confirm the diagnostic suspicion. Genetically related animals were genotyped and
heterozygous individuals were identified, as well as another dog affected by myotonia.
Progenitors are not affected, being heterozygotes for the mutation NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT in the CLCN1 gene, characterizing HM as an autosomal recessive
inheritance pattern. Pedigree analysis and genealogical study confirm the presence of a

common ancestor among affected and heterozygous individuals.

A molecular test was standardized to diagnose the mutation NM_001003124.2:
€.436_437insCTCT, through the Sanger sequencing method, performed from DNA samples.
The orientation of matings of American Bulldog dogs can be performed from the molecular

test developed in this study.

The results of this study expand the knowledge about the development and causes of
hereditary myotonia. The mutation in the CLCN1 gene should be included in the differential

diagnosis panel for myopathies of genetic origin in dogs of this breed.

The development of this research implies the expansion of the list of breeds affected by
hereditary myotonia and enables animals of this species to be potential models for human
genetic diseases. Finally, this study allows the development of future studies to evaluate the
prevalence of the mutation in Brazil and to evaluate if there are phenotypic differences among

the animals affected by HM.
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ANEXOS

ANEXO A - Autorizacéo pela Comisdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
FMVZ-UNESP (protocolo n° 0173/2018).

AT »
Aoy UNIVERSIDADE ESTADUAL PALILISTA ” fm\FZ - unesp

u n es p ¥ =JlILIo DE MESQUITA FILHO"

Faculdade do Madicina Voberindria © Zootecnia
Campus do Bobscaty

ATESTADO

Atesto que o Projeto “CARACTERIZACAO CLINICA, ELETROMIOGRAFICA
E MOLECULAR DE MIOTONIA CONGENITA EM CAO DA RACA BULLDOG
AMERICANO™ Protocolo CEUA 0173/2018 , a ser conduzido por Daiane de
Jesus Rodrigues, responsaveliorientador Alexandre Secorun Borges, para fins de
pesquisa cientifica/ensino - encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n°
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Macional de Controle de Experimentagao
Animal - CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 31/08/2018 a 31/01/2019
Nome Comum/Especie/ | anNA/CANIS LUPUS FAMILIARIS /
Linhagem
Raca Bulldog Americano
N? de animais machos 35
N de animais fémeas 35
N? de animais sexo indefinido 0
Peso médio de animais machos 10
Peso médio de animais fémeas 10
Peso médio de animais sexo 0
indefinido
Idade 1 ano(s) e 0 mes(es) e 0 dia(s).
Procedéncia Canis ou demais voluntarios, de todo o Brasil

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 15/08/2018

JOSE NICOLAU PROSPERO PUOLI FILHO
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina Vieterinara e Zoolecnia
Seqho Técnica Académica
Rua Prof. Dr. Walter Mauricio Coréa, s/
UNESF - Campus de Bofucafw'SP - Cep 18615-687
{14 3680-21 76 - patrinsf@imyvz uwnespbr - wawfmyvz unesp br
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ANEXO B - SEQUENCIAS DE CODONS PARA CHLORIDE CHANNEL PROTEIN 1
Alinhamento NP_001003124[Canis lupus familiaris], Cao Miotdnico e wildtype.

1 10 20 30 40
] 10 20 30 40
CLCN1 AEE G A G A C I G GC GEGE GG GGG GOGEGAGENGINGENEG GElG G
Frame 1 I Q @ P S QM S EEEN R R GG HWw Qo S W W
Miot. toCLCN... A TGCAGCCATCCCAGTCCCTGCGGCGTGGGGGCGAGCAGAGCTGGTGG
Frame 1 M Q P S Q S L R R G G E Q S w w
WTtoCLCN1c.. ATGCAGCCATCCCAGTCCCTGCGGCGTGGGGGCGAGCAGAGCTGGTGG
Frame 1 M Q G G E Q S W W
50 80 90
50 80 90
CLCN1 G GHESI GG EET TTT G A AIBAKT G EAEEA GE
Frame 1 G S T e P F HEHEEEHE C T S
Miot. to CLCN... GGTAGTGCTCCCCAGTACCAGTATATGCCTTTTGAACACTGCACCAGC
Frame 1 G S A P Q Y Q Y M P F E H (@ L8 S
WTtoClCN1c.. GG TAGTGCTCCCCAGTACCAGTATATGCCTTTTGAACACTGCACCAGC
Frame 1 G S P Q Y Q Y M P F E H C i3 S
100 130 120 130 140
100 120 130 140
CLCN1 _GG_G_G-G_GG-—GG_GG
Frame 1 G 1IN A R HEEENHEE R
Miot. to CLCN... TACGGACTGCCCTCCGAGAATGGAGCCCTTCAACACAGGCTCCACAGG
Frame 1 Y G L P S E N G A L Q H R L H R
WTtoCLCN1c.. TACGGACTGCCCTCCGAGAATGGAGCCCTTCAACACAGGCTCCACAGG
Frame 1 Y G L P S E N G A L Q H R L H R
150 160 170 180 190
150 160 170 180 190
CLCN1 G-G-G G [T I G @ G S A ARNA G G A EAEA G AMETATG G EEA ™
Frame 1 Y- R TWAWEENEN T R B T NN Y NG
Miot. to CLCN... GATGCAGGCCTCCGCGCCAACACCCGCCCCACACAGATCTATGGCCAT
Frame 1 D L R A N i [ R P T Q | Y G H
WT to CLCN1 c...

