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The aim of this study was to identify the presence of a mutation in the L2-hydroxygluta-
rate dehydrogenase (L2-HGDH) gene in Staffordshire bull terriers in Brazil. Genetic testing
was done in 76 dogs from different regions of the country, from 2008 to 2015. Fifty-five
dogs (72.37%) were free of the mutant gene LZHGDH or homozygous-dominant, and 21
(27.63%) were carriers for the mutant gene or heterozygous. No homozygous recessive
dogs (affected) were found, however, it is worth noting that the gene circulates in Brazil
and that affected dogs can appear.

INDEX TERMS: L2-hydroxyglutaric aciduria, Staffordshire Bull Terrier, dogs, circulation of gene mu-

tant L2-HGDH.

RESUMO.- O objetivo do trabalho foi identificar a presenca
no Brasil do gene mutante LZHGDH em cées da racga Sta-
ffordshire Bull Terrier (SBT). Para tanto foi feito o teste
genético em 76 caes provenientes de diferentes regioes do
Brasil, no periodo de 2008 a 2015, sendo encontrados 55
animais (72,37%) livres do gene mutante L2-HGDH ou ho-
mozigotos dominantes, e 21(27,63%) portadores do gene
mutante ou heterozigotos. Nao foi encontrado nenhum ani-
mal homozigoto recessivo (afetado), porém pode-se obser-
var que o gene circula no Brasil e que caes afetados podem
aparecer.

TERMOS DE INDEXACAO: Acidiria L2-hidroxiglutarica, cies
Staffordshire Bull Terrier, circulagdo do gene mutante L2-HG-
DH.
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INTRODUCAO

Aciduria L2-hidroxiglutarica (L2-HGA) é um erro raro inato
do metabolismo que foi descrito pela primeira vez em hu-
manos em 1980 (Duran et al. 1980) e posteriormente em
caes (Abramson et al. 2003, Garosi et al. 2005, Farias et al.
2012). L2-HGA é herdada como doenca autossdmica reces-
siva em cdes e humanos (Penderis et al. 2007).

A enfermidade é caracterizada pela elevacdo de acido
L2-hidroxiglutarico (L2-HG) na urina, plasma e fluido ce-
rebroespinal (Duran et al. 1980, Garosi et al. 2005). O ex-
cesso de acido L-2-HG afeta o sistema nervoso central e
seus sinais clinicos sdo normalmente aparentes entre seis
meses e um ano de idade, porém pode ocorrer mais tardia-
mente, com relato de até sete anos de idade em cdo (Garosi
et al. 2005). A L2-HGA é produzida quando a enzima mi-
tocondrial, L-malato desidrogenase ndo é especifica para
seu substrato primario, oxalacetato, mas é capaz de redu-
zir o-ketoglutarato para acido hidroxiglutarico (L2-HG)
(Bohm et al. 2014).

Abramson et al. (2003) relataram seis casos em caes
da raga Staffordshire Bull Terrier (SBT) com sinais clinicos
neurolégicos (ataxia, deméncia, alteracdo de comporta-
mento e tremores de cabeca), que iniciaram entre quatro
meses a sete anos de idade. O diagnoéstico para L-2-HGA foi
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confirmado por meio de exames laboratoriais, que revela-
ram niveis de acido L2-HG elevados em urina, fluido cere-
broespinal e plasma. Além disso, as imagens da ressonancia
magnética sugeriram doenga metabélica ou téxica. Bohm
et al. (2014) descreveram o primeiro relato de L2-HGA em
um cio da raga SBT, na Africa do Sul, utilizaram a PCR, além
da pesquisa do nivel da enzima na urina e ressonancia mag-
nética para avaliacdo das lesdes no sistema nervoso.

Os sinais clinicos incluem, em geral, convulsdes, ataxia,
tremores de cabega, rigidez muscular resultante de exerci-
cio ou excitacdo, e deméncia. Nao ha cura para a enfermida-
de, apenas tratamento sintomatico (Abramson et al. 2003,
Garosi et al. 2005).

O diagnostico é realizado através da detecgdo da ele-
vacdo de acido L2-HG na urina (valores de referéncia:
2,8-17mmol), mas aumento de L2-HG no plasma e fluido
cerebroespinal também sdo consistentes (Abramson et al.
2003, Scurrell et al. 2008). Ressondncia magnética revela
uma polioencefalopatia simétrica bilateral (Abramson et al.
2003, Garosi et al. 2005, Bohm et al. 2014).

