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Resumo

Os caes tém sua importancia descrita desde muitos séculos atras a partir da domesti-
cacao de um ancestral comum com o lobo, onde passaram a acompanhar os seres humanos
em diversas regides no periodo paleolitico. Partindo disso, deu-se inicio ao processo de
domesticacao e ao cruzamento selecionando individuos com caracteristicas de interesse
para o ser humano, o que resultou em novas ragas e na diversidade de caes que temos
atualmente. Esses cruzamentos trouxeram, no entanto, doencas genéticas que acometem
0s cdaes por diversos fatores, podendo gerar consequéncias a longo prazo. A pelagem merle,
por exemplo, confere uma pelagem com cor diluida e de grande interesse para
criadores. Porém, o gene responsavel por essa caracteristica (PMEL) também esta
relacionado a problemas oculares e oftalmolégicos. O objetivo deste trabalho foi
descrever os efeitos dogene PMEL em céaes pastores devido a grande importancia desse
gene para essas racas, abordando desde a pelagem canina até os efeitos auditivos e
oculares secundarios. Tevetambém o objetivo de servir como auxilio para criadores de
caes que buscam conhecer melhor sobre o assunto abordado. Apesar da grande
importancia desse tema para a so- ciedade e para os criadores de cées, poucos estudos
foram encontrados relacionando a pelagem merle a problemas oculares e auditivos. Foi
mostrada a importancia de se saber as consequéncias que tais cruzamentos poderiam
trazer, além dos beneficios que sdo gerados quando esses cruzamentos sao realizados da
maneira correta. Soube-se também quais sao os testes realizados para descoberta do
genotipo Merle em caes e que ha laboratériosqualificados para a realizacdo do teste tanto
no Brasil, como no exterior.

Palavras-chave: Caes. Domesticagcdo. Genes. Pelo animal . Aconselhamento gené-
tico.



Abstract

Dogs have their importance described many centuries ago from the domestication
of a common ancestor with the wolf, where they started to accompany humans in different
regions in the Paleolithic period. Based on this, the process of domestication and matting
by select of individuals with characteristics of interest to humans began, which resulted
in new breeds and the diversity of dogs that we currently have. These mating, however,
caused genetic diseases that affect dogs due to several factors, which can have long-term
consequences. The merle coat, for example, gives a coat with a diluted color and have great
interest of breeders. However, the gene responsible for this characteristic (PMEL) is also
related to ocular and ophthalmological problems. The objective of this work was to describe
the effects of the PMEL gene in sheepdogs due to the great importance of this gene for
these breeds, approaching from the canine coat to the secondary auditory and ocular effects.
It also had the objective of serving as an aid to dog breeders who seek to know better about
the subject addressed. Despite the great importance of this issue for society and for dog
breeders, few studies were found relating the merle coat to ocular and auditory problems. It
was shown the importance of knowing the consequences that such crosses could bring, in
addition to the benefits that are generated when these crosses are performed correctly. It
was also known which tests are carried out to discover the Merle genotype in dogs and that
there are qualified laboratories for carrying out the test both in Brazil and abroad.

Keywords: Dogs; Domestication; Genes; Animal fur; Genetic counseling



Listadeilustracbes

Figural — Cé&o Border Collie com pelagem Merle



Listade tabelas
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1 Introducéo

A domesticacdo dos cées teve grande importancia para o ser humano e a maior
parte da selecdo das caracteristicas vieram a partir das necessidades do homem, tais como:
seguranca, pastoreio, caca ou mesmo companhia [1]. Acredita-se que os caes surgiram
a partir de um ancestral comum com lobos cinzentos holéarticos (Canis lupus) no periodo
paleolitico [2]. Ja no periodo neolitico, vieram os cédes, que, além da companhia, eram
bons cacadores e comecaram a ser utilizados para esta finalidade [3]. Esse processo
de domesticacao é definido por Price, 1984, [4] como a selecdo de tracos desejados por
humanos, fatores de selecdo natural como fome e predacéo e a prépria selecdo em cativeiro.
Por fim, a juncéo de domesticacdo e selecédo desses animais resultaram nas diversas racas
de caes gue existem atualmente.

Com o surgimento de novas racas a partir de cruzamentos preferenciais entre
individuos aparentados, conhecido como cruzamento endogamico, foram surgindo também
novas doencas. Esses cruzamentos geram um aumento da homozigose nos genes em geral,
0 gue, consequentemente, pode aumentar a frequéncia de alelos recessivos deletérios,
gue tratam-se de alelos que podem causar doencas genéticas. O aumento da homozigose,
assim como o aumento da frequéncia de alelos recessivos deletérios, podem provocar uma
alteracdo na média de sobrevivéncia e reproducdo do animal devido a uma diminuicdo na
variabilidade genética do animal, conhecido como depresséo endogamica [5].

O padréo de pelagem Merle é definido como um padréo de cores irregulares, vindo
a partir do gene Pmel, em regides eumelanicas que sao diluidas de maneira irregular,
causando manchas tipicas intensamente pigmentadas. O padrdo Merle pode ser visto
principalmente em cées pastores, como Border Collie, Pastor Australiano e Pastor de
Shetland. Contudo, ndo se restringe apenas a essas racas, podendo aparecer também
em cées das racgas Cardigan Galés Corgi, Chihuahua, Cocker Spaniel americano, dentre
outros [6];[7]. A mutagdo no gene Pmel esta relacionada a inser¢cdo de um SINE (Short
Interspersed Nuclear Element ) identificado por Clark et al, 2006, [8] nas proximidades
do éxon 11 do gene Pmel. Esse SINE é um retrotransponson composto por sequéncias
repetitivas que, em condi¢cdes normais, apresenta uma sequéncia ligada a uma cauda
poli-A de comprimento variavel. Este padrdo é herdado de forma autossdbmica e dominante
incompleta, no qual a caracteristica dos dois alelos criam uma caracteristica
intermediaria,afetando ambos os sexos.

