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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 (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).

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 céo 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 analise genética a fim de confirmar o diagnaéstico.

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.



45

7. CONCLUSAO

Este estudo constitui a primeira descricdo clinica e molecular de miotonia
hereditaria em cdes da raca American Bulldog. O histérico familiar, os sinais clinicos,
achados eletromiogréaficos e moleculares confirmam a suspeita diagndstica. Animais
geneticamente relacionados foram genotipados e individuos heterozigotos foram
identificados, bem como outro cdo afetado pela miotonia. Progenitores ndo sao

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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