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Resumo
DETECAO DA MUTACAO DO GENE MDR1 EM CAES DE RACAS
PORTUGUESAS COM APTIDAO PARA O PASTOREIO

Uma delecg&o de 4 pares de bases no gene MDR1, mais recentemente referido como
gene ABCB1, leva a formacé&o de coddes stop que fazem com que a sintese da glicoproteina-
P (gp-P) termine precocemente. A gp-P é uma proteina transportadora de efluxo de grande
importancia, sendo expressa principalmente na barreira hematoencefélica, no figado e nos
intestinos, bem como em alguns tumores. Consequentemente, os caes portadores de pelo
menos um alelo mutado, apresentam alteracdes no metabolismo de certos farmacos e uma
maior suscetibilidade a toxicidade dos mesmos.

Esta mutacao foi detetada em varias racas em diferentes paises, sendo a maioria delas
ragas pastoras, como Collie e Pastor Australiano, mas também Whippet de pelo comprido e
alguns cédes de racas cruzadas. Até a data, segundo o0 nosso conhecimento, apenas se
realizou um estudo em cdes de ragas pastoras portuguesas, onde se detetaram alguns
gendtipos heterozigéticos em cées da ragca Barbado da Terceira. No entanto, ainda
permanece por averiguar a presenca desta mutagao noutras racas pastoras portuguesas. Por
esta razao, o principal objetivo deste estudo foi avaliar a presenca da mutacdo MDR1 em cées
de raga Rafeiro do Alentejo.

As amostras de saliva para extracdo de DNA foram obtidas através de zaragatoas
orais realizadas aos animais incluidos no estudo. O processamento da amostra incluiu a
realizacdo de PCR e sequenciacdo de DNA.

Para avaliar se houve evidéncia da ocorréncia de efeitos adversos que possam ser
associados a administracdo de substratos da gp-P, foi enviado aos detentores um
questionario que visava obter informacdo que levasse a identificacdo da ocorréncia da
mutacao.

A amostra populacional incluiu 42 cées da raca Rafeiro do Alentejo, 3 da raca Barbado
da Terceira, 10 da raca Pastor Australiano, 4 da raca Pastor Alem&o, 1 da raca Pastor de
Shetland e 1 da raca Bobtail. Os resultados obtidos indicaram que todos os animais
apresentavam genétipo wild-type, com exce¢do de um cdo da raca Pastor Australiano que
apresentava genotipo heterozigotico.

Os resultados obtidos neste estudo n&o evidenciam a presenca da mutacdo do gene
MDR1 na raga Rafeiro do Alentejo, 0 que € positivo para os seus criadores, que assim podem
reproduzir os animais sem restricdes, mas também para os médicos veterinarios que poderéo

utilizar com maior confianca os farmacos substratos da gp-P.

Palavras-chave: Gene MDR1; Gene ABCB1; Mutacédo; Portugal; Rafeiro do Alentejo.
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Abstract
DETECTION OF THE MDR1 GENE MUTATION IN PORTUGUESE HERDING
DOGS

A 4-base pair deletion in the ATP-binding cassette subfamily B member 1 (ABCB1)
gene, also known as the multidrug resistance gene (MDR1), results in stop codons that
prematurely terminate the synthesis of P-glycoprotein (gp-P), a critical efflux transporter
expressed mainly in the blood-brain barrier, liver and intestines, as well as in some tumors. As
a result, dogs carrying the mutation exhibit impaired drug metabolism and heightened
susceptibility to drug toxicity.

This mutation has been detected in several breeds in different countries, being most of
them herding breeds, like Collie and Australian Shepherd but also Longhaired Whippet and
some mixed breed dogs. To our knowledge, only one study was conducted on Portuguese
herding breed dogs and this study found some heterozygote genotypes in Barbado da Terceira
dogs. However, there’s still some information lacking regarding this mutation in other
Portuguese herding breed dogs. For this reason, the main objective of this study was to assess
the presence of the MDR1 mutation in Rafeiro do Alentejo.

Saliva samples for DNA extraction were obtained through oral swabs taken from the
animals included in the study. Sample processing included PCR and DNA sequencing.

To assess whether there was evidence of adverse effects that could be associated with
the administration of gp-P substrates, a survey was sent to the owners with the aim of obtaining
information that would lead to the identification of the occurrence of the mutation.

The population sample included 42 Rafeiro do Alentejo, 3 Barbado da Terceira, 10
Australian Shepherd, 4 German Shepherd, 1 Shetland Shepherd and 1 Bobtail. The results
showed that all the animals had a wild-type genotype, apart from one Australian Shepherd
which had a heterozygous genotype.

The results obtained in this study do not show the presence of the MDR1 gene mutation
in Rafeiro do Alentejo, which is positive for its breeders, who can then breed the animals
without restrictions, but also for veterinarians who will be able to use gp-P substrate drugs with

greater confidence.

Keywords: MDR1 gene; ABCB1 gene; Mutation; Portugal; Rafeiro do Alentejo.
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I. Relatério de estagio
Hospital Escolar Veterinario da FMV-ULisboa

No ambito do Mestrado Integrado em Medicina Veterindria, realizei 0 meu estagio
curricular no Hospital Escolar Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de Lisboa (HEV-FMV), na area de animais de companhia, de 5 de setembro de
2022 a 3 de marco de 2023, sob a orientacao da Professora Doutora Berta Sao Braz e do Dr.
Gongalo Vicente. O meu horério era rotativo e permitiu-me passar pelos servigcos de
Oncologia, Ecografia, Unidade de Isolamento e Contencéo Bioldgica (UICB), Cirurgia, Perda
de Peso, Exéticos, Oftalmologia, Medicina Interna, Dermatologia e Medicina Geral,
perfazendo um total de 790 horas. Neste valor final, estdo também contemplados dois turnos

noturnos de 12 horas (Grafico 1).

Grafico 1. Distribuicdo das horas passadas em cada servico do HEV-FMV

Oncologia 81
Ecografia 67
uICB 63
Cirurgia 161

Perda de Peso 17
Exoéticos 10

Oftalmologia 51
Medicina Interna 147
Dermatologia 20
Medicina Geral 149
Noites 24

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Horas

No servico de Oncologia, sob a coordenagcdo do Dr. Gongalo Vicente, assisti a
consultas de referéncia, seguimento e eutanasia, pelo que pude observar as diferentes fases
da evolucdo clinica de um paciente oncoldgico. Ajudei na realizagcéo de alguns procedimentos,
tais como colheita de amostras sanguineas, toracocenteses, puncdes aspirativas de agulha
fina (PAAF), medicBes de massas e/ou linfonodos e ainda pude participar na realizacédo de
algumas quimioterapias. Pude discutir e interpretar os resultados dos exames de diagnostico,
bem como as opc¢des terapéuticas. Nesta rotacao, aprendi que o estadiamento clinico e a
comunicacdao correta e cuidada com os detentores, sdo fundamentais.

No servico de Ecografia, assisti maioritariamente a ecografias abdominais e, em menor
namero, a ecografias toracicas, cardiacas, oculares e cervicais. A sua realizacdo foi sempre
acompanhada de uma descricdo dos achados ecograficos por parte do Dr. Rui Lemos

Ferreira, Dra. Ana lIsabel Filipe e Dra. Ana Margarida Lourenc¢o, permitindo-me assim

1



consolidar o meu conhecimento nesta area. Apos a sua realizacdo, ajudei na redacdo dos
respetivos relatorios, abordando assim os possiveis diagnosticos diferenciais. Nesta rotagéo,
pude ainda observar outros procedimentos, tais como a colocacao e lavagem de Bypasses
Ureterais Subcutaneos, colocacdo de um cateter venoso central, cistocenteses,
abdominocenteses e bidpsias ecoguiadas a varios 6rgaos.

A rotacao pela Unidade de Isolamento e Contencado Bioldgica (UICB) foi coordenada
pela Dra. Inés Cunha Machado e pelo Dr. Miguel Maximino. A UICB possui condi¢gfes proprias
para receber e gerir doencas infeciosas, tais como um ambiente controlado por presséo
negativa e a utilizacdo de equipamentos de protecdo individual no seu interior. Durante a
minha rotacao tive contacto com variadas doencas infeciosas, algumas delas zoonéticas e
pude realizar exames fisicos, proceder a colheita de amostras sanguineas e de urina,
colocacdo de cateteres intravenosos, célculo das taxas de fluidoterapia e administracdo de
medicamentos. Tive ainda a oportunidade de auxiliar um grupo de alunos do 3° ano, na
realizagdo do exame fisico ao paciente internado.

Durante a minha passagem pela Cirurgia, contei com o auxilio de uma vasta equipa
de cirurgides: Prof. Anténio Ferreira, Prof. Miguel Carreira, Prof.2 Lisa Mestrinho, Dra. Leonor
Iglésias, Dr. Miguel Ramos, Dra. Ana Reisinho, Dra. Rita Rosa, Dra. Joana Brilhante Martins
e Dra. Joana Chambel Coelho. Os dias comegavam sempre com a rece¢do dos pacientes,
preparacdo de todos os medicamentos do protocolo anestésico, administracdo da pré-
medicacao, preparacao das jaulas de internamento e colocagéo dos cateteres intravenosos.
Seguia-se a tricotomia e a assepsia da area a intervencionar e posterior inducdo anestésica.
A grande maioria dos pacientes necessitou de entubacéo, pelo que pude aperfeicoar a minha
técnica de realizacdo da mesma. Ja no bloco cirdrgico, se ndo desempenhasse a funcéo de
ajudante de cirurgido, ajudava no posicionamento do paciente e na preparagdo dos materiais
cirtrgicos. ApOs a cirurgia, realizava a monitorizacdo do paciente, garantindo que recuperava
da anestesia sem complicacfes. As cirurgias em que pude participar incluiram a cirurgia de
tecidos moles, ortopedia, laparoscopia, dentisteria e cirurgia maxilo-facial. Tive ainda a
oportunidade de guiar e ajudar varios alunos de 4° ano na preparacdo dos pacientes para a
cirurgia.

As consultas de Perda de Peso com a Dra. Mafalda Pires Goncgalves, foram
maioritariamente de seguimento. Aprendi a formular uma dieta ajustada a cada animal, com
base nas suas necessidades energéticas e no peso pretendido. Realizei também colheita de
amostras sanguineas e de urina, para despiste de doencas concomitantes, essencialmente
metabdlicas.

No servico de Exéticos, com a Dra. Ana Reisinho, pude praticar a contencdo e
aprender mais sobre algumas doencas de certos animais, como coelhos, petauros-do-agucar,

tartarugas, lagartos e aves.



Na Oftalmologia, sob a supervisdo da Prof.2 Esmeralda Delgado e da Dra. Ana Marta
Amorim, assisti tanto a consultas de primeira opinido, como de referéncia. Pude consolidar o
meu conhecimento sobre a realizacdo de um exame oftdlmico sistematico e pude ainda
acompanhar algumas cirurgias oftalmoldgicas e exames complementares de diagndstico,
como a eletrorretinografia.

No Servico de Medicina Interna de Referéncia (SMIR), participei em consultas de
referéncia e de seguimento de diversas areas, tais como endocrinologia, gastroenterologia,
nefrologia e afe¢des do trato respiratorio. A equipa era constituida pelo Prof. Rodolfo Oliveira
Leal, Dra. Joana Dias e Dr. Miguel Carvalho. O dia comecava com rondas sobre os pacientes
internados, onde discutiamos quais 0s passos seguintes para cada paciente. Nas consultas,
tive a oportunidade de recolher a anamnese, elaborar listas de problemas e de diagnésticos
diferenciais e pude ainda realizar exames fisicos, medi¢des de presséo arterial e venopuncao.
Pude ainda observar endoscopias digestivas altas e baixas, rinoscopias, broncoscopias,
cistoscopias e vaginoscopias. Por fim, ajudei na elaboracdo dos relatérios para os detentores
e participei na interpretacdo dos resultados dos exames complementares. Neste servigo
também tive a oportunidade de analisar e fazer a apresentacao critica de alguns artigos no
ambito do journal club do servico.

Nas consultas de Dermatologia com a Prof.2 Ana Mafalda Lourencgo, a semelhanca de
outras rotacdes, participei em consultas de primeira e segunda opinido. Pude praticar a
recolha da anamnese, o exame fisico e a colheita de amostras por fita cola, raspagem
superficial, raspagem profunda, zaragatoas auriculares e tricograma, bem como a posterior
visualizagdo microscopica e interpretagdo. Observei ainda algumas video-otoscopias.

O meu estagio terminou na Medicina Geral, onde tive 0 apoio de uma vastissima
equipa. As consultas eram variadas e maioritariamente de primeira opinido. Pratiquei a
recolha da anamnese, o exame fisico, colheita de amostras sanguineas e urinarias,
toracocenteses, elaboracéo de listas de problemas e de diagnésticos diferenciais, preparacao
e administracdo de medicamentos, verificacdo dos calendarios vacinais e interpretacéo de
radiografias. Participei igualmente na intervencdo de urgéncias, destacando atropelamentos,

traumatismos Vvarios e torgdes gastricas.