Esse padrdao, em cdes homozigotos para Merle, apresenta uma maior probabilidade
de desenvolver deficiéncia auditiva ou visual em comparac¢ao aos individuos ndo Merle
[9].A partir de todos os resultados de doengas que 0s cruzamentos poderiam causar,

foi visto a necessidade de implementar testes genéticos para Merle para que criadores
pudessem selecionar os animais adequados para uma reproducdo ndo prejudicial, gerando
descendentes saudaveis [9]. Relacionando a Merle, a producdo de descendentes sauda-
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veis é realizada através da selecao de caes portadores (que possuem o alelo M) para a
reprodugdo com outros que ndo sejam merle (homozigotos recessivos “mm”), impedindo a

descendéncia do conhecido Duplo Merle, responséavel pelas doengas causadas [10].
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho possui o objetivo de descrever os efeitos do gene PMEL
emcées pastores devido a grande importancia desse gene para essas ragas, abordando
desdea pelagem canina até os efeitos auditivos e oculares secundarios. Possui também o
objetivo de servir como auxilio para criadores de cdes que buscam conhecer melhor sobre o
assunto abordado. Especificamente, 0 presente estudo tem como obijetivos:

Objetivos especificos

Abordar informacdes sobre o gene PMEL que da as caracteristicas de Merle ao
cao pastor; bem como mencionar sobre testes existentes e onde séo realizados sejam
noBrasil e no exterior; informar como selecionar os individuos para a reproducao para
gerar proles saudaveis e servir como apoio para conhecer melhor sobre o assunto para o
publico interessado.
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3 METODOLOGIA

No presente trabalho foi realizada a busca por artigos bibliograficos através de
plataformas como Google académico, Pubmed e livros, utilizando termos como Merle, dog
Merle, pelagem, genética. Foi também realizada a busca em sites como Genética Canina,
gue trata-se de um site de divulgacao cientifica de doengas genéticas e também céaes.
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4 A origem daespécie Canis familiaris e a sua domesticacao

Darwin (1860), [11] acreditava que os cédes tinham sua descendéncia a partir de
cruzamentos entre espécies distintas. Vila et al, 1997 [12] acreditava que os caes eram
descendentes dos lobos. Em meados do século XVIII, acreditava-se que cada raca de
cao tinha surgido de maneira separada [13]. Foram muitos os estudos realizados, que iam
desde estudos dos comportamentos ao uso da biologia molecular, para chegar a concluséo,
que, definitivamente, o lobo e o cdo possuem um ancestral comum, tendo apenas 0,2% de
diferenca no DNA entre eles [14]. O cdo doméstico (Canis familiaris) teve origem,
portanto, a partir de um ancestral comum com o lobo cinzento holartico (Canis lupus).
Contudo, ha apossibilidade desse ancestral comum, o “proto-cao”, ter caracteristicas bem
proximas do cdo doméstico, ndo sendo um animal cacador como os lobos, o que facilitou
essa domesticacéo [15].

A domesticacao canina é datada segundo Carvalho (2008), [16] entre 10 a 19 mil
anos atras, através da aproximacéo desse ancestral comum em locais onde residiam os
humanos, por ser ali que 0s mesmos encontravam restos alimentares para se
manterem. Sendo assim, como os humanos, eles ficaram também sendo residentes em
determinados locais. Savolainen et. al, 2002 [17], analisando o DNA mitocondrial de
caes, concluiu que eles foram domesticados uma Unica vez, sendo essa domesticacao
ocorrida no leste da Asia. Essa alegacio foi contestada, pois um estudo realizado por
Boyko et al, 2019, [18] com cdaes de rua africanos de aldeias e lugares como Namibia,
Egito e Uganda, deduziu que era muito simplista a hipétese de o cdo ter um udnico
processo de domesticacdo. Além desse estudo, vonHoldt et.al, 2010,[19] concluiu que
lobos do leste Asiatico e do Oriente Proximo contribuiram com o DNA para as racgas de
caes domésticos modernos que vemosatualmente.

Para Price (1997), [20], ha trés fatores importantes para a domesticacéo, e esses
incluem: a fome e a predacéo; a selegdo de tragos escolhidos pelo homem; e a selegcao
em cativeiro, 0 que gera a adaptacdo. Ja Helmer (1992), [21] define a domesticagdo
como um controle da populagdo animal que vai desde a selegcdo artificial, onde se
seleciona caracteristicas particulares, até mesmo a supressdo da selecdo natural,
tornando o animaltotalmente dependente do homem.

Os caes tiveram sua importancia definida ainda no periodo paleolitico, que remete a
caca, onde era utilizado para a defesa de mulheres, guarda de carcacas, além de servir
de alimento e vestimenta. Para Dias (2019) [22], a aproxima¢do dos humanos com os
“proto-cées” diminuiu a susceptibilidade a falta de alimento e a protegédo contra
possiveisataques e competicdo com outros predadores.

A domesticacdo resultou em diversos tipos de ragas, onde estas séo
classificadasem diversos grupos de acordo com suas caracteristicas ou funcdes, que
vao desde os
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cdes mais primitivos como Basenji, Chow Chow, até caes de racas européias. Dentro desse
grupo encontram-se os caes pastores, formados por Border Collie (figura 1), Pastor Belga,
Borzoi [22].

Figura 1 — Céo Border Collie com pelagem Merle

~

AN

Cé&o Border Collie com pelagem merle. Arquivo pessoal de Natalie Costardi

Engel (2018),[23] relata que os cées, apos domesticados, foram utilizados em diver-
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sos locais como o extremo norte da Groenlandia e da América para puxar trends, dentre
outras fung¢des. Contudo, sua utilidade ndo parou por ai. O cédo pastor € utilizado ainda hoje
para realizar diversos papéis, sendo estes: a funcao de cédo policial, de guarda, de pastoreio
e a de companhia. O céo de pastoreio, possui a funcado de mover o rebanho de um local
para outro; e os de guarda protegem contra ataques de predadores [15].

Ja no que remete a guarda, essa abrange diversos aspectos, pois o cdo pode auxiliar
tanto em fazendas, como no auxilio a pessoas com algum tipo de deficiéncia. Além
disso, este também é utilizado por autoridades para desempenhar algumas funcdes, sendo
estas: patrulha e deteccdo. O cdo de patrulha é utilizado como um meio de causar
impacto, seja moral ou como um agente direto, uma vez que o animal é também visto
como uma arma, sendo de total responsabilidade do condutor o que vier a ocorrer com 0
animal durante o percurso [24]. Além disso, o cao é utilizado também para conducédo de
presos, em abordagens policiais, captura de suspeitos, dentre diversas outras funcodes,
inclusive, fora do campo visual de seu condutor, 0 que exige um treinamento adequado
[25].