Frame 1
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D A G L R A N T Q | Y G H
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O
—
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Frame 1 UK G B W . S vV DI G S
Miot. toCLCN.. A AGTTAGGAGAAGACTGGATCTTTCTGGTGCTCCTGGGACTGCTTATG
Frame 1 K L G E D W | F L V L L G L L M
WTtoCLCN1c... AAGTTAGGAGAAGACTGGATCTTTCTGGTGCTCCTGGGACTGCTTATG
Frame 1 K L G E D W | F L. \Y L L G L. L M
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390 400 410 4_20 430

390 400 410 430
CLCN1 G_G G_G-G G-G—G G_G_G-G—G—G
Frame 1 A I DS Y EEE S | I QO
Miot. to CLCN... GCCCTGGTTAGCTGGAGCATGGATTATGTCAGTGCCAAAAGCCTTCAG

Frame 1 A L V S W S M D Y \ S A K S L Q
WTtoCLCN1¢c... GCCCTGGTTAGCTGGAGCATGGATTATGTCAGTGCCAAAAGCCTTCAG

Frame 1 A L Vv S W S M D Y \ S A K S I Q
44_10 450 460 470 480
450 460 470 480
CLCN1 G_G-G G-G_G-G-G_G_G-G
Frame 1 AT K Y . Q N Q | N I I Q
Miot. to CLCN... GCCT-C-AC-GT-AGC-ACTA_C ANlG C_C C-CCT_
Frame 1 I Q [V I I A A O A S
WT to CLCN1 c... GCCTACAAGTGGAGCTACTACCAGATGCAGCCCAACCTGCCTCTGCAG

Frame 1 A Y K w S i Y Q M Q P N L P L Q

490 500 510 520
490 500 510 520

CLCN1 _G G—GGG—G G-G-
Frame 1 I W Il T F P HIEE T I s A
Miot. to CLCN... —T_G-T-G-T-ACCCGCTAACTCTCA-C_TC-C-
Frame 1 A NN G TN G "HEE P L T L [ 50 ] I o
WT to CLCN1 c... TACCTGGTCTGGGTCACCTTCCCGCTAACTCTCATCCTCTTCAGCGCC

Frame 1 0 L Vv W V T F P L T L | L F S A

530 540 550 560 570
530 540 550 560 570
CLCN1 G_G_G G-G-G G_GGG_
Frame 1 I C INHEEEEa. S omw A N G e | |

Miot. to CLCN... -C-TCTTTTGC-ATCTCTC-C—C-G_G-T-TCTGGG-T
Frame 1 . R R E | S I P IEEEN W BN W IDEm
WT to CLCN1 c... GTCTTTTGCCACCTCATCTCTCCCCAGGCTGTTGGCTCTGGGATCCCT

Frame 1

\Y F (o H L | S ¥ Q A \Y G S G | P
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sgo 590 600 6] 0 620

590 600 620

CLCN1 G—G-G_G-G G-G—G-G G A AMATEITE A
Frame 1 NG BN R WETENEEE K S Y T
Miot. to CLCN... -C_AA_A_ _GGA-TCATCCTGAA_T-C-
Frame 1 P HEEENE N EEEE D N T P LW S IEEEE e S
WT to CLCN1 c... GAAATGAAGACAATACTCCGTGGAGTCATCCTGAAGGAATATCTCACC
Frame 1 E M K T | L R G \% | I K E Y L i

630 640 650 sg;o 670

630 640 650 670
CLCN1 EITEA A G G—G-G G—G d  Id [c G_G_G-GGGG-GGG-
Frame 1 N K A ; A G Em G
Miot. to CLCN... CTCC_T_G G-G_CTG_G G-GGG-
Frame 1 L P HDNENGINENE ¢ EODEEOENNNGE ¢ G NP W G
WT to CLCN1 c... CTCAAGGCCTTTGTGGCCAAGGTTGTGGCCCTGACTGCGGGGCTGGGC
Frame 1 L K A F \ A K \Y \Y A L T A G L G

680 690 700 710 720
680 690 700 710 720
CLCN1 -G-G G_G-GGGG-G G-GGG_G_G_G-
Frame 1 G s Ivas G K Bl G NN H NN A
Miot. to CLCN... -G—A-C-T-TGGG_GGA-G G-G-T-C-T-CAC—G
Frame 1 GhaNoEN R PEHTEENEN ¢ WGEEE E G INEEN B H P IEEETTREN
WT to CLCN1 c... AGTGGCATTCCTGTGGGGAAGGAGGGCCCTTTCGTCCACATCGCCAGC
Frame 1 S G | P \ G K E G P F \ H | A S
730 740 750 7:_30
730 740 750

CLCN1 _G-G-G-G G—G_G—G—G_G-GGGG-
Frame 1 [ i A A EVEENEN s K @ F e I G I
Miot. to CLCN... —T-G_C_A G_T-T_T_TC-G_
Frame 1 - Q H s G Qe o s myss H DIV
WT to CLCN1 c...

