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INTRODUÇÃO
Sabe-se, atualmente, que polimorfismos em genes envolvidos com a absorção, metabolismo ou eliminação dos diversos fármacos influenciam na resposta terapêutica do paciente 
de diferentes maneiras. Portanto, é de interesse médico veterinário que testes de genotipagem para a identificação de polimorfismos nestes genes sejam desenvolvidos, de modo a 
escolher o melhor tratamento (fármaco e doses) em diferentes casos. Dentre eles, os genes MDR1 (do inglês, Multidrug Resistance 1, ou também chamado ABCB1) e CBR1 (do inglês, 
Carbonyl Reductase 1) mostraram evidências de sua importância em pesquisas em farmacogenética realizadas na espécie canina e humana. Na literatura há um grande número 
de relatos de neurotoxicidade após a terapia com o fármaco ivermectina, principalmente em cães da raça Collie, portadores de uma deleção de quatro pares de base no gene MDR1, 
em homozigose (Neff et al., 2004; Baars et al., 2008; Gramer et al., 2011). Localizado no cromossomo 14 de canídeos, o gene MDR1 é responsável pela codificação da Glicoproteína P 
(Pgp). A Pgp é responsável pelo transporte de diversas classes de fármacos em tecidos como intestino delgado, fígado, rins, barreira hematoencefálica, barreira testicular e placenta, 
limitando a absorção e promovendo a eliminação destas. Do mesmo modo, o gene CBR1 é responsável pela formação da carbonil redutase 1, importante na metabolização de 
substratos farmacológicos relevantes como o anticâncer doxirubicina. Estudos realizados no gene CBR1 em humanos associaram a presença de dois polimorfismos com um risco 
aumentado para cardiotoxicidade induzida por antraciclinas (Bains et al., 2009). Posteriormente, estudos realizados na espécie canina também sugerem a participação de variantes 
da enzima CBR1 como causa da cardiotoxicidade apresentada por cães após a terapia anticancer com antraciclinas, visto que polimorfismos também vêm sendo descritos no gene 
CBR1 canino (Cheng et al., 2012). Mediante a necessidade de se identificar biomarcadores com relevância clínica para a farmacogenética, é de fundamental importância que sejam 
desenvolvidos métodos de genotipagem eficientes, rápidos, de baixo custo e que sejam aplicáveis à rotina médica. A partir da implantação da terapia personalizada, tanto em 
humanos como em animais, será possível predizer a resposta diferenciada a um determinado fármaco de acordo com o perfil genético individual e, deste modo, poder selecionar o 
fármaco e a dose mais adequados para cada indivíduo e assim prevenir a ocorrência de reações adversas e falhas terapêuticas

OBJETIVO
Este projeto tem o objetivo de desenvolver e padronizar metodologias de genotipagem de polimorfismos presentes nos genes MDR1 e CBR1 de cães, assim como, de 
identificar e descrever os polimorfismos encontrados em amostras de DNA de cães.