O cao de deteccao é utilizado para auxiliar na procura de explosivos, pessoas,
narcoéticos, dentre outros. Assim como no pastoreio, a capacidade olfativa do cao também
€ explorada, além do seu instinto de caca, que é potencializada pela natureza agressiva
do animal e pela sua habilidade de olfato. O cdo, segundo Broom (2007), [26], tem em
sua capacidade olfativa a maneira de como achar e direcionar movimentos de qualquer
individuo a partir de uma amostra aromatica que a ele for apresentada, pois, este possui
cerca de 200 a 300 milhdes de receptores olfativos em sua cavidade nasal.
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5 O melhoramento genético e a origem das racas

O cruzamento entre animais selecionados pelo ser humano, segundo Bertipaglia
(2014), [1], é realizado desde muitos séculos em busca de aperfeicoamento de caracteristi-
cas de ragas para que pudessem ter um melhor desempenho. Dentre essas caracteristicas
encontram-se a busca pela melhoria em: temperamento, pelagem, morfologia, estrutura,
bem como diversas outras melhorias que podem ser alcancadas.

Os cdes sao divididos em grupos, onde cada grupo possui caracteristicas
especificas,sendo o céo pastor dividido ja no grupo 1, onde séo definidos por serem velozes,
resistentes, etc. Cada cruzamento, segundo Bertipaglia (2014), [1], possui um fundamento a
ser seguido. Para cada um, escolhe-se um critério de selecdo. Os caes de estrutura, por
exemplo, séo definidos e selecionados por pelagem, movimentacdo em pista e morfologia.

A selecdo do padrao de cores em cées é muito influenciada pela genética. As cores
da pelagem séo definidas através de diversos locos que definem varios padrbes, como é o
caso do padrdo de pelagem Merle [27]. A variacdo de cor de pelagem ocorre
naturalmente, mas a necessidade por novas cores e padrbes de pelagem surgiram
diretamente pelo interesse humano, o que vem a representar uma das primeiras formas
de selecao artificial[28]. Também era de interesse de geneticistas o estudo de fendtipos de
cor de pelagem, por serem de amplo interesse publico e por serem de facil identificacao
[27].

A raridade e a novidade no padréo de cores € bem valorizada pelo publico e padrbes
incomuns de coloracao da pelagem podem gerar valor aquisitivo maior aos animais em
relacdo aos considerados comuns. Porém, ha organizacfes que registram os individuos
com parametros especificos para cada raca que podem ndo reconhecer oficialmente esses
padrbes raros. Além disso, ha genes envolvidos nha pigmentacdo de cdes que podem vir
acausar alteracdes que vado desde neurologicas, até mesmo auditivas. Sendo assim, ha
uma preocupacdo consideravel no que tange ao interesse econdmico e ético de
determinadosfendtipos [27].

Os cruzamentos para a sele¢cdo de caracteristicas de interesse podem ocorrer entre
individuos aparentados e nao aparentados. Os cruzamentos entre individuos aparentados é
chamado de cruzamento endogamico ou consanguineo. Esse tipo de cruzamento, segundo
Bessa (2013), [29] reduz significativamente o nimero de individuos heterozigotos, o que
pode aumentar a incidéncia de doencas que se manifestam em individuos com homozigose

recessiva.
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6 A genéticada pelagem em caes

A coloracéo da pelagem canina foi definida pela primeira vez pela geneticista Cla-
rence Litle (1957) [30], como ocorrendo por combina¢cdes de diversos genes, onde alguns
possuem efeitos maiores do que outros. Clarence definiu ainda as nhomenclaturas cuja
maioria € utilizada até os dias atuais, onde: A era como agouti, B como a coloracao
preta,C era Chinchila, D era a diluicdo, E era a extenséo, G era a coloragao cinza (gray),
M representa o Merle, S era manchado (spotting) e T era manchas ou focos de cor em
formato de V em areas brancas (ticking).

A coloracdo de pelagem é definida por apenas dois pigmentos, sendo estes:
eume-lanina e feomelanina. A eumelanina é responsavel por gerar pigmentos nas cores
pretas, chocolate, marrom e cinza e a feomelanina traz o pigmento em tons de bronze,
dourado,creme e todos os tons de vermelho, sendo que a falta de ambas da ao animal a
coloragaobranca [30].

O pigmento de coloragado surge a partir do processo de melanogénese , onde é
regulada por uma via de sinalizacéo intracelular que encontra-se dentro do foliculo
piloso.Dentro dessa via encontram-se trés genes principais, que sao: beta-defensina 103
canina, receptor de melanocortina e proteina sinalizadora de agouti, que sao
responsaveis por modular a sintese de eumelanina e feomelanina. O processo se da a
partir da tirosinase, que € responsavel pela catalisacdo de duas reacdes da
melanogénese, que ocorre dentrodos melanossomos. Apds a reacao da tirosinase, da-se
origem atirosina e dela surgem aeumelanina e a feomelanina [31].

De forma resumida (Tabela 1), os genes séo classificados como produtores da cor
base da pelagem (extensao, agouti e preto dominante), da intensidade de pigmento (inten-
sidade e saturacdo), de diluicdo de cor (diluicdo, marrom, arlequim, tweed, acinzentamento
progressivo) ou relacionado a marcas brancas (spotting, ticking e roan, dalmata, albinismo
e himalaia).

O l6cus E ou de extensao, por exemplo, refere-se ao gene MC1R (Micropthalmia
associated Transcription Factor Gene) [32], responsavel pela concentracdo de feomelanina,
que gera a cor amarelada e avermelhada. O animal quando possui o gene dominante,
carrega a eumelanina com distribuicdo uniforme. J& 0 que possui 0 gene em homozigose
recessiva fica direcionado a receber pigmentacdo em areas como unhas, nariz e seu pélo
traz a coloragcdo amarelada [33].