Frame 1

ATCTGTGCTGCGGTCCTCAGCAAGTTTATGTCCATGTTCTGTGGGGTC
| C S K F M S F C G



770 780 790 800 810

770 780 790 800 810

CLCN1 AN G B G A G A A G A G N G A G GEEG G G BN G i G
Frame 1 Y BEEmos P Y Y Y T DO T BAEesGEs C 0 A
Miot. to CLCN...  GHEI T IETAGEANGEANCRENG C (G T T GGG C BN Gl A TGCTGACGGTGGCC T
Frame 1 MG R DOV Gos S BeQes T C EEEEm R W P
WTtoCLCN1c.. TATGAGCAGCCATACTATTACACTGACATGCTGACGGTGGGCTGTGCCT
Frame 1 Y E Q P Y Y Y i D M L il i Vv G C A
820 830 840 850 860
820 830 840 850 860
CLCNT GEESIG GGG GG I G N G G G A G A G GG GG i G I G
Frame 1 N G EENEN G C € F DO T P HEEEEE G G IOVOOEENEN F
Miot. to CLCN... GgG-TGTAGGA-T—TGTTG_GGGAC%CCAC_GAG-AGTET
Frame 1 NN A VoV B G0 R H IS
WTtoCLCN1c.. GTAGGAGTTGGCTGTTGTTTTGGGACGCCACTTGGAGGAGTGTTGTTC
Frame 1 Vv G Vv G C C F G Tqr P L G G Vv L F
870 880 890 900 910
870 8I80 8?0 900 910
CLCN1 A G ENANEEE G B G G A A AT A G I G B G I G G AAAEE G G BN G A
Frame 1 » i S il Y F | Jle ] R
Miot. toCLCN.. T GTTHIAGCATCGANMMMT CACCTHEEEACATAC THNT G CHlGEENCEENA ABMTACT
Frame 1 € S WA S S P HENENNEEE T BN C GEm T T
WTtoCLCN1¢c.. AGCA T CGAGGTCACCTCTACATACTTTGCTGTGCGGAACTACTGGCGA
Frame 1 S | E Vv T S T Y F A Vv R N Y w R
920 930 940 950 9§0
9?0 9.30 9110 9?0 9'60
CLCN1 G G AN G EA G B G IR G i G N G S G BN G BN G B G G I
Frame 1 e F F A A T F S A F BN F R BwmEmmmm A
Miot. to CLCN... GGCGAGGATTC-T-CAGCCACGTTC-T-CCTTTGTTTT-GGTGC
Frame 1 G EEEEESEDEE S BEEEEEQEN P RIS DN P NN F SIONMEEEE C
WTtoCLCN1c... GGA TTCTTTGCAGCCACGTTCAGTGCCTTTGTTTTCCGCGTGCTGGCC
Frame 1 G F F A A i F S A F Vv F R Vv L A
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9_70 980 990 1,000
980 990 1,000
CLCN1 GElGHElG G—G G AN G BT G EH A BlS] A T AT C EITETETTEA C AAEEA AT
Frame 1 I W TN K D A BAE T B T A BB F R T N
Miot. to CLCN... -GGCCGTGTGGAACAAGGACGCTGTCACCATCACT-CTCTCTTCAGA-
Frame 1 W P C IEGBN T "R T EEEEm S P S I S S I
WT to CLCN1 c... GTGTGGAACAAGGACGCTGTCACCATCACTGCTCTCTTCAGAACC AT
Frame 1 \Y W N K D A \Y T | T A L F R i I N
1,010 1,020 1,030 1,040 1,050
1,010 1,020 1,030 1,040 1,050
CLCN1 _G_GG—G—G_G G A ANNTHEGES A G EEET TE G EE
Frame 1 F R HIEEDE DN Q' P A F A
Miot. to CLCN... -AATTTCCGAAT-A-TTCCCCTTTGACCTGCAGGAACTCCCAGCCT
Frame 1 I S W B S P il C MR S BIam r
WT to CLCN1 c... TTCCGAATGGATTTCCCCTTTGACCTGCAGGAACTCCCAGCCTTCGCC
Frame 1 F R M D F P F D L Q E L P A F A
1,060 1,070 1,080 1,090 1,100
1,060 1,070 1,080 1,090 1,100

CLCN1 ANFERA TG G G_G-G-G G_G G G-G-G-G_G-G—G
Frame 1 I ¢ EEGEN HEE G A ©vas IS Y I
Miot. to CLCN... TCGCCATCATCGGGAT-TGCTGT-CTT-TGGGAGCCGTGTTTGTG-
Frame 1 S P 'S S IEEEN A IEEm A w I P C HEm C
WT to CLCN1 c... ATCATCGGGATTTGCTGTGGCTTCCTGGGAGCCGTGTTTGTGTACCTG
Frame 1 | | G | C @ G F L G A \Y F \ Y L

1,110 1,120 1,130 1,140 1,150

1,110 1,120 1,130 1,140 1,150
CLCN1 ENATEE G EEAA G IENATE G BT G G-G_G_G—G G_G_
Frame 1 I R N G Vs R K W K A = [Ese]
Miot. to CLCN... —TGC-TCG-CAAGTC_ATG-T-GGTGTCCGAAAVGC-CA,Ai—CCTCA
Frame 1 T (& Si (@ S IvaE S Bl s T IR P S
WT to CLCN1 c...

