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RESUMO

A superfamilia do citocromo P450 (P450s) de hemoproteinas é constituida por
aproximadamente 500 membros distribuidos entre mais de 70 subfamilias
encontradas em eucariotos e procariotos. O gene cyp2d15, ortblogo ao CYP2D6
humano, participa do metabolismo de mais de trinta drogas comercialmente
disponiveis além de uma série de xenobidticos ambientais. Varias P450 humanas
apresentam expressao polimérfica, principalmente a CYP2D6. Este polimorfismo é
primariamente caracterizado por dois fenétipos: individuos com a atividade normal
da CYP2D6 (metabolizadores rapidos) e individuos com diminuicao dessa atividade
(metabolizadores lentos). Os modelos animais sdo muito utilizados no
desenvolvimento pré-clinico de medicamentos a fim de prever o comportamento
metabdlico de novos compostos em humanos. Apesar dos membros da familia do
citocromo 450 possuirem sequiéncias altamente conservadas entre as espécies, ou
seja, ha relativamente poucas diferencas na sequéncia primaria de aminoacidos, até
mesmo essas pequenas diferengas podem dar origem a mudancas significativas na
especificidade do substrato e na atividade catalitica dessas enzimas, podendo levar
também a ativagdo de procarcindbgenos e a formacao de metabolitos téxicos. O
presente estudo contém uma revisao bibliografica sobre o papel do gene do
biometabolismo cyp2d15 e dois capitulos: o primeiro com a caracterizacao do gene
em canideos domésticos de diferentes racas e o segundo com a caracterizacao do
gene em canideos selvagens cativos sul-americanos. No primeiro capitulo a
caracterizacdo do gene cyp2d15 em 21 racas caninas onde oito exons foram
analisados, revelou cinco SNPs distribuidos em trés dos seis exons selecionados.
Um total de 1.269 pb de sequéncias codificadoras foram resequenciadas rendendo
uma freqiéncia média de um SNP para cada 254 pb (1/254). Um total de quatro
nsSNPs, os quais podem estar envolvidos na alteragdo da funcao protéica foram
detectados. No capitulo Il a caracterizacdo do gene cyp2d15 em quatro diferentes
espécies de canideos selvagens cativos sul-americanos (Cerdocyon thous,
Lycalopex gymnocercus, Speothos venaticuse Chrysocyon brachyurus), revelou oito
SNPs distribuidos nos quatro exons selecionados.Um total de 771 pb de seqtiéncias
codificadoras foram resequienciadas rendendo uma freqtiéncia média de um SNP
para cada 96 pb (1/96). Um nsSNP, que pode estar envolvido na alteracdo da
funcdo protéica foi detectado. Com base nestes resultados, destaca-se a
importancia de novos estudos que caracterizem os polimorfismos genéticos no gene
cyp2d15 em canideos domésticos e selvagens, devido a auséncia destes dados na
literatura corrente e da potencial importancia em estudos pré-clinicos.

PALAVRAS-CHAVE: Canideos domésticos, Canideos selvagens, cyp2d15,
polimorfismos.



ABSTRACT

Cytochromes P450 (P450s) are a superfamily of hemoproteins consisting of
approximately 500 members distributed among more than 70 subfamilies found in
eukaryote and prokaryote species. Gene cyp2d15 is the ortholog of human CYP2D6,
and plays an important role in the metabolism of over 30 clinically used drugs and of
a series of environmental xenobiotics. Several human P450s have been shown to
exhibit polymorphic expression, most notably CYP2D6. This polymorphism is
primarily characterized by two discrete phenotypes: individuals with a normal
CYP2D6 activity (extensive metabolizers) and individuals lacking this activity (poor
metabolizers). Animal models are extensively used in the development of pre-clinical
drugs to try to predict the metabolic behavior of new compounds in humans. Even
though the members of Cytochrome P450 family shows strong conservation among
species, there are few differences in the primary amino acid sequence, this small
differences can give rise to significant alterations in the substrate specificity and
enzyme catalytic activity resulting in the alteration of procarcinogens and the
formation of toxic metabolites. The present study shows a bibliographic review about
the role of the biometabolism gene cyp2d15 and two chapters: the first with the
characterization of the gene in different breeds of domestic canids and the second
with the characterization of the gene in south America native wild canids. The first
chapter with the characterization of the cyp2d15 gene in 21 canine breeds, eight
exons of the gene cyp2d15 were screened revealing five SNPs distributed in three of
the six selected exons. A total of 1,269 bp coding sequence was resequenced
yielding an average frequency of one SNP per 254 bp (1/254).A total of four nsSNPs,
which may be involved in alteration of protein function, were detected.In chapter two,
the gene cyp2d15 characterization in four different species of South America wild
canids (Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus, Speothos venaticuse Chrysocyon
brachyurus) revealed eight (8) SNPs distributed in the four selected Exons. A total of
771bp coding sequences was sequenced yielding an average frequency of one SNP
per 96bp (1/96). One non-synonymous SNP (nsSNP), which may be involved in
alteration of protein function, was detected.Based on these results, we highlight the
importance of new studies to characterize genetic polymorphisms at cyp2d15 gene in
domestic and wild canids because of the lack of data in the current literature and its
potential importance in pre-clinical studies.

KEY-WORDS: domestic canids, wild canids, cyp2d15, polymorphisms
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1. INTRODUGAO

No ano de 2003, o Instituto de Pesquisa do Genoma Humano dos EUA (NHGRI-
US National Human Genome Research Institute), iniciativa académica, financiou
investindo 30 milhdes de dblares para seqlenciar 0 genoma de um cao da raca Boxer.
Esta raca foi selecionada apds a avaliagao de outras 60 ragas caninas por apresentar a
menor variacdo em seu genoma e fornecer a sequéncia referencial de maior
confiabilidade (NHGRI, 2007). No mesmo ano a iniciativa privada formada pelo Instituto
para Pesquisa Gendémica (TIGR- The Institute for Genomic Research) e o Centro de
Genbmica Avangada (TCAG- The Center for the Advancement of Genomics)
seqlenciaram e analisaram com uma cobertura de 1,5X o genoma de um cdo macho
da raca Poodle (KIRKNESS et al, 2003). Em 2005, o grupo internacional que participou
da iniciativa académica liderado por pesquisadores do Instituto MIT e da Universidade
de Harvard anunciou a publicagdo da sequéncia do genoma do cdo. Na edicdo de
dezembro daquele ano da revista Nature, os pesquisadores apresentaram uma analise
detalhada do genoma canino e descreveram como estes dados oferecem grande
potencial em relagdo a melhorar a saude do homem e do cao (LINDBLAD et al., 2005).
Na analise comparativa do genoma canino o grupo de pesquisa descobriu que
enquanto ragas diferentes monstram grandes diversidades fisicas, compartilham longos
segmentos de DNA, indicando sua origem recente comum. Como resultado, as
metodologias genéticas desenvolvidas no Instituto BROAD (MIT e Harvard) e no NHGRI
para qualquer raga canina serao Uteis para experimentos genéticos em quase todas as
ragas (LINDBLAD et al., 2005). Pouco se conhece sobre a variabilidade genética das
espécies canideas da fauna nativa da America do Sul como o cachorro-do-mato,
graxaim-do-campo, cachorro-vinagre e lobo-guara (Cerdocyon thous, Lycalopex
gymnocercus, Speothos venaticus e Chrysocyon brachyurus) (Figura 1). Os esforgos
foram concentrados no seqienciamento do genoma do cao doméstico e em algumas
seqléncias aleatérias de canideos norte-americanos como o lobo cinzento (Canis

lupus) e o coiote (Canis latrans) (LINDBLAD et al. 2005). Contudo estas sequiéncias
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fornecem matéria-prima para a identificacdo de marcadores para analises genéticas de
larga escala da maioria das espécies canideas.

O genoma canino é similar ao genoma humano e de outros mamiferos em
tamanho e contém aproximadamente 2,5 bilhdes de pares de bases de DNA. Muitos
caes sao suscetiveis a doengas genéticas de dificil estudo em seres humanos, como o
cancer, doencas cardiacas, surdez, cegueira e desordens autoimunes devido a uma
longa historia de selecdo de cruzamentos e altas taxas de endocruzamento. Além
disso, 0 cdo é um modelo importante para a genética do comportamento e para as
pesquisas da industria farmacéutica (NHGRI, 2007). Muitas das doengas genéticas,
inclusive o céncer, que ocorrem em caes sao similares as doencas genéticas em
humanos. Abordagens comparativas objetivam caracterizar e mapear as doencgas
genéticas podendo resultar em muitos beneficios tanto para caes quanto para seres
humanos (REIMANN et al., 1999).

A farmacogenética estuda a correlacao entre variacdes genéticas e a resposta
aos farmacos. Essa abordagem € importante para a oncologia ja que a quimioterapia do
cancer é certamente a modalidade terapéutica responsavel por uma elevada incidéncia
de toxicidade, resultando com freqiiéncia em severa morbidade ou mesmo 6bito (REIS,
2006). Segundo ANTUOFERMO (2007) o estabelecimento de modelos animais para
teste de tratamentos e modalidades preventivas no estudo de lesGes mamarias intra-
epiteliais, por exemplo, é um pré-requisito nas triagens clinicas humanas.

Os caes sdo uma espécie extensivamente utilizada pela industria farmacéutica,
contudo sabe-se relativamente pouco sobre o0 seu metabolismo (ROUSSEL et al, 1998).
Ha poucos trabalhos que descrevem diferengcas farmacogenéticas em animais, em
contraste com ha grande quantidade de informagbes farmacogenéticas em seres
humanos. As diferencas genéticas e fenotipicas entre as racas podem influenciar os
efeitos de uma dose em relagdo & seguranca e efetividade do produto. E importante
compreender estas diferencas para melhorar as predicbes de dose de medicamentos
nas populagdes caninas e, ainda, extrapolar dados toxicoldégicos dos caes para 0s
seres humanos. A melhor compreensdo das diferengas entre as ragas aplicando
metodologias de andlise de diversidade genética, em nivel de DNA, pode auxiliar a
interpretar dados de estudos que utilizam caes como modelo para terapias e doencas
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humanas, beneficiando tanto animais quanto seres humanos. Além disso, a obtencao
de dados de seqlienciamento do gene cyp2d15 em canideos servira de base para
estudos funcionais, que podem auxiliar areas como a medicina da conservagao
permitindo uma melhor caracterizacdo das diferengcas no biometabolismo de drogas e

poluentes ambientais entre caes e canideos selvagens.
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2. OBJETIVOS GERAIS

2.1 Os objetivos gerais foram:

e (Caracterizar 0 gene cyp2d15 em vinte e uma (21) ragas caninas puras;

e (Caracterizar o gene cyp2d15 em quatro (4) espécies de canideos selvagens
cativos sul-americanos: Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus, Speothos
venaticus e Chrysocyon brachyurus.

2.2 Os objetivos especificos foram:

e Desenhar e testar oligonucleotideos iniciadores para os onze exons do gene
cyp2d15 de caes e outros canideos;

e Investigar a existéncia de polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) no gene
cyp2d15 através da técnica de seqienciamento;

e Verificar a conservacdo do gene cyp2di15 entre diferentes ragas caninas e
diferentes espécies de canideos.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 AS ENZIMAS DO BIOMETABOLISMO

Estudos indicam que cada individuo possui um padrao genético caracteristico,
composto por alelos codificadores das chamadas enzimas metabolizadoras de
xenobibticos, e dos receptores responsaveis pela regulacdao das mesmas (RSBC/BR,
2000). Estas enzimas metabolizadoras de substéncias estranhas ao organismo,
enzimas de biotransformacao, sao responsaveis pelo reconhecimento e pela conversao
de compostos em formas soluveis em agua (hidrofilicas). Esse metabolismo é feito em
duas etapas:

e Fase I: Ao entrar na célula o xenobiotico € metabolizado através de uma
reacao de oxidagao que introduz um centro eletrofilico na molécula.

e Fase IlI: A criagdo do centro reativo permite que as enzimas de fase |l
conjuguem o metabdlito eletrofilico com véarias moléculas endbgenas
resultando em um metabdlito hidrofilico eliminado através da urina e do
bolo fecal.

A toxicidade pode diminuir ou aumentar durante a fase de metabolizagéao.
Quando aumenta ocorre especialmente apdés a reacdao de fase |. Pode ocorrer a
formacgéo de ligagdes covalentes com a molécula de DNA e a producéo de adutos. As
consequéncias biologicas dependem do tipo de aduto e da localizacdo no DNA. Assim,
mutacdes nos genes que codificam enzimas de biotransformagéo resultam em fendétipos
com maior ou menor capacidade de metabolizagdo e detoxificagdo e estao incluidos
entre os genes de suscetibilidade (SILVA et al., 2003).
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3.2 POLIMORFISMOS NOS GENES DE FASE |

As enzimas de fase |, que séo principalmente enzimas da superfamilia do
Citocromo P450 (CYPs), ativam varios procarcin6genos ambientais pela adigdo ou
exposicdo de seus grupos funcionais. Estas enzimas atuam em varios substratos
diferentes e algumas delas séo induzidas por fatores ambientais (HUNG et al., 1997).
Sao mono-oxigenases que catalisam muitas reagdes envolvidas no metabolismo de
drogas e sintese do colesterol, esterdides e outros lipideos (NCBI, 2007). Muitos dos 63
genes CYP séo polimérficos em humanos (INGELMAN-SUNDBERG et al., 1999;
NELSON, 1999; ORPHANIDES & KIMBER, 2003), e a relevancia clinica do
polimorfismo ja tem sido muito estudada, principalmente isoenzimas farmaceuticamente
importantes como a CYP2A6 (NUNOYA et al.,, 1999), CYP2C9 (SULLIVAN-KLOSE et
al., 1996), CYP2C19 (FURUTA et al, 1999) e CYP2D6 (MEYER et al, 1986;
KAGIMOTO et al., 1990). Os membros da super-familia CYP sdo agrupados nos
iniomeros membros dessa enorme super-familia, seis sao responsaveis pelo
metabolismo da vasta maioria dos farmacos (CYP1A2, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1 e 3A4).
Além do metabolismo de varios quimioterapicos, as enzimas CYP também participam
no metabolismo de carcinégenos.

No cédo o gene cyp2d15 é chamado citocromo P450 dut2, ortélogo ao CYP2D6
humano e se localiza no cromossomo 10 e é composto por 11 exons 1383pb (FIGURA
02). Ele A sequéncia protéica ja estd completamente seqlenciada e é composta por
500 aminoacidos. Esta proteina possui alta atividade na hidroxilagdo do bunitrolol e da
imipramina e baixa atividade sobre a debrisoquina. Sua localizagdo subcelular € na
membrana periférica do reticulo endoplasmatico e proteina da membrana periférica do
microssomo. A metionina iniciadora esta na posicdo um (1) e é removida, a cadeia é
composta por 499 aminoacidos das posicdes 2 a 500, ha um sitio de ligacdo a metal
(ferro) chamado ligante axial heme na posicao 446 (UNIPROT, 2009). Similarmente ao
humano, o gene cyp2d15 canino é expresso no figado e apresenta niveis detectaveis
também em varios outros tecidos (ROUSSEL et al,1998) . Varias P450 humanas

apresentam expressdo polimérfica, principalmente a CYP2D6. Este polimorfismo é
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primariamente caracterizado por dois fenétipos: individuos com a atividade normal da
CYP2D6 (metabolizadores rapidos - EMs) e individuos com diminui¢cdo dessa atividade
(metabolizadores lentos - PMs). A etiologia genética para esses fenotipos incluem
dele¢des génicas, mutacdes de ponto e variantes de recomposicao alternativa (GOUGH
et al., 1990). Células que expressam cyp2d15 purificadas ou COS exibiram atividade
catalitica similar as atribuidas ao CYP2D6 (ex., desipramina 2-hidroxilase, metoprolol a-
hidroxilase e dextrometorfano O-desmetilase). O cyp2d15 foi expresso em células Sf9
de inseto utilizando baculovirus recombinante e foi mostrado que esse gene possui uma
atividade adicional, em relagdo ao CYP2D6, sobre os substratos imipramina e bunitrolol
(ROUSSEL et al, 1998).