O lécus A ou agouti € composto pelo gene ASIP (Agouti Signaling Protein) [34].
Este gene facilita a diversidade de fenétipos através de isoformas ASIP alternativas, isto €,
cada isoforma € caracterizada por um promotor Unico [35]. A isoforma promotora ventral é
encontrada na superficie ventral do corpo, enquanto que a isopromotora do ciclo capilar é
expressa apenas em alguns ciclos capilar, o que produz cabelo de pigmento claro e escuro
em formato de faixas atrds do dorso [36]; [35].
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H4, atualmente, 5 padrbes de pelagem ASIP no cdo doméstico, sendo elas:
dorso preto, sela preta, agouti (AG), amarelo sombreado e amarelo dominante, sendo
classificada em ordem crescente de dominancia [35].

A agouti é conhecida como sable lobo, que é caracterizada por conferir uma barriga
clara com padréo de bandas dorsal de feomelanina e eumelanina da haste a base da ponta
do cabelo. Este padrao é encontrado em cédes da raca Schnauzer e Pastor Aleméao [37];
[38]. Ja caes conhecidos como caes de sela e dorso preto, possuem esse nome por terem
a pigmentacédo preta em sua pelagem. Enquanto que em outros caes ocorre a distribuicdo
do pigmento amarelo, que se estende até os membros e o peitoral [39]. A coloracédo de
pelagem amarela é resultado da alta expressdo do gene ASIP em todo o ventre do
dorsodo animal, sendo distribuida de maneira uniforme. Esta encontra-se associada ao
alelo amarelo dominante, que varia de creme palido a vermelho escuro [40]. Outro
fendtipo é opreto recessivo, que € resultante de duas coépias do alelo ASIP recessivo.
Esta variante érara, e confere a coloracdo preta a cdes de racas de pastoreio como
Pastor Australiano, Pastor Aleméao e Pastor de Shetland [27].

O lécus K é responsavel pela regulacdao da coloracdo preta na pelagem animal
[41]. Esse l6cus é de troca de pigmento que é controlado por CBD103, onde codifica
umaproteina secretada que se liga ao receptor de MC1R através de ASIP [41] ; [38].
Esse locus € representado pelos alelos k¥ , k® e K B, onde a coloragéo de eumelanina sélida,
ou seja, a cor azul, preta, marrom ou cinza, é representada pelo alelo K°[37]. Ja o alelo
kB éresponsavel por conferir a coloracao tigrada ao animal. Essa coloragdo consiste em
tonsvariados de eumelanina e feomelanina [37]; [38].

O lécus B é controlado por uma proteina chamada de “proteina 1” que é relacionada
a tirosinase. As variantes da tirosinase 1 ndo possuem efeito sobre a sintese de
feomelanina, mas interrompem a producdo de eumelanina. Ha trés alelos recessivos da
tirosinase, que sdo responsaveis pela diluigdo do pigmento que vai do preto para o
marrom.[27].

O lécus D é de diluicdo que é controlado pelo gene da melanofilia [42];[43]. Esse
I6cus é responséavel pela diluicdo das cores, afetando sua intensidade através de alteracdo
na melanina, como a cor preta que é diluida em azul ou cinza e a cor marrom que é
diluidaem bege ou marrom [44]. O l6cus D possui o alelo D como dominante e trés
recessivos que sdo chamados de variantes, sendo vista em ragas de cdes como:
Doberman Pinscher,Pastor Australiano, Pinscher alemao, dentre outros [45].

O lécus M, conhecido como coloragdo de Merle, € um padréo de pelagem com
manchas irregulares de eumelanina em um fundo pigmentado normalmente, onde as
regides com pelagem de cor de feomelanina ndo séo afetadas pelo fenotipo. Os cées que
possuem base vermelha e amarela, s&o menos aparentes, podendo possuir poucas ou
nenhuma mancha [37]. Esse locus é representado pelos alelos ‘M’ e ‘m’, onde o alelo M
indica a presenca da variante em qualquer maneira e o alelo m indica uma coloracéo de
pelagem normal. Além disso, h4 ainda, outros sete alelos Merle, que sdo, m, Mc, Mc+,
Ma,
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Ma+, M e Mh [9]. H& os merles criticos, que sdo os de tamanhos menores de insergéo
[8]. Esses merles ndo afetaram o padrdo de pelagem, agindo como alelos n&o- merle, o
gue pode explicar cdes nao merles sendo capazes de gerar descendentes merle. Ja o
merle atipico possui uma coloracdo incomum de pelagem, que € chamada de
manchada, enquanto o merle classico possui um grau leve de irregularidade de diluicdo.
Enquanto que os fenétipos Tweed e Arlequim sdo categorizados como uma subcategoria
de Merle [27].

Os cédes com pelagem Arlequim, representada pelo mH, possuem pelagem com
regides de eumelanina diluida em cor branca, indo em oposi¢cao ao cinza-azulado, onde
ha areas de eumelanina regular, s6 em quem tamanhos maiores quando comparadas
aofendtipo merle sem a variante Arlequim [46].

A outra variante é a Tweed, que é a determinacéo da intensidade do pigmento de
eumelanina na pelagem [47], onde a limitag&do de pigmentagéo € bem mais definida e suave.
Além disso, ndo afeta a cor de pelagem, assim como a variante Arlequim [27].

Tabela 1. Resumo dos locos conhecidos para cor de pelagem em cées. Adaptado de
[27]

Tabela 1 —textbfResumo dos locos conhecidos para cor de pelagem em cées.