Frame 1

CATCGCCAAGTCATGECTCGEGGETETCLCGAAAGCACAAGGCCCTCAGCCAA
H R Q \ M L G \ R K H K A L S Q
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1,160 1,170 1,180 1,190 1,200

1,160 1,170 1,180 1,190 1,200

CLCN1 _GG-G-G—G_G-G—GG—G—
Eratoa . R I G I
Miot. to CLCN... _T-C-GCG-GC-CGCCTGCT-T-TCCTGGAATAGTTA-T
Frame 1 A IR B C L IMETEEEE L
WT to CLCN1 c... TTTCTGGCGAAGCACCGCCTGCTGTATCCTGGAATAGTTACCTTCATC
Frame 1 F L A K H R L L Y P G | \% T F |
1,210 1,220 1,230 1,240
1210 1220 1,230 1,240
CLCN1 _G_G_GG_GG_GG-GG-
Frame 1 I A S F T E P G Il G Q1 I A @ G |
Miot. to CLCN... TCATCATTGCCTCATTC-CCTTTCCGCCAGGAATA-CCAATTCATGG
Frame 1 S S I R R INQ'IEEm A NS oW
WT to CLCN1 c... ATTGCCTCATTCACCTTTCCGCCAGGAATAGGCCAATTCATGGCTGGA
Frame 1 | A S F T F P P G | G Q F M A G
1,250 1,260 1,270 1,280 1,290
1,250 1,260 1,270 1,280 1,290

CLCN1 G-G-G-G_G-G-G_G GACAATAACACA
Frame 1 | [ — R HENE A DI s T I r BN 1
Miot. to CLCN... CTGGAGAGTTGATGCCTCGTGAA-CCATCAGCACCCTATTCGA-AATA
Frame 1 I °© BN C Emmvas KkooP STEEAMN P Y ST T IEEm
WTtoCLCN1¢c... GAGTTGATGCCTCGTGAAGCCATCAGCACCCTATTCGACAATAACACA
Frame 1 E L M p R E A | S T L F D N N T

1,300 1,310 1,320 1,330 1,340

1,300 1310 1320 1330 1,340
CLCN1 -GGG—G—G-GGG-G—G—G_GGG-G G_G-G-G
Frame 1 W N K DHEESEaTGENDES P I S G R A v
Miot. to CLCN... ACACATGGGTAAAGCATGTGGGTGACCCTGAAAGCCTGGGCCGGTCAG
Frame 1 T ' H G EEEE S v w v T » A w A G @ Q
WT to CLCN1 c... TGGGTAAAGCATGTGGGTGACCCTGAAAGCCTGGGCCGGTCAGCTGTG

E S

Frame 1

W Vv K H Vv G D P L G R S A \%
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1,350 1,360 1,370 1,380 1,390

1,350 1,360 1,370 1,380 1,390

CLCN1 MG G AT A BENS ARG G GCTHEIA ARBGIT G AITENATTESA THES A 'THS T T ST RET TET T T
Frame 1 W . P R EEENTNTH. - s - F
Miot. to CLCN... (Gl G NEGENGEGEFAN C [ENANCECEEEA C [GIGEGRINGEA] A [CHGRNGEANMNCGNANNEENA T [EFANNEEN TIEC TIET
Frame 1 I C Em s T IEENGE S T HEHEEE S S S| S S S
WTtoCLlCN1c.. TGGATCCACCCACGGGTCAACGTGATCATCATCATCTTCCTCTTCTTT
Frame 1 w | H P R \ N \ I I I I F L F F
1,400 1,410 1,420 1,430 1,440
1,400 1,410 1,420 1,430 1,440
CLCN1 —G-G_GG-G_G-GG_ EEET AT A S
Frame 1 o & | I A T T BN P EHEEE -
Miot. to CLCN... TCTTTATCATGAAGTTCTGGATGTCCATCGTGGCCACCACTATGCCTA
Frame 1 S I EEEE S Sl G S W B B
WT to CLCN1 c... ATCATGAAGTTCTGGATGTCCATCGTGGCCACCACTATGCCTATACCC
Frame 1 | M K F W M S I \ A T T M P I P
1,450 1,460 1,470 1,480
1,450 1,460 1470 1480

CLCN1 -G-GG-GG_G—G-G_G-G_GG-G-G—GGG-GG
Frame 1 EEeETTTET [ | = VAT G A A i = o]
Miot. to CLCN... TACCCTGCGGAGGCTTCATGCCTGTGTTTGTGCTAGGAGCTGCATTTG
Frame 1 ¥ P A HEE A S C HEm C L C HEENNNNNNTNES H .
WTtoCLCN1c...TGCGGAGGCTTCATGCCTGTGTTTGTGCTAGGAGCTGCATTTGGGAGG
Frame 1 c G G F M P \ F \ L G A A F G R