O diagnéstico pode ainda, ser confirmado através de
testes de DNA. Pesquisas genéticas em cdes da raga SBT
revelaram que a condi¢cdo esta associada com duas unicas
mutacdes de substituicdo dentro do exon 10 do gene que
codifica para a L2-hidroxiglutarato desidrogenase (L2HG-
DH) (Penderis et al. 2007).

Objetivou-se identificar e notificar a circulacdo do gene
mutante L2-HGDH em cées da raga SBT no Brasil, no perio-
do de 2008 a 2015.

MATERIAL E METODOS

Dezessete criadores de cdes da raca Staffordshire Bull Terrier de
diferentes regides do Brasil (nordeste, sudeste e centro-oeste)
foram contatados e cederam material de 76 animais para este es-
tudo, entre 2008 e 2015. Todos os animais testados tinham pedi-
gree registrado na Confederagdo Brasileira de Cinofilia e o estudo
foi autorizado pela Comissdo de ética no uso de animais (CEUA)/
UFRPE, licenga 109/15. Os autores deste trabalho se comprome-
teram em ndo divulgar nomes de criadores ou de animais testa-
dos. O material coletado foi utilizado para testes genéticos rea-
lizados com kits importados adquiridos dos laboratdrios Animal
Health Trust - Reino Unido e Vetgen - Estados Unidos da America,
e seguiu-se as instrugdes para coleta e submissdo do material, re-
comendadas pelos mesmos. As amostras foram coletadas através
de swabs da mucosa oral realizando uma fric¢do intensa da face
interna da bochecha, cerca de vinte vezes, seguido de um peri-
odo de secagem da amostra ao ar livre por 15 minutos, e entdo
colocada em envelopes de papel e enviada para o laboratério. O
teste possibilita as seguintes informacgdes: cdes livres do gene ou
homozigotos dominantes AA, cdes portadores do gene ou hetero-
zigotos Aa e cdes afetados pela doenga ou homozigotos recessivos
aa. Cabe salientar que todos os testes foram realizados no periodo
citado durante exames de rotina, e os resultados foram cedidos
pelos proprietarios para execu¢do desse estudo com os devidos
termos de consentimento.

RESULTADOS

Dos 76 cdes da raca SBT analisados nesta pesquisa, 55
(72,37%) foram considerados livres do gene mutante L2-
-HGDH, e 21(27,63%) foram heterozigotos para o gene mu-
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tante L2-HGDH. Os cies testados foram provenientes das
regides nordeste (10 livres do gene mutante, 1 heterozigo-
to), sudeste (38 livres do gene mutante e 18 heterozigotos)
e centro-oeste (7 livres do gene mutante, 1 heterozigoto).
Nao se identificou nenhum cdo homozigoto recessivo O
teste genético realizado neste trabalho revelou que 72,37%
dos cdes analisados sao livres do gene mutante LZHGDH
(homozigotos dominantes), 27,63% sdo portadores do
gene LZHGDH (heterozigotos).

DISCUSSAO

A L2-HGDH é uma desordem que apresenta uma heranca
autossdmica recessiva com duas copias do gene defeituo-
so, um herdado do pai e outro herdado da mae. Individuos
com uma coépia do gene defeituoso e outra copia normal
sdo portadores, podem passar o gene com a mutagdo para
sua descendéncia, mas nio apresentam sinais clinicos da
enfermidade (Animal Health Trust 2015).

A identificacdo do gene mutante possibilita a melhora
nos programas de acasalamento dos criadores, evitando
desta forma o acasalamento entre cdes heterozigotos Aa x
Aa, onde 25% serao livres do gene mutante AA, 25% de do-
entes para L-2-HGA e 50% de heterozigotos, ou ainda aca-
salamentos entre cies heterozigotos Aa com homozigotos
recessivos aa, onde 50% serdo heterozigotos portadores do
gene L2ZHGDH e 50% de cdes doentes, ou no caso extremo,
entre acasalamentos de cies doentes aa x aa, onde 100%
dos filhotes nascerdo com a doenca. Binns (2007) afirma
que gracas aos testes de deteccdo de doencgas recessivas
com base no DNA, os criadores dispdoem de variadas op-
¢coes que melhoram o bem-estar dos seus cdes. O principal
objetivo da realiza¢do dos testes é evitar o acasalamento de
individuos portadores, uma vez que originara cdes afeta-
dos. Short et al. (2010) relatam que muitos cdes vém sendo
testados para essa mutagdo antes da criacdo para reduzir a
incidéncia dessa alteracdo na raga.