Cor base da pelagem

Loco/caracteristica Gene Doenca associada
Extensdo (E) MC1R Nao conhecida
Agouti (A) ASIP N&do conhecida
Preto dominante (K) CBD103 Ndo conhecida

Pigmento de Intensidade
Loco/caracteristica Gene Doenca associada
Intensidade (1) MFSD12 Ndo conhecida
Saturacdo de pigmentacdo KITLG Predisposicdo a carcinoma

Diluicdo

Loco/caracteristica Gene Doenca associada
Diluicdo MLPH Predisposicdo a alopécia
Marrom (Brown - B) TYRP1 N&o conhecida
Cocoa HPS3 N&o conhecida
Merle (M) PMEL Anormalidades oculares, auditivas e de desenvolvimento
Harlequim (H) PSMB7 Letal para o embrido com alelos em homozigose
Tweed (Twt) N&o conhecido Ndo conhecida

Ndo conhecido

Ndo conhecida

Marcas brancas

Loco/caracteristica Gene Doenca associada
Spotting (S) MITF ligada ao aumento da prevaléncia de surdez neurossensorial cong
Ticking and Roan (T) USH2A N&o conhecida

Possivelmente
USH2A

Albinismo SLC45A2 N&o conhecida
Albinismo OCA2 Anormalidades oculares, predisposicdo a tumores de pele
Himalaia TYR N3do conhecida
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H& uma grande relacdo no que se remete aos genes de padrbes de coloragcado e
doencas. Como, por exemplo, o gene de diluicdo MLPH, que causa uma predisposicdo a alo-
pécia no cdo. Outro exemplo é a saturacdo da pigmentagdo, que causa uma predisposicao
a carcinoma (tabela 1). Contudo, o foco principal deste trabalho remete-se ao gene relacio-

nado a pelagem merle, que gera também anormalidades auditivas, de desenvolvimento e
oculares.



25

7 Opadréo de pelagem Merle

O gene Pmel trata-se de um gene de pigmentacdo que em caes, sendo o alelo M
gue é responsavel por codificar a distribuicao aleatéria da coloracdo na pelagem, levando-os
para a area de diluicdo do pigmento junto com areas de melaninas normais [8], além da
alteracdo de cor de nariz e olhos [7].

Os cées domésticos apresentam um padréao de pigmentacao que é denominado de
Merle, onde este apresenta duas caracteristicas, que sdo: manchas aleatérias totalmente
pigmentadas na pelagem e uma cor diluida e leve como base [48]. H& quatro tipos de fenoti-
pos possiveis para caes Merle, que sdao: classico, critico, atipico, arlequim e o
mosaicismo[49].

A intensidade do padrdo merle tem sua determinacdo através do comprimento da
cauda poli (A), por um elemento repetitivo, chamado de SINE, que foi inserido entre o limite
do intron 10, que é uma sequéncia de DNA que nédo é traduzida e transcrita, e do éxon,
queé traduzido em proteina PMEL17.

O fendtipo Merle classico apresenta uma diluicdo mais escura e intensa, bem como,
completa. J4 o Merle critico apresenta um menor comprimento de cauda poli (T) onde ndo
ocorre diluicdo de sua pelagem. Isso se da pela a cauda ser menor, 0 que hao permite
que haja splicing alternativo como ocorre em outras situacdes. Sendo assim, caes merle
criticos e diluidos ndo apresentam uma diluicdo completa ou podem nao apresentar diluicdo
nenhuma. O fendtipo Merle arlequim apresenta um maior comprimento da cauda poli (T)
gue é responsavel pela coloracdo que Ihes confere, ou seja, ocorre a producédo anormal de
proteina que afeta os melandcitos, que sdo responsaveis pela coloracédo da pelagem [48].

A cauda poli (A) se manifesta como um microssatélite, isto €, como unidades de
repeticdo de pares de bases DNA. Devido ao deslizamento de replicacdo, sdo gerados
alelos mais curtos ou mais longos durante o processo de divisao celular. Essa cauda faz
a regulacdo de emendas de éxons, onde em caudas mais curtas, a remog¢ao do intron
10 ocorre de maneira normal em seu splicing original. Ou seja, ocorre normalmente a
producdo de um mRNA maduro. J&4 caudas maiores tendem a gerar inser¢cdes mais
longas, onde ocorre a deslocacdo de um splicing do seu local original para um local de
splicing critico, o que codifica uma proteina PMEL anormal que torna-se incapaz de
produzir a matriz fibrilar normal dos eumelanossomos, responsavel pela producdo de
eumelanina. A partir dessa ndo producdo € que ocorre a formacdo desfalcada da
coloragao escura. Portanto, quantomais longa a cauda poli (A), mais clara é a intensidade
da cor, e quanto mais curta a cauda, mais escura torna-se a coloracgéo [10] .

O produto do gene PMEL trata-se de uma proteina especifica de pigmentos que
éresponsavel pela formacéo de folhas fibrilares onde a melanina pode ser polimerizada,
ouseja, transformada em uma macromolécula. A insercdo Merle-Sine ocorre por meio de
uma duplicagdo do sitio alvo de 15 pb, que encontra-se nas extremidades apenas da 5’ do
éexon
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11, que contém o sitio que aceita o splicing original, que € o formador de coloragdo normal.
Ja na diregao 3’-5’, as partes seguintes sdo as que compde o corpo e cabega do SINE, que
possuem uma curta repeticdo de dinucleotideo, um sitio que aceita a emenda critica e uma
sequéncia de poli (T) que complementa a cauda poli (A), onde essa estrutura refere-se ao
normal do SINE [10].

Wessler (2006)[50], define os elementos transponiveis como sequéncias de DNA
que se movimentam de um local para o outro dentro do genoma e que fazem a
duplicacdo no decorrer do processo. Estes sao classificados de duas maneiras [51] e
podem ser chamados de autbnomos ou ndo autdbnomos, onde 0s primeiros possuem 0s
genes pararealizar a transposicdo, ou seja, a troca de um local para o outro e 0s
segundos sao dependentes (transposons que utilizam o DNA). Os retrotranposons
fazem o0 uso do RNAe sédo subdivididos em retrotransposons com LTRs, que sdo os que
possuem longas repeticbes terminais e que se assemelham ao retrovirus e os
retrotransposons sem as longas repeticdes terminais, que sdo os SINEs e os LINES
[52].

Os retrotransposons com longas repeticdes terminais (LTRs), sdo elementos pa-
recidos com o0s retrovirus. Estes possuem repetices longas de nucleotideos em suas
extremidades 5 e 3’, onde essas repetigdes flanqueiam, ou seja, cercam a regido
centralque possui trés mddulos abertos de leitura, que sdo conhecidos como ORFs [53].
Ja os retrotransposons sem longas repeticdes terminais possuem uma diferenca entre si,
que éa de ter nos LINES, que sao elementos intercalares longos, ou ndo presente nos
SINEs, que sdo elementos curtos, a enzima transcriptase reversa. Esses elementos tém
ORFs que codificam enzimas necessarias para a realizacao da transposicao.