Queen’s Veterinary School Hospital, University of Cambridge

De seguida, realizei um estagio extracurricular no Queen’s Veterinary School Hospital
(QVSH), da Universidade de Cambridge, de 27 de marco a 23 de junho de 2023, sob a
supervisdo do Dr. Nick Bexfield. A semelhanca do estagio anterior, também aqui pude rodar
por vérios servicos do hospital de pequenos animais: Medicina Interna, Cardiologia,
Oncologia, Neurologia e Imagiologia. Realizei também duas semanas de noites, perfazendo
um total de 527 horas (Gréfico 2).



Gréfico 2. Distribuicdo das horas passadas em cada servico do QVSH

Medicina Interna 160
Cardiologia 72
Oncologia 50
Neurologia 80
Imagiologia 45

Noites 120

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
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No servigco de Medicina Interna, os dias comegavam sempre com rondas onde se
reviam os casos do dia anterior e se discutiam os resultados das analises. Em certos dias,
também se realizava o journal club. As consultas eram previamente distribuidas pelos
médicos e alunos, permitindo assim uma melhor preparacéo e seguimento dos casos. Pude
realizar a recolha de anamnese, o exame fisico, a recolha de amostras e a discussdo de
diagnésticos diferenciais. Contei com o apoio de uma vasta equipa constituida pelo Dr. Nick
Bexfield, Dra. Katie McCallum, Dra. Barbara Skelly, Dr. Andre Kortum, Dr. Armando Sanchez-
Lara, Dr. Tom Butler, Dr. Oliver Russell, Dr. Arran Smith e Dra. Giulia Cattaneo. Esta rotacédo
foi muito importante para treinar e melhorar a minha comunicagdo, quer com os detentores
dos animais, quer com o resto da equipa.

A rotacdo em Cardiologia consistiu maioritariamente na observacdo de muitas
ecocardiografias e posterior discussao de diagndsticos diferenciais e tratamentos. Observei a
colocagcdo de alguns Holter e pude aprofundar 0s meus conhecimentos sobre
eletrocardiograma. Fui supervisionado pelo Dr. José Novo Matos, Dra. Catheryn Partington,
Dr. Joédo Escalda e Dra. Larissa Gardner.

Durante a minha passagem por Oncologia, pude acompanhar a evolugcdo de uma
grande variedade de tumores. De manha, realizavam-se as consultas e as sessbes de
quimioterapia com o Dr. Pietro Loddo, Dra. Alison Hayes, Dr. Petros Odatzoglou, Dr. Ryan
Soussa e Dr. Thomas Kearns. A tarde, sob a orientacdo da Dra. Jane Dobson e do Dr. Richard
Elders, tive o privilégio de ajudar em muitas radioterapias, algo que nunca tinha observado.

As consultas de Neurologia procederam-se da mesma forma ja descrita em Medicina

Interna. Aqui, com o apoio do Dr. Paul Freeman, Dra. Lisa Alves, Dra. Susana Monforte, Dra.



Ana Martinez Loro e Dr. Sam Khan, aprendi a realizar um exame neurolégico sistematico e a
neurolocalizar as lesdes. Assisti ainda a uma hemilaminectomia de urgéncia.

Em Imagiologia, observei e ajudei em varias radiografias, ecografias, tomografias
computorizadas e ressonancias magnéticas. A casuistica era bastante diversa e o dia
comecava sempre com a visualizacdo das imagens do dia anterior, a explicacdo detalhada e

discusséo dos casos por parte da Dra. Marie-Aude Genain e Dra. Bethany Guy.

Outras Atividades
Este trabalho serd apresentado num evento organizado pela ACRA, com nome ainda

por definir, em fevereiro de 2025.



Il. Detecdo da mutacdo MDR1 em cdaes de racas portuguesas com aptidado para

0 pastoreio

1. Introducéo

A glicoproteina-P (gp-P) é uma proteina transportadora dependente de ATP,
codificada pelo gene de resisténcia a mdultiplos farmacos MDR1, também referido como
ABCB1, que transporta uma grande variedade de compostos, incluindo farmacos
frequentemente utilizados na medicina veterindria, para fora da célula contra o gradiente de
concentracdo (Nelson and Cox 2021). A influéncia da gp-P na farmacocinética dos farmacos
foi demonstrada em cées de racga Collie e em outras racas de cdes pastores, uma vez que
foram relatadas intoxicacdes graves em resposta ao tratamento com o farmaco antiparasitario
ivermectina e outras avermectinas numa subpopulacdo destas racas.

No inicio da década de 1980, foi identificada uma delecéo de 4 pares de bases no
gene MDR1 canino responsavel pelo fenétipo de sensibilidade a ivermectina observado em
cdes de raca Collie (Mealey et al. 2001), e mais tarde em muitas outras racas de caes de
pastoreio (ex. Pastor Australiano, Pastor de Shetland, Bobtail, Border Collie, Pastor Inglés e
Pastor Alemao) mas também em cées de raca cruzada (Neff et al. 2004). Nestas racas, 0s
clinicos devem ter cuidado com o uso de medicamentos que contenham farmacos que sejam
substratos da gp-P. No entanto, a andlise genética pode revelar o genétipo MDR1 do paciente,
permitindo assim a escolha do medicamento mais adequado para aquele paciente.

Até aos dias de hoje, foi realizado apenas um estudo em racas de caes portugueses
— Céo de Serra de Aires e Barbado da Terceira — para detetar esta mutagao genética, tendo
sido identificados cées heterozigoticos [MDR1 (+/-)] na segunda raca (Barroso et al. 2022).
Considerando este resultado e o facto de o Rafeiro do Alentejo ser uma raga pastora com
bastante representatividade em Portugal, considerou-se interessante testar animais desta

raga para avaliar uma possivel ocorréncia da mutacgao.

2. Reviséo Bibliografica
2.1 A origem do Rafeiro do Alentejo
Com a implementacéo da agricultura e da pecuaria na sociedade, 0 Homem encontrou
no cao uma ajuda essencial ndo s6 na protecao dos rebanhos, mas também na sua conducao.
Aqueles cées cuja funcao consiste na conducéo de rebanhos sédo designados de “caes
de pastor”, enquanto o termo “caes de gado” é atribuido aos cées que possuem uma funcéo
protetora dos rebanhos contra possiveis predadores. Como exemplares portugueses de caes
de pastor, consideram-se os seguintes: o Cao da Serra de Aires, o Cao de Fila de Séo Miguel
e 0 Barbado da Terceira; jA o Cao da Serra da Estrela, o Cado de Castro Laboreiro, o0 Céo de
Gado Transmontano e o Rafeiro do Alentejo, sdo racas portuguesas de cées de gado (Cruz

2007). Para além da diferenca de funcado, estes dois grupos distinguem-se tanto a nivel
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morfoldgico, como comportamental (Cruz 2007). Tendo em conta que este estudo incide no
Rafeiro do Alentejo, é possivel consultar o seu estaldo no Anexo 1.

Em termos de classificacdo pela Fédération Cynologique Internationale (FCI), o
Barbado da Terceira € a Unica raca que nao € reconhecida por esta organiza¢cdo mundial. O
Cao de Gado Transmontano é reconhecido com carater provisorio desde 2020, o que significa
gue ndo é elegivel para o Certificado de Aptiddo para o Campeonato Internacional FCI
(CACIB), mas é elegivel para os diferentes titulos da FCI. Tendo como base varios fatores,
como as caracteristicas morfologicas e a aptidao, a FCI distribui as ragas por si reconhecidas
em dez grupos. O Rafeiro do Alentejo, o C&o de Gado Transmontano, o Cao da Serra da
Estrela e 0 Céo de Castro Laboreiro, fazem parte do grupo 2 (Pinscher e Schnauzer -
Molosséides, Caes de Montanha e Boieiros Suicos), seccao 2.2 (Molossoéides, tipo
Montanha). O Céo de Fila de S&o Miguel também faz parte do mesmo grupo, mas surge na
seccao 2.1 (Molossoéides, tipo Dogue). Ja o Cao de Serra de Aires surge classificado no grupo
1 (Caes de Pastor e Caes Boieiros [exceto Boieiros Suicos]), seccao 1 (Cées de Pastor).
Nenhuma destas racas apresenta prova de trabalho (Fédération Cynologique Internationale
[s.d.]).

A origem dos cées de gado, dos quais o Rafeiro do Alentejo € um exemplar, é um tema
discutivel e para a qual sédo propostas duas teorias. A Teoria Tibetana defende que o Mastim
Tibetano (ndo como é conhecido atualmente, mas sim uma raga ancestral de grandes
dimensdes) sera a origem de todos os caes de gado, tendo sido posteriormente transportado
para os paises ocidentais. As diferentes racas de cdes de gado europeias seriam, no fundo,
"variedades" do Mastim Tibetano. No entanto, varios autores apontam que esta teoria nao
passa de uma mera especulacao, visto que carece de dados que a suportem (Cruz 2007). Em
contrapartida, a Teoria Centro-Asiatica diz que o Médio Oriente tera sido um dos mais antigos
centros de domesticacdo do cdo e 0 mais antigo para as principais espécies de gado,
baseando-se no facto de aqui terem sido encontrados vestigios arqueoldgicos de canideos e
ovinos domésticos desde 3685 a.C. (Cruz 2007).

O desenvolvimento da agricultura e a consequente expanséo do seu mercado, resultou
na migragdo dos agricultores e dos seus animais pela Europa fora, essencialmente por
regides onde hoje existem cdes de gado (Cavalli-Sforza et al. 1994).

Deste modo, tomando como mais fidedigna a Teoria Centro-Asiatica, percebe-se que
0s primeiros cdes de gado terdo acompanhado os agricultores nas suas migracoes e ter-se-
ao estabelecido em diversos paises, dando origem as diferentes racas de cédes de gado. A
sua grande semelhanca morfolégica e comportamental, deve-se, ndo so, a partilha genética
que foi ocorrendo entre os individuos, mas também tera sido fruto das trocas comerciais que

se realizaram entre os continentes europeu e asiatico (Cruz 2007).



No caso concreto do Rafeiro do Alentejo, acredita-se que acabaria por chegar as
planicies alentejanas no final do século XIX, acompanhando e protegendo os rebanhos nos
periodos de transumancia (Alpoim 1999). As diversas condicGes geogréaficas e mudancas no
clima forcavam os rebanhos a migrarem do Norte para as planicies do Sul, quando as areas
montanhosas deixavam de ser adequadas para garantir a sua subsisténcia (DGAV and CAP
2021). Assim, as racas ter-se-d0 adaptado as diferentes condicbes do local onde se
estabeleceram: o Céo da Serra da Estrela com pelo mais comprido, por estar numa zona mais
fria, e o Rafeiro do Alentejo com pelo mais curto, dadas as altas temperaturas (Alpoim 1999).
Segundo Pires et al. (2009), ndo existe diferenciacao genética entre o Rafeiro do Alentejo e o
Céo da Serra Estrela e, de acordo com a evidéncia histérica, o Céo da Serra da Estrela sera
um ancestral do Rafeiro do Alentejo (Alpoim 1999).

Na década de 1970, grandes mudancas socioeconémicas levaram os portugueses a
abandonar as areas rurais e a migrar para as cidades, causando uma drastica reducéo da
pastoricia. Isso diminuiu a importancia do Rafeiro do Alentejo, resultando na sua quase
extincdo no inicio dos anos 80. Em 1994, foi criada a ACRA - Associacdo de Criadores de
Rafeiro do Alentejo, que teve um papel fundamental na recuperacéo da raca (DGAV and CAP
2021).

2.1.1 Estatistica em Portugal

Em 2023, o nimero de registos individuais de caes em Portugal, no Clube Portugués
de Canicultura (CPC) atingiu os 15006; destes, 2560 (17%) sao individuos de racas
portuguesas. Nos Ultimos dez anos, apenas em 2016 se alcangou uma percentagem mais
elevada (18%).