Até a presente data mais de 100 casos da doenca foram
relatados em humanos (Steenweg et al. 2010, Kranendijk et
al. 2012). Na Medicina Veterinaria a maioria dos casos re-
latados foram em cdes da raga SBT (Abramson et al. 2003,
Bohm et al. 2014), mas também em trés Yorkshire Terriers
(Sanchez-Masian et al. 2012, Farias et al. 2012), e em um
West Highland White Terrier (Garosi et al. 2005). Garo-
si et al. (2005), encontraram sinais clinicos neurolégicos
semelhantes aos descritos para esta enfermidade em um
cdo da raca West Highland White Terrier, o diagndstico foi
confirmado pelo aumento expressivo do acido L-2-HG na
urina e por meio dos achados de imagem de ressonancia
magneética.

Os testes laboratoriais de rotina realizados em caes afe-
tados como perfil hematoldgico e bioquimico, eletrélitos,
cortisol, amonia, analise de urina e fezes revelam-se nor-
mais (Theobald 2011). Alguns testes como a mensuragao
de enzimas hepaticas, podem revelar-se alterados devido
ao uso de certas drogas, como o fenobarbital, realizada em
animais que apresentam convulsdes (Scurrel et al. 2008,
Bohm et al. 2014). Assim, os testes laboratoriais de rotina
ndo ajudam no diagndstico da doenca. Nos casos suspeitos,
a opgao é identificacdo de acidos organicos pela cromato-
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grafia gasosa acoplada a espectrometria de massa para de-
tecgdo da elevacdo de L-2-HG na urina, no plasma e fluido
cerebroespinal, contudo estes testes nao identificam caes
heterozigotos.

Além do diagnéstico clinico e confirmagdo principal-
mente pela quantificacdo da enzima na urina, os testes de
triagem genética, com base no DNA tem revelado diversas
vantagens, pois quando a mutagao responsavel por uma
doenca é identificada, fica mais facil elaborar testes rapi-
dos, precisos e menos dispendiosos (Binns 2007). O teste
genético aparece como uma ferramenta simples, rapida e
segura para o diagnostico de cies suspeitos da doenca e
identificacdo dos heterozigotos. Certamente o maior entra-
ve para o rastreamento do gene em um nimero maior de
animais é a ndo realizacdo e obrigatoriedade do teste no
Brasil, o que ndo acontece em outros paises, como a Ingla-
terra, onde para o registro de animais da raca SBT no The
Kennel Club, a realiza¢io do teste é obrigatdria.

A determinacdo do pedigree e a ocorréncia de animais
afetados dentro do pedigree fornece informagao valiosa so-
bre o modo de heranga de algumas doencgas (Sewell et al.
2007), porém no Brasil ainda nao é obrigatdrio a realiza¢do
de testes de satude para registro de pedigree. Os cdes uti-
lizados nesse trabalho sdo provenientes de criadores que
tiveram interesse em realizar os testes e por esse motivo,
acredita-se que os mesmos fagam um controle nos acasa-
lamentos, no entanto com a popularizacdo da raca e o per-
centual de 27,63% de portadores do gene, pode-se esperar
um crescimento no nimero de cdes portadores do gene e o
aparecimento de cies afetados.