SINE é definido como sequéncia repetitiva dispersa curta, que é uma proteina
ndo autbnoma, ou seja, € dependente dos LINEs para realizar a transposi¢do. Além do
genoma humano, o genoma de outros mamiferos também apresenta sequéncias do tipo
SINE emgrande frequéncia [54].

O SINE quando inserido em regides ricas em genes pode causar uma grande influén-
cia no que tange a expressao génica, uma vez que o mesmao possa vir a alterar o splicing
do RNA mensageiro (MRNA) e para que ocorra tais mudancgas, sdo necessarias diversas
mutacdes. Caso ocorra, o SINE fica totalmente exonizado no sitio, ou seja, fica
desligado, fazendo com que este ndo seja emendado com outras sequéncias seguintes,
sendo direta- mente incluso na emenda de RNA mensageiro. Essa exozinagéo é feita
constantemente por mecanismos comuns dos SINEs [10].

O splicing, ou processo de maturacdo, trata-se de um mecanismo regulador de
expressao padrao do merle, que varia de acordo com o comprimento da cauda poli (A).
Existem dois outros elementos estruturais principais, que sao: o BPS, que é um ponto de
ramificacdo e o PPT que encontra-se entre 0 OSAS e 0 BPS. O BPS quando é esticado além
do seu comprimento normal, faz com que a maquinaria de emenda use locais alternativos
criticos para que seja feita a clivagem. A sequéncia poli(T) que foi feita pela insercdo inversa
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do merle-SINE passa a realizar entdo o papel de PPT no splicing, o que aumenta a distancia
entre 0 OSAS e o BPS. J4 o corpo do merle-SINE possui uma sequéncia de cSAS,
onde esta torna-se funcional por ter a sequéncia poli(T) empurrada. Sendo assim, a
maquinaria do splicing comegca a utlizar o cSAS de maneira dependente do
comprimento, onde a clivagem passa a acontecer e faz com que a parte 3' do merle-
SINE seja exonizada, ou seja, a mesma € traduzida como parte do éxon 11. Portanto,
guanto maior o comprimentoda sequéncia poli (T), mais frequentemente sera usado o
CSAS para a clivagem, o que resulta em proteinas da PMEL anormais totais ou
parcialmente. Com o constante uso docSAS ocorre uma maior redugdo da matriz das
fibrilas nos eumelanossomos, que resulta em cores mais diluidas nos animais que
sofrem com essa mutagao [10].
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8 Efeitos auditivos e oculares em cdes com genétipo Merle

A surdez hereditaria é resultado de uma mutagdo que ocorreu no gene que é
ligado ao processo de audicdo. A surdez hereditaria congénita em caes pode estar
associada também a um dos dois genes que séo responsaveis pela pigmentacdo que da
a coloracdobranca ou clara da pele do animal e da pelagem, que pode ser merle ou
malhado. Cées que carregam o alelo dominante possuem a coloracdo branca, enquanto
gue 0s recessivos possuem trés tipos, sendo estes: malhado, malhado extremo e
irlandesa. Isso ocorre pelofato do locus S possuir 3 alelos recessivos. O animal que
possuir o alelo recessivo pode possuir a surdez hereditaria congénita, sendo que essa
prevaléncia pode variar de acordocom a raca e pode chegar a 30% quando falamos de
surdez bilateral combinada e unilateral [7].

Segundo Langevin et al, 2018, [9], 54,6% dos cdes com o0 gendtipo MM para Merle
e 36,8% dos cdes Mm também apresentavam disfuncdo auditiva na raca Dachshunds
variando de surdez leve a severa. Além disso, em outros estudos, segundo Klinckmann et al,
1987 [55], os resultados apontaram que merles e “duplos merles” (homozigotos dominantes),
apresentavam frequéncias significativamente maiores de anormalidades oculares, incluindo
aumento da pressao intraocular e olhos ametroficos, que € a falta de nitidez da imagem na
retina, ou seja, quando o cao vé de forma dificultosa e embacada.

Ja outro, realizado dessa vez com cées da raca Border Collies, apontou que
existiuuma prevaléncia de 2,8% de surdez em 2.303 filhotes analisados. Partindo disso,
foi vistaa correlacdo da pigmentacdo merle com a surdez, mas hada que comprovasse
de fato adistribuicdo de merles homo e heterozigotos, uma vez que 0s animais nao foram
genotipadospara esse alelo [9].

As malformacdes oculares séo resultados de alteracées durante o desenvolvimento,
sendo elas hereditarias ou ndo. Onde estas seguem do nascimento até o momento de
abertura dos olhos em caes e gatos, ou até 6 ou 8 semanas apo6s 0 nascimento [56]. Essas
malformagfes podem se apresentar de forma bi ou unilateral, onde um globo ocular pode
variar de tamanho menor para apenas vestigial [57], podendo ocorrer de forma induzida por
fatores teratogénicos durante o periodo de gestacdo ou até mesmo de maneira espontanea
[58]. Esses agentes podem ser mutagdes genéticas, agentes infecciosos, toxinas, dentre
outros [59].

Essas malformacdes sdo mais vistas em cédes do que em outras espécies de animais
domésticos [60], e isso pode se dar pela consanguinidade entre os pais, tendo em vista
gue a probabilidade das malformacdes serem por mutacdo genética € maior do que por
outros fatores [61].

A microftalmia é caracterizada pela diminuicdo de um ou dois bulbos oculares,
podendo ser afuncionais, que é quando as outras estruturas oculares ndo estdo em pleno
funcionamento [62]. Esta pode ocorrer tanto na fase inicial de desenvolvimento, quanto numa
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fase final, como por exemplo: por defeitos na dimenséo da vesicula éptica ou por defeito
no encerramento [63]. Quando ocorre por alteragbes precoces durante o
desenvolvimento, esta pode vir com outros tipos como Disgenesia do Segmento Anterior
[61], e na Anomaliado Olho do Collie e a Disgenesia Ocular de Merle [64].