Das dez racas mais registadas no CPC, em 2023, apenas duas sédo portuguesas: 0
Cao de Agua Portugués, em 9° lugar com 443 registos e o C&o da Serra da Estrela em 6°
lugar, com 483 registos. Considerando unicamente racas portuguesas, o Rafeiro do Alentejo
surge na sexta posicao, com 212 individuos registados. Nos ultimos dez anos, o valor mais
alto (238 registos) foi alcangado em 2020 e desde ai tinha vindo sempre a descer. Em 2023

voltou-se a observar um aumento, tal como demonstra a Figura 1 (CPC 2023).
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Figura 1. Variacdo do numero de registos das ragas portuguesas no CPC, nos ultimos dez
anos. A seta preta aponta para a linha do Rafeiro do Alentejo (RA). Fonte: CPC (2023)

2.2 Estrutura e Fisiologia da Glicoproteina-P

As proteinas transmembranares s&o responsaveis pela remocdo de substancias
consideradas nefastas do interior da célula e por facilitar a entrada de nutrientes essenciais a
mesma. As proteinas mais conhecidas pertencem a uma grande familia designada por ATP-
binding cassette (ABC). Estas proteinas transportadoras ABC sdo capazes de transportar
aminoacidos, péptidos, proteinas, ides metalicos, lipidos, sais biliares, farmacos e outras
substancias, contra o seu gradiente de concentracdo (Nelson and Cox 2021).

Todas as proteinas desta familia possuem dois dominios transmembranares
homdlogos (TMD), cada um com um dominio citoplasmatico de ligacéo de nucleétidos (NBD).
Na conformacao tipica destas proteinas, elas surgem viradas para o interior da célula, onde
os TMD circundam uma cavidade que culmina no citoplasma e os NBD estdo separados
(Thonghin et al. 2018). Apo6s a ligagdo do ATP a glicoproteina no citoplasma celular, o
substrato também se liga a glicoproteina na extremidade citoplasmatica. De seguida, ao dar-
se a hidrélise do ATP em ADP, a glicoproteina sofre uma mudanga na sua conformagcéo,
expondo o substrato ao espago extracelular e diminuindo a afinidade para com este,
permitindo, assim, a sua saida. Por cada molécula de substrato transportado, é necessaria a

hidrolise de uma molécula de ATP (Figura 2).
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Figura 2. Mecanismo proposto para o funcionamento das proteinas transportadoras ABC,
envolvendo hidrélise de ATP. Adaptado de Nelson e Cox (2021)

No entanto, foi recentemente descrita uma conformacéo alternativa, e mais rara, onde
estas proteinas apresentam-se viradas para o exterior da célula e a ja referida cavidade é
reorientada para o espaco extracelular e comprimida de forma a impedir a ligagcdo dos
substratos, formando um dimero fechado com os dois NBD (Kim and Chen 2018).

Das varias proteinas pertencentes a familia ABC, umas apresentam afinidade
especifica para determinado substrato, enquanto outras possuem um espetro mais alargado,
como € o caso da multidrug resistance P-glycoprotein 1 (MDR1), mais conhecida como
glicoproteina-P, que é codificada pelo gene ABCB1 (também conhecido como gene MDR1)
(Nelson and Cox 2021). Esta proteina € unidirecional, na medida em que utiliza o ATP
unicamente para transportar substancias lipofilicas para fora da célula (Sisodiya et al. 2006).

Juliano e Ling (1976) realizaram um estudo onde selecionaram células CHO
resistentes a colquicina e a uma grande variedade de moléculas anfipaticas, isto €, moléculas
com propriedades hidrofilicas e lipofilicas. Ao perceberem que estas resisténcias se deviam a
alteracbes na membrana celular, viriam a concluir que tal se devia a existéncia de uma
glicoproteina de 170.000 daltons na superficie celular de células mutadas, atribuindo-lhe o
nome de glicoproteina-P (gp-P).

Uma das caracteristicas que torna esta proteina tdo especial, consiste na capacidade
de transporte de farmacos com estruturas variadas, sendo isto possivel devido & existéncia
de uma regido de ligacao (do inglés binding pocket) que possui varios locais de ligacédo
sobrepostos (Aller et al. 2009). Embora nédo permita a ligagdo simultanea de varios farmacos,
€ capaz de permitir a ligacao de moléculas das mais variadas formas, tamanhos ou cargas
(Chufan et al. 2015). Por esta razéo, facilmente se compreende que a gp-P possui centenas
de substratos, ou seja, farmacos para com os quais possui afinidade. E também importante
realcar que a composicdo de aminoacidos da gp-P varia de acordo com a espécie, incluindo
a sequéncia presente na regido de ligacao (Aller et al. 2009), pelo que n&o é correto assumir

que um substrato da gp-P numa determinada espécie, também o sera noutra espécie.
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A gp-P tem grande impacto na distribuicdo e excrecdo de farmacos, sendo expressa
na superficie luminal de varios tecidos, mais concretamente nas células endoteliais dos
capilares cerebrais, canaliculos biliares, intestinos, células tubulares renais, testiculos e
placenta (Ahmed Juvale et al. 2022). Em individuos saudaveis, a gp-P influencia diretamente
a absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo e, consequentemente, a eficicia e
biodisponibilidade dos farmacos (Finch and Pillans 2014). E também expressa em
determinados tumores, removendo farmacos antineoplasicos de dentro das células,
impedindo a sua acumulacao e diminuindo o efeito terapéutico (Nelson and Cox 2021).

No decorrer do processo de desenvolvimento de certos farmacos para medicina
veterinaria, algumas agéncias reguladoras, como a EMA, exigem que sejam feitos estudos
sobre a relacéo do farmaco em questdo com a gp-P, de forma a avaliar o indice terapéutico.
Estes estudos podem ser in vivo, testando em animais com mutagdo confirmada no gene
codificante da gp-P, em culturas celulares ou utilizando ratos como modelos (Mealey et al.
2023). No que diz respeito as culturas celulares, as linhas celulares mais utilizadas sdo uma
linha celular de osteossarcoma (West and Mealey 2007) e uma linha celular renal (Mealey et
al. 2017).

2.2.1 Glicoproteina-P na Barreira Hematoencefalica

A gp-P € um componente essencial da barreira hematoencefalica, sendo expressa na
superficie apical das células endoteliais capilares, onde restringe a entrada de substancias
nefastas no cérebro (Ahmed Juvale et al. 2022).

Pulliam et al. (1985) descreveram pela primeira vez o fenétipo de sensibilidade a
ivermectina. Neste estudo, chegaram a concluséo de que os sinais neurolégicos observados
em cées de raca Collie se deviam a concentracdes mais elevadas de ivermectina no Sistema
Nervoso Central (SNC). Anos mais tarde, Schinkel et al. (1994) usaram ratos geneticamente
modificados de forma a ndo possuirem o gene MDR1 e obtiveram resultados que justificavam
agueles observados em cées. Nestes ratos mutados, em comparacdo com ratos normais, o
aumento da concentragdo de ivermectina no cérebro era muito maior (87 vezes mais) do que
noutros tecidos (3 a 4 vezes maior).

Em cées com um funcionamento anormal da gp-P demonstrou-se que substratos como
loperamida (Mealey, Greene, et al. 2008), tecnécio 99m sestamibi (Mealey, Greene, et al.
2008), acepromazina (Deshpande et al. 2016), milbemicina (Barbet et al. 2009) e ivermectina
(Sherman et al. 2010), ttm uma maior penetragdo na barreira hematoencefalica do que em

cdes com um normal funcionamento da gp-P.
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2.2.2 Glicoproteina-P na Absorcéao Intestinal

A gp-P é expressa na superficie luminal do intestino delgado, limitando a absor¢éo de
determinadas substancias do intestino para a circulagéo sistémica e, como tal, tem o potencial
de reduzir a biodisponibilidade (Li et al. 2024).

Ao longo dos anos tem-se estudado uma possivel interagcéo entre a gp-P humana e a
subfamilia 3A do citocromo P450 (CYP3A). A teoria diz que quando um farmaco administrado
por via oral alcanga o intestino, sera absorvido passivamente por um enterécito e depois
poderd ter trés destinos: 1) Nao é metabolizado no intestino, sendo absorvido para a corrente
sanguinea, onde atingira o figado através da veia porta; 2) E metabolizado pelas enzimas do
CYP3A e os metabolitos resultantes podem ser logo absorvidos para a corrente sanguinea ou
transportados para o limen intestinal; 3) Nao chega a sofrer metabolizacdo na primeira
passagem por um enterdcito, pois é transportado de novo para o limen intestinal pela gp-P e
este processo pode-se repetir inUmeras vezes, até que por fim seja metabolizado em algum
enterocito. (Figura 3). Esta interacdo € vista como um mecanismo de defesa para impedir a
entrada de xenobidticos na circulagdo sistémica, conferindo as enzimas mdultiplas

oportunidades para a metabolizagdo dos mesmos (Benet 2009).

O Auséncia de metabolizacao intestinal @ Metabolizagio na 12 passagem

<> Metabolizacao apos 4 passagens D Metabdlitos do farmaco

LUMEN

e, QO =0
s ;t . ?

A2 /

A Eamm s
-

.. ll‘l“-lll-ll

O O SANGUE 0

Figura 3. Esquema ilustrativo dos trés diferentes desfechos resultantes da interagéo intestinal
entre gp-P e CYP3A. Adaptado de Benet (2009)

12



Segundo Mealey et al. (2010), ndo existe diferenca na biodisponibilidade apdés
administracdo oral de loperamida, de ciclosporina, de quinidina e de nelfinavir entre cdes com
funcionamento normal e anormal da gp-P, sugerindo que a gp-P intestinal ndo devera ter um
impacto significativo na absorcao intestinal destes farmacos. J4 Myers et al. (2018) provaram
que o mesmo nao acontece com a fexofenadina, cuja absorcdo € maior em cdes com uma
gp-P deficiente. Ainda assim, cré-se que os estudos realizados em cdes nao séo suficientes
para aferir o impacto da gp-P na farmacocinética de farmacos administrados por via oral
(Mealey et al. 2023).

2.2.3 Glicoproteina-P na Excrecéo Biliar

E na superficie apical dos canaliculos biliares que a gp-P é expressa, participando na
excrecao de diversos farmacos pela via biliar (Mizoi et al. 2024).

Coelho et al. (2009) observaram que a excrecao biliar de tecnécio 99m sestamibi, um
radiofarmaco utilizado, entre outros, como marcador de perfusdo miocardica, esti
significativamente diminuida em cées homozigéticos para a mutagdo MDR1, em comparacao
com os céaes wild-type. No que diz respeito aos caes heterozigébticos, ndo se observou uma
diferencga estatisticamente significativa entre estes e os caes wild-type.

Considera-se que a auséncia de uma correta excrecdo biliar mediada pela gp-P é a
causa dos efeitos secundarios ndo neuroldgicos observados quando um cdo com a mutacdo
recebe a dose recomendada de um substrato da gp-P para um c&do normal (Mealey, Fidel, et
al. 2008).

2.3 Mecanismos de Inibicdo da Glicoproteina-P
O deficiente funcionamento da gp-P pode ser intrinseco, através de polimorfismos

genéticos, ou adquirido, se for causado por interacdes entre farmacos (Martinez et al. 2008).

2.3.1 Deficiéncia Intrinseca de Glicoproteina-P

Mealey et al. (2001) colocaram a hipo6tese de o fen6tipo de sensibilidade a ivermectina
ser causado por um polimorfismo genético e viriam a concluir que os cées de raga Collie
homozigoéticos mutantes apresentavam uma delecéo de 4 pares de base no coddo 294, que
corresponde ao amino&cido 75. Por sua vez, esta mutagdo leva ao aparecimento de varios
coddes stop prematuros que surgem a partir do aminoécido 91 e que fazem com que menos

de 10% da gp-P seja traduzida, originando um fragmento nao funcional da gp-P (Figura 4).
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337 CCAGTTATAATTAATGARAGTATTACGAACARATACACAACATTTCATCAACCATCTGEAGER 358
CCACTTATAATTAATGAARGTAT TACGAACARTACACAACATTTCATCARCCATCTGEAGER

399 GEARATGACCACGTATGCCTATTATTACAGTGEEATCEETGCTEECETECTEETEECTECTT 460
GEARATEACCACCETATCCCTATTATTACACTGEEATCGETECTEECETECTEETEECTEITT

46l ACATCCAGGTTTCATTCTGETGCCTGECAGCAGEGARACGACAGATACTCARAATTAGAMNACAR 522
ACATCCAGETTTCATTCTGETECCTEECAGCAGGAAGACAGATACT CAARATTACGARRACRR

523 TTTITTCATGCTATCATGCGACAGGAGATTGECTGETTTEACCTGCATEGACETTEEEEAGCT 584
TTTTTTCATGCAAT CATGCGACAGEACGATTGECTEETTTGACGTECATEGACETTEEEEAGCT

E85 TAACACCCEECTCACAGACGATETCTCCARRATCAATEARGEAATTEECCACARRETTGERAR 646
TAACARCCCEECTCACRGACGATGTCTCCARRATCARTGARGEAATTGECGACARARATTGEAR

€47 TETTCTTTCAATCAATAGCAACATTTTTCACCCGETTTTATAGTGEGEETTTACACGTGETT 708
TETTCTTTCRATCARTAGCAACATTTTT CACCCGETTTTATAGTEEGEETTTACACETEETT

Figura 4. Comparacdo das sequéncias de DNA de cdes wild-type (linha de cima) e cées
homozigéticos mutantes (linha de baixo). E de destacar a delecédo de 4 pares de base no coddo
294 do DNA mutado, bem como a presenca de alguns coddes stop assinalados a negrito. Fonte:
Mealey et al. (2001)

Através do mapeamento genético e andlises de haplétipos, Neff et al. (2004)
concluiram & data que o alelo mutante estava presente em pelo menos nove ragas: Pastor
Australiano, Pastor Australiano Miniatura, Collie, Pastor Inglés, McNab, Bobtail, Pastor de
Shetland, Whippet de pelo comprido e Silken Windhound. Estes autores defendem que estas
ragas portadoras da mutacdo MDR1 possuem um ancestral comum que tera vivido no Reino
Unido, algures no século 19 (Figura 5). Antes de 1870, ndo existem registos de cées pastores,
apenas algumas variagcfes de cées de trabalho. Com a chegada da industrializacdo e das
consequentes altera¢des socioecondmicas, muitos destes cédes deixaram de ser necessarios
para conduzir as ovelhas até aos mercados, o que tera impulsionado a realizacdo dos
concursos caninos, onde se avaliavam a forma e as caracteristicas anatémicas ao inves da
sua funcdo (Combe 1987). Este tera sido o ponto de viragem para as ragas pastoras, pois
terdo deixado de ser apenas variagfes regionais e passaram a ser ragas registadas. As
primeiras racas a surgir foram o Collie, Bobtail e Pastor de Shetland (Combe 1987).