1,490 1,500 1,510 1,520 1,530

1,490 1,500 1,510 1,520 1,530
CLCN1 -GG-GG-G-G—GG_G_G-GG_F
Frame 1 8 D G W
Miot. to CLCN... [GHGEAI G IGEGEN G [GEE A G [GFANGE A [GEANNE C FANEGI G CIE A TGl C A T INEICICGETNG A TIGEGI T A T ICIE
Frame 1 e W I R > w P @ ¥ S IR S
WTtoClCN1c.. CTGGTAGGAGAGATCATGGCCATGCTATTCCCTGATGGTATCCTATTT

Frame 1

L Vv G E | M A M I F P D G | L F
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98

1,540 1,550 1,560 1,570

1,580

1,540 1,350 1,560 1,570

1,380

CLCN1 G-G—G_GG-GG_G-GG—GGG
Frame 1 [N TRy | K I | & @ ] .
Miot. to CLCN... TATTTGATGACATCATCTACAAGATCCTACCTGGAGGCTATGCGGTAA
Frame 1 Yy IS 1TSS T R S Y DI A ©InvmE R EE
WTtoCLCN1c.. GATGACATCATCTACAAGATCCTACCTGGAGGCTATGCGGTAATTGGAG
Frame 1 D D | | Y K | L P G G Y A V | G

1,590 1,600 1,610 1,620 1,630

1,590 1,600 1610 1,620 1,630
CLCN1 G_G_G-G-G_G G-G-G_ —G-G-G
Frame 1 ] A [ HC ] B S A IEN
Miot. to CLCN... TTGGGGCAGCAGCGCTGACCGGTGCAGTATCCCAC-CAGTCT-C-CAG
Frame 1 HE G Q@ Q@ R EEEm ¢ v HTEl Y P IEEE S EEQET
WT to CLCN1 c... GCAGCAGCGCTGACCGGTGCAGTATCCCACACAGTCTCCACAGCTGTG
Frame 1 A A A L r G A V S H T V S T A \Y

1,640 1,650 1,660 1,670 1,680
CLCN1 ,
Frame 1
Miot. to CLCN... CT-TGATTTG_T-GA_AAC-G-TC-G_C-C-C C_A
Frame 1 L KN S
WT to CLCN1 c... ATTTGCTTCGAATTAACGGGTCAGATTGCCCACATCCTGCCCATGATG
Frame 1 | © F E L T G Q | A H | L P M M
1,690 1,700 1,710 1,720
1,690 1,700 1710 1720

CLCN1 G-GG-G_GG_GG-G G_G-G_G-G_
Frame 1 A A | ] I Q
Miot. to CLCN... -GA_T-CT-TC-C_CA—G-C_CCT-C A-C
Frame 1 N ] I
WT to CLCN1 c... GTGGCTGTCATCTTGGCCAACATGGTGGCTCAGAGCCTGCAGCCCTCC
Frame 1 \Y A \Y | L A N M \Y A Q S L Q P S



CLCN1 ETETAMG AEA GEATIEATIEESA CGGIIMEAAGAAGEI TAEEETAETT G EEET G AIE
Frame 1 I Y I S I omEaayaE K K e - Y HEEE r DN
Miot. to CLCN... C_C_A-A_C_Y A-G-CAAGAAGCTACCC-ACTTGC
Frame 1 P P S B T A S i s | BERET S T (@
WT to CLCN1 c... CTCTATGACAGCATCATCCAGGTCAAGAAGCTACCCTACTTGCCTGAC
Frame 1 Iis Y D S | | Q \ K K L P Y L P D
1,780 1,790 1,800 1,810 1,820
1,780 1,790 1,800 1,810 1,820
CLCN1 . G G-G G_G_G_G-G-G G ABEA EE
Frame 1 I G N T Q I BN F T D1 F IPV'HEEEm O 1
Miot. to CLCN... CTG-CCT-G_CAGC-CAGCAAATTTA-ATcTTTGTTGA%G
Frame 1 L HEYa G S A N I i L - | ]
WTtoCLCN1c... CTTGGTTGGAACCAGCTCAGCAAATTTACCATATTTGTTGAGGACATLC
Frame 1 L G W N Q L S K F T | F V E D |
1,830 1,840 1,850 1,860 1,870
1,830 1,840 1,850 1,860 1,870
CLCN1 AN G G NS G il G /ANE G il G /ANAI G ININE G IR G AN C EARANIAEE G G G G IAmA
Frame 1 R B S A T @ il
Miot. toCLCN.. AMBATCATGGTTCGTGATGTGAAGTTTGTTTCAGCTACEHENGC CACANACG
Frame 1 il S W F v I S B fr Mmoo A A 71
WTtoCLCN1c... A TGGTTCGTGATGTGAAGTTTGTTTCAGCTACTTGCACATACGGGGAA
Frame 1 M Vv R D \Y K F \ S A T € T W G E
1,880 1,890 1,900 1,910 1,920
1,880 1,890 1,900 1910 1,920
CLCN1 I G G AFAEENN G _G_G—G—G d
Frame 1 BN R T IO T I KK s | N vV
Miot. toCLCN... G GGAATTGCGAAC CCTGCTCCAGACCA-ACAGTCAAGACTTTACC-C
Frame 1 G N C 1= C SN P IoEs S R EEEE Y DIEEEN
WT to CLCN1 c... TTGCGAACCCTGCTCCAGACCACCACAGTCAAGACTTTACCACTGGTT
Frame 1 L R i3 L Q T m T \Y K T L P L \Y
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100