O coloboma é caracterizado pela auséncia da fissura embrionaria, podendo envolver
qualquer estrutura ocular, sendo: a iris, retina, corpo ciliar, coideia, nervo éptico [65]. Existem
dois tipos, sendo eles: tipico e atipico. O coloboma tipico se forma por uma finalizacdo
nafissura Optica do embrido, e a atipica que se da pela falta de inducao de um tecido por
outro, apresentando outra localizacdo [58]. No coloboma da iris € que se apresenta a
Disgenesia Ocular de Merle [66], onde esta é caracterizada pelo desenvolvimento
incompleto da iris [57].

A disgenesia ocular trata-se de uma malformacéo dos olhos, onde cdes com o gene
Merle podem desenvolver microcérnea, que é a cérnea menor que O normal.
Microftalmia, que é o olho menor que o normal. Além disso, podem desenvolver problemas
como: defeitos de retina, anormalidades de iris, anomalias de lentes, dentre outros.
Embora seja rara a ocorréncia dessas anomalias, ela se sobressai quando comparada a
cdes gue nao possuem esse padréo de pelagem [67].



30
9 Testes genéticos para adeteccédo de Merle

Desenvolvido em 2018, o teste genético para Merle pode ser aplicado para confirmar
animais visivelmente com fenétipo Merle, mas é recomendado, principalmente, para animais
gue ndo apresentam coloracao visivel, uma vez que ha o animal com o genétipo merle que
ndo apresenta o padrédo de pelagem visivel [68].

A realizacdo do exame se d& por uma pequena amostra de sangue recolhida da
pata ou da ponta da orelha do animal, onde é colocada em um pedaco de FTA ou em um
tubo de EDTA que deve ser refrigerado até a hora do envio para conservacao da amostra
[69]. Além do exame de DNA, ha também o exame de BAER que consiste na identificacdo
de caracteristicas de surdez e o de CERF que serve para identificar problemas oculares,
ambos presentes em cées duplo merle.

Geralmente, o protocolo do exame é de propriedade intelectual dos laboratérios
enao ha kit comercial disponivel atualmente. Em geral, os exames genéticos para Merle
identificam apenas se ha a insercdo do SINE no gene PMEL. Onde existem diversas
técnicas para deteccao desses alelos, sendo as técnicas de sequenciamento de Sanger e a
de NGS mais eficazes.

Desenvolvida por Kary Mullis no ano de 1983 [70], a PCR surgiu por um processo no
gual o DNA poderia ser multiplicado por meio de ciclos repetidos de duplicacdo, onde essa
reacao seria catalisada pela DNA polimerase. A PCR ocorre pela amplificacdo exponencial
de uma quantidade reduzida de DNA de um determinado conjunto celular, onde faz-
sea sintese de um DNA artificial através do processo em cadeia que € uma imitacdo da
replicacdo do DNA. Essa reacdo ocorre em trés fases, sendo elas: a desnaturacao que
éfeita por meio do calor, a fase de anelamento e a fase de extensao [71].

A fase de desnaturacao inicia-se pela separacdo da dupla fita de DNA, onde esta
ocorre pela elevagdo da temperatura que varia de 90 a 95 graus, formando-as em duas
fitas simples [72]. A fase de melting, ou de anelamento, remete-se a hibridagdo dos primers,
onde é adicionado o par destes, fazendo a recombinacdo com as duas cadeias de DNA
que foram separadas. Esse par se junta a sequéncia complementar do DNA e indica a
ponta inicial e a ponta final da cépia nova do DNA que sera feita na etapa posterior [73]. A
fase final € a de extensdo, onde ocorre a ligagdo da DNA-polimerase com o0s
nucleotideos,fazendo o complemento das fitas simples e as transformando em duplas. Com
a sequéncia complementar que foi identificada na etapa de anelamento, a DNA-
polimerase consegue diferenciar as extremidades dos primers, onde se inicia a reagao
pela extremidade 3’, complementa a fita simples e segue na direcdo do fragmento
procurado [72].

A PCR tem seu papel importante, pois um pequeno fragmento pode ser multiplicado
milhdes de vezes e esta tem ajudado no diagndéstico de diversas doencgas, além de auxiliar
em diversas areas da medicina. A PCR em tempo real permite ainda, a partir de sondas,
identificar pequenas mutagdes
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O método de sequenciamento de Sanger ou dideoxi foi criado por Fred Sanger,
um cientista alem&o em 1977 que foi premiado duas vezes com o prémio Nobel [74].
Este método foi o Unico a ser utilizado por trés décadas seguidas [75], e embora tenha
feito muito sucesso, a necessidade de sequenciadores com um menor custo, maior
eficiénciae rapidez estava por vir. Os primeiros sequenciamentos com essa tecnologia
possuiam um numero pequeno de sequéncias que tinham o tamanho de até mil bases,
onde a etapa de processamento levava de semanas até meses para ficar pronta.
Contudo, a técnica foi aperfeicoada a ponto de ter-se equipamentos automatizados que
geravam sequéncias 24 horas por dia. Com isso, grandes centros de genomas
passaram a adquirir essas maquinas, 0 que trouxe, mais uma vez, a necessidade de
criar novos algoritmos com sequéncias que variavam de 35 a 1000 bases de
comprimento [76]. O sequenciamento de Sanger é feito a partir de uma cadeia de DNA
simples, onde ocorre a desnaturacdo da molécula, que serve de molde para gerar a
outra metade que complementa a dupla hélice [77]. Essa técnica serve para identificar o
ultimo nucleotideo que fica incorporado na extremidade do alongamento da cadeia, onde
deve carregar uma marca fluorescente quepermite visualiza-lo durante a analise [78].

Em 2005, o Genome Analyze surgiu e trouxe com ele execuc¢des de sequenciamento
maiores do que o sequenciamento de Sanger produziria, surgindo, entdo, o sequenciamento
de nova geracdo [79] . O NGS ocorre por meio de pirosequenciamento, que é a detecc¢ao
de pirofosfato que € liberado no decorrer da incorporacdo de desoxinucleotideo a
cadeia, ao contrario do que ocorreria no sequenciamento de Sanger, que utilizaria a
terminacdo de DNA com dideoxy e permite que uma grande quantidade de fragmentos
sejam sequenciadosao mesmo tempo [80].