FIGURA 01 - CANiDEOS SUL-AMERICANQOS: CACHORRO-DO-MATO, CACHORRO-VINAGRE, LOBO-
GUARA E GRAXAIM-DO-CAMPO, DA ESQUERDA PARA A DIREITA (Cerdocyon thous,
Speothos venaticus, Chrysocyon brachyurus e Lycalopex gymnocercus).

chromosome 10 [ I |
T

/ 385 Kb Forward stran

FIGURA 02 - LOCALIZAGAO NO CROMOSSOMO 10 DO GENE cyp2d15 EM CANIS FAMILIARIS
(FONTE:WWW.ENSEMBL.ORG).

Até agora, varias isoformas CYP caninas ja foram identificadas através de
clonagem e técnicas de seqlenciamento, cinco delas ja foram reportadas como
geneticamente polimorficas (KAMIMURA, 2006). Sao elas, a Cyp2b11 (DUIGNAN et
al., 1987), a Cyp3ai12 (CIACCO & HALPERT, 1989), a Cyp1a1/2 (OHTA et al., 1989),
Cyp2c21 (UCHIDA et al,, 1990) e a cyp2d15 (SAKAMOTO et al., 1995). Até pouco



18

tempo, pouco se sabia a respeito dos polimorfismos diretamente associados com a
alteracdo na metabolizacao de xenobidticos (KAMIMURA, 2006).

3.3. POLIMORFISMOS NOS GENES DE FASE II

As reacgbes da Fase Il envolvem a conjugacdo com um substrato enddgeno
(glutationa, sulfato, glicose, acetato) através das Glutationa-S-Transferases (GSTs),
UDP-glucoroniltransferases e N-acetiltransferases (NATs), que agem entdo como
enzimas inativadoras dos produtos da Fase |, tornando os metabdlitos hidrofilicos e
passiveis de excrecdo (NEBERT, 1991; PERSSON et al, 1995). Assim, o equilibrio
entre as enzimas que aumentam a toxicidade ou inativam os produtos quimicos pode
conferir suscetibilidade individual diferenciada (ALBERTINI, 1999). As enzimas de fase
I, inclusive as GST, N-acetil transferase e epdxido hidrolase, estdo envolvidas na
detoxificagao de metabdlitos carcinogénicos.

As formas citosolicas e ligadas a membrana das glutationas S-transferases sao
codificadas por duas familias de genes distintas. Até o0 momento, oito classes distintas
de glutationas S-transferases de mamiferos, soluveis no citoplasma, ja foram
identificadas: alfa, kapa, mi, 6mega, pi, sigma, teta e zeta. O gene GSTM1 codifica uma
glutationa S-transferase que pertence a classe mi. Esta classe de enzimas tem fungao
de detoxificagdo de componentes eletrofilicos, incluindo carcin6genos, medicamentos,
toxinas ambientais e produtos do estresse oxidativo, através de sua conjugagao com a
glutationa. Os genes codificadores da classe de enzimas mi estdo organizados em um
grupo de genes localizado no cromossomo um humano (1p13.3) e sé&o altamente
polimérficos. Estas variagdes genéticas podem alterar a suscetibilidade de um individuo
aos carcindgenos e toxinas assim como podem afetar a toxicidade e eficicia de certas
drogas. Alelos com atividade nula por delecdo nesta classe de genes tém sido
associadas a um aumento no ndmero de canceres, devido a maior suscetibilidade a
toxinas ambientais e carcin6genos. Isoformas mdultiplas de proteinas sao codificadas
por variacées deste gene. O gendtipo nulo do GSTM1 apresenta uma capacidade

diminuida na detoxificacao de alguns carcindgenos presentes na fumaca do cigarro.
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Isto tem sido relacionado com o aumento no risco de desenvolvimento de cancer de
pulm&o, bexiga, laringe, colon, cancer multiplo de pele, melanoma e céncer bucal
(NCBI, 2007).

O gene GSTT1 codifica uma glutationa S-transferase que pertence a classe feta,
que catalisa a conjugacao da glutationa reduzida com uma variedade de componentes
eletrofilicos e hidrofébicos. Esta classe inclui o0 GSTT1 e o GSTT2, eles compartilham
55% da sequéncia de aminoacidos e ambos parecem possuir papel importante na
carcinogénese humana. O gene GSTT1 localiza-se a uma distancia aproximada de 50
kb do GSTT2. Ambos apresentam estruturas similares, sendo compostos de 5 exons
com ligagOes idénticas exon/intron (NCBI, 2007).

O gene GSTT1 também chamado de LOC 477556, esta localizado no
cromossomo canino 26, o gene GSTT2 também chamado de LOC 477556, esta
localizado no cromossomo canino 26 € o gene GSTM1 chamado de LOC 479912, no
cromossomo canino 6 e sao ortdlogos respectivamente aos GSTT1 e GSTM1 humanos

(NCBI, 2007). Até onde se sabe, estes genes nao estdo bem estudados em caes.

3.4 POLIMORFISMOS GENOMICOS E RESPOSTA TOXICOLOGICA

O metabolismo inicial de drogas e outros compostos quimicos externos é
realizado predominantemente pela familia de enzimas do citocromo P450 (CYP)
(DANIELSON, 2002). A constatacdo que muitos dos 63 genes CYP sao polimérficos
em seres humanos indica a existéncia de diferengas inter-individuais na resposta aos
xenobiéticos (INGELMAN-SUNDBERG et al, 1999). Os polimorfismos do gene
CYP2D6 humano tém sido intensamente estudados. A enzima codificada por ele é
necessaria ao metabolismo de mais de 25% das drogas comercialmente disponiveis e
acredita-se que também, a uma proporcao similar de agentes quimicos ambientais
(INGELMAN-SUNDBERG et al., 1999). Ja foi reportado em humanos que as alteragdes
nos niveis ou atividade da enzima devido a polimorfismos causam a inabilidade de

metabolizar e excretar certas drogas o que pode resultar em efeitos colaterais. Outros
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polimorfismos resultam em um aumento das enzimas CYP2D6, por amplificagcao génica
por exemplo eliminando a droga tao rapidamente do organismo que 0s niveis
terapéuticos desejados ndo sao alcancados com doses normais (JOHANSSON et al.,
1993). Os caes sao freqlentemente utilizados em estudos farmacoldgicos.
Polimorfismos em genes metabolizadores de farmacos ou relacionados a distribui¢cdo
destes no organismo ja foram reportados em algumas racas. Ja se sabe que alguns
Collies (30-40%) sao extremamente susceptiveis a neurotoxicidade induzida por
ivermectina, um antiparasitario semi-sintético. Este fenémeno se deve a uma mutacao
por delecao no gene madr1, da P-glicoproteina madura, que por sua vez faz com que a
ivermectina ndo sofra extrusao do tecido cerebral para o sangue (MEALEY et al. 2001).
Outro exemplo é o polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) da tiopurina S-
metiltransferase em cdes domésticos que esta associada a atividade reduzida dessa
enzima e, conseqlentemente, uma séria toxicidade relacionada a tiopurina
(SALAVAGGIONE et al., 2002). Variag6es na atividade da Cyp1aZ2 (devido a diferengas
na expressao enzimatica) ja foram reportadas em Beagles onde diferencas na
metabolizacdo resultaram em alteragdes significativas na hidroxilacdo de um novo
benzodiazepinico (MISE et al.,, 2004). Em Greyhound ja foi reportada a deficiéncia do
gene Cyp2b11, ortdlogo ao CYP2B6 humano, responsavel por diferentes niveis de
hidroxilagdo do propofol (ZORAN et al, 1993). Variagbes farmacogenéticas
significativas no metabolismo do farmaco celecoxib ja foram reportadas no gene
cyp2d15 em Beagles puros (PAULSON et al, 1999). Em Bedlington Terrier
hepatopatias relacionadas ao armazenamento de cobre devido a mutagbes no gene
murr-1 ja foram relatadas. A doenca, autossémica recessiva, causa hepatite crénica
resultante do defeito primario na excre¢cdo do cobre dos hepatocitos e pode afetar a
metabolizagdo de drogas pelo figado (CORONADO et al., 2003; HYUN et al., 2004).
Hay Kraus e colaboradores relataram a sensibilidade a acepromazina em Boxers
(2000). Estes sao exemplos que demonstram como a resposta toxicolégica a
determinadas drogas sao potencializadas pelos polimorfismos genéticos.



3.5 VISAO GERAL DO TERMO RAGA

Uma raca é definida como um grupo de organismos que compartilham um

ancestral comum e certas caracteristicas diferenciadas desenvolvidas pela selegcao

artificial e mantidas através da propagacdo controlada (The American Heritage

Dictionary of the English Language, 2000). Entre os animais domésticos, algumas das

maiores diversidades fisicas podem ser encontradas entre as ragas caninas. Existem

mais de 400 ragas reconhecidas mundialmente e 156 sao registradas pelo American

Kennel Club. Alguns trabalhos indicam que algumas ragas caninas sao mais
proximamente relacionadas que outras (PARKER & OSTRANDER, 2005). Um diagrama

da arvore da familia canina é apresentado na FIGURA 083.

s

Lobo Ancestral

Racas Europeias

Pastoreio  Caca Esporte Trabalho  -Ancias/ Asiaticas

4

- —
Lobos modernos

FIGURA 03 - ARVORE DA HISTORIA CANINA
FONTE: FLEISCHER et al., 2008 .
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3.6 MODELO ANIMAL CANINO

Durante o desenvolvimento de farmacos, o acesso a seguranga é tipicamente
baseado em dados toxicoldégicos provenientes de uma espécie murina e uma nao
murina. Um trabalho realizado por OLSON et al. (2000) demonstrou que estudos em
ndo roedores foram mais preditivos da toxicidade em humanos que em roedores.
Apesar de que os achados toxicolégicos pré-clinicos foram observados com freqiiéncia
em ambos cdo e rato, a espécie canina mostrou uma maior concordancia com 0s
humanos quando as toxicidades foram observadas em apenas uma dessas espécies.
Em geral, os dados toxicoldgicos obtidos de estudos caninos demonstraram um bom
potencial para prever toxicidades humanas para varias classes terapéuticas, contudo
algumas toxicidades observadas em caes nao tém risco relevante para seres humanos
(OLSON et al., 1998).

3.7 SUSCEPTIBILIDADE AO CANCER EM CAES

O céancer é uma das principais causas de morte em humanos com menos de 85
anos e de morte por doenca em caes. Por este motivo tem ganhado uma importancia
excepcional na nossa sociedade (MODIANO et al., 2005). A cada ano, cresce 0 numero
de pessoas e de animais domésticos acometidos por algum tipo de neoplasia. O estilo
de vida da sociedade moderna contribui para aumentar a exposi¢cao da populacédo a
alguns fatores ambientais, nutricionais, quimicos e hormonais potencialmente
carcinogénicos. A interferéncia do homem nos habitos alimentares dos animais e no
seu ambiente também os coloca sob 0 mesmo risco, sendo possivelmente a causa das
freqiiéncias de algumas neoplasias serem equivalentes (MOULTON, 1990). Fatores
como etnia, sexo, idade, estado nutricional e de sadde, influenciam as taxas de
incidéncia e mortalidade por cancer em humanos (PERERA, 2000).

O céncer canino esta caracterizado por crescimento tumoral de ocorréncia

espontanea em longos periodos sem acometimento do sistema imunolégico, com
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heterogeneidade intra e intertumoral, além do desenvolvimento de recidiva e
metastases. Portanto nota-se similaridade entre o cancer humano e canino ndo descrita
em outros modelos animais (KHANNA et al., 2006; MODIANO et al., 2006). Esse risco
pareado com a grande populagdo (mais de 70 milhdées s6 nos Estados Unidos) resulta
em altas taxas de céncer que possibilitam experimentos clinicos, inclusive testes de
novos medicamentos. Outras vantagens do estudo em cédes sdo: a possibilidade de
repeticdes de coletas, a resposta terapéutica comparavel a dos humanos e a criagao
por longos periodos até atingirem idades de risco para o céancer, possibilitando
experimentos clinicos e testes de novos medicamentos (KHANNA et al., 2006).

Estima-se que grande parte das neoplasias resulta da interacdo entre fatores
genéticos e ambientais, sendo a contribuigcdo exclusivamente genética responsavel por
apenas 5% de todos os tumores. A fragdo restante pode ser atribuida a fatores
ambientais que atuam em conjunto com a suscetibilidade genética (PERERA, 2000).
Algumas caracteristicas genéticas demonstram uma forte interagdo com o meio
ambiente no processo carcinogénico. Outras podem influenciar o numero de células
alvo, a proliferagdo das células tronco acometidas, as taxas nas quais o primeiro e o
segundo evento mutacional ocorrem ou a ocorréncia de eventos criticos para a
progressao e metastase, como a vascularizacdo do tumor (TRIZNA & SCHANTZ,
1998). H& cerca de trinta anos, a suscetibilidade ao céncer era principalmente atribuida
aos niveis de exposicao aos carcindgenos. Atualmente, embora essa correlagdo seja
efetiva, é evidente a existéncia de inumeros fatores bioldgicos responsaveis pela
variabilidade individual, relevantes em varias doengas. Estudos indicam que cada
individuo possui um padrao genético caracteristico, composto por alelos codificadores
das chamadas enzimas metabolizadoras de xenobidticos, e dos receptores
responsaveis pela regulagdo das mesmas (RSBC/BR, 2000). Alguns dos produtos de
genes das enzimas ativadoras de procarcindgenos ja foram detectados em tumores
humanos através de imunohistoquimica, como do CYP1A71 e do CYP1B1 (SPINK et al.,
1998).

Os tumores da glandula mamaria de cées tém interesse especial para os
pesquisadores que trabalham com neoplasias devido as similaridades com o cancer de

mama humano. Foi demonstrado que as neoplasias mamarias de caes apresentam o
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fendtipo antigénico comparavel aquele observado em lesbes de mama em homens e
mulheres (MOTTOLESE et al., 1994) e ha homologia entre os genes BRCA1 humano e
do cao (SZABO et al., 1996). Tem sido proposto, em muitos trabalhos, o estudo dessas
lesbes na espécie canina como modelo comparativo para a espécie humana
(SCHNEIDER, 1970; STRANDBERG & GOODMAN, 1974; PELETEIRO, 1994). A
grande maioria das doencas monogénicas caninas nas quais foram identificadas
mutag¢des de ponto ocorre em genes ortdlogos ao responsavel pela doengca humana
correspondente (HENTHORN et al., 2000). Em caes, estas neoplasias ocorrem quase
que exclusivamente em fémeas, mas machos com hiperestrogenismo decorrente de
sertolioma também podem ser acometidos (MEUTEN, 2002). DORN et al. (1968)
encontraram uma associagao positiva significativa entre tumores de mama e o estado
hormonal intacto em fémeas caninas. Todas as racas de caes podem ser afetadas, mas
algumas aparecem com alta prevaléncia, como as racas Poodle, Dachshund, Pointer e
Retrievers (MISDORP et al., 1990; RUTTEMAN et al., 2001). ZATLOUCAL et al. (2005)
relataram que as racas Poodle, Cocker Spaniel Inglés e Dachshund apresentaram um
maior risco relativo estatisticamente significativo de desenvolver tumores mamarios
benignos e malignos, mas nao conseguiram demonstrar 0 mesmo para as ragas Setter
Irlandés, Labrador Retriever e Boxer. Ragas caninas puras, em geral, apresentam uma
taxa de risco duas vezes mais alta de desenvolver cancer de mama do que caes
mesticos da mesma idade (DORN et al., 1968).