O Pastor de Shetland é semelhante ao Collie em tamanho, forma e comportamento,
pelo que se acredita ser um descendente dos Collies primordiais, os de trabalho. Ja o Bobtall,
possui caracteristicas muito diferentes do Collie e o mais provavel é que a origem do gene

mutado provenha de cruzamentos entre os ancestrais de ambas as racas (Neff et al. 2004).
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Figura 5. Diagrama representativo da evolu¢do das ragas pastoras da linhagem do Collie, tanto
no Reino Unido, como na Austrélia e América do Norte. As racas que a data eram portadoras da
mutacdo, estdo assinaladas com asterisco. Adaptado de Neff et al. (2004)

O Whippet de pelo comprido é descrito como uma variedade antiga que tera sido
restaurada por volta de 1950, por um criador que também criava Pastores de Shetland. Esta
teoria é suportada pelo facto de ambas as racas favorecerem o haplétipo Il da mutacao (Neff
et al. 2004). Ja o Silken Windhound surge mais tarde, nos anos 80, através de multiplos
cruzamentos com Borzoi, Whippet e Whippet de pelo comprido, de onde provavelmente
herdaram o gene mutado, pois também esta raca favorece o haplétipo Il (Neff et al. 2004).

Os dados mais recentes sobre a frequéncia aproximada desta mutacdo nas varias

racas, foram disponibilizados por Mealey et al. (2023) e podem ser consultados na Tabela 1.
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Tabela 1. Frequéncia aproximada da mutacdo MDR1 em diferentes racas. De acordo com Mealey
et al. (2023)

Raca Frequéncia aproximada
Collie 70%

Whippet de pelo longo 65%

Pastor Australiano 50%

Pastor Australiano Miniatura 50%

McNab 30%

Silken Windhound 30%

Pastor Inglés 15%

Pastor de Shetland 15%

Pastor Aleméo 10%
Cruzamentos entre racas pastoras 10%

Racas cruzadas 5%

Bobtail 5%

Border Collie <5%

Boxer <1%

Husky Siberiano <1%

Black Mouth Cur 8/26 testaram positivo (= 0.3%)
Chinook 4/13 testaram positivo (= 0.3%)
Carolina Dog 4/13 testaram positivo (= 0.3%)

2.3.2 Disfuncéo Adquirida da Glicoproteina-P

Ha certos farmacos que podem inibir a gp-P de diversas formas, tal e qual como os
antagonistas atuam em certos recetores. Isto pode acontecer através da competicdo com 0s
substratos da gp-P por um local na regido de ligagdo (Marchetti et al. 2007), através de
substancias que alterem a integridade da membrana celular lipidica ou ainda através da
interrupcao da hidrélise de ATP, visto que esta € essencial para o normal funcionamento da
gp-P (Mealey et al. 2023). A inibi¢cdo pela competicdo por um local de ligacdo € a causa mais
frequente e, tal como Mealey et al. (2023) referem, quando dois substratos da gp-P séo
administrados concomitantemente, devemos ter em conta que um deles podera atuar como
inibidor da gp-P e, consequentemente, impedir a saida do outro farmaco.

O cetoconazol € um dos substratos que esta mais associado a reacfes adversas
graves quando € administrado em simultdneo com outros farmacos que sejam substratos da
gp-P. Em conjunto com vimblastina, poderd causar neutropénia, sinais gastrointestinais e
sepsis (Mealey and Fidel 2015). Segundo Coelho et al. (2009), o cetoconazol reduz
significativamente a acumulacéo biliar do composto tecnécio 99m sestamibi, sugerindo assim

que outros substratos da gp-P que tenham um processo de excrecdo biliar semelhante,
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podem ser afetados de igual forma por este farmaco. Também se sabe que é responsavel
pelo aumento das concentracfes plasméticas de ciclosporina, no entanto, desconhece-se se
€ devido a inibicdo da gp-P ou do citocromo P450 (Aidasani et al. 2008).

Segundo Taskar et al. (2022), com base nas evidéncias até a data, existe um baixo

risco de intera¢gBes entre farmacos com base na inibicdo da gp-P a nivel biliar e renal.

2.4 Substratos da Glicoproteina-P

2.4.1 Lactonas Macrociclicas

O grupo das lactonas macrociclicas engloba dois subgrupos: as avermectinas
(ivermectina, doramectina, eprinomectina e selamectina) e as milbemicinas (milbemicina
oxima e moxidectina). Estas substancias sao produtos da fermentacdo de espécies de
Streptomyces e sao moléculas lipofilicas, apresentando grande atividade nematocida,
inseticida e alguma acaricida (Mealey and Clarke 2016).

O seu mecanismo de acao consiste na ligacéo aos recetores glutamato dos canais de
cloro, presentes nas células nervosas e musculares dos invertebrados. Esta acéo vai levar a
uma abertura desses mesmos canais, permitindo um grande influxo de ides cloro, com
hiperpolarizagédo celular, que culmina na paralisia e morte dos parasitas. Para além disso,
também possuem a capacidade de estimular a libertagcdo do neurotransmissor GABA das
terminacdes nervosas, potenciando a sua ligacdo nos recetores pos-sindpticos e inibindo a
neurotransmissado. Nos mamiferos, os recetores GABA encontram-se no SNC, dai a extrema
importancia da barreira hematoencefalica e da gp-P (Sulik et al. 2023).

Para além da ivermectina, os cdes homozigo6ticos para a mutagcdo MDR1 podem

apresentar hipersensibilidade a outras lactonas macrociclicas (Tabela 2).
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Tabela 2. Lactonas macrociclicas com evidéncia de serem substrato da gp-P em cées

Medicamentos Forma -
. . A Doses toxicas . a
FArmacos disponiveis no farmacéutica DoAse.s em c3es com Efeitos Referen,c'las
mercado de terapéuticas ~ adversos bibliogréaficas
" ~ mutacdo MDR1
portugués apresentacgao
< 0.06 mg/kg —
Heartgard 30 nelsj‘?gl]éSIir::?)I: Midriase | (@) (DGAV 2020)
. Plus® (ivermectina | Comprimidos 9IC0S @ | pepressao | (b) (Boehringer
Ivermectina e 6 pa/kg . Ingelheim Animal
+ pamoato de mastigaveis > 0.01 Ataxia Health USA |
i > 0. mg/kg — eal nc.
pirantel) com sinais Tremores 2023)
neurolégicos (b Hipersalivagdo
9 (b) Paresia
Excitabilidade
Strg\r/wg&%d@ Uncao < 30 mg/kg — Estupor
Selamectina ¢ 6 mg/kg sem sinais Coma (©) (EMA 2024)
Selames® punctiforme NEUrol6dicos Morte
Selehold® gicos ©
Milbemax®
Milbeguard Duo®
Milbactor®
+ Milprazon®
Praziquantel Milpro® 0.5 mg/kg .
) Milbenin® ega e (DaAY 2023
. . . . (e)
Milbemicina Mektix® Comprimidos 5 mg/kg (g) Tremores (f) (EMA 2024c)
Oxima Amcofen® C
pra Hipersalivagéo 2022)
0.75-1.53
+ Lotilaner (e) Credelio Plus® mg/kg
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+ Afoxolaner

Nexgard Spectra®

0.5-1.39

) mg/kg
o 5x a dose
. Injetavel
Guardian SR® subcutaneo () 0.17 mg/kg recomen_da(_JIa -
- Avel sem sinais
njetave 50i
Substancia subjcuténeo 0.17 mg/kg neurologicos (h)
anica
Afilaria® < 90 ug/kg —
Comprimidos () 3 pglkg Sem sinais - (h) (Krautmann et
neurologicos (i al. 2019)
(i) (Paul et al.
Moxidectina 2000)
Advocate® 2.5 mg/kg 5x a dose (i) (Paul et al.
Prinovox® 5 ' -
+ Uncéo recomendada 2004)
Imidacloprida _ punctiforme () sem sinais (k) (EMA 2024d)
Prinocate® 1 mg/kg neurolégicos (
t Sarolaner +\ Comprimidos | 0.024—0.04g | >xadose Ataxia
Embonato de Simparica Trio® AR maxima . ~
mastigaveis () mg/kg Fasciculagéo

pirantel

recomendada (k)
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2.4.2 Outros Farmacos

Tabela 3. Outros farmacos com evidéncia de serem substratos da gp-P em cées

trombocitopénia)

Medicamentos Forma .
) PR A Doses toxicas A
. disponiveis no | farmacéutica Doses ~ . Referéncias
Farmacos Ao em cdes com Efeitos adversos o e
mercado de terapéuticas ~ bibliogréficas
A ~ mutacdo MDR1
portugués apresentacao
2x a dose
recomendada (a)
+
. Profender® Comprimidos 1 mg/k
Praziquantel P 9 1,18 mg/kg (20 (@) (EMA 2021)
mg para 17 kg) Tremores (b) (Gaens,
Emodepside (b) Ataxia Leithauser, et al.
N&o Hipersalivacdo 2019)
recomendado, (c) (EMA 2021b)
+ Toltrazuril Procox® Suspensao oral | 0.45 mg/kg devido a baixa
tolerancia para o
produto (c)
0.25 mg /kg —
T.r an_qumzagap Sedagdes mais
Injetavel Igeira ou pre- longas e profundas
_ _ o n anestesia 9 protur (d) (DGAV 2023b)
Acepromazina Calmivet® intramuscular 0.04 mg/kg (e) do que os caes (e) (Deshpande et
ou endovenoso heterozigbticos e | al- 2016)
0.5 mg/kg — .
A 0S normais
tranquilizagao
profunda (d)
Vémito mais grave,
) . Injetavel 0.07 mg/kg (2 mg | tanto em du,ragéo (f) (DGAV 2021)
Apomorfina Apovomin® A 0.1 mg/kg ¢ para 30 kg) na como em numero | (g) (Campbell et
subcutaneo S P . 2017
conjuntiva (g) de episddios al. )
Depressdo do SNC
Toxicidade
L Injetavel 0.5-0.7 i 5 hematoldgica (h) (Mealey, Fidel,
Vincristina endovenoso mg/m? 0.5-0.7 mg/m* (b (neutropénia, et al. 2008)
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Letargia
Ataxia
Hipersalivacéo

(i) (Papich 2018)

Loperamida Imodium® Comprimidos 0.1 mg/kg () 0.1 mg/kg () Incontinéncia (i) (Long et al.
! 2017)
Vocalizacao
continua
. Céapsulas )
Atopica® Solucao oral | ® (DGAV 2023¢)
Ciclosporina Cyclavance® 5 mg/kg 3.3 mg/kg (m) Imug)?asggfggzsao %?ﬁgg{(iﬁﬁg_
Sporimune® Solucao oral () 2020)
Modulis®
] ) o Vémito (n) (EMA 2021c)
Grapiprant Galliprant® Comprimidos 2 mg/kg (n) 2 mg/kg (o) autolimitado (0) (Heit et al.
2021)
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2.5 Efeitos Adversos

2.5.1 Efeitos Neurolégicos

De acordo com Mealey et al. (2023), os efeitos neurolégicos causados por substratos
da gp-P em cées cuja gp-P é disfuncional, advém mais da capacidade destes farmacos de
atravessar a barreira hematoencefélica e ndo tanto de uma prolongada exposi¢cao sistémica.
No entanto, mesmo que 0s substratos consigam penetrar no cérebro devido a esta quebra
protetora da barreira hematoencefélica, tal ndo significa que irdo causas efeitos toxicos do
foro neuroldgico. Mais importante do que avaliar a concentracdo cerebral do substrato, €
avaliar se existem recetores para o0 mesmo no SNC. Dos farmacos previamente abordados
como causadores de efeitos neuroldgicos, as lactonas macrociclicas ligam-se aos recetores
GABA nos canais de cloro (Sulik et al. 2023), a apomorfina e a acepromazina ligam-se aos
recetores D2 (Kukanich and Papich 2018; Posner 2018) e a loperamida liga-se aos recetores
i (Papich 2018), sendo possivel encontrar todos estes recetores no cérebro.