O teste genético realizado neste trabalho revelou que
72,37% dos caes analisados sao livres do gene mutante L2-
-HGDH (homozigotos dominantes), ou seja, possuem duas
copias normais do gene e ndo desenvolverdao L--2-HGA,
nem passardao uma copia do gene L2-HGDH para qualquer
um dos seus descendentes. Vinte e um caes (27,63%) sao
portadores do gene L2-HGDH (heterozigotos), isso signifi-
ca que possuem uma copia do gene normal e uma copia do
gene mutante que causa a L2-HGA. A Animal Health Trust
(2015) publicou em suas estatisticas, que até 31 de de-
zembro de 2014, dos 7720 caes da raca Staffordshire Bull
Terrier testados em seu laboratério de todas as partes do
mundo, 6467 (83,76%) eram homozigotos dominantes AA,
1150 (14,84%) heterozigotos Aa e 103 (1,33%) homozigo-
tos recessivos aa. Dado publicados por dois laboratérios,
revelaram 14,84% de caes da raga SBT heterozigotos para
o gene L2-HGDH e 1,33% de homozigotos recessivos, em
exames realizados com material de cies de diferentes par-
tes do mundo (Animal Health Trust 2015), em testes reali-
zados na Africa do Sul foi encontrado 23% de cies da raca
SBT heterozigotos para o gene L2-HGDH e 2% de homozi-
gotos recessivos (Bohm et al. 2014).

Outro laboratdrio comercial a Inqaba Biotec testou 200
cies da raga Staffordshire Bull Terrier da Africa do Sul, en-
tre 2009 e 2012, sendo que os dados revelaram: 150 (75%)
de caes homozigotos dominantes 46 (23%) caes heterozi-
gotos e 4 (2%) de cdes homozigotos recessivos (Bohm et
al. 2014). Em um estudo genético realizado com 130 SBT
do Reino Unido, 116 (89%) eram homozigotos dominantes,

14 (11%) heterozigotos e nenhum homozigoto recessivo,
no mesmo estudo foram avaliados 131 SBT da Finlandia,
obteve-se os mesmos resultados 89% homozigotos domi-
nantes e 11% heterozigotos, porém quando o estudo foi re-
alizado com 52 SBT epilépticos, foi obtido um resultado de
42 (81%) homozigotos dominantes,8 (15%) heterozigotos
e 2 (4%) homozigotos recessivos (Short et al. 2010). Com-
parando os resultados encontrados nesse trabalho com o
de outros paises, nota-se que o Brasil apresenta um percen-
tual maior de caes portadores do gene LZHGDH, porém nao
apresentou nenhum homozigoto recessivo. Considerando-
-se os resultados publicados, pode-se esperar entre 1 e 2 %
de cdes homozigotos recessivos no Brasil, talvez um pouco
mais, ja que o numero de heterozigotos no pool genético
brasileiro é maior que os apresentados pelos trabalhos
consultados.

Os cdes heterozigotos ndo desenvolveram a enfermida-
de, mas passardo o gene L2-HG em média 50% para sua
descendéncia. Quando ha animais afetados, isso quer dizer
que o cdo tendo duas copias do gene de mutacio L2-HG,
em algum momento vai desenvolver sinais clinicos da do-
enca, e ird passar o gene da mutagdo para 100% da prole
(Animal Health Trust 2015). Isso é de extrema importancia
visto que foram relatados casos de aparecimento de sinais
clinicos em cdes com sete anos de idade, que ja poderiam
estar incluidos em programas de reproducdo. Para Elgue-
ro et al. (2014) a detecgdo direta da mutagdo, em doencas
autossdmicas recessivas, apresenta a vantagem como a re-
alizacido deste em uma idade precoce, sem a necessidade
de o animal ser afetado pela doenca, ou vir sofrer alguma
alteracdo em consequéncia da ineficiéncia diagnostica da
maioria dos procedimentos bioquimicos.

No presente trabalho nio se identificou nenhum céo ho-
mozigoto recessivo, entretanto recomenda-se uma maior
vigilancia na doenga por parte dos médicos veterinarios
no Brasil, em virtude dos 27,63% heterozigotos apresenta-
dos. Vale ressaltar que até o momento ndo existe no Brasil,
um laboratério habilitado para a realizacdo de teste para
identificacdo do gene L2-HGDH, o que acaba dificultando a
realizacdo do mesmo, apesar da importacao do kit ser rela-
tivamente fAcil.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, conclui-se que o gene
mutante L2-HGDH circula no Brasil em cdes da raga Staffor-
dshire Bull Terrier.

Com a maior divulgacdo da existéncia circulante do
gene no Brasil, laboratérios nacionais poderdo incluir os
testes genéticos para o gene L2-HGDH, ampliando o nime-
ro de caes testados e diagnosticando precocemente possi-
veis afetados.
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