METODOLOGIA
A extração de DNA de amostras biológicas de cães foi realizada com a utilização do kit comercial DNAeasy Blood & Tissue (Qiagen, CA), segundo instruções 
do fabricante. Para o estudo de biomarcadores de interesse em farmacogenética, analisamos inicialmente o éxon 4 do gene MDR1, buscando identificar 
uma deleção de quatro pares de bases (pb) em amostras de DNA canino por meio da técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) utilizando 
oligonucleotídeos alelo-específicos (ASO, do inglês allele-specific oligonuleotide). Seguindo o mesmo desenho experimental de Baars e colaboradores 
(2008), uma PCR utilizando os oligonucleotídeos PgpA (senso), PgpB (senso alelo específico) e PgpD (reverso) foi realizada para a amplificação específica 
do alelo selvagem e uma segunda PCR utilizando os oligonucleotídeos PgpA (senso), PgpC (senso alelo específico) e PgpD (reverso) foi realizada para 
a amplificação específica do alelo mutante (com deleção de 4 pb). Para o estudo adicional do gene MDR foram analisados os éxons 6, 9 e 26 visando a 
identificação de polimorfismos já descritos na espécie canina. O gene CBR1 foi o segundo alvo de estudo, entretanto, por apresentar apenas três éxons, a 
análise incluiu toda a sequência codificadora. O desenho experimental iniciou com o desenho de oligonucleotídeos para a amplificação por meio da PCR 
dos éxons descritos acima, assim como de regiões de limite íntron-éxon. O desenho dos oligonucleotídeos para a amplificação das sequências dos genes 
MDR1 e CBR1 foi realizado com a utilização de ferramentas de bioinformática no laboratório de Genética da Universidade Federal do Estado do Rio de 
Janeiro (UNIRIO). As sequências gênicas utilizadas neste estudo foram selecionadas a partir dos bancos de dados disponíveis gratuitamente em endereços 
eletrônicos (on line), tais como “National Center for Biotechnology Information” (NCBI), “University of California, Santa Cruz” (UCSC Genome Browser) 
e “The European Bioinformatics Institute”, parte do “European Molecular Biology Laboratory” (ENSEMBL). Após a seleção das sequências consenso, o 
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desenho de oligonucleotideos espécie-específicos (para amplificação das sequências de DNA de cães) foi realizado seguindo alguns princípios básicos, 
quando possível: (a) temperaturas de anelamento dos oligonucleotídeos em torno de 56ºC até 65 graus Celsius; (b) tamanho entre 20-26 nucleotídeos; 
(c) a existência de poucas sequências repetitivas ou a ausência delas; (d) valores percentuais próximos das bases nitrogenadas Citosina e Guanina (C-G) 
em relação a Timina e Adenina (T-A); e (e) a presença de pelo menos uma Citosina ou Guanina na extremidade 3’ do oligonucleotídeo. Visando prever 
o desempenho dos oligonucleotídeos desenhados e, desta forma, evitar a amplificação de sequências inespecíficas, foram utilizadas ferramentas de 
pesquisa de regiões de similaridade entre sequências, tais como “BLAST – Basic Local Alignment Search Tool ” e a ferramenta de PCR in silico (UCSC 
Genome Browser). Os oligonucleotídeos que demonstraram evidências de amplificações específicas foram enviados para síntese. O protocolo de todos os 
ensaios foram realizados inicialmente considerando-se um volume final total de 20 μL, contendo 5 μL do DNA extraído de amostras biológicas de cães 
(~100ng de DNA); 2 μL de tampão de reação 10x (Composição do tampão: 200 mM Tris HCl (pH 8.4), 500 mM KCl – Invitrogen Carlsbad, CA); 2 μL de 
dNTP’s (2 mM – Invitrogen, Carlsbad, CA); 0,6 μL de MgCl2 (concentração a 50 mM – Invitrogen, Carlsbad, CA); 1 μL de cada um dos oligonucleotídeos 
(concentração a 20 pmol – IDT - Integrated DNA Technologies); 0,25 μL de enzima Taq DNA Polimerase (5U/μL – Invitrogen, Carlsbad, CA); completando 
o volume com água deionizada estéril. Todas as amplificações foram realizadas em um termociclador Mastercycler Gradient® 96 poços (Eppendorf, AG, 
Germany) nas seguintes condições: um ciclo inicial de desnaturação a 95ºC por 5 min, seguido de 35 ciclos de 3 etapas cada, uma de desnaturação à 95ºC 
por 1 min, uma de anelamento, com gradiente de temperatura de 56ºC à 65ºC por 1 min e 15 segundos, uma de extensão à 72ºC por 1 min, com uma etapa 
de extensão final de 72ºC por 7 min. Após a reação, 5 μL dos produtos gerados pela PCR foram visualizados em géis de agarose a 1,5% em tampão TAE 1X, 
para verificação da amplificação do fragmento alvo. Para a visualização dos amplicons, o GelRedTM (Biotium) foi utilizado como corante intercalante de 
DNA. Para a identificação da deleção de 4 pb do éxon 4 do gene MDR1 era esperada a visualização de bandas de 326 pb utilizando os primers PgpA, PgpC 
e PgpD; e para a identificação do alelo selvagem eram esperadas bandas de 326 pb utilizando os primers PgpA, PgpB e PgpD. Além disso, uma banda de 
483 pb (ou 479 pb, em indivíduos portadores da deleção de 4pb) era esperada em todos os produtos de PCR, visto que representa um controle interno, 
confirmando a amplificação da sequência alvo. Os demais produtos de PCR, amplificados com cada par de oligonucleotídeos desenhados para este estudo, 
foram avaliados quanto à especificidade considerando a análise do resultado dos gradientes de temperatura, possibilitando a escolha da temperatura de 
anelamento mais adequada.