Elmshauser et al. (2015) mostraram que existe um aumento significativo na penetracao
de emodepside na barreira hematoencefélica de ratos geneticamente modificados para a
mutacdo MDR1. A concentracdo cerebral era quase o dobro da concentracdo plasmatica,
enquanto nos ratos com uma gp-P normal, ndo foram detetadas concentracdes relevantes no
cérebro. Os sinais neurolégicos associados, devem-se a sua interferéncia com os canais de
potassio ativados por calcio (SLO-1) e com os recetores da latrofilina (LAT-1), presentes nos

neurénios do SNC (Gaens, Leithauser, et al. 2019).

2.5.2 Efeitos ndo Neurolbgicos

A auséncia de uma correta excrecao biliar dos substratos da gp-P, leva a que estes se
mantenham mais tempo em circulacdo. Esta é a principal causa dos efeitos ndo neurolégicos
observados em caes homozig6ticos mutantes MDR1, tal como mencionado anteriormente.
(Coelho et al. 2009; Mealey, Fidel, et al. 2008).

Dos farmacos previamente mencionados, sao trés 0s que surgem associados a efeitos
nao neurolégicos. A excrecdo de grapiprant é 71% mais baixa em caes homozigéticos MDR1,
causando essencialmente efeitos gastrointestinais (Heit et al. 2021). A vincristina, quer em
animais que possuam um ou dois alelos mutantes, surge associada a supressao medular,
mais concretamente, neutropenia e trombocitopenia (Mealey, Fidel, et al. 2008). No caso da
ciclosporina, é importante ter em conta que a gp-P também é expressa ha membrana celular
dos linfocitos T, de forma a impedir a acumulagcdo de substancias no interior das células.
Assim, um anormal funcionamento da gp-P ir& permitir o aumento da concentragéo intracelular
de ciclosporina, fazendo com que doses que normalmente causariam uma imunossupressao

minima, irdo ter efeitos exacerbados (Mackin et al. 2020).
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2.6 Opcoes terapéuticas em cdes com mutacao MDR1

Os substratos da gp-P gque néo tém afinidade para os recetores do SNC e aqueles que
possuem uma grande margem de seguranca, podem nado necessitar de doses reduzidas
aguando da administracdo em cédes com uma gp-P disfuncional (Mealey et al. 2023).

Os casos devem ser sempre avaliados individualmente, pois fatores como doengas
concomitantes e a administracdo simultanea de outros farmacos, devem ser tidos em conta.
A recomendacao geral consiste numa reducéo da dose em 25% para caes heterozigoéticos e
50% para cdes homozigéticos. Caso se conclua que o animal necessita de uma dose maior
e, caso tenha tolerado a dose previamente administrada, poder-se-4 recorrer a aumentos de
10% nas doses seguintes (Mealey et al. 2023). A monitorizacdo terapéutica com base nas
concentracbes plasméticas dos farmacos ndo é dutil, uma vez que podem n&o ser
significativamente diferentes entre cdes com funcionamento normal e anormal da gp-P
(Kitamura et al. 2008). Ja a monitorizacdo farmacodinamica, parece ser um método mais fiavel
(Mackin et al. 2020).

Ha certos casos em que o risco de administragdo de determinado farmaco é téo
grande, que é muito mais seguro optar pela substituicdo do farmaco em vez da reducédo da
dose. E o caso das lactonas macrociclicas, em que é preferivel recorrer a outras alternativas
como afoxolaner (Drag et al. 2022), fluralaner e sarolaner (Walther et al. 2014). Quanto ao
emodepside (Gaens, Leithauser, et al. 2019), loperamida e apomorfina (Mealey et al. 2023),
nao se sabe ao certo qual seria a dose segura para nao causar efeitos adversos, pelo que é

recomendavel optar pela administragédo de farmacos alternativos.
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3. Objetivos

Como mencionado, a presenca da mutacdo no gene MDR1 canino pode promover
reacdes adversas graves, até mesmo fatais, quando substratos da gp-P, fazendo estes parte
da composicdo de medicamentos frequentemente utilizados na Medicina Veterinaria, sédo
administrados a cdes homozigoéticos para a mutacdo MDR1. Num estudo anterior publicado
por Barroso et al. (2022), foram detetados cées heterozigoticos [MDR1 (+/-)] na raga Barbado
da Terceira.

Considerando estes resultados, pensou-se que seria importante obter mais
conhecimento e resultados que permitissem continuar a responder a pergunta: "Estara a
mutacdo no gene MDR1 presente em racas de cées pastores em Portugal?" Assim, um dos
principais objetivos foi contribuir para obter as frequéncias alélicas desta mutacao em racas
portuguesas de caes pastores, particularmente no Rafeiro do Alentejo.

Estes resultados permitirdo fornecer aos Médicos Veterinarios informacgoes
nacionais/regionais sobre a distribuicdo da mutagdo em Portugal e, eventualmente, destacar
a necessidade de um teste genético antes de qualquer tratamento com substratos da gp-P
nas ja mencionadas ragas.

Esta informag&o sera também muito Util para os criadores, de forma a evitar o uso de
cdes homozigéticos para a mutacdo MDR1 na reproducéo, reduzindo assim a incidéncia desta
mutacdo nas racgas predispostas e até mesmo eliminando a mutagdo dos reservatorios
genéticos, contribuindo para reduzir e evitar reagfes adversas apés a administracdo de
substratos da gp-P.

Por fim, o objetivo é utilizar os resultados para aumentar a probabilidade de sucesso
terapéutico e minimizar o risco de reacdes adversas a medicamentos veterinarios em caes

pastores portugueses que possuam o gene MDR1 mutado.

4. Materiais e Métodos

4.1 Colheita de amostras

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica para a Investigacdo e Ensino da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa e obteve-se um consentimento
por escrito de todos os detentores, aceitando a participacdo dos seus animais neste estudo.

A amostra populacional é constituida por c@es de ragas pastoras portuguesas (Rafeiro
do Alentejo e Barbado da Terceira) e por caes de outras racas pastoras que ja se sabe serem
afetadas pela mutacédo no gene MDR1 (Bobtail, Pastor Alem&o, Pastor Australiano e Pastor
de Shetland).

A colheita de amostras ocorreu em diversas instancias no ano de 2023: durante

consultas no HEV-FMV; no Pet Festival, em Lisboa; na 322 Exposi¢cao Canina Monografica do
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Rafeiro do Alentejo, realizada na Feira das Cebolas, em Portalegre; e, por fim, na residéncia
de um criador de Rafeiros do Alentejo, no Seixal.
As amostras foram colhidas através de zaragatoas orais, tendo sido posteriormente

armazenadas a -80°C até se iniciar o protocolo laboratorial.

4.2 Extracao e quantificacdo de DNA

O primeiro passo do procedimento laboratorial foi a extragdo de DNA das zaragatoas
orais. Para tal, utilizou-se o High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche®) (Figura 6),
segundo as recomendac8es do préprio kit: 1) adicionar 200 ul de tampao de ligacdo (do inglés
Binding Buffer) + 40 pl de Proteinase K ao eppendorf com a amostra. Misturar imediatamente
ao adicionar a Proteinase K; 2) incubar a mistura a 70°C, durante 10 minutos; 3) adicionar 100
ul de Isopropanol, misturar bem e passar a mistura para um eppendorf com filtro, que é
colocado dentro de um tubo coletor. Centrifugar 1 minuto a 8000g; 4) descartar tubo coletor +
liquido; 5) adicionar 500 ul de tampé&o de remocéao de inibidores (do inglés Inhibitor Removal
Buffer). Centrifugar 1 minuto a 8000g; 6) repetir passo 4; 7) adicionar 500 pl de tampao de
lavagem (do inglés Wash Buffer). Centrifugar 1 minuto a 8000g; 8) repetir passo 4; 9) repetir
passo 7; 10) descartar apenas o liquido; 11) centrifugar 10 segundos a 13000g; 12) descartar
tubo coletor; 13) incubar o tampé&o de eluicdo (do inglés Elution Buffer) a 70°C, durante 10
minutos. Depois, adicionar 200 pl em cada tubo. Usar eppendorfs como tubos coletores e
centrifugar 1 minuto a 8000g; 14) descartar o eppendorf com filtro e armazenar o coletor a -
20°C.

Figura 6. Tampdes utilizados na extracdo de DNA (Original)

Uma vez concluida a extracdo de DNA, todos os produtos obtidos foram quantificados
por espectrofotometria no NanoDrop One (Figura 7), para se obterem os valores das
concentracdes de DNA e dos racios de pureza A260/A280 e A260/A230. As amostras foram
mantidas refrigeradas enquanto se realizam os procedimentos, para que ndo houvesse

degradacédo do DNA (Figura 8).
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Figura 7. NanoDrop One (Original) Figura 8. Refrigeracdo dos produtos obtidos da
extragdo do DNA (Original)

4.3 PCR e eletroforese

De seguida, realizaram-se varios PCR cujo objetivo consiste em amplificar fragmentos
especificos de DNA em fungéo dos primers utilizados. Para um volume final de 50 pl por
amostra, foram utilizados 20 pl de DNA extraido,15 ul (5U) de Supreme NZYTagq Il 2x Green
Master Mix (DNA Polimerase + dNTPs + buffer + MgCl,) (Figura 9), 1 pl (0.2 pmol) de Primer
Forward (5’ - GGC TTG ATA GGT TGT ATA TGT TGG TG - 3’), 1 pl (0.2 pmol) de Primer
Reverse (5’ - ATT ATA ACT GGA AAAGTT TTG TTT — 3’) e 13 pl de agua MiliQ.

O protocolo foi realizado numa camara de fluxo laminar (Figura 10) e foi o seguinte: 1)
hidratar os primers, obtendo uma concentragdo de 100 pmol; 2) diluir os primers, para obter
a concentragdo inicial pretendida de 10 pmol; 3) centrifugar, individualmente, ambos os
primers e a Master Mix; 4) misturar os primers, a Master Mix e a agua MiliQ; 5) colocar 30 pl
da mistura em cada tubo; 6) colocar 20 ul de DNA nos respetivos tubos; 7) preparar o controlo
negativo (30 pl de mistura + 20 pl de agua MiliQ); 8) preparar o controlo positivo (30 pl de
mistura + 20 ul de DNA de um c&o com mutacao).
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Figura 9. Supreme NZYTagq Il 2x Green Figura 10. Camara de fluxo laminar (Original)
Master Mix (Original)

Apos a preparacao de todos os tubos, estes foram colocados no termociclador (Figura
11) e realizaram-se os PCR nas seguintes condi¢des: 4 minutos a 94°C; 32 ciclos de 30
segundos a 94°C, 1 minuto a 55°C e 30 segundos a 72°C; 10 minutos a 72°C; 20 minutos a
8°C.

Figura 11. Termociclador (Original)
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Apds o PCR ter sido realizado, as amostras foram avaliadas por eletroforese num gel
de agarose a 2% (Figura 12) e comparadas com um controlo positivo, de forma a perceber se
a amplificacdo do DNA tinha sido bem sucedida. As imagens das eletroforeses foram obtidas

no sistema ChemiDoc™ XRS+ (Figura 13).

Figura 12. Eletroforese num gel de agarose a  Figura 13. ChemiDoc TM XRS+ (Original)
2% (Original)

4.4 Purificagdo e sequenciacdo de DNA

O passo seguinte foi uma purificag@o de todos os produtos de PCR. O objetivo desta
etapa é aumentar a concentracdo de DNA nas amostras, de forma a possibilitar a
sequenciacdo. Para tal recorreu-se ao kit DNA Clean & Concentrator™-5 da Zymo Research
(Figura 14), de acordo com o protocolo do préprio kit: 1) num eppendorf, colocar todo o produto
de PCR da amostra (40ul) e adicionar 5x mais de tamp&o de ligacéo (do inglés Binding Buffer);
2) misturar brevemente no vortex; 3) colocar a coluna num tubo coletor, para onde passa a
mistura; 4) centrifugar 30 segundos a 10.000g. Descartar o liquido no tubo coletor; 5) adicionar
200 ul de tampéo de lavagem (do inglés Wash Buffer) e centrifugar 30 segundos a 10.000g.
Descartar o liquido no tubo coletor; 6) repetir passo 5; 7) centrifugar uma ultima vez, nas
mesmas condi¢des, sem adicionar o tampao de lavagem; 8) descartar o tubo coletor com
liquido e colocar a coluna num eppendorf; 9) adicionar 17 pul de tampao de eluicao (do inglés
Elution Buffer)/agua e aguardar 3 minutos a temperatura ambiente; 10) centrifugar 1 minuto a
10.000g.
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Figura 14. Tampdes utilizados na purificagdo dos produtos de PCR (Original)

De seguida, todas as amostras com uma concentracdo superior a 10 ng/ul, foram
enviadas para o laboratério externo STAB VIDA para sequenciacao pelo método de Sanger.
Através do software Unipro UGENE®, as sequéncias obtidas foram alinhadas e comparadas
com o gene MDR1 canino (GenBank AF 045016) e avaliaram-se 0s respetivos

eletroferogramas.