A farmacogenética apresenta possibilidades bastante promissoras para o
aprimoramento da terapia do cancer, i.e., reducéo da toxicidade e elevacao da eficacia,
através da otimizacao da escolha do tratamento mais adequado, individualizagdo de
doses e descoberta de novos alvos. Em diversos casos essa estratégia nao é mais
promessa, ja influenciando decisdes clinicas. Alguns dos complicadores que
necessitardo ser abordados num futuro préximo decorrem do fato de que desde a
absorcdo e metabolismo/disposicdo até a resposta a terapia alvo-seletiva sofrem
influéncia de multiplos genes. Isso exigira, para a otimizacdo do uso dos agentes
terapéuticos, a analise simultdnea de varios genes e vias metabdlicas e a criacdo de
modelos de andalise complexos que integrem todas essas informagdes. A
individualizacao da terapia com base em variagdes genéticas que alterem qualitativa ou
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quantitativamente a funcao de genes especificos € um pouco mais facil quando essas
variagbes sdao germinativas (polimorfismo genético). Quando a variacdo decorre de
mutag¢des somaticas a dificuldade aumenta, visto que a analise genémica depende da
obtencdo de amostras de tecidos tumorais. Para atingir esse estagio serdo necessarios
estudos de gendmica funcional que contribuam para a compreensao da biologia tumoral
e determinacdo da relevancia das alteracdes genéticas para a progressao da doenca
ou para resposta a terapia. O agente terapéutico ideal seria aquele que fosse eficaz

como monoterapia atuando sobre um alvo comum a diversos tumores.

3.8 CONSIDERAGOES FINAIS

A recente finalizagcdo da seqUéncia do genoma canino permite a andlise da
conservacao de genes e proteinas que podem servir como alvo para abordagens
moleculares ou personalizadas de tratamentos de diversas doengas. Acredita-se que
cada vez mais os estudos em cées serdo padrao para o desenvolvimento de novas
terapias contra doencgas crénicas e até mesmo o cancer, assim como determinarao
tratamentos com maior probabilidade de sucesso em humanos. O melhor conhecimento
sobre a variacdo em genes do biometabolismo importantes, como o cyp2d15,
apresentam relevancia para uma melhor compreensdo da farmacocinética de diversos
medicamentos que poderdo ser uUteis para os seres humanos. Esses tratamentos
também beneficiardo a populagéo de animais de estimacao trazendo mercados para os
fabricantes de novos medicamentos e terapias (MODIANO et al., 2006). Além disso, a
obtencdo destes dados permitira a melhor caracterizagdo das diferengas no
biometabolismo de drogas e poluentes ambientais entre caes e canideos selvagens.
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RESUMO

Os modelos animais sdo muito utilizados no desenvolvimento pré-clinico de
medicamentos a fim de prever o comportamento metabdlico de novos compostos em
humanos. Os genes da superfamilia do citocromo P450 (CYP) codificam enzimas que
apresentam papel importante na metabolizacdo de diversos substratos. Apesar da alta
conservagdao dos genes CYP entre as espécies, ou seja, ha relativamente poucas
diferencas na seqiéncia primaria de aminodacidos, até mesmo essas pequenas
diferencas podem dar origem a mudangas significativas na especificidade ao substrato
e na atividade catalitica destas enzimas. Os caes da raca Beagle sao muito utilizados
em estudos de acesso a seguranca de novos candidatos a medicamentos, contudo ha
apenas um numero limitado de estudos sobre a significancia dos polimorfismos das
isozimas CYP nessa e em outras ragas. O presente estudo teve como objetivo principal
investigar polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs) no gene cyp2d15 em 21 ragas
caninas puras. A investigacdo desses SNPs foi realizada utilizando-se a técnica de
sequenciamento, compreendendo oito exons e respectivas regides flanqueadoras do
referido gene. No presente estudo foram identificados cinco SNPs dos quais um foi
sinbnimo e os outros quatro ndo-sinbnimos sendo que dois deles ainda ndo haviam sido
descritos na literatura. As sequéncias flanqueadoras analisadas apresentaram onze
SNPs nos quatro introns estudados. Duzentas e sessenta (260) bases da sequéncia
intrénica entre 0s exons nove e dez ainda nao disponibilizadas pelos bancos de dados
publicos foram identificadas pelo seqlenciamento em quatro dos animais estudados.
Os resultados obtidos sdo importantes para o entendimento da estrutura do gene
cyp2d15. Além disso, a identificacdo de polimorfismos do gene em diferentes racas
pode ajudar a guiar os estudos que buscam identificar animais com dificuldade de
metabolizacado e, consequentemente, auxiliar na escolha de drogas que seréo utilizadas
no tratamento de uma série de doencas caninas e na subsequente utilizacdo do cao
como modelo animal para estudos farmacolégicos.

PALAVRAS-CHAVE: cyp2d15, sequenciamento, ragas caninas, polimorfismos
genéticos
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ABSTRACT

Animal models are extensively used in the pre clinical development of new drugs to
predict the metabolic behavior of new compounds in humans. The genes of the
Cytochrome P450 super family codify enzymes that have an important role in the
metabolism of many substrates. Even though the CYP genes are highly conserved
among species, in other words, there is relatively a few differences in the primary amino
acids sequence, even these small differences can give rise to important substrate
specificity and in the catalytic activity of these enzymes. Although the beagle is
extensively used in the safety assessment studies of new drug candidates, only a limited
number of studies have been reported on the significance of the CYP isozyme
polymorphism in this and other breeds. The present study aims to investigate single
nucleotide polymorphisms (SNPs) in the cyp2d15 gene in 21 pure canine breeds. To
investigate these SNPs we used the sequencing technique of eight exons and flanking
regions. In our study we found five SNPs, one synonymous and four non synonymous of
which two not previously described in the current literature. The flanking regions
analyzed presented eleven SNPs in the four studied introns. Two hundred sixty (260)
base pair of the intronic sequence between exons nine and ten not available at public
data banks were obtained in four of the animals studied. The results we obtained are
very important to understand the structure of cyp2d15. Furthermore, the identification of
breeds with metabolic difficulties can help the choice of the medicine used in the therapy
of a series of canine diseases besides helping to characterize the dog as an animal
model for pharmacologic studies.

KEY-WORDS: cyp2d15, sequencing, canine breeds, genetic polymorphisms
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1. INTRODUGAO

A domesticacdo do cao a partir do lobo, seu ancestral, foi provavelmente o
experimento genético mais complexo e certamente o mais extenso da histéria. A partir
do lobo, o homem criou ragas caninas com habilidades, personalidades e morfologia
distintas (PARKER & OSTRANDER, 2005). Uma raca é definida como um grupo de
organismos que compartiham um ancestral comum e certas caracteristicas
diferenciadas desenvolvidas pela selecéo artificial e mantidas através da propagacao
controlada (HOUGHTON, 2000). A histéria disponivel mostra que a maioria das racas
existentes foi desenvolvida no século 19. Com a excecéao de ragas como o Greyhound e
o Chow-chow, a criagdo da maioria das racas caninas € um evento recente (IRION et
al., 2003). A busca por machos populares, gargalos de garrafa populacionais e
programas de cruzamentos estritos delineados para expandir popula¢cdes com tracos
desejados levaram ao desenvolvimento do que hoje sdo as populacdes fechadas para
cruzamentos, com heterogeneidade fenotipica e genética limitada, ideal para a
disseminacao genética de caracteristicas complexas (PARKER & OSTRANDER, 2005).
Essa presséo seletiva forte e focada inerente ao desenvolvimento de ragas domésticas
levou a perda de variacdo genética, sendo que algumas racas perderam
potencialmente muito mais que outras dependendo de sua historia e praticas de
acasalamento (IRION et al.,, 2003). Grande parte do genoma canino esta disposta em
longos segmentos continuos que sdo compartilhados entre todos ou entre a maioria dos
membros de uma mesma raca (SUTTER et al, 2004). H4 mais de 400 racas
reconhecidas mundialmente e 163 ragas reconhecidas pelo American Kennel Club,
sendo que algumas ragas mais populares contabilizam mais da metade dos registros
(AKC, 2009).

Pelo seu peso apropriado e facilidade de manuseio (principalmente durante a
coleta de sangue), os caes da raca Beagle sdo usados extensivamente para a criagcéo e
acesso da seguranga de compostos quimicos, contudo ha apenas um numero limitado
de estudos sobre a significancia dos polimorfismos das isoenzimas CYP em caes
(KAMIMURA, 2006). A resposta toxicolégica a determinadas drogas € potencializada
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pelos polimorfismos genéticos, o que foi demonstrado pelos estudos com o gene mdr1
da P-glicoproteina madura, que faz com que a ivermectina ndo sofra extrusdo do tecido
cerebral para o sangue em caes da raca Collie (MEALEY et al, 2001), com o
polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP) da tiopurina S-metiltransferase em caes
domésticos que estd associado a atividade reduzida dessa enzima e,
consequentemente, uma séria toxicidade relacionada a tiopurina (SALAVAGGIONE et
al., 2002); e mais recentemente um SNP no gene cyp7a2 que altera significativamente a
farmacocinética de duas drogas (GTS-21 e AC-3933) e pode estar associado a grandes
diferencgas inter-individuais na cinética de uma terceira (YM-64227), (TENMIZU et al.
2004). H4& uma preocupacao com o uso de racas geneticamente puras em estudos de
toxicidade e seguranga de novas drogas para reduzir as potenciais diferencas inter-
individuais (BLAISDELL et al., 1998; COURT et al., 1999; MISE et al., 2004; FLEISCHER
et al., 2008; KAMIMURA, 2006).

Apesar dos caes serem uma espécie extensivamente utilizada pela industria
farmacéutica, sabe-se relativamente pouco sobre a sua capacidade metabdlica e
especificidade de substrato de cada isoforma P450 canina individualmente (ROUSSEL
et al, 1998). As enzimas da superfamilia P450 sdao importantes na metabolizagdo de
diversas drogas utilizadas comercialmente assim como outras substéncias estranhas ao
organismo (KIVISTO et al, 1995). Varias P450 humanas mostraram apresentar
expressao diferenciada, contudo a mais polimérfica ja descrita € a CYP2D6 (MEYER et
al., 1986). A presenca de polimorfismo é primariamente caracterizada por dois
fendtipos: individuos com a atividade normal da CYP2D6 (metabolizadores normais -
EMs) e individuos com diminuicao dessa atividade (metabolizadores lentos - PMs)
(DAHL et al., 1995; FROMM et al., 1997; ROUSSEL et al., 1998). Em caes, seu ortdlogo
€ chamado cyp2d15. O cDNA do gene cyp2d15 foi sequenciado por Sakamoto et al.
(1995) sendo denominado mais tarde de cyp2d15 WT1. Uma variante chamada de
cyp2d15 WT2 foi isolada por Roussel et al. (1998) em caes da raca Beagle mostrando
trés alteragdes na cadeia de aminoacidos (Ser186 > Gly, 11e250 > Phe e 11e307 > Val)
em relacdo a cyp2d15 WT1. Roussel et al. (1999) encontraram outra variante a cyp2d15
V1, que difere da cyp2d15 WT2 em trés bases que resultam em uma mutagéo sinénima

e duas nao sinénimas, 11e338 > Val e Lys407 > Glu, além disso eles também
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demonstraram a existéncia de duas novas variantes chamadas de cyp2di15 *2 e
cyp2d15 *3, que diferem da cyp2d15 WT1 por uma alteracao (Ser186 > Gly) e duas
substituicbes de aminoacidos (1le250 > Phe e 11e307 > Val), respectivamente. Duas
variantes com auséncia de 51 aminoacidos resultantes de uma delecao in-frame do
exon 3 nas cyp2d15 WT2 e cyp2di15 *2, foram reportadas por Roussel et al. (1998) e
Paulson et al. (1999) chamadas respectivamente de cyp2d15V2 e cyp2d15 d. Contudo
estas formas com dele¢des ndo afetaram a farmacocinética de nenhum quimico por
estarem expressas com sua forma ativa correspondente em todos os animais testados
(ROUSSEL et al., 1998).

O melhor conhecimento sobre a variacdo neste gene é importante para uma
melhor compreensdo da farmacocinética de diversos medicamentos em animais que
poderado ser uteis também para estudos humanos. Este estudo apresenta novos SNPs
em regides codificantes, nao codificantes e parte da sequiéncia, até agora obscura, do
intron localizado entre os exons 9 e 10 do gene cyp2d15. Quatro SNPs responsaveis
pela alteracdo na cadeia de aminoacidos foram identificados. Estudos funcionais, dos
SNPs encontrados neste trabalho sdo necessarios para analisar o impacto destas
alteracdes na atividade da enzima codificada pelo gene cyp2d15. Este trabalho foi
aprovado pelo comité de ética em experimentagcdo animal do Departamento de
Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal do Parana.
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2. MATERIAL E METODOS

O DNA genbmico de 30 caes (TABELA 01) foi extraido a partir de amostras de
sangue periférico através do método de “salting ouf’ a fim de identificar possiveis
variantes na sequéncia do gene cyp2d15 nas diversas racas. Para isso foram testados
varios pares de oligonucleotideos iniciadores desenhados com o software
OligoAnalyzer 3, com base no genoma canino de uma fémea da raca Boxer, disponivel
no GenBank do NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov). As melhores sequéncias de
oligonucleotideos e temperaturas de hibridizagdo foram definidas através de um
gradiente de temperatura (TABELA 02) utilizando-se o termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient (Eppendorf). Os produtos das PCRs foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2% e visualizados com o corante fluorescente para
acidos nucléicos GelRed (Biotium). Posteriormente os produtos de PCR foram
quantificados pelo programa TotalLab TL100. As regides codificantes e flanqueadoras
foram seqlUenciadas em ambas as diregdes no sequenciador automatico ABI Prism
3130 Avant Automatic Sequencer (Applied Biosystems) apds o tratamento com shrimp
alkaline phosphatase (GE Healthcare, USA) e exonuclease | (GE Healthcare, USA)
usando os iniciadores da PCR com ABI BigDye Terminator Sequencing Kit 3.1 (Applied
Biosystems). As sequéncias foram posteriormente analisadas com o software
SeqScape v2.5 (Applied Biosystems) e alinhadas com o software BioEdit Sequence
Alignment Editor.

TABELA 01- EXONS DO GENE cyp2d15 SEQUENCIADOS (1,2, 6,7, 8,9, 10 E 11) E NUMERO DE
ANIMAIS DE CADA RACA.

Raca Exon Numero de animais
Akita 1,8 1
Basset Hound 8 1
Beagle 8 1
Boxer 1,2,6,7,8 1
Bulldog 8 1
Cane Corso 8 1
Chow Chow 8 1
Cocker Spaniel 1,2,6,7,8,9 6
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Collie 8,9 1
Dachshund 1,2,6,7,8,9,10,11 2
Dogue Alemao 8 1
Fila Brasileiro 8,9 1
Golden Retriever 8 1
Husky Siberiano 8,9 1
Maltés 8 1
Pastor Aleméao 1,2,6,7,8,9 2
Poodle 1,2,6,7,8,9,10 2
Rottweiler 1,2,6,7,8,9 2
Sao Bernardo 8 1
Schnauzer 8,9 1
Weimaraner 8 1
Total 58 30

TABELA 02- SEQUENCIAS DE BASES DOS OLIGONUC_LEOTiDEOS INICIADORES, RESPECTIVOS
EXONS, TEMPERATURAS DE HIBRIDIZACAO E TAMANHO DO FRAGMENTO.

Oligonucleotideos iniciadores Exon Temperatura de Tamanho do
hibridizacao, (TA). Fragmento

F 5’CTCCCTTTAGAAAGTGAGGCYS 1 58°C

638pb
R 5CGGTTTCCTGACTGAGATGS’ 1 58°C
F 5AGGGGAAGGAATTCTGGACT3’ 2 60°C

735pb
R 5TGGGTCCTCATTCCCGC3 2 60°C
F 5CAGGAAAGAGGATCGAGGCG3’ 6 60°C

333pb
R 5ATTGTCCCGGACTCCTCACT3 6 60°C
F 5TCTCTCCCTCTGCCCCAGAG3’ 7 60°C 241pb
R 5’CCCAGGCTGTCCATCCTCTCS 7 60°C
F 5TCAGACGTCGGAGTCCAGACS 8 58°C

293pb
R 5’CAGCATCAGGCTGTGACCAC3’ 8 58°C
F 5CGCTGGGGAAGACAGGCTGA3Z’ 9 60°C 136pb
R 5AAGCTCCTGGGCACCCTCTC3 9 60°C
F 5GAGTCCCTTAGCCCTGCCAT3 10/ 11 58°C 761pb

R5CTGGTTTATTGTACCTCGGC3’ 10/ 11 58°C




42

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O gene cyp2d15 é composto por 11 exons que variam entre 60 a 189 pares de
bases e 10 introns que variam entre 1 a mais de 600 pares de bases. Dois introns, entre
0s exons 3/4 e exons 9/10, ndo apresentam suas sequencias disponiveis nos bancos
de dados publicos (representadas pela letra N) (NCBI, 2010).