CLCN1

Frame 1 DN S K D S e S s RS ===
Miot. to CLCN...
Frame 1 K \ A
WTtoCLCN1¢c... GATTCTAAAGATTCTATGATCCTGCTGGGCTCCGTGGAGCGCTCAGAG
Frame 1 D S K D S M | L L. G S V E R S E
1,970 1,980 1,990 2,000 2,010
1,970 1,980 1,990 2,000 2,010

CLCN1 _G_G-G-G—GGG—G-G-G G-G G-G-GG
Frame 1 B0 S I Q7 R INHEEEET G e | L |
Miot. to CLCN... CAGAGCTACA-CCCTCCTGCA-CGCC-CTTGGG-CCTGAGCGGAGG-
Frame 1 EEEE S 7/ iS5 (@ R w A S INGEENGEN
WT to CLCN1 c... CTACAGTCCCTCCTGCAGCGCCACTTGGGCCCTGAGCGGAGGCTGCGG
Frame 1 L Q S L L Q R H L G P E R R L R

2,020 2,030 2,040 2,050 2,060

2,020 2,030 2,040 2,050 2,060
CLCN1 G-GG_G G_GG_gG-G-G_G-G-G—G-GGG
Frame 1 A A DK — _—— ESDES G
Miot. to CLCN... TGCGGGTGGCCCAGGACATGGCCAGGAAGTTGTCTGAGCTGCCCTACG
Frame 1 C IEEN W P R T w P IEGEN S C S (¢ B T
WT to CLCN1 c... GTGGCCCAGGACATGGCCAGGAAGTTGTCTGAGCTGCCCTACGATGGG
Frame 1 \Y A Q D M A R K L S E L P Y D G

2,070 2,080 2,090 2,100 2,110
2,070 2,080 2,090 2,100 2,110

CLCN1 -GGG—G G—G-GGG_G!G G-G—G-
Frame 1 K I G R R BN s
Miot. to CLCN... ATGGGAAGGGACACCAAGGCATCTCACCCGAGGGCCGAA-G-A-TCCT
Frame 1 I G R DN K S INEEN R A E NGNS P
WT to CLCN1 c... AAGGGACACCAAGGCATCTCACCCGAGGGCCGAAGGGAGTCCTTTGCC
Frame 1 K G H Q G | S P E G R R E S F A



2,120 2,130 2,140 2,150 2,160

2,120 2,130 2140 2150 2,160

CLCN1 _G-GG-G-GG-G-G-G-GG_GGG-G_G-G-G
Frame 1 VvV D HEENE O BN D BN DO s | HE L
Miot. to CLCN... TTGCCTTTGTGGATGAGGATGAAGATGAGGACCTCTCTGGGAAGCCCG
Frame 1 I P B VW EEm R K R T S HEEmTNGEE S P
WTtoCLCN1c.. TTTGTGGATGAGGATGAAGATGAGGACCTCTCTGGGAAGCCCGAGCTG
Frame 1 F Vv D E D E D E D L S G K P E L
2,170 2,180 2,190 2,200
2,170 2,180 2,190 2,200

CLCN1 G_G
Frame 1 p P I ° P P HEEEE P EEEE P S I S S
Miot. to CLCN... AGCTGCCTCCTCTTCCTCCTCCTCACCCCTTACCATCTGCCCCATTGT
Frame 1 S @ EE=T I T Y [EHETEE ENEEN C
WT to CLCN1 c... CCTCCTCTTCCTCCTCCTCACCCCTTACCATCTGCCCCATTGTCCTCT
Frame 1 P P L P P P H P L P S A P L S S

2,210 2,220 2,230 2,240 2,250

2,210 2,220 2,230 2,240 2,250
CLCN1 G-G-G_GGG—G_G_G-G_G-G-
Frame 1 i o e | I N G =T S HEE K BHOEOE
Miot. to CLCN... CCTCTGAAGAGTCCAATGGGCCCCTGCCCAGCCACAAACAGCAGCCAG
Frame 1 P HEEE K S P HEENNNGEN P (@ P A I S S IO
WT to CLCN1 c... GAAGAGTCCAATGGGCCCCTGCCCAGCCACAAACAGCAGCCAGAAGCA
Frame 1 E E S N G P L P S H K Q Q P E A

2,260 2,270 2,280 2,290 2,300
2,260 2,270 2,280 2,290 2,300

CLCN1 -GG-G_G-G—G—G_GG—G-G-G-
Frame 1 s | L R . R e s
Miot. to CLCN... AAGCACCgGAGCCTGCAGATCAAAGACCCTCTGTCTTTCGGTCCCTgC
Frame 1 P
WTtoClLCN1c.. CCGGAGCCTGCAGATCAAAGACCCTCTGTCTTTCGGTCCCTGCTGCGC
Frame 1 p E P A D Q R P S \% F R S L L R
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102