4.5 Questionario

Durante a realizagdo do estudo, foi elaborado um questionéario (anexo 2) no Google
Forms® que foi enviado a todos os detentores que aceitaram participar neste estudo. O
guestionario continha uma primeira seccao para obtencédo de dados pessoais dos detentores
(nome, contacto telefénico e endereco de e-mail), uma segunda seccdo onde se pretendia
saber com quantos cdes participaram no estudo e qual a raca do(s) mesmo(s) e uma terceira
seccao acerca de informacdes relativas aos animais. Com esta Ultima sec¢do, para além das
caracteristicas dos proprios animais (nome, sexo e idade), foi perguntado se ja tinham
realizado algum teste genético para despiste da mutacdo MDR1, com que medicamentos sdo
desparasitados (caso sejam) e se ja exibiram algum tipo de efeito adverso apds a
administragdo destes ou qualquer um dos outros medicamentos anteriormente mencionados

como sendo substratos da gp-P. O tratamento dos dados foi efetuado no Microsoft Excel®.

5. Resultados

5.1 Caracterizagdo da amostra populacional

A amostra populacional deste estudo foi constituida por 61 cées, sendo 45 de ragas
pastoras portuguesas e 16 de outras racas pastoras j& descritas como afetadas pela mutagéo
MDR1 (tabela 4).
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Tabela 4. Caracterizacdo da amostra populacional em estudo quanto a raca

Raca Total
Barbado da Terceira 3
Bobtail 1
Pastor Aleméo 4
Pastor Australiano 10
Pastor de Shetland 1
Rafeiro do Alentejo 42
Total 61

5.2 Eletroforese

Visto que ndo havia pogos suficientes para realizar as eletroforeses de todas as
amostras em simultédneo, estas foram divididas em trés grupos, correspondentes as figuras
15, 16 e 17.

Figura 15. Eletroforese do primeiro conjunto de amostras (Original)

Figura 16. Eletroforese do segundo conjunto de amostras (Original)
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Figura 17. Eletroforese do terceiro conjunto de amostras (Original)

5.3 Sequenciacao Sanger
Das 61 amostras totais, 55 foram enviadas para realizagdo de sequenciagdo Sanger.
As restantes 6 amostras (3 Pastores Alemaes, 1 Bobtail, 1 Pastor Australiano e 1 Rafeiro do

Alentejo), ndo foram sequenciadas por terem uma concentracdo inferior a 10 ng/ul.

Na figura 18, observa-se toda a regido delimitada pelos primers utilizados. Na figura
19, é possivel observar com maior ampliacdo a regido onde ocorre a mutagao, verificando-se
gue nado existe nenhum homozig6tico mutante, uma vez que ndo ocorre delecdo de 4 pares
de bases em nenhuma amostra. A amostra 3C apresenta uma aparente substituicdo de uma

guanina por adenina na posi¢ao 295.
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2202221 A2 1A+FWR
2202222 B2 IB+HFWR
2202223 C2 IC+HFWR
2202224 D2 1D+FWR
2191379 Al 3A+Frimer Forward
2191380 BI 3B+FPrimer Forward
2191381 Ci 3C+Frimer Forward
2202261 A7 4+FWR
2202225 E2 5+FWR
2202226 F2 &6+FWR
2191382 D1 F+Frimer Forward
2191582 B3 8+Primer Forward
2191384 Fi 10+Primer Forward
2202227 G2 12+FWR
2202228 HZ 13+FWR
2202223 A3 14+FWR
2202516 E6 15+FWR
2191385 G1 16+Primer Forward
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2202234 F3 24+FWR
2202235 G3 25+FWR
2202518 G& 26+FWR
2191387 A2 28+FPrimer Forward
2202237 Ad 29+FWR
2202238 B4 30+FWR
2202239 C4 31+FWR
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2191389 €2 37+Frimer Forward
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2191390 D2 41+Primer Forward
2202247 C5 42+FWR
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2191391 E2 52+Primer Forward
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Figura 18. Regido de sequenciacdo das amostras. Esta regido situa-se entre os 259 e os 321
pares de base, apds alinhamento com o gene MDR1 canino, visivel naprimeiralinha. A esquerda,
encontram-se 0s numeros das amostras sequenciadas, ordenados de forma ascendente.
(Original)
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2191392 _F2_54+Primer_Forward AAAC
2202258_F6_55+FWR AAAC
2202259_G6_56+FWR AAAC
2191393 _G2_57+Primer_Forward -AAC
2191394_H2_58+Primer_Forward AAAC

45016\Gene\MDR1 AAACA AC ATA C A
2202221_A2_1A+FWR AAACA AC ATA A
2202222_8B2_1B+FWR AAACA A ATA C A
2202223_C2_1C+FWR AAACA AC ATA A
2202224 _D2_1D+FWR AAACA A ATA C A
2191379 _A1_3A+Primer_Forward AAACA A ATA C A
2191380_81_3B+Primer_Forward AAACA AC ATA C A
2191381_C1_3C+Primer_Forward AAACA A AT A CA
2202261_A7_4+FWR AAACA A ATA A
2202225_E2_5+FWR AAACA AC ATA C A
2202226_F2_6+FWR AAACA AC AT A A
2191382 D1_7+Primer_Forward AAACA A ATA °
2191582_8B3_8+Primer_Forward -AACA AC ATA CA
2191384 _F1_10+Primer_Forward AAACA A ATA A
2202227 _G2_12+FWR AAACA A ATA C A
2202228 _H2_13+FWR AAACA AC ATA = A
2202229_A3_14+FWR AAACA AC ATA CA
2202516_E6_15+FWR AAACA A ATA A
2191385_G1_16+Primer_Forward AAACA AC ATA C A
2202517_F6_19+FWR AAACA AC ATA C A
2202232_D3_21+FWR AAACA A AT A A
2202233_E3_22+FWR AAACA AC ATA CA
2191583_C3_23+Primer_Forward AAACA AC AT A A
2202234_F3_24+FWR AAACA A ATA A
2202235_G3_25+FWR AAACA AlC AT A CA
2202518_G6_26+FWR AAACA AC AT A C A
2191387_A2_28+Primer_Forward AAACA AC AT A A
2202237_A4_29+FWR AAACA AC ATA C A
2202238_84_30+FWR AAACA AC ATA C A
2202239_C4_31+FWR AAACA A ATA A
2202240_D4_32+FWR AAACA A AT A CA
2202519_H6_33+FWR AAACA A ATA C A
2191388_B2_34+Primer_Forward AAACA A AT A A
2202242_F4_35+FWR AAACA AC ATA C A
2202243_G4_36+FWR AAACA AC ATA C A
2191389_C2_37+Primer_Forward AAACA AC ATA C A
2202244 _H4_38+FWR AAACA AlC ATA CA
2202245_A5_39+FWR AAACA AC ATA C A
2202246_8B5_40+FWR AAACA AC AT A - A
2191390_D2_41+Primer_Forward AAACA A AT A A
2202247_C5_42+FWR AAACA A ATA CA
2202248_D5_43+FWR AAACA AC ATA A
2202249_ES5_44+FWR AAACA A AT A C A
2202250_F5_45+FWR AAACA AC ATA CA
2202520_A7_46+FWR AAACA AC AT A A
2202252_H5_47+FWR AAACA AC ATA A
2202253 _A6_48+FWR AAACA AL ATA A
2202254_8B6_49+FWR AAACA AC ATA C A
2202718_A1_50+FWR AAACA AC ATA CA
2202256_D6_51+FWR AAACA A ATA A
2191391_E2_52+Primer_Forward AAACA AC ATA B A
2202257_E6_53+FWR AAACA A AT A C A
A A ATA A
A ALC ATA CA
A AL ATA C A
A AC ATA C A
A AC AT A A

Figura 19. Imagem aproximada da zona da mutacédo. A zona de interesse encontra-se destacada
com um retangulo preto (294-299 pares de bases). Dentro deste intervalo, apenas a amostra 3C
apresenta uma alteragdo, com a substituicdo de uma guanina por adenina na posicdo 295.
(Original)
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Por dltimo, ap6s a avaliagdo dos eletroferogramas de todas as amostras
sequenciadas, chegou-se a conclusdo de que apenas um era compativel com heterozigotia
(figura 20), sendo este pertencente a um cdo da raca Pastor Australiano. Se por um lado
houve trés animais que apresentaram um eletroferograma duabio (figura 21), os restantes séo

claramente homozigéticos wild-type (figura 22).
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Figura 20. Genétipo heterozigético. Na posicdo assinalada pela seta (correspondente a posicéo
296 no gene MDR1), é possivel observar um pico azul perfeitamente alinhado por baixo de um
pico verde. Este duplo pico significa que um dos alelos expressa adenina (verde) e o outro alelo
expressa citosina (azul). E importante realcar a diferenca do gréafico antes e depois da mutacgéo:
picos limpos e isolados em contraste com multiplos duplos picos que se formam apés a
mutacéo.
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Figura 21. Eletroferograma dubio. Ao contrario do exemplo anterior, o grafico ja era muito
confuso, com picos sobrepostos e distorcidos antes da regido da mutacao. Nota para a posi¢ao
assinalada pela seta (295), onde surge a jA mencionada substituicdo de guanina por adenina.
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Figura 22. Genétipo wild-type. Ambos os alelos expressam a sequéncia correta e 0s picos sao
distintos, quer naregido da mutacéo, quer apos.

34



5.4 Questionéario

Dos 61 caes incluidos neste estudo, conseguiu-se recolher informacgdes de 49 (80,3%).
No que diz respeito aos restantes 12 cées (19,7%), os respetivos detentores ndo preencheram
0 questionario (grafico 3). Nas 49 respostas obtidas, estdo contemplados o animal de genétipo
heterozigético e os 3 animais com resultados dubios. E também importante referir que houve
3 respostas obtidas pertencentes a animais cujas amostras ndo foram sequenciadas pelos

motivos ja mencionados.

Gréfico 3. Frequéncia absoluta de respostas obtidas no questionario

12

49

= Responderam = N&o responderam

Para 44 cées (89,8%), esta foi a primeira vez que testaram a presenca da mutacao
MDR1. Em contrapartida, 5 cées (10,2%) ja tinham realizado o despiste previamente (gréafico

4). Destes 5, os resultados apresentados foram 1 heterozig6tico e 4 wild-type.

Grafico 4. Frequéncia absoluta darealizacdo de um teste prévio para dete¢cdo da mutacdo MDR1

44

m Realizaram = Nao realizaram
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7

Quanto aos habitos de desparasitacdo, apenas um cdo ndo é desparasitado
externamente. O antiparasitario mais utilizado € a moxidectina (35,8%), seguido da
milbemicina oxima (17%) e ivermectina (11,3%). Apenas 1 cdo € desparasitado com
selamectina (1,9%) e nenhum recorre ao emodepside. 5,7% sdo desparasitados com
fluralaner, 11,3% utilizam outros antiparasitarios nao influenciados pela gp-P e em 17% dos

casos os detentores ndao souberam responder.
Gréfico 5. Frequéncia absoluta dos antiparasitarios externos utilizados
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Relativamente a observacao de efeitos adversos associados a qualquer medicamento,
0 Unico caso relatado foi o do cdo com gendétipo heterozig6tico que, segundo a detentora,

chegou a vomitar e desmaiar ap0s a administracdo de fluralaner.