3.1 EXONS

Nao foram observados polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) em nenhuma
das sequiéncias das racas sequenciadas nos exons 1, 8 e 9. O mesmo grau de
conservacao nao foi observado nos outros exons analisados. Foram identificados dois
SNPs nao sinbénimos (nsSNP) nao descritos na literatura no exon 2 (lle109>Val;
Leu115>Phe) ambos em caes da raca Poodle. Existem varias medidas na literatura que
buscam quantificar a similaridade ou dissimilaridade entre dois aminoacidos (SNEATH,
1966; GRANTHAN, 1974; MIYATA et al., 1979). Estas sdao chamadas de distancias
fisico-quimicas e se baseiam em propriedades como polaridade, volume molecular e
composigdo quimica entre os aminoacidos (FIGURA 01). A distancia fisico-quimica
entre a isoleucina (lle) e a valina (Val) € 29 e entre a leucina (Leu) e a fenilalanina
(Phe), 22 (GRANTHAN, 1974). Quanto maior a distancia maior as diferencas entre os
aminoacidos. Os aminoacidos mais diferentes fisico-quimicamente entre si sdo a
cisteina e o triptofano, enquanto que os mais similares sado a leucina e a isoleucina,
sendo as distdncias 215 e 5 respectivamente. As substituicbes de aminoacidos
encontradas apresentam alteracdes fisico-quimicas pequenas entre 0s aminoacidos
lle/Val (29) e Leu/Phe (22), ou seja, por aminoacidos similares. A substituicdo de um
aminoacido por outro similar € chamada de conservativa enquanto a substituicdo por
um diferente se chama radical. A substituicao do tipo conservativa é mais freqliente que
a radical na evolucao das proteinas (ZUCKERKANDL & PAULING, 1965). A FIGURA
02 apresenta uma representacdo grafica da troca de aminoacidos pelo método de



43

Argyle (1980). Entre 60 a 90% das substituicbes de aminoacidos envolvem o
aminoacido mais préoximo do anel ou o0 segundo mais proximo (PIEBER & TOHA, 1983).

Essa tendéncia foi observada em ambas substituicoes.

Arg Lew Pro Thr Ala Val Gly Ile Phe Tyr Cys His Gin Asn Lys Asp Glu Met Tip

10 145 74 568 99 124 56 142 155 144 112 B9 63 46 121 65 BO 135 177 Ser
102 103 71 112 96 125 97 2

98 92 % 32 138 B

38 27 B8 42 95 114 1D 14

58 69 50 RO

46 94

54 91 101 Asg
07 172 133 15 61 Len

19 ¥ 5 5

194 &3 99 143 85 160 122 36 X
174 154 139 202 154 170 196 35 Cys
24 68 32 Bl 40 &7 115 His

4 53 61 29 101 130 Gin
M 23 42 142 174 Asn
1 56 95 110 . Lys

45 160 181 'Asp

126 152 'Glu

67 ' Met

Gly— AP~y
b
Ser Ala
S/ AN
Asn Th
/
T lle
/ \
A Met
Arg |
| Val
Trp |
\ Leu
Arg /
A\ Phe
Gin
N Leu
His 7
N o _pro
~Cys__S

FIGURA 02 - REPRESENTAQAO GRAFICA CIRCULAR DA TROCA DE AMINOACIDOS DE ACORDO
COM O METODO DE ARGYLE (1980) (PIEBER & TOHA, 1983).

O exon 6 apresentou a variacdo sinénima (Ala246>Ala) nos espécimes da raca
Poodle, Dachshund e Cocker Spaniel (Tabela 3). Outro SNP nao sinénimo (Phe250>lle)
ja descrito por Roussel et al. (1998) em espécimes da raca Beagle, foi encontrado no
exon 6 nos espécimes da raga Poodle e Dachshund. A distancia fisico-quimica entre
esses dois aminoacidos € pequena, vinte e um (21), contudo ndo acompanha a
tendéncia do anel, pois ha trés aminoacidos entre eles (FIGURA 02).

O exon 7 apresentou a variagdo nao sinénima (Val338>lle) na raca Poodle, ja
descrito anteriormente em Beagles por Roussel et al. (1998) e mais tarde por Paulson et
al. (1999) (TABELA 03). A distancia fisico-quimica entre eles é 29 e seguiu a tendéncia
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esperada, pois ha apenas um aminoacido entre eles no anel (PIEBER & TOHA, 1983).
A sequéncia de residuos com as substituicbes sinbnimas e ndo sinébnimas identificadas
neste trabalho estéo representadas na FIGURA 03.

Os exons 10 e 11 apresentaram seqUéncias bastante diferentes das dos bancos
de dados, que por sua vez nao correspondem as sequéncias de aminoacidos descritas
por Sakamoto et al. (1995 nimero do acesso BAA04220). As sequéncias dos exons 10
e 11 encontradas, representadas nas FIGURAS 04 e 05, discordam da sequéncia do
NCBIl em 17 e 24 pares de bases nos exons 10 e 11, respectivamente. As seqliiéncias
encontradas nos espécimes da raga Dachshund e Poodle para o exon 10 do gene
cyp2d15 correspondem 100% a cadeia de aminodcidos reportada por Sakamoto et al.
(1995, numero do acesso BAA04220), conforme a TABELA 04. As seqUéncias
encontradas para o exon 11 do gene cyp2d15 no espécime da raga Dachshund
(TABELA 05) apresentam correspondéncia de 100% com a seqiéncia de aminoacidos
descrita por Sakamoto et al. (1995, nimero do acesso BAA04220).

TABELA 03 - EXONS, NUMERO DE BASES SEQ~UENCIAD[-\S SOBRE O NUMEF}O TOTAL DE BASES
DE CADA EXON, SUBSTITUICOES SINONIMAS (SN) E NAO-SINONIMAS (NS)
SEGUIDAS DA ALTERAGCAO NO AMINOACIDO E RAGCAS QUE SOFRERAM A

MUTACAO.
Exon | Numero snSNP nsSNP a.a. Mutacoes /pb Raca (s)
Bases
1 189/189 0 0 0 0 nenhuma
2 174/174 0 1542A-G'  lle109>Val 1/87 Poodle'*
1562G-C®> Leu115>Phe
6 177/177 2832G-A° 2842T-A* Ala246>Ala 1/88,5 Poodle®* ,
Phe250>lle Dachshund®*,

Cocker
Spaniel3

7 141/141 0 3165G-A° Val338>lle 1/141 Poodle®

8 186/186 0 0 0 0 nenhuma

9 81/81 0 0 0 0 nenhuma

Legenda: Nimeros sobrescritos representam as mutagdes presentes na raga.

NuUmeros que antecedem as bases representam a localizagéo em relagao a seqiiéncia de referéncia no NCBI nimero do acesso
NC 006592 (www.ncbi.nlm.nih.gov).

A localizagao de inicio e termino dos exons sao respectivamente: exon 1: 580 e 760, exon 2: 1407 e 1578, exon 6: 2770 e 2938,
exon 7: 3099 e 3232, exon 8: 3441 e 3621, exon 9: 3811 e 3889.
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MGLLTGDTLGPLAVAVAIFLLLVDLMHRRRRWATRYPPGPTPVPMVGNLLQMDFQEPICYFSQLQGRFG
NVFSLELAWTPVVVLNGLEAVREALVHRSEDTADRPPMPllYDHLGEGPESQGLFLARYGRAWREQRRF
SLSTLRNFGLGRKSLEQWVTEEASCLCAAFAEQAGRPFGPGALLNKAVSNVISSLTYGRRFEYDDPRLLQ
LLELTQQALKQDSGFLREALNSIPVLLHIPGLASKVFSAQKAlITLTNEMIQEHRKTRDPTQPPRHLIDAFVD
EIEKAKGNPKTSFNEENLCMVTSDLFIAGMVSTSITLTWALLLMILHPDVQRRVQQEJDEVIGREQLPEMGD
QTRMPFTVAVIHEVQRFGDIVPLGVPHMTSRDTEVQGFLIPKGTTLITNLSSVLKDEKVWKKPFRFYPEHF
LDAQGHFVKHEAFMPFSAGRRVCLGEPLARMELFLFFTCLLQRFSFSVPAGQPRPSDHGVFTFLKVPAPF

QLCVEPR

FIGURA 03 - SEQUENCIA DE RESIDUOS: s\SNP, vsSNP E ALTERNANCIA DE EXONS.

Exons alternam as cores do texto e a cor vermelha indica a falta de correspondéncia exon/a.a entre os cédons presentes na
seqliéncia do NCBI e os aminoacidos descritos por SAKAMOTO et al, 1995 (nimero de acesso BAA04220).

Letras preenchidas na cor vermelha ressaltam as substituicdes ndo sinénimas ( nsSNP).

Letras preenchidas na cor azul ressaltam as substituicées sindbnimas( snSNP).

ttttacccggagocattteotgggacccccagggococbctttttcaagecatagggcottiaat

TTCTACCCCGAGCACTTCCTGGACGCCCAGGGCCRC TTCGTCAAGCATGAGGCCTT CAT

TTCTACCCCOQAGCACTTCCEGGACOQCCCAGGGCCRE TTCGTCAAGCATGAGGCCTTCAT

4240 4250 426
cocttLtLtLt

WGGCCTTCATGCCCTTCTCTGCARGG

GGCCTTCATGCCCTTCETCTGCAG

FIGURA 04 - ANALISE COMPARATIVA DA SEQUENCIA DO EXON 10 (74PB) DO GENE cyp2d15DO
BANCO DE DADOS PUBLICO NCBI (SEQREF) COM AS SEQUENCIAS OBTIDAS PELO
PROGRAMA SEQSCAPE (APPLIED BIOSYSTEMS).

llustragdo obtida pelo programa SeqScape V2.5: sequéncia preenchida pela cor laranja na primeira linha foi obtida no NCBI,
segunda linha apresenta a sequéncia obtida de um espécime da ragca Poodle e a terceira linha apresenta a sequéncia de um
espécime da raga Dachshund. Os retangulos sobre as letras representados em diferentes tamanhos e com as cores verde e
amarelo devem ser interpretados como quanto maior o retangulo melhor a qualidade do pico obtido sendo a cor verde melhor do
que a cor amarela. As letras representadas pela cor azul indicam as bases que diferem da sequéncia referéncia.
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4350 4360 4370 43a0 4380 4400
caccocgaa cocgcoe Ltttocott agoceococct cococgoa agtttttotbtt

CACCCGCAGGCCGCCGCGTETGCCTCGGGgAGCCCCTGGCCCGCATGGAGETCTTCCTEC

4400 4410 4420 4430 4440 44510
CLCCCLtttbLtttcCCCLCocCcCctocyaagyggtttaagttottcagyoccctdggyog;

CTTCCTCTTCTTCACCTGCCTCCTGCAGC Ge TTCAGeETTTTCAGEGCCTGLOGGG G

FIGURA 05 - ANALISE COMPARATIVA DA SEQUENCIA DO EXON 11 (98 PB) DO GENE cyp2di15
DO BANCO DE DADOS PUBLICO NCBI COM AS SEQUENCIAS DEMONSTRADAS
PELO PROGRAMA SEQSCAPE V2.5 (APPLIED BIOSYSTEMS).

Sequéncias obtidas pelo programa SeqScape V2.5: sequéncia preenchida pela cor laranja, na primeira linha, foi obtida no NCBI,

segunda linha apresenta a sequéncia obtida de um espécime da raga Dachshund. Os retangulos sobre as letras representados em

diferentes tamanhos e com as cores verde e amarelo devem ser interpretados como quanto maior o retangulo melhor a qualidade

do pico obtido, sendo a cor verde melhor do que a cor amarela. As letras representadas pela cor azul indicam as bases que diferem
da sequéncia referéncia.

TABELA 04 - COMPARAGAO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS OBTIDA A PARTIR DA SEQUENCIA
DE PARES DE BASES DO EXON 10 DO GENE cyp2d15 DOS ESPECIMES DA RACA
DACHSHUND E POODLE COM AS SEQUENCIAS DE PARES DE BASES REFERENCIA
DISPONIBILIZADA PELO BANCO DE DADOS PUBLICO (NCBI) E COM A SEQUENCIA
DE AMINOACIDOS REPORTADA POR SAKAMOTO ET AL (1995).

Exon 10 GAC GAG AAG GTC TG6G AAG AAG ccC TTC CGC TTC TAC ccC GAG CAC
D E K v w K K [ [F R [F ¥ [ E H
NNN NNN NMNN NNN NNN NNN NNN CCT TIC CGT T TAC CCG GAG CAT
F R F Y P E H
D E K K K P F R F ¥ P E H
Exon 10 TTC TG GAC GCC CAG GGC CAC TTC GTC AAG CAT GAG GCC TTC ATG ccC TTC TCC
[F L D A a G H F v K H E A F M [ [F 5
TIC TGGE GAC ccc CAG GGC CIT T TIC AAG CAT AGG GCC TTA ATG CCT T T
F ) D P (v] G L F F K H E A L ! P F F
F L D A (v] G H F K H E A F ! P F 5

Letras em preto representam os cdédons do exon 10, sendo que a primeira linha contem as bases do espécime da raga Poodle e a
terceira linha a sequiéncia referencia do NCBI. Os aminodcidos estéo representados pelas cores azul e vermelha, sendo que a cor
azul indica correspondéncia e a vermelha indica discrepancia entre a sequéncia referéncia e os aminoacidos descritos por
Sakamoto et al., 1995 (nimero de acesso BAA04220).
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TABELA 05 - COMPARAGAO DA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS OBTIDA A PARTIR DA SEQUENCIA
DE PARES DE BASES DO EXON 11 DO GENE cyp2d15 DOS ESPECIMES DA RACA
DACHSHUND COM AS SEQUENCIAS DE PARES DE BASES REFERENCIA
DISPONIBILIZADA PELO BANCO DE DADOS PUBLICO (NCBI) E COM A SEQUENCIA
DE AMINOACIDOS REPORTADA POR SAKAMOTO ET AL (1995).

Exon 11 GCA

GAG

CTC

TTC

CTC

A
GAA
E
A

Exon 11

Exon 11

Exon 11

G R R v 3 L G E L A R M E L F L
GGC | CGC CGG TIT  TcC TG GGG GAG  CCC  CTG  GCC  CGC  AGG  GAG  TIT T T
G R R F L G E L A R R E F F F
G R R v c L G E L A R M E L F L
W W ACC TGC cTe 16 CAG  CGC  TIC AGC  TIT TCA GTG cct GCG GGG CAG
F T [3 L L a R F B F B v P A G Q
™ cce TCe cic CGG  AAG  GGT  TTA AGT  TIT TCA & | cct GGE GGG AAG
F P L R 3 5 L 5 F 5 I P I G 3
F T L L a R F s F 5 P A G a
cce CGG  €CC AGC GAC CAC GGG GTC W ACC W 16 AAG  GTT ccA GCC
R P B [ H G v F T F L 3 v P A
GGG cce AGG GAC CAG GGG GTT ™ cce ™ CGA AAG GTT cca &cc
I P R [ Q G F P F R 3 P A
R P 5 i H G F T F L 3 P A
CcCC TTC CAG CTC TGET GTG GAG CCT CGC
P F Q L C v E P R
CCT I CAG TGEG GGG GAC CCT oo
P F Q F W G D P P
B [ Q L C E B R

Letras em preto representam os cédons do exon 11, sendo que a primeira linha contem as bases do espécime da raga Poodle e a
terceira linha a sequéncia referéncia do NCBI. Os aminoéacidos estéo representados nas cores azul e vermelha sendo que a cor
azul indica correspondéncia e a vermelha indica discrepancia entre a sequéncia referéncia e os aminoacidos descritos por
Sakamoto et al., 1995 (nimero de acesso BAA04220).