2,310

2,320

2,330 2,340 2,350

2,310

2,320

2,330 2,340 2,350

CLCN1 -G_G G-G— _G-G-G_G GElG
Frame 1 I G ' ’ . Q I
Miot. to CLCN... TGCGCTGCTTACTTGGCAGACCTCGCCCCACGAAGAAGAAAACAACCC
Frame 1 G A A A | P IR . RN Q P
WT to CLCN1 c... TGCTTACTTGGCAGACCTCGCCCCACGAAGAAGAAAACAACCCAGGAG
Frame 1 (& L L G R P R P iily K K K g i T Q E

2,360 2,370 2,380 2,390 2,400

2,360 2370 2,380 2,390 2,400
CLCN1 \
Frame 1 W
Miot. to CLCN... AGGAGTCAAT_ATTTAGTGGACAACATGTCA-TGAAGAGATCGASG
Frame 1 T } R
WTtoCLCN1c... TCAATGGATTTAGTGGACAACATGTCACCTGAAGAGATCGAGGCCTGG
Frame 1 S M D L Vv D N M S P E E | E A W

2,410 2,420 2,430 2,440
2,410 2420 2430 2,440
CLCN1 GAAICA G G-G-G-G-G_G_G_G_G_G-G_
Frame 1 I C BN Qo s s @0 Q RV SR @ o ]
Miot. to CLCN... CCTGGGAACAGGAGCAGCTG-C-GC-GTCTGTTTTGACTACT (
Frame 1 IEEGENINNEE R S S S HEE S I T A
WT to CLCN1 c... GAACAGGAGCAGCTGAGCCAGCCTGTCTGTTTTGACTACTGCTGCATC
Frame 1 E Q E Q L S Q P \Y & F D Y € C |
2,450 2,460 2,470 2,480 2,490
2,450 2,460 2,470 2,480 2,490

CLCN1 G_G-G GHG G-G_G-G_G_G_
Frame 1 [ o e P . Q NN VY NN Q K
Miot. to CLCN... GCATC-C C—C C_G G-G A-CA-CGTCCCTGCAC-
Frame 1 A LA W R C T
WT to CLCN1 c... GACCAATCCCCCTTCCAGCTGGTGGAGCAGACGTCCCTGCACAAGACC
Frame 1 D Q 5 P F Q L V E Q T S5 L H K T



2,500 2,510 2,520 2,530 2,540
2,500 2,510 2,520 2,530 2,540
CLCN1 HAEAEGETETTETEG ETIEEETT G C GEETEEE A ST T GCEEETATGITG AN A GIE
Frame 1 EEE T el - S NG A Y e T S
Miot. toCLCN... EIGEEECEENC ACGCTCTTCTCGEGCTC C T THEHEEC C' THENA C C THElG CCHl A NN G 'A
Frame 1 RN P T IR S ST IR S L IEAENES T S P VS
WTtoCLCN1c.. CACACGCTCTTCTCGCTCCTTGGCCTCCACCTTGCCTATGTGACCAGC
Frame 1 H i L & S L L. G L H L A b # \Y T S
2,550 2,560 2,570 2,580 2,590
2,550 2,560 2,570 2,580 2,590
CLCN1 _GGGG-G—gGGG-G-G_G G—G G/A G G-G—G-G_G G-
Frame 1 E ¢ K I G IV A I Q. KA
Miot. to CLCN... —G CATGGGGAAGCTCAGEGEC G-G (@ T-G @ A BB T G GG G-G-T-C A-A
Frame 1 A W G S S INGEN AT W - R |
WT to CLCN1 c... ATGGGGAAGCTCAGGGGCGTGCTGGCATTGGAGGAGCTGCAGAAGGCC
Frame 1 M G K L G \Y L A L E E L Q K A
2,600 2,610 2,620 2,630 2,640
2,600 2,610 2,620 2,630 2,640
CLCN1 _G-GGGG_G_GGGG-G-G_G_G G N
Frame 1 ' G O H =K G IS Q I | P P HEE A
Miot. to CLCN... AGG-ATCGAGGGGCACACCAAGTCTGGGGTGCAGCTCCGCCCT-CCC
Frame 1 RS S R NEEEE T P S HEENWGE C S s A P
WT to CLCN1 c... ATCGAGGGGCACACCAAGTCTGGGGTGCAGCTCCGCCCTCCCCTGGCC
Frame 1 | E G H T K S G \% Q L R P P L A
2,650 2,660 2,670 2,680
2,650 2,660 2,670 2,680
CLCN1 Al G IS G G A G A G AN G G JAWAI G IANANIEEE G G G A G G AN
Frame 1 S F ° R S il S T IR P P
Miot. to CLCN... -G-CCAG_C_C_T C_GGG-GGCC
Frame 1 w P S e A R I I G R I R EEEm A
WT to CLCN1 c... AGCTTCCGGAGCACGACTTCCACTCGGAAGAATCCGGGAGGCCCACCC
Frame 1 S F R S T T S T R K N P G G P P
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2,690