6. Discussao

Apb6s a extracdo de DNA, todas as amostras foram lidas por espetrofotometria no
NanoDrop One, com o intuito de se obter os valores das concentracdes de DNA e respetivos
racios de pureza A260/A280 e A260/A230. Segundo Koetsier e Cantor (2024), os racios de
pureza ndo tém qualquer utilidade se as concentracdes forem inferiores a 20 ng/ul, que é o
que se verifica em todas as amostras. Para contornar estes baixos valores de concentracao,
poder-se-iam ter feito varias réplicas de cada uma das amostras e juntado numa so,
aumentando assim a concentracdo. No entanto, tal ndo aconteceu, pelo que nao seréa possivel
proceder a avaliacdo dos racios de pureza. Embora ndo seja essencial para este estudo, a
avaliacao dos racios de pureza seria interessante como controlo de qualidade da fase inicial

do protocolo laboratorial. Ha varios motivos que poderdo ser a causa da obtencdo destes

36



baixos valores de concentracdo de DNA, tais como a técnica de colheita das amostras, 0
tempo decorrido entre a colheita das amostras e a extracdo de DNA, a técnica aplicada na

extracdo de DNA e a propria utilizacdo da saliva como amostra, em vez de sangue.

Esta baixa concentracdo de DNA nas amostras também se reflete na qualidade das
eletroforeses apresentadas. Os primers utilizados tinham como intuito amplificar uma regiédo
especifica do gene MDR1, na qual esta contida a regido da mutagéo. Logo, o expectavel seria
gue todas as amostras apresentassem uma banda forte na eletroforese, mas tal néo

aconteceu e as baixas concentractes de DNA podem justificar este acontecimento.

Tal como mencionado anteriormente, a mutacdo no gene MDR1 consiste numa
delecéo de 4 pares de bases no codao 294, que corresponde aos nucleotidos AGA (adenina,
guanina, adenina). Uma vez que esta delecdo pode ter inicio em qualquer um dos nucledtidos

do codao 294, existem trés combinacdes possiveis de delecdo de nucledtidos (figura 23).

Sequéncia wild-type: GACAGATAGCTTTGC

Delecao dos nucledtidos AGAT-GACAGCTTITGC
Delegao dos nucledtidos GATA-GACAGCTTTGC

Delecao dos nucledtidos ATAG-GACAGCTTTGC

Figura 23. Combinac¢des possiveis de dele¢cbes de nucleétidos no gene MDR1. Na primeiralinha
encontra-se a sequéncia wild-type, com aregido da mutacao contida num retangulo. Nas linhas
seguintes, é possivel observar as diferentes combina¢cdes de delecdo de nucledtidos, caso esta
inicie no primeiro, segundo ou terceiro nucleétido do codédo 294, e as sequéncias resultantes
apos as delegdes. (Original)

Através da andlise da figura 23, é possivel concluir dois aspetos: em primeiro lugar,
independentemente dos nucleétidos que forem deletados, a sequéncia resultante sera igual
nos trés cenarios e esta mesma sequéncia sera aquela apresentada pelos individuos
homozigdticos mutantes, isto €, com dele¢éo dos 4 pares de bases em ambos os alelos. Por
outro lado, é também uma ferramenta Util para analisar os eletroferogramas de individuos
heterozigoticos, uma vez que torna mais facil a identificagdo dos picos de nucle6tidos que se
podem sobrepor. Tomando como exemplo o Unico individuo heterozigético identificado neste
estudo (figura 20), observou-se um pico azul (citosina) perfeitamente alinhado por baixo de
um pico verde (adenina). Esta combinagéo vai ao encontro do que foi anteriormente descrito
na figura 23, onde se pode ver que em conjunto com a segunda adenina da regido de

mutacgdo, deverd estar uma citosina.

Relativamente a figura 21, € um exemplo de trés eletroferogramas cuja interpretacao

ndo foi tdo clara. A primeira vista, aparentam ter varios duplos picos e alguns até sio
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compativeis com as combinac¢des apresentadas na figura 23. No entanto, este padrdo de
desarranjo e até mesmo de sobreposi¢céo de picos, ja se verifica antes da regido da mutacéo,
nos trés eletroferogramas, o que leva a crer que sera mais plausivel pensar que podera ter
ocorrido algum tipo de contaminacdo da amostra ou até mesmo erro na leitura. Quanto a
substituicdo da guanina por adenina ha sequéncia da figura 21, ao analisar o eletroferograma
€ possivel observar que o pico de guanina esta imediatamente abaixo do pico de adenina e o
mais provavel € que ndo tenha existido nenhuma mutagéo de substituicdo de nucledtidos,
mas sim um erro na leitura. A Unica solucdo para esclarecer estas questdes seria repetir as

sequenciacdes destas trés amostras, multiplas vezes, e comparar os resultados.

No que concerne as ragas, a amostra heterozigética pertence a um Pastor Australiano
e as trés amostras dubias pertencem a trés ragas distintas: Pastor Australiano, Pastor de
Shetland e Rafeiro do Alentejo. Com excecao do Rafeiro do Alentejo, todas as outras racas ja
possuem evidéncia cientifica de serem portadores de pelo menos um alelo e tendo em conta
gue neste estudo apenas se identificou um gendétipo heterozig6tico num Pastor Australiano
(1/10 = 10%), esta sera a Unica raca passivel de compara¢do com outros estudos. Estes 10%
ndo sao de todo compativeis com os valores mencionados noutros estudos, como por
exemplo os 59% apresentados por Barroso et al. (2022) ou os 50% referidos por Mealey et al.
(2023). No entanto, é importante ressalvar que o baixo nimero de animais amostrados por
raca, torna dificil a comparacao com outros estudos relativamente a frequéncia da mutacao
MDR1.

Em contraste com o estudo publicado por Barroso et al. (2022), onde foram detetados
gendtipos heterozigdticos na raga Barbado da Terceira, ndo foi possivel confirmar esses
resultados neste estudo, devido ao facto de termos apenas trés animais desta raca e todos

apresentarem um genétipo wild-type.

A realizacao do questionario contemplou dois objetivos. O principal objetivo foi a
identificacdo de elementos associados a uma possivel mutacdo no gene MDR1, porque se
algum destes animais tivesse tido uma ou mais rea¢cdes adversas a um substrato da gp-P, a
probabilidade de ter pelo menos um alelo mutante era maior. Para além disso, também foi
importante perceber se os resultados deste estudo sdo compativeis com aqueles obtidos por
alguns detentores noutros testes genéticos realizados previamente para despiste desta
mutacao.

Quanto aos resultados do questionario, ha trés aspetos que merecem especial
relevancia. Em primeiro lugar, apenas foram relatados efeitos adversos num céo, mais em
concreto, vomitos e desmaios associados a administragéo de fluralaner no cao heterozigotico.

Quando a detentora realizou o teste prévio e tomou conhecimento da heterozigotia do céo,
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optou por utilizar repelentes naturais, tais como sprays a base de citronela e coleiras EM® (do
inglés Effective Microorganisms) que combinam varios microrganismos, mais concretamente
bactérias acido laticas, leveduras e bactérias fototréficas (EMRO ¢2016). Aos dias de hoje,
ndo existe evidéncia de que o fluralaner seja um substrato da gp-P. No entanto, segundo
Geyer et al. (2018, p. 2-4), citado por Gaens, Rummel, et al. (2019, p.3), “...foi demonstrado
um aumento significativo da penetracdo cerebral de fluralaner num modelo de ratinho
homozigético mutante MDR1, indicando que o sistema de efluxo de farmacos mediado pelo
gene MDR1, impede a entrada de fluralaner no cérebro”. Por outro lado, um estudo
demonstrou que nao foram observados quaisquer efeitos adversos em cdes homozigéticos
mutantes aquando da administracdo do triplo da dose recomendada de fluralaner (Walther et
al. 2014). Segundo Gaens, Rummel, et al. (2019), sdo necessarios mais estudos para avaliar
0s potenciais alvos moleculares do fluralaner a nivel cerebral dos vertebrados e para
identificar outros fatores que possam alterar a resisténcia a este farmaco. Assim, embora
pareca improvavel, ndo se pode dizer com certeza que os vomitos e desmaios observados

pela detentora nao tenham sido causados pelo fluralaner.

Em segundo lugar, é importante referir que a soma das varias op¢des mencionadas
no gréafico 5 (53), é superior ao nimero de respostas obtidas no questionario (49), porque
alguns detentores mencionaram mais do que um antiparasitario. Tal pode-se dever a uma
simples alternancia entre farmacos ou ao facto de utilizarem uma associacdo que atinja um

maior espetro de parasitas.

Por dltimo, destacar também que, para os cées que ja tinham realizado previamente o
despiste desta mutacdo, os resultados de ambos os testes sdo concordantes. Assim, ambos

0s objetivos do questionario foram cumpridos.

Existem muitas técnicas para a detecdo da mutagdo do gene MDR1 descritas em
diferentes estudos (Mealey et al. 2002; Hugnet et al. 2004; Stiedl and Weber 2017; Soussa et
al. 2020; Galindo et al. 2021). Neste estudo, optou-se por realizar PCR seguido de
sequenciacdo, para avaliar se esta combinacdo de técnicas menos dispendiosas eram
eficazes. A sequenciacdo é muito importante para avaliar a fundo as sequéncias de DNA, mas
€ um processo mais demorado e sujeito ao erro humano aquando da interpretacao dos
eletroferogramas, pelo que se poderia recorrer a outros PCR para obter resultados mais
rapidos. Para além disso, também se poderiam ter utilizado primers que detetassem logo as
mutacdes e ndo apenas o gene MDRL1 canino, simplificando o processo. Fica também a
davida se a utilizacdo de sangue em detrimento da saliva colhida através das zaragatoas orais

como amostra, permitiria obter melhores concentracbes de DNA e menos contaminantes.
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O principal objetivo deste estudo era averiguar uma possivel presenca da mutacdo no
gene MDR1 no Rafeiro do Alentejo e, com base nisso, os resultados sdo favoraveis para a
raca. Embora um dos eletroferogramas dubios seja de um Rafeiro do Alentejo, a verdade é
que o tracado é mais compativel com contaminacdo ou erro de leitura da maquina, do que
com a presenca de heterozigotia. No entanto, € também importante ter em conta que apenas
42 caes foram testados e, tal como mencionado anteriormente, em 2023 estavam registados
212 no CPC (19,8%). A amostra é pequena, pelo que ndo é possivel alegar que a mutacdo
ndo existe na populagédo do Rafeiro do Alentejo, mas sim que ndo foi detetada na amostra
testada. Posto isto, e até prova em contrario, ndo ha motivo para desaconselhar a criacdo da
raca Rafeiro do Alentejo, mas os detentores devem permanecer atentos a possiveis sinais
adversos, quer neurolégicos, quer ndo neurolégicos, aquando da administracdo dos farmacos

ja mencionados como substratos da gp-P.

Para ajudar ao esclarecimento deste eventual problema, foi enviado a todos os
detentores um folheto informativo (anexo 3) com informagé&o sobre a muta¢do no gene MDR1,
guais os farmacos que estdo associados ao surgimento de efeitos adversos, que ragas séo

afetadas e quais os cuidados a ter.

7. Concluséo

Em suma, todos os objetivos propostos para este estudo foram cumpridos. Nao se
encontraram quaisquer individuos da raca Rafeiro do Alentejo com pelo menos um alelo
mutante, mas recomenda-se a realizacdo de mais estudos nesta raga recorrendo a outros
meios de diagnéstico mais rapidos e eficazes. Sera também muito importante realizar mais
estudos nas restantes ragas pastoras portuguesas, preferencialmente com amostras mais

representativas.
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Ill. Anexos

Anexo 1. Estaldo da raca Rafeiro do Alentejo

Classificacéo FCI: Grupo 2 — Caes de tipo Pinscher e Schnauzer, Molosséides, Caes
de Montanha e Boieiros Suicos. Seccdo 2.2 — Molossoéides, tipo Montanha. Sem prova de
trabalho.

Altura e Peso: Altura ao Garrote: Machos de 66-74 cm. FEmeas de 64-70 cm. Peso:
Machos de 45-60 kg. Fémeas de 35-50 kg.

Comportamento/Carater: Excelente guarda das herdades e quintas. E igualmente (til
para a protecao de rebanhos, sobretudo durante a noite, sendo pouco tolerante na defesa do
territério ou das propriedades que lhe sdo confiadas. A expresséo é calma e confiante, nem
agressivo, nem timido.

Aspeto Geral: Cao de grande tamanho, possante, rustico, sébrio e tranquilo. De perfil,
a cabeca é ligeiramente convexa; o conjunto da estrutura € mais comprido do que alto
(sublongilineo).

Propor¢cdes Importantes: Retangular (sublongilineo); sendo a altura ao garrote
ligeiramente inferior ao comprimento do corpo. A relagéo largura/comprimento do cranio deve
ser 1/2. A relacdo comprimento do chanfro/comprimento do cranio deve ser 2/3. A altura do
peito deve ser ligeiramente menor do que metade da altura ao garrote. Excelente guarda das
herdades e quintas. E igualmente (til para a protecéo de rebanhos, sobretudo durante a noite,
sendo pouco tolerante na defesa do territério ou das propriedades que lhe sédo confiadas. A
expressédo é calma e confiante, nem agressivo, nem timido.