A maioria das alteracGes identificadas neste trabalho foi encontrada na raca

Poodle, que ja foi seqienciada: um macho chamado Shadow, com uma cobertura de
1,5x (KIRKNESS et al., 2003). Ja estado disponiveis nos bancos de dados publicos, 2,5
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milhdes de SNPs que foram obtidos através da comparacao da raga Poodle com a raca
Boxer e nove outras ragas (LINDBLAD-TOH, 2004). Nenhum polimorfismo encontrado
nos espécimes da raga Poodle neste trabalho havia sido descritos no cdo Shadow.
OSTRANDER & WAYNE (2005) em seu trabalho com 96 microssatélites, em 414
animais de 85 racas distintas encontraram maior similaridade de sequiéncias de
microssatélites na mesma raga que entre racas e especulou que o mesmo ocorreria em
relacdo aos genes. Além disso, seu trabalho lhes permitiu dividir os cades em quatro
grupos que presumidamente compartilhavam um ancestral comum. Eles dividiram as 85
ragas em quatro grandes grupos: asiatico, caca, pastoreio e Mastiff. O Poodle foi
categorizado no grupo de caes de cacga. Ficou demonstrado neste trabalho que ele
compartiiha o SNP (2832G-A) com Dachshund e Cocker, estas racas também
pertencentes ao grande grupo dos cades de caca e presumivelmente um ancestral
comum.

As taxas de mutagao em sitios sinbnimos e ndo sinbnimos em um gene deveriam
ser iguais, ou pelo menos similares. Por isso a diferenca que existe entre 0 nimero de
substituicdes sinbnimas e ndo sinbnimas deve ser atribuido a diferencas na intensidade
de selecao purificadora entre os dois tipos de sitios. Mutacbes com alteracdo de
aminoacidos apresentam maior probabilidade de causarem efeitos deletérios na fungéo

protéica do que as alteracdes sinbnimas (GRAUR & LI, 1999).

3.2. INTRONS

As regibes flanqueadoras estudadas apresentaram um total de 11 SNPs e uma
insercao (TABELA 06). Um total de 107 pares de bases do intron 1 foram sequenciados
e 0s SNPs 450 C-T e 511 A-G foram identificados nas ragas Pastor Alemao e Poodle
respectivamente. Um total de 639 pares de bases do intron 2 foram sequienciados e
apresentaram o SNP 875 A-G nas ragcas Beagle, Cocker Spaniel, Collie, Daschund,
Dogue Alemao, Fila Brasileiro, Husky Siberiano e os SNPs 875 A-G, 1023 G-A e 1027
T-C nas ragas Poodle e Rottweiler. Nas 136 bases analisadas do intron trés as
seguintes alteracbes foram observadas: 2636 G-A na raca Rottweiler, 2676 C-G, 2682
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C-G e uma insercao ACTG na posi¢ao 2721 na raca Poodle e 2690 C-G em Daschund.
No intron 4, das 183 bases estudadas, duas apresentaram polimorfismos: 3645 C-T em

Daschund e 3674 G-A em Collie, Sao Bernardo e Golden Retriever.

TABELA 06 - INTRONS, NUMERO DE BASES SEQUENCIADAS SOBRE O NUMERO TOTAL DE
BASES DE CADA INTRON, SUBSTITUICOES DAS BASES E RACAS QUE SOFRERAM

A MUTACAO.

Regido | pb  SNP InDel SNPs/pb Raca (s)

1 107 450 C-T' 0 1/53,5 Pastor Alemao' e Poodle®
511 A-G?

2 639 875 A-G° 0 1/213 Beagle®, Cocker®, Collie’, Dachshund®,
1023 G-A* Dogue Alem&o®, Fila®, Husky®, Poodle®**
1027 T-C° e Rottweiler®*®

3 136 2636 G-A°  inACTG 1/34 Dachshund®, Poodle’®"? e Rottweiler®
2676 C-G’  2721"°
2682 C-G®
2690 C-G°

4 183 3645C-T" 0 1/91,5 Collie™, Dachshund'', Golden Retriever'
3674 G-A" e Sao Bernardo'?

Legenda: Nimeros sobrescritos representam as mutagdes presentes na raga.

Numeros que antecedem as bases representam a localizagdo em relagéo a sequéncia de referéncia no NCBI nimero do acesso
NC 006592 (www.ncbi.nlm.nih.gov). As regides estao representadas da seguinte forma: regidao 1 = 107pb upstream exon 1, Regido
2 = 639pb intron 1 completo, Regido 3 = 136pb upstream exon 6 e a Regido 4 = 183 intron 8 completo.

Foram testados 10 oligonucleotideos iniciadores em diferentes gradientes de
temperatura na regido subjacente ao intron desconhecido que esté localizado entre os
exons 9 e 10. O par de oligonucleotideos F 5’CGCTGGGGAAGACAGGCTGAS3’ e R
5CTGGTTTATTGTACCTCGGC 3’ gerou um produto de 849pb. O oligonucleotideo
forward foi utilizado no seqlenciamento e gerou uma sequéncia de 345pb, 114 pb do
exon 9 e 241 bases do intron 9/10 em quatro caes de trés ragas, Daschund, Basset
Hound e Husky Siberiano. Estas sequéncias estao representadas pela N nos bancos de
dados publicos. As 114 bases do exon 9 apresentaram 100% de similaridade com a
seqléncia depositada no GenBank (FIGURA 06). Ao realizar a verificagdo de
similaridade da nova sequéncia obtida do intron entre os exons 9 e 10 através do
programa BLAST, ela apresentou 96% de identidade com uma seqUéncia do
cromossomo 11 (27,981K-28,081K pb) (FIGURA 07). A comprovacao da confiabilidade

desta sequéncia através da obtencdo do fragmento reverso através do sequenciamento
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€ muito importante. Esta seqiiéncia pode ter origem com elementos de transposicao ou
duplicacbes de segmentos génicos seguida de transposicao ou até mesmo pode haver
ocorrido problemas de mal pareamento dos oligonucleotideos iniciadores nos quatro
espécimes em questdo. Esse mal pareamento é pouco provavel pelo fato de 114 pb,
parte das 374 bases do produto da PCR, estarem presentes apenas na regiao do exon
9 do gene cyp2d15 segundo o programa BLAST. Existe ainda a possibilidade destas
seqléncias estarem presentes em outros locais do genoma canino ainda nao
elucidadas. As sequéncias de oligonucleotideos com respectivas temperaturas de
hibridizagdo estao descritas na TABELA 07. A FIGURA 08 mostra o alinhamento das
seqléncias nos quatro caes demonstrando 100% de similaridade.

3.85 Kb orwand strand me—

3 I3 5 1 H 3 i

1 H

Econ Intron 9510

Regido em destaque no quadrado representa parte do exon e intron cuja seqiiéncia foi obtida em quatro animais.

FIGURA 06 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DOS 11 EXONS E INTRONS DO GENE cyp2d15.
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FIGURA 07 - SEQUENCIA ENTRE OS EXONS 9/10 DO GENE cyp2d15 PELO PROGRAMA
SEQSCAPE (APPLIED BIOSYSTEMS).

Sequéncias obtidas pelo programa SeqScape V2.5: sequéncia preenchida pela cor laranja, na primeira linha, foi obtida no NCBI,
segunda e quarta linha apresenta a sequéncia obtida de um espécime da raga Dachshund, sendo que a terceira e Ultima linha
apresentam as seqiiéncias de um espécime da raga Basset Hound e Huski Siberiano respectivamente. Os retangulos sobre as
letras representados em diferentes tamanhos e com as cores verde e amarelo devem ser interpretados como: quanto maior o
retangulo melhor a qualidade do pico obtido, sendo a cor verde melhor do que a cor amarela. As letras representadas pela cor azul
representam as bases que diferem da sequéncia referéncia.
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FIGURA 08 - ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DA REGIAO TERMINAL AO EXON 9 E INTRON
DESCONHECIDO NOS QUATRO ANIMAIS DAS RAGCAS BASSET HOUND,
DACHSHUND E HUSKY SIBERIANO.

Sequéncias obtidas pelo programa BioEdi Sequence Alignment Editort. bases iguais apresentam a mesma cor, posi¢cdo 1
representa a primeira base do exon e posigdo 380 a Ultima base do exon. Primeira linha representada pelo nimero 107 é de um
espécime da raga Basset Hound, a segunda linha representada pelo nimero 172 um Husky Siberiano, a terceira linha representada
pelo nimero 1184 e a dltima linha representada pelo nimero 98, ambos, da raga Dachshund.

3.3. ANALISE IN SILICO DOS SITIOS DE SPLICING

Para avaliar as possiveis consequéncias funcionais de polimorfismos em regiées
vizinhas aos sitios de splicing dos exons 1, 2, 6, 7, 8, 9, 10 e 11, foi utilizado o
programa NNSPLICE 0.9 (http://www.fruitfly.org/seq_tools/splice.html), baseado em
redes neurais artificiais (neural network) para prever sitios de splicing em sequéncias
gendmicas (REESE et al, 1997. A TABELA 08 resume as jungbes intron/exon com
respectivos escores identificados pelo programa para cada sitio de recomposicao
alternativa aceptor (Splice acceptor site) e doador (Splice donor site).

A regidao 5’UTR, exons 6, 7, 8 e 9 apresentaram sitios de splicing aceptores e
doadores candnicos (AG/GT). Os sitios préximos ao exon 2 nao foram reconhecidos
pelo programa, contudo pela proximidade com as juncdes intron/exon esperar-se-ia que
fossem (AG/GC) canbnico e nao canbnico, respectivamente. Para o exon 10 o sitio
aceptor foi identificado pelo programa com escore alto (0,97) canénico (AG), porém o
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doador néo foi reconhecido. Pela proximidade com a juncéo intron/exon esperar-se-ia

que fosse o dinucleotideo candnico GT. A regido 3’'UTR identificada pelo programa

como sitio de splicing aceptor foi o dinucleotideo canénico AG. Mais estudos sao

necessarios para uma melhor identificacao dos sitios de splicing destas seqiéncias.

Dois sitios ndo puderam ser identificados corretamente, pois apresentaram

distancia muito grande da jungao, ou sobreposicao de aceptor com doador. Nao foram

encontrados SNPs, inser¢cées ou delegbes nos sitios indicados pelo programa e

tampouco nas seqiiéncias vizinhas em 20pb amontante ou ajusante.

TABELA 07 - ESTRUTURA GENOMICA DO cyp2d15 MOSTRANDO AS JUNGOES INTRON/EXON E
OS TAMANHOS DOS INTRONS E EXONS.

Local Tam. Sitio aceptor Sitio doador Tam Escore
Exon Exon Intron Aceptor/Doador
(pb) (pb)

5'UTR / Ex1 189 tcagccagGTaaggaagg 638 1,00
2 174 tggcctgcAGcetgcaagg  atcccaagGCaagegggg 436 NI
6 177  caccccgcAGgccctgaa  tagaaaaaGTgaggagtic 152 0,67/0,85
7 142  catggcctAGgccaaagg  cgtgcagcGTgagceccag 200 0,41/0,53
8 188 gtotgtctAGgacgtgtc tccccaagGTaggtctge 181 0,60/1,00
9 83 gtcccttcAGagcetgece ttcagagGTgagctc  * 282 0,97/0,82
10 102 ttttttga AGgtgggggggt cctttccGTttttacce 88 0,97/NI

3'UTR 176 acccgaAGgccgeeggtt 0,71

NI: N&o identificado pelo programa NNSPLICE 0.9
*ldentificado através do seqlienciamento das regides “n” desconhecidas.
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4. CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que existem polimorfismos entre as diversas
ragas caninas o que deve ser levado em consideracao ao utilizar o cdo como modelo
animal em estudos farmacolégicos. Mais estudos sdo necessarios para avaliar estas
alteracdes no nivel funcional. A maior compreensdo deste e de outros genes do
biometabolismo canino poderédo auxiliar ndo apenas no desenvolvimento e avaliagao
de medicamentos humanos, mas também beneficiardo a populagdo de animais de
estimacao e trardo mercados para os fabricantes de novos medicamentos e terapias.
Outros exons precisam ser sequenciados e estudos funcionais precisam ser realizados
para uma melhor caracterizagdo do gene cyp2d15 em caes. Futuramente, a tecnologia
dos microarranjos podera estar disponivel para diferenciar polimorfismos caninos
quanto as enzimas do metabolismo em um sé teste, tecnologia ja disponivel para seres
humanos sendo que o AmpliChip CYP450 ja esta aprovado pelo FDA

(www.amplichip.us).
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CAPITULO Il

POLIMORFISMOS DO GENE cyp2d15 EM ESPECIES DE CANIDEOS SELVAGENS
CATIVOS SUL-AMERICANOS
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RESUMO

O gene cyp2d15 canino € ortélogo ao CYP2D6 humano, o mais polimérfico dos genes
CYP nesta espécie. A subfamilia P450 2D (CYP2D) apresenta um papel importante no
metabolismo de mais de 30 drogas utilizadas comercialmente. Pouco se sabe sobre
este gene em canideos selvagens. O DNA de 8 canideos selvagens cativos sul-
americanos pertencentes a 4 géneros distintos: cachorro-do-mato, graxaim-do-campo,
cachorro-vinagre e lobo-guara (Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus, Speothos
venaticus e Chrysocyon brachyurus) foi extraido das amostras de sangue periférico
através do método de fenol-cloroférmio. Os exons 1, 6, 7, 8 e 9 foram investigados para
polimorfismos de base Unica (SNPs) usando o sequenciador de DNA ABI Prism 3130
Avant Automatic Sequencer com o kit de terminadores de cadeia ABI/ Big Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit e analisados com o programa SeqScape v2.5. O
desenho dos oligonucleotideos iniciadores foi baseado na seqiéncia do genoma de
uma fémea canina da raca Boxer usando o programa OligoAnalyzer 3. A caracterizacao
do gene cyp2d15 nos quatro géneros de canideos, revelou oito (8) SNPs distribuidos
em quatro dos cinco exons selecionados. Um total de 771 pb de sequéncias
codificadoras foram sequenciadas, demonstrando uma freqiiéncia média de um SNP
para cada 96 bp (1/96). Um total de 882 pb das regides flanqueadoras foi sequienciado
apresentando 10 SNPs, um a cada 88pb e também duas inser¢des. Na comparagao
das quatro espécies de canideos selvagens com Canis familiaris, as sequéncias
apresentaram similaridades que variaram entre 97 a 100%, esta grande similaridade
encontrada explica o funcionamento dos oligonucleotideos desenhados com o0 genoma
de Canis familiaris. Implicagdes clinicas do SNP identificado nestes animais precisam
ser estudadas uma vez que a alteragdo na sequéncia de aminoacidos pode alterar o
metabolismo de detoxificacdo de compostos por essas vias metabodlicas e ha um
possivel risco de reacdes adversas ao tratar tanto canideos cativos quanto de vida livre.
Estudos funcionais precisam ser realizados e outros exons do gene cyp2d15 precisam
ser sequenciados para uma melhor caracterizagdo deste gene em canideos selvagens.