2,700

2,710 2,720

2,730

2,730

2,710 2,720

2,700

2,690

CLCN1 _G-G G_GG-G_G_G-G G . G G_GGGG_
Frame 1 i w i ) I O G | N
Miot. to CLCN... C-CCC-C_C-AGGCCT—C-GCCTGAG-A_G_T-GG-
Frame 1 ENEEE P I R P -/ C N R I G
WT to CLCN1 c... CCTCCCACCGAGGCCTGGAG-CTGCCTGAGGATGGAACTGGGGCTCCT
Frame 1 P P T E A W S L. P E D G T G A P
2,740 2,750 2,760 2,770 2,780
2,740 2,750 2,760 2,770 2,780
CLCN1 G @ T ICEGEGEG A G A G EECECIGIGEE G [d A [NEEE T ICECIEEGEE T IGIGEEEE A CETIEEEET T G ETIiE
Frame 1 A S P BEEEE P P A P S P S P IAT P I
Miot. to CLCN... CTCCTGCCTEHEENECEEAGCE(ECCEHCECCCECCCcCCEECEmCAGOTEHCET
Frame 1 [ P HENEEN S P P HEEEE P p P PG L P
WItoClENlc.. GEETECECEAGAGECCECCGCACCECETCECCET EECGCGCAGCTCECECTTGGETE
Frame 1 A S P E P P A P S P S P A P L i,
2,790 2,800 2,810 2,820 2,830
2,790 2,800 2810 2,820 2830
CLCN1 _G-G G_G—G-G GHEG G GEIGHIGENNG GING GG EEEG GGG
Frame 1 | 3
Miot. to CLCN... TG-T-TCTGAGGC-CCAG-AAAGTG-A-G-TGA-T-GA-GA-CTGG
Frame 1 I R e o w | R I W R S w
WT to CLCN1 c... TCTGAGGCTCCAGCCAAAGTGGAGGGTGAGCTGGAGGAGCTGGAGCTG
Frame 1 S E A P A K Vv E G E L E E L E L
2,840 2,850 2,860 2,870 2,880
2,840 2,850 2,860 2,870 2,880
CLCN1 GG-G-G-G_GGG-GG-GG-GG-G_G-G—G-GGG-
Frame 1 ' G N I i
Miot. to CLCN... AGCT-G-AGAGAGTCCAGGGCTGGAGGAGGAGCTCGCTGAC-TCCTGC
Frame 1 5 w I IRENONGEE W R R S S I S (€
WT to CLCN1 c... GGAGAGAGTCCAGGGCTGGAGGAGGAGCTCGCTGACATCCTGCAGGGC
Frame 1 G E S P G I E E E s A D | L Q G
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2,890 2,900 2,910 2,920

2,890 2,900 2,910 2,920

CLCN1 _G_G-G_GG-G-GG-G GAICGAG GAGWGAGETGATTIECIT T
Frame 1 S HEE R S . D NN O BN O S | s
Miot. to CLCN... AGGG-CCAAGTCTGCG-T_ACGGATGAGGAGG_GAGGACGAGCTGA
Frame 1 R A C I R HEEE R R - S NN
WT to CLCN1 c... CCAAGTCTGCGATCCACGGATGAGGAGGACGAGGACGAGCTGATTCTT
Frame 1 P S L R S T D E E D E D E L | L
2,930 2,940 2,950 2,960 2,970
2930 2,940 2,950 2,960 2970
CLCN1 -G-GG—GG—G_G_GGGG_GG-
Frame 1 . P I P K It A
Miot. to CLCN... TTCTTTGACGGCCTCCAGG-TCTCCTCTTAAAGACCGTTCCGGGGCCC
Frame 1 F I G N Q " p Ik T N P EGEm P
WT to CLCN1 c... TGACGGCCTCCAGGATCTCCTCTTAAAGACCGTTCCGGGGCCCAGGCC
Frame 1 * R P P G S P L K D R S G A Q A
2,980 2,990 3,000 3,010 3,020
2,980 2,990 3,000 3010 3,020
CLCN1 BGHEG GEEEG G_G-G-G_GGGG_G_G-G-G G A G ANEETES
Frame 1 R e W T I I | HN VvV G D s
Miot. to CLCN... AGGCCAGAGGCTGGACTTGTGTSTCAGGGGTATGTCCTGAAGTTGGAG
Frame 1 R P A NG Y K
WTtoCLCN1c.. AGAGGCTGGACTTGTGTGTCAGGGGTATGTCCTGAAGTTGGAGACCTC
Frame 1 R G W g i (& V S G V @ P E \ G D L
3,030 3,040 3,050 3,060 3,070
3,030 3,040 3,050 3,060 3070
CLCN1 _G—GG_GGG—G-G_G-G-
Frame 1 T K D N
Miot. to CLCN... ACCTCACACCATCGCCCTGGCCCCTTCTGGGAATCTTAAAATGTGATA
Frame 1 T s HINENEEE R G P F w HEEE S BN N Vs
WT to CLCN1 c... ACACCATCGCCCTGGCCCCTTCTGGGAATCTTAAAATGTGATAGTGAT

Frame 1

W P S P W P L L G | L K c D 5 D