RESULTADOS
O estudo da deleção de 4pb no gene MDR1 foi realizado em amostras de DNA de 12 cães. Considerando a análise dos produtos de PCR com a utilização de um 
gradiente de temperatura foi possível selecionar a mesma temperatura de anelamento (61ºC) para a identificação de ambos alelos, mutante e selvagem, diferindo 
das temperaturas utilizadas por Baars e colaboradores (2008), os quais utilizaram 61ºC para a identificação do alelo mutante e 57ºC para o selvagem. A vantagem 
desta padronização é a possibilidade de realização de ambas PCRs em um mesmo termociclador, ao mesmo tempo, conseguindo com maior rapidez os resultados 
da genotipagem, identificando os indivíduos homozigotos portadores da deleção, os homozigotos selvagens e os heterozigotos por meio de um único experimento. 
Entretanto, nenhum portador do alelo mutante foi identificado. Confirmando estes resultados, todas as amostras apresentaram resultados positivos para o alelo 
selvagem, revelando o genótipo homozigoto selvagem em todos os cães estudados. Estes achados poderiam ser justificados pela raça dos cães analisados. A grande 
maioria dos animais estudados era sem raça definida e este polimorfismo se apresenta com maior frequência em cães de raça como Collie (NEFF e colaboradores, 
2004), mais raramente encontrados na população de cães do Rio de Janeiro. Portanto, um maior número de cães deverá ser analisado, para que seja possível identificar 
cães portadores deste alelo mutante do gene MDR1. A análise dos produtos de PCR resultado da amplificação dos éxons 6, 9 e 26 do gene MDR1 e dos três éxons do 
gene CBR1, também com a utilização de um gradiente de temperatura, possibilitou confirmar a eficiência e a especificidade dos oligonucleotídeos desenhados em 
cinco dos seis ensaios realizados, assim como, selecionar a temperatura de anelamento mais adequada para a amplificação destas cinco sequências alvo, visando a 
prevenção de amplificações inespecíficas de sequências não-alvo.

CONCLUSÃO
A estratégia experimental elaborada para este projeto se mostrou bastante promissora para a identificação de biomarcadores para a pesquisa em farmacogenética na 
espécie canina, visto que o desenho de oligonucleotídeos para posterior PCR, com a utilização de ferramentas de bioinformática, revelou resultados satisfatórios na 
maioria dos ensaios realizados. Inicialmente, o sequenciamento de DNA será, sem dúvida, essencial para a identificação de variantes frequentes e posterior seleção dos 
biomarcadores de importância clínica. Porém, a metodologia de genotipagem em larga escala utilizando a PCR-ASO demonstrou ser um método também bastante 
eficiente, com a vantagem de ser menos laboriosa e de custo menos elevado que o sequenciamento de DNA. Portanto, as próximas etapas deste projeto incluirão o 
sequenciamento dos amplicons gerados para a identificação de variantes frequentes em algumas amostras de DNA da espécie canina e, posteriormente, o desenho de 
oligonucleotídeos alelo-específicos para a genotipagem em larga escala de polimorfismos nos genes MDR1 e CBR1 utilizando a técnica de PCR-ASO. 
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