PALAVRAS-CHAVE: cyp2di15, sequenciamento, canideos selvagens, polimorfismos
genéticos
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ABSTRACT

cyp2d15 is ortholog of human CYP2D6, the most notable polymorphic CYP in humans.
The P450 2D (CYP2D) subfamily plays an important role in the metabolism of over 30
clinically used drugs. Little is known about this gene in wild canids. .DNA from 8 South
America wild canids from 4 different genuses: crab-eating dogs, pampas fox, bush dogs
and maned wolves (Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus, Speothos venaticus e
Chrysocyon brachyurus) was extracted from blood samples by the phenol chloroform
method. The exons 1, 6, 7, 8 and 9 were screened for single nucleotide polymorphisms
(SNPs) using DNA sequencing in an ABI Prism 3130 Avant Automatic Sequencer with
ABI Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit and analyzed with the software SeqScape
v2.5. The gene primer sequence design was based on the female boxer genome
sequence using OligoAnalyzer 3.0 software. The gene cyp2d15 characterization in the
four genuses of canids revealed eight (8) SNPs distributed in four of the five selected
exons. A total of 771bp coding sequences was sequenced yielding an average
frequency of one SNP per 96bp (1/96). A total of 882 pbs of flanking regions was
sequenced yielding 10 SNPs, one SNP per 88bp and also 2 insertions. The comparison
of the four genuses of wild canids with Canis familiaris showed 97 to 100% similarity
between the sequences, explaining the functioning of the primers designed with the
canine genome. Possible clinical implications of SNPs identified in this animals need to
be searched since the alteration in amino acid sequence may alter the metabolism of
compounds detoxified by these pathways, and there is a possible risk of adverse
reactions when treating both captive and free-ranging animals. Functional studies
should be performed and other exons of cyp2d15 need to be sequenced for a better
characterization of this gene in wild and domestic canids.

KEY-WORDS: cyp2d15, sequencing, wild canids, genetic polymorphisms
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1.INTRODUCAO

Apesar de sua origem Norte-Americana e invasao recente, a maior diversidade
canidea existente é encontrada no continente Sul-Americano, com seis géneros e onze
espécies reconhecidas (WOZENCRAFT, 2005). Estéo incluidas entre essas espécies
de canideos sul-americanos chamados de fauna nativa: o lobo-guard (Chrysocyon
brachyurus), cachorro-vinagre (Speothos venaticus), graxaim-do-campo (Lycalopex
gymnocercus) e cachorro-do-mato (Cerdocyon thous) (WOZENCRAFT, 2005). Pouco
se conhece sobre a variabilidade genética das espécies canideas da fauna nativa da
America do Sul. Estudos prévios concentraram seus esforcos no seqlienciamento do
genoma do cdo doméstico (LINDBLAD-TOH et al., 2005; KIRKNESS et al., 2003) e em
algumas sequéncias aleatérias de canideos norte-americanos como o lobo cinzento
(Canis lupus) e o coiote (Canis latrans) (LINDBLAD-TOH et al., 2005). Contudo estas
seqliéncias fornecem matéria-prima para a identificacdo de marcadores para analises
genéticas de em ampla escala da maioria das espécies canideas.

A disciplina chamada de medicina da conservacao estuda a inter-relacao entre
seres humanos, clima global, alteragdo do habitat e biodiversidade, incluindo
populacoes silvestres, animais domésticos, patdégenos, parasitos e poluentes
(AGUIRRE, 2009). As alteragbes da volatilizacdo atmosféricas e a deposi¢ao de
poluentes juntamente com a inabilidade de adaptacdo de algumas espécies as
relativamente rapidas alteragdes climaticas podem resultar em sua extingdo em massa
(THOMAS et al., 2004). Algumas espécies podem ser utilizadas como sentinelas,
servindo como indicadoras do seu ambiente e refletindo a qualidade da saude do seu
ecossistema. Os canideos selvagens também podem ser bons sentinelas para doencgas
emergentes em caes provocadas através de vetores (TABOR & AGUIRRE, 2004).

O sistema citocromo P450 (P450s) € uma superfamilia de hemoproteinas
constituida de aproximadamente 500 membros distribuidos entre mais de 70
subfamilias encontradas em eucariotos e procariotos (NELSON et al, 1996). Os
multiplos sistemas enzimaticos CYP apresentam um papel importante no metabolismo

oxidativo de uma ampla variedade de componentes endégenos e exdégenos, incluindo
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esterdides, acidos graxos, drogas e xenobibticos. A diferenca nas caracteristicas das
isozimas CYP ou sua abundancia relativa pode levar a alteracdo nos niveis de
poluentes ambientais acumulados (HOSHI, 1998).

Estudos sugerem que as atividades enzimaticas das P450 e GST podem servir
como biomarcadores para contaminagdo ambiental por hidrocarbonetos aromaticos
como PAHs, PCDDs, PCDFs e PCBs (ISHIZUKA, 1998; HOSHI, 1998). O metabolismo
da P450 pode levar também a ativacdo de procarcindégenos e a formacdo de
metabolitos téxicos (PARK et al., 1995). Véarias enzimas da familia P450 humana
mostraram apresentar expressao polimorfica, principalmente CYP2D6 (MEYER et al.,
1986). A enzima codificada por ele é necessaria ao metabolismo de mais de 25% das
drogas comercialmente disponiveis e a uma propor¢ao similar de agentes quimicos
ambientais (INGELMAN-SUNDBERG et al., 1999). Este polimorfismo € primariamente
caracterizado por dois fendtipos: individuos com a atividade normal da CYP2D6
(metabolizadores rapidos - EMs) e individuos com falta dessa atividade
(metabolizadores lentos - PMs) (DAHL et al., 1995; FROMM et al., 1997; ROUSSEL et
al., 1998). Nos mamiferos, a maior parte dos xenobidticos é metabolizada por via
hepatica através das mono-oxigenases CYP (KOHLER et al., 1997). O gene ortdlogo
em caes é chamado cyp2d ou cyp2d15. Apesar de que os membros da familia do
citocromo 450 possuem sequéncias altamente conservadas entre as espécies,
apresentando poucas diferengcas na sequéncia primaria de aminoacidos, até mesmo
essas pequenas diferencas podem dar origem a mudancas significativas na
especificidade do substrato e na atividade catalitica destas enzimas.

Este estudo sequenciou pela primeira vez cinco (5) exons do gene cyp2d15 em
quatro géneros de canideos Sul-Americanos: cachorro-do-mato, graxaim-do-campo,
cachorro-vinagre e lobo-guara (Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus, Speothos
venaticus e Chrysocyon brachyurus). Foram identificadas diferencas importantes entre
estes géneros de canideos e o cao doméstico: oito (8) SNPs em exons e dez (10) em
introns distribuidos em quatro dos cinco exons estudados, assim como duas inser¢oes
em um dos introns analisados. O unico snSNP foi identificado no exon 7 e resultou na
substituicdo de uma valina por uma isoleucina em cachorro-do-mato, cachorro-vinagre
e graxaim-do-campo. Quanto as duas insercoes observadas, a primeira, ACTG, ocorreu
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em cachorro-do-mato, cachorro-vinagre e graxaim-do-campo. Ja a segunda, GACGA,
apenas em lobo-guara. A obtencéo de sequiéncias desse gene nesses animais podera
auxiliar, através de estudos funcionais, areas como a medicina da conservacgao,
farmacogenética, medicina veterinaria e humana. Além disso, as atividades enzimaticas
das enzimas P450 poderdo ser Uteis como biomarcadores para contaminagao
ambiental por hidrocarbonetos arométicos como PAHs, PCDDs, PCDFs e PCBs. Esses
polimorfismos contribuirdo para a individualizagéo de terapias medicamentosas, uma
vez que aspectos toxicologicos de polimorfismos genéticos, toxicidade idiossincratica a
drogas e agentes quimicos ja foram reportados (SATOH, 2007). Esta pesquisa foi
submetida a avaliacdo do Instituto Brasileiro de Meio Ambiente e Recursos Naturais

Renovaveis - IBAMA, obtendo as licengas necessarias para sua realizagao.
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2. MATERIAL E METODOS

O DNA genbmico de oito (8) canideos de quatro géneros diferentes, lobo-guara
(Chrysocyon brachyurus), graxaim-do-campo (Lycalopex gymnocercus), cachorro-do-
mato (Cerdocyon thous) e cachorro-vinagre (Speothos venaticus) (TABELA 01), foi
extraido a partir de amostras de sangue periférico através do método de “fenol
cloroférmio” a fim de identificar possiveis variantes na seqiéncia do gene cyp2d15.
Para isso foram testados varios pares de oligonucleotideos iniciadores desenhados
com o software OligoAnalyzer 3, com base no genoma canino disponivel em bancos de
dados publicos (NCBI, 2008). As melhores seqiéncias de oligonucleotideos e
temperaturas de hibridizagao foram definidas através de um gradiente de temperatura
(TABELA 02) utilizando-se o termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient. Os
produtos das PCRs foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2% e corados
com o corante fluorescente para acidos nucléicos GelRed (Biotium) para visualizagao.
Posteriormente os produtos da PCR foram quantificados pelo programa TotalLab
TL100. As regides codificantes e flanqueadoras dos exons 1, 6, 7, 8 e 9 do gene
cyp2d15, foram seqlienciadas em ambas as direcées no seqlienciador automatico ABI
Prism 3130 Avant Automatic Sequencer utilizando o kit ABI Big Dye Terminator Cycle
Sequencing e posteriormente foram analisadas com o software SeqScape v2.5. da
Applied Biosystems.

TABELA 01 - ESPECIE, EXONS DO GENE cyp2d15 SEQUENCIADOS E NUMERO DE ANIMAIS,

Espécie Nome cientifico (género e espécie) Exon N° de animais
Cachorro-do-mato Cerdocyon thous 1,6,7,8,9 3
Cachorro-vinagre Speothos venaticus 1,6,7,8 1
Graxaim-do-campo Lycalopex gymnocercus 1,6,7,8 1
Lobo-guara Chrysocyon brachyurus 1,6,7,8,9 3
Total 4 géneros 8
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TABELA 02 - SEQUENCIAS DE BASES DOS OLIGONUC~LEOTI'DEOS INICIADORES, RESPECTIVOS
EXONS, TEMPERATURAS DE HIBRIDIZACAO E TAMANHO DO FRAGMENTO.

Oligonucleotideos iniciadores Exon Temperatura de Tamanho do
hibridizacao, (TA). Fragmento

F 5CTCCCTTTAGAAAGTGAGGCS3’ 1 58°C

638pb
R5CGGTTTCCTGACTGAGATGS 1 58°C
F 5CAGGAAAGAGGATCGAGGCGYT 6 60°C

333pb
R 5ATTGTCCCGGACTCCTCACT3 6 60°C
F5TCTCTCCCTCTGCCCCAGAGY 7 60°C 241pb
R 5CCCAGGCTGTCCATCCTCTCS3 7 60°C
F 5TCAGACGTCGGAGTCCAGACY 8 58°C

293pb
R 5CAGCATCAGGCTGTGACCACY 8 58°C
F 5CGCTGGGGAAGACAGGCTGAZ 9 60°C 136pb

R 5AAGCTCCTGGGCACCCTCTC3 9 60°C
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. EXONS

Comparando as sequéncias obtidas com a do cdo doméstico, foram observados
polimorfismos de base unica (SNP) nos exons: 1, 6, 7 e 8, TABELA 03. Foram
identificados dois SNPs sinbnimos nao descritos na literatura no exon 1 (lle58>lle;
Cys59>Cys) no lobo-guara. O exon 6 apresentou dois SNPs sin6nimos (Ala246>Ala;
Asp276>Asp) nos cachorro-vinagre, lobo-guara e graxaim-do-campo. O exon 7
apresentou um SNP sin6nimo (Leu298>Leu) e um SNP nao sindénimo (Val307>lle), em
cachorro-do-mato, cachorro-vinagre e graxaim-do-campo. A distancia fisico-quimica
entre os aminoacidos valina e leucina € 29 (GRANTHAN, 1974) e ha apenas um
aminoacido entre eles no modelo do anel obtido pelo método de Argyle, que ocorre em
uma proporcao de 60-90% das substituicbes de aminoacidos observadas (PIEBER &
TOHA, 1983). O exon 8 apresentou dois SNPs sinénimos (Leu375>Leu; Thr381>Thr). A
seqiéncia do exon 9 disponivel no NCBI (numero do acesso NC 006592) nao
corresponde as seqUéncias de aminoacidos reportadas comparando-as nas trés
matrizes de leitura possiveis (FIGURA 1) por SAKAMOTO et al. (1995 numero de
acesso BAA04220), pode ser um indicativo de que a sequencia do exon 9 reportada

seria na verdade um intron. Foram encontradas duas alteracdes nessa regiao.
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TABELA 03 - EXONS, NUMERO DE BASES S_EQUENQIADAS SOBRE O NUMERO TOTAL DE BASES
DE CADA EXON, SUBSTITUICOES SINONIMAS (SN) SEGUIDAS DA ALTERACAO NO
AMINOACIDO E NAO-SINONIMAS (NS) E ESPECIES QUE SOFRERAM A MUTACAO.

Exon | N° snSNP nsSNP a.a. SNP/pbs Espécie (s)
Bases
1 189/189 Het753C-T' 0 lle58> lle 1/94,5 Lobo-guara'*
Het 756C-T2 Cys59 >Cys
6 177/177  2832G-A’ 0 Ala246>Ala  1/88,5 Graxaim-do-campo®”,
2922C-T* Asp276>Asp cachorro-vinagre* e  lobo-
guarél4
7 141/141  3138C-T° Leu298>Leu  1/70,5 Cachorro-do-mato®®,
3165G-A®  Val307 >lle Graxaim-do-campos,
cachorro-vinagre.
8 186/186 3571C-G’ 0 Leud75>Leu  1/93 Cachorro-do-mato’,
3589 G-A® Thr381>Thr ,graxaim-do-cam o’
cachorro-vinagre”® e  lobo-
guard’

Legenda: Nimeros sobrescritos representam as mutagdes presentes na raga.

Numeros que antecedem as bases representam a localizagdo em relagéo a sequéncia de referéncia no NCBI, niumero do acesso
NC 006592 (www.ncbi.nlm.nih.gov). O ndmero onde o exon inicia e termina sdo respectivamente: exon 1: 580 e 760, exon 2: 1407 e
1578, exon 6: 2770 e 2938, exon 7: 3099 e 3232, exon 8: 3441 e 3621, exon 9: 3811 e 3889.

Exon 8 - Referéncia
goctgtocacag-GEA-CG5-GTG-GCC-GT G-TGE-GC6- COC-GTG-66T-G6G-GRG-TCC- CTT-AGC-CCT-GCC-ATG- GG6-RCRA-GAG -AGG- GTG-CCC-AGG-AGC -TTC- TGg—g gNINNNINNNONANONI
G R vV B WV W B P v 6 G E 3 L 5 P L M G T E R v P R 3 F W
grctgtgearaas-GAC-G66-TE6- CCG-TGT-GE6-C6C -CCG-TE6-GTG-GGG-AGT ~CCC -TTA- GCC-CTG-CCRA-TG5 -G6RA- CAG-AG A-GGE6 -TGC-CCA-GGR-GC T-TCT -Ggggnnnnn nnnnnnnnnn n
R sl G W P C G R P Ww G S 13 L L L P W G o] R G c P G L 5

gectgtgeagaqi-ROG-G6T 660 -CGT-GTG-66C-GCC-C6T -666- TG6-GGR-GT C-CCT-TAG-CCC-TGC-CAT-GEG-GAC - AGR-GAG-G6T-GCC-CRG-GRG-CTT-CT 6-gggnnnnnnnnnnnnnnnn

G T 6 6 RV 6 AR G W G WV P S5IOP

FIGURA 01 — MATRIZES DE LEITURA POSSIVEIS PARA A SEQUENCIA DO EXON 9.