No Brasil, ha cerca de 3 laboratérios que realizam o exame de DNA de Merle,
enquanto que no exterior, ha cerca de 10 laboratérios certificados. Atualmente, em um
laborat6rio fora do pais, hd um tipo de exame mais detalhado sobre o merle, provavelmente
realizado a partir de sequenciamento de nova geracdo. Este teste identifica sete tipos
genéticos no que remete ao Gene M, além dos genes M e M ja reconhecidos. No
resultado é possivel obter cerca de 28 resultados, onde o resultado de combinacdo de
cor é que determina a coloragdo da pelagem do céo [68].
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10 Aconselhamento Genético paraareproducédo de cdes com Merle

O aconselhamento genético refere-se a um esclarecimento de ordem genética,
onde ocorre a prevencao de genotipos que sao responsaveis por defeitos congénitos ou
enfermidades, que é feito através da identificacdo de desordens que sejam capazes de
trazer alteragdes [81].

Para criadores, antes de realizar o aconselhamento, é necessario saber se tal
doencaencontrada no animal, tem, realmente, origem genética. Além disso, deve haver
diversas evidéncias vindas de um médico veterinario de que ha mesmo a possibilidade
da doencaser genética [82].

Ha& diversos padrdes de heranca genética, que vao desde heranca autossémica
re-cessiva até ligada ao cromossomo [83]. Esses tipos de doencas em animais estédo, cada
vez mais, sendo reconhecidas como tendo um componente genético. Estas doencas
possuem influéncias de diversos fatores, que inclui também, condicGes ambientais,
envolvendo pelomenos dois ou muitos genes [84].

Sendo assim, é aconselhado a realizacao de testes genéticos para se compreender
melhor sobre determinada doenca. Ha diversos tipos de testes, onde estes sao feitos
baseados em fendtipos, mutacdo e marcador vinculado. Além disso, os testes genéticos
podem ser utilizados também para saber se o0 animal possui as caracteristicas
desejadaspara gque este passe para geracoes futuras [84].

Nos casos em gque seja comprovado que é de ordem genética, como € o caso do
padrao de pelagem Merle, o ideal é explicar como esta doenca é passada de geracao
para geracdo para melhor compreenséao [83]. Sendo assim, o papel do aconselhamento
genético é orientar o criador a continuar sua producao da melhor maneira possivel. Fazé-lo
compreender que sua raca € importante auxilia na diversidade genética, uma vez que nao
sesabe por completo a funcdo de cada parte de DNA no genoma, onde, com a diminuigao
dadiversidade genética, pode vir a ocorrer a perda de um alelo desejado ou o aumento de
um alelo ndo desejado [85]. Além disso, para o criador é importante saber as consequéncias
de cada cruzamento, pois é a partir dai que se escolhe o cdo para se obter as
caracteristicas desejadas [86]; bem como, deve-se saber sobre os pardmetros que
cercam a criacdo desejada, como o tempo de gestacdo, quando ocorre o primeiro cio da
genitora, dentre outros [87].

Para cdes Merle (heterozigotos) é aconselhado que se realize o cruzamento com ani-
mais saudaveis ndo-merles, onde se originam animais 50% com pelagem merle e saudaveis
e 50% animais com uma pelagem sdlida, isto é, uma pelagem lisa. Contudo, o cruzamento
entre dois merles “saudaveis” (heterozigotos) pode dar origem a 25% de descendentes que
séo duplo merle e podem ter problemas oculares e auditivos [88]. Além disso, o aconselha-
mento serve de parametro quando falamos de valorizacdo e valor aquisitivo. Uma vez que
este animal € bem visto e sua pelagem traz consigo uma super valoriza¢do, o que aumenta
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seu valor quando falamos em vendas.
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11 Concluséo

Conclui-se que o todo o processo que gerou a grande variedade de racas de
caes também foi responsavel por trazer doencas e dificuldades para algumas delas. A
pelagem Merle, mais comum em cées pastores, também esté relacionada a problemas
oculares e auditivos em animais geralmente com alelos em homozigose para o gene
Pmel. Apesarda grande importancia desse tema para a sociedade e para os criadores de
caes, poucos estudos foram encontrados relacionando a pelagem merle a problemas
oculares e auditivos. Foi mostrada a importancia de se saber as consequéncias que tais
cruzamentos poderiam trazer, além dos beneficios que sdo gerados quando esses
cruzamentos sdo realizados da maneira correta. Soube-se também quais sao o0s
testes realizados para descoberta do genétipo Merle em caes e que ha laboratérios
gualificados para a realizacdo do teste tanto no Brasil, como no exterior.

Em suma, o presente trabalho abordou pontos importantes e que sao relevantes
guando falamos em gerar descendentes saudaveis, bem como, entender e saber como

funciona a coloracdo da pelagem, especialmente em caes Merle.
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Glossario

Alelo - formas alternativas, gerados por mutacfes, de um mesmo gene.

Alelo dominante - aqueles que, mesmo em dose simples, conseguem manifestar-se.

Alelo recessivo - aquele que s6 se expressa em pares.

Alelos recessivos deletérios - alelos que causam doencgas genéticas

Cromossomo - estruturas que abrigam o material genético dentro da célula

Domesticacao - Tornar ou ficar habituado ao convivio com o ser humano.

Gene - segmentos de acido desoxirribonucleico (DNA) que contém o codigo
parauma proteina especifica que funciona em um ou mais tipos de células no
organismo.

Endogamia - cruzamento entre parentes

Fenotipo - manifestacao visivel ou detectavel de um

genadtipo.Gendtipo - composicao genética de um individuo

Heterozigoto - individuos com alelos para determinada caracteristica que sao dife-
rentes

Homozigoto - individuo que possui dois alelos iguais para aguele

carater.Merle - padrdo de pelagem em céaes

Predacéo - relacdo ambiental desarmdnica

Proto-cdo - antecessor ao cao ho processo de domesticacao

Raca - categoria das espécies de seres vivos

SINE - elemento transponivel, sendo uma sequéncia repetitiva curta.
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