Cabeca: Volumosa, quase macica, proporcionada ao seu tamanho; larga na parte
posterior do cranio, mais estreita e menos convexa na fronte. Os eixos superiores cranio
faciais moderadamente divergentes.

Regido Craniana: Cranio: Largo; abaulado nos dois eixos; arcadas supraciliares ndo
salientes; sulco frontal pouco pronunciado entre e acima dos olhos; protuberancia occipital
pouco marcada; as faces laterais sdo bem musculadas. Stop: Pouco pronunciado.

Regido Facial: Trufa: Oval, com a extremidade ligeiramente truncada de cima para
baixo e de diante para tras; narinas bem abertas de cor preta. Chanfro: Direito, com corte
transversal abaulado. A base é larga e alta, estreitando moderadamente até a extremidade; o
chanfro é mais curto que o cranio. Labios: Pretos, ligeiramente arredondados a frente,
sobrepostos, bem rasgados; espessura média; de perfil inferior ligeiramente curvo.
Maxilas/dentes: Fortes e bem desenvolvidos; articulagdo em tesoura, sendo tolerada a
articulacdo em pinca. Faces: Ligeiramente marcadas com regido masseterina saliente. Olhos:
Pequenos; de forma eliptica, a flor da pele, castanhos (de preferéncia escuros). Palpebras de
pigmentagdo escura, firmes e acompanhando a forma do globo ocular. Expresséo calma.
Orelhas: Colocadas a média altura, pouco moveis, pequenas, dobradas e pendentes. A base
€ estreita; o comprimento é igual ou ligeiramente superior a largura. Triangulares e
arredondadas na extremidade. Quando o cdo esta atento, as orelhas ficam dobradas,
mantém-se direitas na base e as dobras tornam-se mais marcadas no sentido longitudinal.

Pescoco: Boa saida de pescoco; direito; curto; forte; com uma s6 barbela (simples)
de espessura regular e em propor¢do com o tamanho do céo.

Tronco: Possante; bem musculado, o comprimento € ligeiramente superior & altura ao
garrote, volumoso. Linha Superior: Direita, quase horizontal, tolerando-se uma ligeira
inclinacdo da frente para tras. Garrote: Pouco saliente, bem ligado ao pescoco. Dorso:
Ligeiramente mergulhante, quase horizontal. Lombo/Rim: De comprimento médio; direito e
largo; bem musculado. Garupa: Ligeiramente descida; de comprimento médio; larga e
musculada, em proporc¢do a corpuléncia. Peito: Largo; bem descido, a altura do cotovelo ou

46



ligeiramente abaixo. Peitoral: Largo, muito pouco marcado. Costelas: Bem arqueadas;
ligeiramente inclinadas para tras. Linha Inferior e ventre: O esterno é quase horizontal; o
ventre ndo é arregacado, e prolonga a linha do esterno.

Cauda: De inser¢cdo média no prolongamento da garupa; espessa na base, pode ser
ligeiramente encurvada ou voltada na extremidade, mas nao quebrada; comprida. Em
repouso, cai pelo menos até ao jarrete, de preferéncia um pouco abaixo; quando em acéo
pode levantar e enrolar sem se apoiar na linha superior.

Membros Anteriores: Fortes, afastados, bem aprumados de frente e de lado.
Ombros: Fortes; de comprimento médio; bem desenvolvidos e musculados; angulacéo
escapulo-umeral proxima dos 105°. Bracos: Fortes; de comprimento médio; inclinados e
musculados. Cotovelos: Encostados ao térax, nem virados para dentro nem para fora;
angulacdo umero-radial entre 130° e 135°. Antebracos: Verticais; compridos; fortes; bem
musculados. Carpos: Espessos; com boa articulacdo. Metacarpos: De comprimento médio;
espessos; ligeiramente inclinados. Méos: Os dedos séo grossos, fechados (ndo afastados) e
ligeiramente encurvados (arredondados); unhas fortes, variando de cor conforme a pelagem;
as almofadas séo espessas e resistentes.

Membros Posteriores: Fortes; afastados; bem aprumados vistos de tras e de lado.
Coxas: Compridas; largas; musculadas, mas sem exagero; angulacdo coxofemoral cerca de
105°. Joelhos: Articulagbes fortes; na linha do corpo sem desvios para fora; angulagéo
femorotibial entre 125° e 130°. Pernas: Fortes; moderadamente inclinadas; de comprimento
médio; bem musculadas. Tarsos: Fortes; secos, de altura média; com angulagdes tibiotarsicas
cerca de 140°. Metatarsos: Grossos, de comprimento e altura médios; muito ligeiramente
inclinados; podem apresentar presunhos simples ou duplos. Pés: Idénticos as maos.

Andamentos: Pesados, lentos, bamboleantes sem exagero.

Pele: Espessa, quase tensa; mucosas internas parcial ou totalmente pigmentadas de
preto, sendo as externas totalmente pigmentadas.

Pelagem: Pelo curto ou preferencialmente de meio comprimento; espesso, liso e
denso, regularmente distribuido até aos espacos interdigitais. De cor preta, lobeira, fulva ou
amarela, tigradas ou ndo, sempre com marcas brancas; branca com marcas das cores
precedentes.

Defeitos Gerais: Qualquer desvio em relagédo ao estaldo deve ser considerado como
defeito e penalizado de acordo com a sua gravidade e das suas consequéncias na saude e
bem-estar do cdo. Comportamento: Timidez. Aspeto geral: Ma condicdo, magreza ou
obesidade. Chanfro: Comprido, estreito, de perfil ligeiramente curvo ou truncado
verticalmente. Linha dorsal: Encarpada ou enselada. Garupa: Comprida, muito descaida,
estreita. Cauda: Insercdo muito alta ou muito baixa. Membros: Jarretes fechados; muito aberto
de frente; angulacgdo incorreta e falta de verticalidade dos tarsos. Pés: Nao proporcionados ao
tamanho, planos ou pés de lebre. Pelagem: Em mas condicées; pelo comprido, cerdoso ou
ondulado.

Defeitos Graves: Aspeto Geral: Construgdo ligeira ou linfatica. Cabeca: Nao
proporcionada ao tamanho, falta de volume, stop pronunciado, cranio plano e estreito, eixos
craniofaciais paralelos. Olhos: Claros, nao elipticos, inclinados; os bordos das palpebras ndo
acompanhando o globo ocular. Orelhas: Grandes, arredondadas, ndo dobradas, ndo caidas,
parcialmente cortadas. Pescoco: Auséncia de barbela, barbela demasiado pregueada ou
dupla. Peito: Estreito e costelas planas. Cauda: Enrolada em repouso, gancho na
extremidade, curta, cortada. Mucosas: Despigmentacado parcial da parte externa da boca, das
pélpebras, dos labios e do nariz. Tamanho: Machos — menos de 66 cm ou mais de 75 cm.
Fémeas — menos de 64 cm ou mais de 71 cm.
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Defeitos Eliminatorios (Desqualificacdes): Comportamento: Agressivo ou medroso.
Tipo: Atipico. Aspeto Geral: Construg&o muito ligeira ou muito linfatica. Cabeca: Muito estreita
e comprida. Chanfro: Muito comprido; de perfil convexo. Maxilas: Prognatismo superior ou
inferior. Cranio: Muito estreito. Olhos: Demasiado claros, de tamanho e cor diferentes.
Orelhas: Muito mal implantadas, excessivamente grandes e redondas. Cauda: Anuros.
Mucosas: Despigmentacao total (albinismo), da boca, dos labios e do nariz. Pelo: Muito curto.

Todo o cdo que apresentar, de forma evidente, anomalias de ordem fisica ou
comportamental deve ser desqualificado. Os machos devem apresentar os dois testiculos, de
aparéncia normal, bem descidos no escroto.
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Anexo 2. Questionario (exemplo de participagcdo com 1 cao)

SECCAO 1
Pergunta 1.1

Indique o seu nome completo:
Pergunta 1.2
Indique o seu endereco de e-mail:
Pergunta 1.3
Indique o seu contacto telefénico:
SECCAOQ 2
Pergunta 2.1

Qual a raca do(s) seu(s) cao/caes?

Barbado da Terceira Bobtail

Pastor Alemao Pastor Australiano

Ll vl}! &

Pastor de Shetland Rafeiro do Alentejo
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Pergunta 2.2

Com quantos caes € gue participou neste estudo?

AW DN |

SECCAO 3
Pergunta 3.1

Qual o nome do seu cao?
Pergunta 3.2

Sexo:

Macho

Fémea

Pergunta 3.3

Qual a idade do seu cao?

<1 ano

1-2 anos

3-8 anos

9-12 anos

>12 anos

Pergunta 3.4

O seu céo ja realizou algum teste genético para despiste da mutagdo MDR1?

Nao

Pergunta 3.5

Se sim, qual foi o resultado do teste?
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Pergunta 3.6

O seu céo € desparasitado para parasitas internos e/ou parasitas externos?

Nao

Pergunta 3.7
Se sim, qual o(s) medicamento(s) que utiliza?

Pode selecionar mais que 1 opcdo. Se ndo for nenhuma das mencionadas, por favor escreva o(s)
nome(s) na op¢ao "outra"

Emodepside (Profender/Procox)

Ivermectina (Heartgard)

Milbemicina Oxima
(Nexgard/Milbactor/Milbemax/Credelio/Milbeguard/Milpro/Milbenin/Mektix/
Amcofen/Milprazon/Alpramil)

Moxidectina (Simparica/Prinocate/Afilaria/ Guardian/Advocate/Prinovox)

Selamectina (Stronghold/Evicto/Selames/Selehold)

Outra

Pergunta 3.8

Alguma vez observou algum tipo de reacéo adversa/efeito secundario apds a desparasitacao?

Nao

Pergunta 3.9
Se sim, por favor descreva a reacéo:
Pergunta 3.10

Para além disso, 0 seu cdo alguma vez reagiu negativamente a outros medicamentos?
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Pergunta 3.11
Se sim, a qual(ais) do(s) seguintes?

Pode selecionar mais que 1 opcao. Se ndo for nenhuma das mencionadas, por favor escreva o(s)
nome(s) na op¢ao "outra”

Acepromazina (Calmivet/SEDAN/Tranquigel/Temprace/Vetranquil)

Apomorfina (Emedog/Apovomin)

Butorfanol (Torphasol/Torbugesic/Butomidor/Alvegesic/Dolorex/Torphadine)

Ciclosporina (Cyclavance/Sporimune/Atopica/Modulis)

Doxorrubicina

Grapiprant (Galliprant)

Loperamida

Maropitant (Cerenia/Vominil/Prevomax/Vetemex)

Vincristina

Outra

Pergunta 3.12

Se sim, por favor descreva a reacgao:
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Anexo 3. Folheto informativo enviado aos detentores

MUTACAO NO GENE MDR1

O que é?

A mutagéo no gene MDRI resulta num funcionamento anormal da
. , o . (N
g||coprote|nc1 P. Esta proteina é responscwe| pe|o transporte de q|guns U A
>— <
farmacos e esta presente em vdrios tecidos de indmeros mamiferos, tais P
como o0s capi|c1res oerebrqis, canaliculos bi|iares, mucosa intestinal e
tobulos renais. Os animais afetados, quando tratados com c1|guns
farmacos, podem exibir reagées adversas que podem manifestar-se por

sinais neuro|égicos, sinais gastrointestinais, sinais hemato|ég‘|cos e pode

mesmo sobrevir a morte.

Que fadrmacos podem causar estas alteragdes?

= = Desparasitantes (emodepside, ivermecting, e
milbemicina oxima, moxidectina e selamectina) //Kg
~
|

« Analgésicos (butorfanol, grapiprant)

« Quimioterdpicos (doxorrubicina, vinoristino.)

« Indutor do vémito (apomorfina) ’.

K « Inibidor do vémito {mc\ropitqnt)

« Sedativos (aoepromo.zinq)
\S‘ « Imunomodeladores (cic|osporinc)
« Opidides (loperamida)

Que racas sdo afetadas por esta mutagéo?

« Collie (70%)

. Whippet de pe|o comprido
(65%)

« Pastor Australiano (50%)

« McNab (30%)

« Pastor |ng|és ('IS%)

« Pastor de Shetland (15%)

+ Pastor Alemé&o (10%)

+ Bobtail (5%)

«+ Border Collie (<5%)

Cuidados a ter

Todos os animais das ragas mencicnadas devem ser testados para avaliar se
apresentam a mutagdo. Caso a apresentem, esses animais ndo devem ser
utilizados em programas de reprodugdo de modo a nao perpetuar a mutacdo na
descendéncia. Se o seu animal possuir @ mutacéo, isso deve ser do conhecimento

do Médico Veterindrio assistente de modo a que este possa fazer um

&
X e
aconselhamento do plano de desparasitagdo adequado e possa ponderar a 3

LISBOA

ut‘||izc1<;do dos farmacos acima mencionados. Miguel Montsiro Pinto
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