Legenda: As bases representadas na cor preta indicam o intron e as vermelhas os exons, indicados na sequéncia referencia NCBI
nimero do acesso NC 006592 (www.ncbi.nlm.nih.gov).. Os exons estdo separados por cédons com as letras abaixo deles
indicando os aminoacidos.
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3.2. INTRONS

As trés regides flanqueadoras estudadas apresentaram um total de 10 SNPs e
duas insercoes (TABELA 04). Um total de 107 pares de bases do intron 1 foram
sequenciadas e os SNPs 480 G-A e 511 A-G foram identificados nas espécies lobo-
guara e graxaim-do-campo respectivamente. Um total de 639 pares de bases do intron
2 foram seqlienciadas e apresentaram o SNP 828 C-G em lobo-guara e o SNP 875 A-G
em graxaim-do-campo, cachorro-vinagre, lobo-guara e cachorro-do-mato, previamente
reportado em cées das ragas Poodle e Rottweiler. Nas 136 bases analisadas do intron
trés, as seguintes alteragdes foram observadas: 2687 G-A em lobo-guara, 2690 C-G em
graxaim-do-campo, lobo-guard e cachorro-do-mato previamente reportada em
Daschund, 2693 C-G e uma insercao ACTG na posicao 2712 em cachorro-do-mato e
graxaim-do-campo, 0os SNPs 2739 G-A e 2740 C-A em cachorro-vinagre e 2761 A-G
nas quatro espécies de canideos. Uma inser¢ao GACGA na posi¢ao 2693 (intron 3) foi
observada nos espécimes de lobo-guara.

TABELA 04 - INTRONS, NUMERO DE BASES SEQUENCIADAS DE CADA INTRON, E ESPECIES QUE
SOFRERAM A MUTACAO.

Regido | pbs  SNP InDel SNPs/pbs Espécie (s)
1 107 480 G-A' 0 1/53,5 Lobo-guara'* e graxaim-do-campo®
511 A-G*
2 639 828 C-G° 0 1/213 Graxaim-do-campo®* | cachorro-
875 A- G* vinagre4, Iobo-guaré3’4 e cachorro-do-
mato )
3 136 2687 G-A° inACTG 2712""  1/22,5 Cachorro-do-mato®”'™"
2690 C-G°  inGACGA Graxaim-do-campo®”'®"" cachorro-
2693 C-G’  2693" vinagre®?'®'! e lobo-guara®®'%"2.
2739 G-A®
2740 C-A°
2761 A-G"° ’
4 81/81 3814 G-A'" 1/40,5 Cachorro-do-mato'"
3828 G-A"

Legenda: Numeros sobrescritos representam as mutagdes presentes na raga.

NuUmeros que antecedem as bases representam a localizagéo em relagao a seqiiéncia de referéncia no NCBI nimero do acesso
NC 006592 (www.ncbi.nlm.nih.gov). As regides estao representadas da seguinte forma: regido 1 = 107pb upstream exon 1, Regiao
2 = 639pb intron 1 completo, Regido 3 = 136pb upstream exon 6 e a Regido 4 = 183 intron 8 completo.
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3.3. ALINHAMENTO

O exon 1 apresentou 100% de similaridade em um dos lobos-guara e 94,7% no
outro. As outras trés espécies de canideos apresentaram 100% de similaridade com a
sequéncia do cado doméstico (NCBI, 2010) quando alinhadas através do programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (FIGURA 02).

LTTTTTTAOT | rrrrmrer [ trrr | TETT | tTer | TETT | TTEO YT TTOOC|TTTI[ TTOOT|TerOT|Trer|rerer| Teer|rrer v
10 z0 20 40 a0 &0 70 20 30

=
Exon 1 canidlATEEEECTElTEACCGEEEACACGOTGEEECOCCTEEICETAGICETGECCATCTTOCTEETCCTEGETASACCTEATGCATCEED GAGEC
Exon 1 Ref atggggotgetgacoeggggacACGCTEEEECCCCTEECCETAGCCETGECCATCTTCCTECTCCTEETAGACCTEATGCACCGEC GCAGED

Exon 1 canid/@CECTEEECCACACGCITACCCGCCAGGCCCCACGCCAGTGCCCATGETGEECALCCTGCTGCAGATGEACTTCCAGEAACCAATCTGCTACT
Exon 1 Ref GUECTEEECCACACGETACCCGCCAGGCCCCACGCCAGTECCCATGETGEECALCC TGO TGCAGATGEACT T CCAGEAACCAATCTGCTACT

FIGURA 02 - ALINHAMENTO DO EXON 1 DA SEQUENCIA REFERENCIA DO CAO DOMESTICO COM
UM ESPECIME DE CACHORRO-DO-MATO.

Sequéncias obtidas pelo programa BioEdi Sequence Alignment Editort. bases iguais apresentam a mesma cor, posi¢cdo 1
representa a primeira base do exon e posi¢gdo 180 a ultima base do exon. Primeira linha representada por Exon 1 canid é de um
lobo-guara e a segunda a sequéncia referéncia do cao doméstico (NCBI).

O exon 6 apresentou 99.43% de similaridade entre o lobo-guara e a seqiéncia
referéncia o cdo doméstico (NCBI, 2010) quando alinhadas através do programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (FIGURA 03).

L [TTTTITETTTERTrreeTrrrwanetrr | rrreTrrr T TEITTeoc|rresjeerrray ey rraa ey
| 10 20 20 40 50 &0 70 20 an

Exon & Ref GUCCTEAACTCCATCCCCGTGCTCCTGCACATCOCGEEACTGECCAGCALGETCTTCTCCGCGCAGAAGGCCTTCATALACCCTGACALATEE
Exon & lobo- GCCCTGAACTCCATCCCCGTGCTCCTGCACATCCCGEEACTGGCCAGCAAGGTCTTCTCCGCGUAGAAGGCCTTCATAACCCTGACALATGS

ixon & Retf AACCCTGACAALTEAAATGATCCAGGEAGCACAGEAAGACCCGEGACCCCACCCAGCCACCCCGACACCTGATCGACGCCTTCET GEAT GAGA
ixon & lobo— AACCCTGEACAAATGEAAATGATCCAGGEAGCACAGGALGACCCGGEACCCCACCCAGCCACCCCGACACCTGATCGATGCCTTCETGEATGAGE!

FIGURA 03 - ALINHAMENTO DO EXON 6 DA SEQUENCIA REFERENCIA DO CAO DOMESTICO COM
UM ESPECIME DE LOBO-GUARA.

Sequéncias obtidas pelo programa BioEdi Sequence Alignment Editort: bases iguais apresentam a mesma cor, posigao 1
representa a primeira base do exon e posi¢cdo 169 a Ultima base do exon. Primeira linha representada por Exon 6 Ref é a seqiiéncia
referéncia do cdo doméstico NCBI e a segunda representada por Exon 6 Lobo de um lobo-guara.

O exon 7 apresentou 99,29% de similaridade entre o graxaim-do-campo e a
seqléncia referéncia o cdao doméstico (NCBI, 2010) quando alinhadas através do
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (FIGURA 04).
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L[TTTTITTTITrUYtrer|rrrrrerr|rrrr|renrtean ety rrrrra e tren ey T rrar ey ey
| 10 zZ0 20 40 50 &0 70 a0 20

axon 7 Ref GOCAAAGGEAACCCCAAGACCAGLTTCAATGAGGAGAACCTGTGCATGGTGACCTCTGACCTETTOGTCGC TEEEFATGETGTCCACCTCALTE

Txwon 7 Graxa GUCAAAGGGAACCCCAAGACCAGCTTCAATGAGGAGAACCTETGCATGETGACCTCTGACCTGTTCATCGCTGEGATGGTETCCACCTCAAT

AR AR AN R AR AN AN R AN AR AR AN RN AN AN AR RN N R AR E R A RN E AR RN ERR
= 50 &0 70 =1l 20 100 110 1z0 130

Exon 7 Ref TECATGETGACCTCTEACCTETTOGTCGCTEGEAT GG TETCCACC TCAA T CACGCTEACCTGEGCCCTCCTGOTCATGATCCTGLACCCGEA

Exon 7 Graxa|TGCATGETGACCTCTGACCTGTTCATCGCTGEGATGGTGTCCACCTCAATCACGCTGACCTGGGCCCTCCTGCTCATGATCCTGCACCCGGA

FIGURA 04 - ALINHAMENTO DO EXON 7 DA SEQUENCIA REFERENCIA DO CAO DOMESTICO COM
UM ESPECIME DE GRAXAIM-DO-CAMPO.

Sequéncias obtidas pelo programa BioEdi Sequence Alignment Editort: bases iguais apresentam a mesma cor, posigao 1
representa a primeira base do exon e posi¢cdo 134 a Ultima base do exon. Primeira linha representada por Exon 7 Ref é a sequéncia
referéncia do cdo doméstico NCBI e a segunda representada por Exon 7 graxa de um graxaim-do-campo.

O exon 8 apresentou 99,46% de similaridade entre o cachorro-do-mato e a
seqléncia referéncia o cao doméstico (NCBI, 2010) quando alinhadas através do
programa BioEdit Sequence Alignment Editor (FIGURA 05).

N R R R L R LR R R R R R R R R RN RS R R R RY
5 10 20 30 40 50 &0 70 gn 90
ixon B Ref |GACGTGTCCAGCAGGAGATAGATGAGETGATAGGEC GEEAGCAGCTACCAGAGAT GEGAGACCAGACCOGTATGCCOTTCACCETGECCGTE
Ixon B cachoGACGTGTCCAGCAGGAGATAGCATGAGETGATAGGEC GEGAGCAGCTACCAGAGAT GEGAGACCAGACCOGTATGCCCTTCACCETGECCGTE
[T iTTT ey rrey erer reae ereevn vy raeyrrer vynetrrevevn ety vrey [ty ryertrres
=1 =0 100 110 120 130 140 150 160 170 180
Ixon B Ref |COTEATCOATGAGGTGCAGCETTTTEGEEACATOGTOCCACTCGETETECCOCACAT BACGTOCCGAGACACTGALGTGOAGGEOTTCOTOAT
Ixon 8§ cacho COTGATCOATGAGETGCAGCGTTTTGGEGACATCGTCCCACTGGETETGCCCCACAT GACGTCCCGAGACACTGALGTGCAGGECTTCCTCAT

FIGURA 05 - ALINHAMENTO DO EXON 8 DA SEQUENCIA REFERENCIA DO CAO DOMESTICO COM
UM ESPECIME DE CACHORRO-DO-MATO.

Sequéncias obtidas pelo programa BioEdi Sequence Alignment Editort. bases iguais apresentam a mesma cor, posi¢cdo 1
representa a primeira base do exon e posicdo 180 a ultima base do exon. Primeira linha representada por Exon 8 Ref é a sequéncia
referéncia do cdo doméstico NCBI e a segunda representada por Exon 8 cacho de um cachorro-do-mato.

O exon 9 apresentou 97,5% de similaridade entre o lobo-guara e a sequéncia
referéncia o cao doméstico (NCBI, 2010) quando alinhadas através do programa
BioEdit Sequence Alignment Editor (FIGURA 06).

L|TTTE TEwr | trwr | Trer [ TEror | trar|Torer|ToOr | terTr|Trer|Torer|TerTr|trer|rorr|reTr|teve |
10 Zo 30 40 a0 60 7o 80

=
Bxon 2 Retf FEACGEETGECCETETEEEl GO G EAGT OO T TAGC OO T CAT GG EACAGAFAGEETGOC CAGEAGCTTT
EBxon 9 lobo- GEACAGETGEECCGETETEEACGICCETEEETGEEEAGTCCCTTAGCCCTGECATGEGEACAGAGAGGGETGFOCCAqgAGCTT

FIGURA 06 - ALINHAMENTO DO EXON 9 DA SEQUENCIA REFERENCIA DO CAO DOMESTICO COM
UM ESPECIME DE LOBO-GUARA.

Sequéncias obtidas pelo programa BioEdi Sequence Alignment Editort. bases iguais apresentam a mesma cor, posi¢cdo 1
representa a primeira base do exon e posigdo 80 a Ultima base do exon. A primeira linha representada por Exon 9 Ref é a
sequéncia referéncia do cao doméstico NCBI e a segunda representada por Exon 9 lobo de um lobo-guara.
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Todos os sitios de splicing identificados formam iguais entre as espécies de

canideos e do cao doméstico demonstrando alta conservacao (TABELA 05). Os exons

6, 7 € 8 apresentaram sitios de splicing canénicos (AG/GT). O exon 1 inicia com GT

como sitio de splicing doador € o exon 2 apresenta os sitios (AG/GC) nao canbnicos.

No exon 9 (AG/GG) os sitios sdo ndao canbnico.

TABELA 05 - ESTRUTURA GENOMICA DO cyp2d15 MOSTRANDO AS JUNCOES INTRON/EXON E
OS TAMANHOS DOS INTRONS E EXONS.

Numero do | Tam do exon Sitio aceptor de Sitio doador de Tam do intron
exon (pb) splicing splicing (pb)
5'UTR / Ex1 189 tcagccagGTaaggaagg 638
6 177 caccccgcAGgccctgaa  tagaaaaaGTgaggagic 152
7 142 catggcctAGgccaaagg — cgtgcagcGTgageccag 200
8 188 gtgtgtctAGgacgtgtc tccccaagGTaggtctge 181
9 83 ctgtgcacAGggacgaagt agcttctgGGgnnnnnnn 282
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4. CONCLUSOES

Através do sequenciamento de DNA, o alinhamento com as sequéncias
depositadas no GenBank revelou similaridades que variaram de 97 e 100% na
comparacao entre as quatro espécies de canideos e o cdo doméstico nos 5 exons do
gene cyp2d15 analisados. Os quatro géneros de canideos Sul-Americanos, cachorro-
do-mato, cachorro-vinagre, lobo-guard e graxaim-do-campo (Cerdocyon thous,
Speothos venaticus, Chrysocyon brachyurus e Lycalopex gymnocercus) apresentaram
grande similaridade entre as sequéncias dos exons do gene cyp2d15 analisados tanto
entre si, quanto em comparacao ao cao doméstico (Canis lupus familiaris), o que
corrobora com os trabalhos que encontraram uma origem evolutiva recente para essas
especies. A espécie Canis familiaris demonstrou ser util para a confec¢cdo dos
iniciadores para o gene cyp2d15 de Cerdocyon thous, Lycalopex gymnocercus,
Chrysocyon brachyurus e Speothos venaticus. Estudos funcionais necessitam ser
realizados para avaliar o impacto das alteragdes encontradas neste trabalho a nivel
enzimatico.



74

REFERENCIAS

AGUIRRE, A. Wild canids as sentinels of ecological health: a conservation medicine
perspective. Parasites & Vectors, 2(Suppl 1):S7, 2009.

DAHL, M. L.; YUE, Q. Y.; ROH, H. K.; JOHANSON, [.; SAWE, J.; SJOQVIST, F.;
BERTILSSON, L. Genetic analysis of the CYP2D locus in relation to debrisoquine
hydroxylation capacity in Korean, Japanese and Chinese subjects. Pharmacogenetics,
5:159-164, 1995.

FROMM, M. F.; KROEMER, H. K.; EICHELBAUM, M. Impact of P450 genetic
polymorphism on the first-pass extraction of cardiovascular and neuroactive drugs. Drug
Delivery Review, 27: 171-199, 1997.

GRANTHAN, R. Amino acid difference formula to help explain protein evolution.
Science, 185: 862-864, 1974.

HOSHI, H. Drug metabolism and disposition. Chemosphere, 23:1301-1303, 1998.

INGELMAN-SUNDBERG, M.; OSCARSON. M.; MCLELLAN, R.A. Polymorphic human
cytochrome P450 enzymes: an opportunity for individualized drug treatment. Trends in
Pharmacological Sciences, 20:342—-349, 1999.

ISHIZUKA, M. Xenobiotic metabolizing enzymes as biomarkers for levels of
environmental pollution. Japanese Journal of Veterinary Research, 46(2-3): 123-124,
1998.

KIRKNESS, E.F. et al. The dog genome: survey sequencing and comparative analysis.
Science, 301(5641):1898-1903, 2003.

KOHLER D, HARTTER S, FUCHS K, SIEGHART W, HIEMKE C. CYP2D6 genotype
and phenotyping by determination of dextromethorphan and metabolites in serum of
healthy  controls and of patients under psychotropic medication.
Pharmacogenetics,;7:453-61, 1997.



75

LINDBLAD, K.; WADE, M. C.; MIKKELSEN, S. T.; KARLSSON, K. E.; JAFFE, B. D.
KAMAL, M. CLAMP, M.; CHANG, J. L.; KULBOKAS, E. J .; ZODY, M. C.; MAUCELI E,;
XIE, X.; BREEN, M.; WAYNE, R. K.; OSTRANDER, E. A.; PONTING, C. P.; GALIBERT,
F.; SMITH, D. R.; DEJONG, P. J.; KIRKNESS, E. et al. Genome sequence, comparative
analysis and haplotype structure of the domestic dog. Nature, 438: 803-819, 2005.

MEYER, U. A.; GUT, J.; KRONBACH, T.; SKODA, C.; MEIER, U. T., CATIN, T. The
molecular mechanisms of two common polymorphisms of drug oxidation--evidence for
functional changes in cytochrome p450 isozymes catalysing bufuralol and mephenytoin
oxidation. Xenobiotica, 16:449—464, 1986.

NCBI:  Nacional Center for Biotechnology Information. Disponivel em:
www.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em 18 de margo de 2008 .

NCBI:  Nacional Center for Biotechnology Information. Disponivel em:
www.ncbi.nlm.nih.gov. Acesso em 10 de janeiro de 2010 .

NELSON, D. R., KOYMANS, L., KAMATAKI, T., STEGEMAN, J. J., FEYEREISEN, R.,
et al. P450 superfamily: update on new sequences, gene mapping, accession numbers
and nomenclature. Pharmacogenetics, 6(1):1—42, 1996.

PARK, B. K.; PIRMOHAMED, M.; KITTERINGHAM, N. R. The role of P450 enzymes
iiin hepatic and extrahepatic human drug toxicity. Pharmacological and Therapeutics,
68: 385-424, 1995.

PIEBER, M.; TOHA, J. Code dependent conservation of the phisico-chemical properties
in amino acid substitutions, Original Life, 13:139-146, 1883.

ROUSSEL, F; DUIGNAN, D. B.; LAWTON, M. P.; OBACH, R.; STRICK, C. A;
TWEEDIE, D. J. Expression and characterization of canine cytochrome p450 2D15%1.
Archives of Biochemistry and Biophysics. 357(1):27-36, 1998.

SATOH; T. Genetic polymorphism in drug metabolism and toxicity: Linking animal
research and risk assessment in man AATEX 14, Special Issue, 443-445 Proc. 6th
World Congress on Alternatives & Animal Use in the Life Sciences Tokyo, Japan 21-25,
2007.



76

TABOR, G.M.; AGUIRRE, A.A: Ecosystem health and sentinel species: adding an
ecological element to the proverbial “canary in the mineshaft”. EcoHealth, 1:226-228,
2004.

THOMAS, C. D.; CAMERON, A.; HANNAH, L.; et al.: Extinction risk from climate
change. Nature, 427:145-148, 2004.

WOZENCRAFT, W. C. Order carnivora In: Mammal species of the world, London Press,
1100p., 2005.



77

DISCUSSAO GERAL

O gene cyp2di15 foi estudado em caes da raca Beagle com finalidades
farmacologicas ao final do século vinte (SAKAMOTO et al., 1995; ROUSSEL et al.,
1998; PAULSON et al, 1999). Algumas variantes alélicas foram identificadas por
Roussel (1998), Paulson (1999) e seus respectivos colaboradores ao comparar suas
sequéncias com as de mRNA publicadas por Sakamoto et al. (1995, nimero de acesso
D17397.1). O projeto genoma canino s6 teve inicio anos mais tarde, foram dois
projetos um privado, desempenhado pelo Instituto para Pesquisa Genémica (TIGR- The
Institute for Genomic Research) em conjunto com o Centro de Gendmica Avangada
(TCAG- The Center for Genomic Research) que seqienciou um cao da raga Poodle e,
mais tarde, o académico liderado pelo Instituto de Pesquisa do genoma Humano dos
EUA (NHGRI- US National Human Genome Research Institute) que utilizou a raga
Boxer. Ambas sequéncias foram publicadas e disponibilizadas em bancos de dados
publicos (KIRKNES et al., 2003; LINDBLAD TOH et al., 2005). Ao compararmos as
sequéncias de DNA gendbmico depositadas nos bancos de dados publicos
(www.ncbi.nlm.nih.gov) com as sequéncias obtidas no presente trabalho, pudemos
observar que ha algumas diferencas de nucleotideos entre algumas regides do gene
cyp2d15. Por exemplo, ao compararmos a sequéncia de aminoacidos disponibilizada
por Sakamoto e colaboradores (1995, numero de acesso BAAO4220) com a sequéncia
de amino&cidos prevista através dos cddons dos exons 9, 10 e 11 do banco de dados
publico (www.ncbi.nlm.nih.gov), observamos falta de correspondéncia
cédon/aminoacido. Nosso grupo de pesquisa sequienciou o exon 9 e o analisou nas
trés matrizes de leitura possiveis. Observamos falta de correspondéncia com a
seqliéncia de aminoacidos e a geracao de um codon de finalizacdo de traducdo em
uma das possiveis matrizes de leitura obtida. Ao compararmos as nossas sequéncias a
sequéncia referéncia dos bancos de dados (www.ncbi.nlm.nih.gov) encontramos
apenas 2 nucleotideos distintos nessa regiao supostamente chamada de exon 9. Esta
grande similaridade entre a sequéncia encontrada por nés e a publica, indica que o
fragmento pode estar corretamente sequienciado, contudo por ndo corresponder aos
aminoacidos, pode se tratar, na verdade, de um intron.
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Os exons 10 e 11 disponiveis no NCBI tampouco correspondem a sequéncia de
aminoacidos do gene cyp2d15 disponibilizada por Sakamoto e colaboradores (1995,
numero de acesso BAAO4220). Nossas sequéncias obtidas para os exons 10 e 11
diferem, respectivamente, em 17 e 24 nucleotideos da referéncia
(www.ncbi.nlm.nih.gov). Ao compararmos nossos coédons a sequencia de aminoacidos
disponibilizada por Sakamoto e colaboradores (1995, numero de acesso BAAO4220),
encontramos 100% similaridade. Isto pode indicar que ha realmente 17 e 24
nucleotideos, nos exons 10 e 11 respectivamente, que nao correspondem a sequéncia
correta dessa regiao no banco de dados publico (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Foram desenhados 14 pares de oligonucleotideos iniciadores correspondentes
as regides a jusante e a montante dos onze exons do gene cyp2d15. No entanto, s6
conseguimos validar os oligonucleotideos iniciadores para os exons 1,2,6,7,8,9,10 e
1, sendo que os outros desenhados para os exons 3, 4 e 5 ndo hibridizaram em
nenhuma das temperaturas utilizadas nos gradientes: 55°C+5° e 60°Cx5°. A falta de
concordancia entre as bases disponibilizadas para o gene cyp2d15 nos bancos de
dados publico e a presenca de regides nao seqlenciadas, representadas pela letra “n”
no banco de dados, pode haver contribuido para o nao funcionamento dos
oligonucleotideos desenhados para as regides 3, 4 e 5.

Em relacdo aos canideos Sul-Americanos, a espécie Canis familiaris demonstrou
ser util para a confeccao dos iniciadores para o gene cyp2d15 de Cerdocyon thous,
Lycalopex gymnocercus, Chrysocyon brachyurus e Speothos venaticus. O alinhamento
das sequéncias de DNA com as sequéncias depositadas no GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.org) revelou similaridades que variaram de 97 e 100% na
comparacao entre as quatro espécies de canideos e o cdo doméstico nos 5 exons do
gene cyp2d15 analisados. Os quatro géneros de canideos Sul-Americanos, cachorro-
do-mato, cachorro-vinagre, lobo-guara e graxaim-do-campo (Cerdocyon thous,
Speothos venaticus, Chrysocyon brachyurus e Lycalopex gymnocercus) apresentaram
grande similaridade entre as sequéncias dos exons do gene cyp2d15 analisados tanto
entre si, quanto em comparagdo ao cao domestico (Canis lupus familiaris), o que
corrobora com os trabalhos que encontraram uma origem evolutiva recente para essas

espécies.
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Outras regides do gene cyp2d15 precisam ser estudadas e estudos funcionais
necessitam ser realizados no gene cyp2d15 para avaliar o impacto das alteracdes
encontradas a nivel enzimatico nas espécies Canis familiaris, Cerdocyon thous,

Lycalopex gymnocercus, Chrysocyon brachyurus e Speothos venaticus.
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. LISE E HOMOGENEIZAGCAO DA AMOSTRA DE SANGUE:

e Completar a amostra de sangue até 14ml com tampao de lise (TE*),
homogeneizar com o auxilio de uma pipeta e centrifugar a 2.500 rpm por 12
minutos.

e Descartar o sobrenadante. No material precipitado, acrescentar 10 ml de
tampéao de lise (TE*), homogeneizar com a pipeta e centrifugar a 2.500 rpm
por 12 minutos.

e Descartar o sobrenadante. No material precipitado, acrescentar 10 ml de
tampéao de lise (TE*), homogeneizar com a pipeta e centrifugar a 2.500 rpm
por 12 minutos. Até a obtencao de um pellet de leucécitos limpo.

e Armazenar a -20°C até o momento da extracdo de DNA.

*Tampao de lise — RCLB (Red Cell Lysis Buffer)
Composicao

- Tris-HCI 1M (pH 7,2)
- NaCl 5M
- MgCl, 1M
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EXTRAGCAO DO DNA

1.1Extracao de DNA pelo método de fenol cloroformio com
modificacoes (BASHIRUDDIN et al., 1999)

e Adicionar cloroférmio V/V e homogeneizar em vortex.

e Acrescentar 250ul de solucdo de precipitagdo protéica, homogeneizar em
vortex (metade do volume do cloroférmio).

e Centrifugar a 10.000 rpm por 10 minutos.

e Pipetar a fase aquosa para outro tubo de 2ml e acrescentar duas vezes o
volume pipetado de etanol absoluto resfriado. Incubar por 10 minutos em
gelo.

e Centrifugar a 13.000 rpm por 15 minutos. Aparecera um pellet, descartar o
sobrenadante.

e Lavar o sedimento com 300ul de etanol 70% resfriado.

e Centrifugar a 13.000 rpm por 5minutos. Descartar o sobrenadante. Repetir a
lavagem e centrifugagéao.

e Secar o pellet por 24 horas em temperatura ambiente.

e Ressuspender o pellet em 100 ul de agua ultra pura. Incubar a 55°C por 20
minutos.

e Verificar a concentracao do DNA e conservar a — 20°C.

1.1 Extracao de DNA pelo método de “salting out’ com modificacoes
(BIGNON & FERNANDEZ-VINA, 1997)

e Adicionar 100 ul de solugao saturada de NaCl 6M e homogeneizar em vortex.

e Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos.
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Pipetar o sobrenadante para outro tubo de 2ml e acrescentar 1.000 ul de
etanol absoluto resfriado, inverter algumas vezes gentilmente com o tubo
fechado.

Centrifugar a 13.000 rpm por 2 minutos . Aparecera um pellet, descartar o
sobrenadante.

Lavar o sedimento com 1.000 ul de etanol 70% resfriado.

Centrifugar a 13.000 rpm por 5 minutos a 4°C. Descartar o sobrenadante.
Repetir a lavagem e centrifugagao.

Secar o pellet por 24 horas em temperatura ambiente.

Ressuspender o pellet em 100 ul de agua milliQ estéril. Incubar a 55°C por 20
minutos.

Verificar a concentragdo do DNA e conservar a — 20°C.
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3. REACAO DE AMPLIFICAGAO DOS EXONS 1, 2, 6,7, 8,9 E 10 DO GENE cyp2d15

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada utilizando-se os

componentes citados na TABELA 1em microtubos de 200pl.

TABELA 1 — REAGENTES UTILIZADOS PARA REAGCAO DE AMPLIFICAGAO

Reagentes Volume/Quantidade
DNA molde 60ng
Tampéao Taq 10X 2,5ul
MgCl, (50mM) 0,75ul
dATP (10mM) 0,5ul
dGTP (10mM) 0,5ul
dCTP (10mM) 0,5ul
dTTP (10mM) 0,5ul
Primer OR_U (10uM) 1,0ul
Primer OR_U (10uM) 1,0ul
Enzima Taq polimerase 0,25yl
Agua (18,2MQcm) q.s.p. 254l

Os microtubos preparados com os reagentes foram submetidos as condicdes
apresentadas na TABELA 2 (no termociclador Eppendorf MasterCycler Gradient).

TABELA 2 — CONDICOES DE CICLAGEM UTILIZADAS NA PCR
N°'DE CICLOS TEMPERATURA TEMPO

1 ciclo 96°C 1 minutos
96°C 15 segundos

35 ciclos 58°C 15 segundos
60°C 2 minutos

1 ciclo 4°C 0
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4. PURIFICACAO DAS AMOSTRAS DOS EXONS DO GENE cyp2d15
AMPLIFICADOS

Antes de prosseguir com a reagdo de seqlenciamento é necessario purificar os
produtos de PCR, pois a presengca de nucleotideos livres e oligonucleotideos
iniciadores residuais comprometem a analise do seqlenciamento.

Os produtos de PCR obtidos foram purificados através do método enzimatico
utilizando as enzimas Exonuclease | (EXO 1) e Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) da
USB Corporation®. Esse método consiste na atividade nuclease da EXO | em degradar
oligonucleotideos fita simples (primers) e na atividade da SAP de desfosforilar
nucleotideos trifosfatos (dNTPs) ndo incorporados durante a reacdao de PCR. Essas
enzimas tém atividade 6tima na temperatura de 37°C e sdo desnaturadas a temperatura
superior a 65°C por um tempo de 15 minutos.

Os reagentes foram utilizados nas concentracdes presentes na TABELA 3 e
submetidos as condi¢cdes de ciclagem presentes na TABELA 4 no termociclador
Eppendorf Mastercycler Gradient.

TABELA 3 - REAGENTES UTILIZADOS NA ETAPA DE PURIFICACAO

Reag_;entes Volume/Quantidade
Produto de PCR 10l

EXO I (10U/ul) 0,6,0ul

SAP (1U/ul) 2,0ul

TABELA 4 - CONDICOES DE CICLAGEM UTILIZADAS NA ETAPA DE PURIFICACAO
N° DE CICLOS TEMPERATURA TEMPO
1 ciclo 37°C 45 minutos
1 ciclo 80°C 15 minutos
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5. SEQUENCIAMENTO, PRECIPITACAO E DESNATURACAO DAS AMOSTRAS
DOS EXONS DO GENE cyp2d15 AMPLIFICADOS

Apo6s a purificagao dos produtos de PCR, essas foram sequienciadas com o “kit
BigDye 3.1 Terminator’ (Applied Biosystems), conforme o protocolo da TABELA 5.

TABELA 5 - REAGENTES UTILIZADOS NA REAGAO DE SEQUENCIAMENTO

Reagentes Volume/Quantidade
Terminator Ready Mix 1ul

Produto de PCR purificado 4yl

Primers especifico (U ou L) 1,6 pmol

Save Money 0,5 ul

Agua (18,2MQcm) g.s.p. 10yl

Os microtubos preparados com os reagentes foram submetidos as condigbes de

ciclagem descritas na TABELA 6 (no termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient).

TABELA 6 - CONDICOES DE CICLAGEM UTILIZADAS NAS REACOES DE SEQUENCIAMENTO DOS
EXONS DO GENE cyp2d15
N DECICLOS TEMPERATURA  TEMPO

1 ciclo 96°C 1 minuto
96°C 15 segundos

35 ciclos 58°C 15 segundos
60°C 2 minutos

1 ciclo 4°C 0

Posteriormente, as amostras foram precipitadas com acetato de aménia 7,5M e
etanol 96% para obtencdo dos diversos fragmentos amplificados e retirada dos
iniciadores, terminadores fluorescentes e outras impurezas. O produto purificado foi
ressuspendido em 15ul de formamida e desnaturado a 96°C por 8 minutos no
termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient, seguido por choque térmico em freezer
-80°C por 40 segundos. Por fim, os fragmentos foram analisados em seqienciador
automatico ABI-3130 Applied Biosystems, polimero POP7 e capilar de 80cm. Os dados
obtidos foram coletados pelo programa SeqScape (fornecido pela Applied Biosystems)

para analise posterior.
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