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RESUMO.- O colapso induzido pelo exercício (EIC) é con-
siderado uma síndrome autossômica recessiva que afeta 
principalmente cães da raça Labrador Retriever. A doença 
é caracterizada por fraqueza muscular e colapso após exer-
cício intenso. Usualmente, ocorre recuperação clínica após 
o episódio, mas alguns animais podem vir a óbito. Os sinais 

clínicos são decorrentes do polimorfismo de base única 
(SNP) c.767G>T no gene Dynamin 1 (DNM1). O objetivo 
deste trabalho foi determinar a ocorrência deste SNP em 
321 cães da raça Labrador Retriever do Estado de São Pau-
lo. Primers específicos para a amplificação de todo o exon 
6 do gene DNM1 foram usados nas PCRs utilizando DNA a 
partir de amostras de sangue ou swab bucal, a avaliação fi-
nal foi realizada com sequenciamento direto dos produtos 
da PCR. Dentre os 321 animais estudados, 3,4 % (11/321) 
eram homozigotos para o SNP c.767G>T no gene DNM1 e 
24,6% (79/321) eram heterozigotos. Somente um dos 11 
animais homozigotos apresentavam sinais clínicos com-
patíveis com a EIC. Este é o primeiro estudo sobre a ocor-
rência deste SNP no Brasil e considerando que quase 25% 
dos animais estudados eram heterozigotos, a genotipagem 
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dos animais para este SNP pode ser importante antes dos 
acasalamentos para cães desta raça. A EIC deve ser consi-
derada nos diagnósticos diferenciais de enfermidades neu-
romusculares em cães da raça Labrador Retriever.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Cães, Labrador Retriever, DNM1, exercí-
cio, PCR, sequenciamento.

INTRODUÇÃO
A intolerância ao exercício pode ser ocasionada por anor-
malidades cardíacas, respiratórias, osteomusculares ou 
neurológicas. O diagnóstico definitivo é fundamental para 
instituição do tratamento adequado. O colapso induzido 
pelo exercício (EIC) é uma síndrome diagnosticada com 
maior frequência em cães da raça Labrador Retriever 
(Taylor et al. 2008, Minor et al. 2011). Atualmente, é consi-
derada a causa mais comum para a intolerância ao exercí-
cio em cães jovens desta raça (Taylor et al. 2008, Cosford & 
Taylor 2010, Minor et al. 2011).

A análise do pedigree de Labradores Retrievers, re-
gistrados no Canadian Kennel Club e no American Kennel 
Club, que apresentavam EIC sugeriu que esta síndrome 
possuía um modelo consistente de herdabilidade autos-
sômico recessivo (Taylor et al. 2008). Posteriormente, foi 
confirmado que a EIC é causada por um polimorfismo de 
base única (SNP) localizado no exon 6 do gene DNM1 (Pat-
terson et al. 2008), codificador da proteína dinamina-1. 
Este SNP (c.767G>T) quando em homozigose (E/E) causa 
a troca de uma arginina por uma leucina, o que leva à uma 
anormalidade da transmissão sináptica pela diminuição da 
correta tradução da proteína dinamina-1 (Ferguson et al. 
2007, Patterson et al. 2008). A dinamina-1 é responsável 
pela endocitose das vesículas sinápticas nos terminais ner-
vosos durante um estímulo persistente e de alta frequência 
(Ferguson et al. 2007). Os neurônios podem suportar altas 
taxas de transmissão sináptica sem esgotar seu suprimento 
de vesículas sinápticas, isto devido à reciclagem que ocorre 
na fenda sináptica através da endocitose das vesículas que 
foram recém liberadas. Sendo assim, essas vesículas podem 
ser reutilizadas centenas ou milhares de vezes (Saheki & 
De Camilli 2012).

Casos de EIC são descritos com maior frequência em 
Labradores Retrievers na Alemanha (Minor et al. 2011), 
Canadá, Estados Unidos (Taylor et al. 2008, Minor et al. 
2011) e Japão (Takanosu et al. 2012) e no continente euro-
peu. Contudo, o SNP responsável pela EIC já foi identificado 
em homozigose em cães das raças Chesapeake Bay Retrie-
ver, Curly-Coated Retriever (Patterson et al. 2008), Boykin 
Spaniel e Welsh Corgi Pembroke (Minor et al. 2011). Minor 
et al. (2011) genotiparam 1.170 cães de 15 raças não Re-
trievers e não encontraram nenhum genótipo E/E ou E/N 
(heterozigoto) nestes animais.

Segundo Patterson et al. (2008), a maioria dos Labrado-
res Retrievers E/E para o SNP (c.767G>T) é clinicamente nor-
mal em repouso, entretanto, apresentam o colapso ao serem 
submetidos a exercícios físicos intensos (Taylor et al. 2009, 
Minor et al. 2011). Labradores Retrievers com EIC após cinco 
a 20 minutos de exercício intenso apresentam dificuldade de 
movimentação dos membros posteriores e paraparesia flá-

cida não dolorosa, progredindo para o colapso (Taylor et al. 
2009). Os primeiros sinais apresentados pelos cães afetados 
incluem dificuldade de locomoção com andar cambaleante 
(Taylor et al. 2009). Normalmente, o animal permanece com 
nível de consciência normal (Furrow et al. 2013).

Possivelmente o aumento de temperatura corporal e a 
alcalose respiratória após exercício em cães de competi-
ção da raça Labrador Retriever estejam relacionadas com 
baixa performance ou com a EIC nestes animais (Steiss et 
al. 2004). Temperatura ambiental alta aumenta a probabi-
lidade da ocorrência de colapsos, contudo, isto não é uma 
condição obrigatória, uma vez que foram relatados episó-
dios de colapsos em temperaturas abaixo de 0 °C (Taylor 
et al. 2008). Portanto, deve-se evitar exercícios intensos e 
atividades que causem estresse aos animais portadores da 
EIC, sobretudo em dias com altas temperaturas (Taylor et 
al. 2008). Outra hipótese é de que temperaturas corporais 
altas, atingidas durante exercício intenso, contribuam para 
uma disfunção na proteína mutante, gerando assim, falhas 
na transmissão sináptica desencadeando os sinais da en-
fermidade (Matwichuk et al. 1999, Taylor et al. 2009). Sete 
dos 225 cães estudados por Taylor et al. (2008) morreram 
durante os episódios de colapso após exercício intenso. Po-
rém, com a restrição dos exercícios físicos intensos houve 
diminuição drástica dos episódios de colapso ou total desa-
parecimento destes episódios na maioria dos animais.

Outras enfermidades, incluindo doenças metabólicas, 
cerebrais e cardíacas, podem ser responsáveis pelos co-
lapsos observados em cães N/N (wild type) ou E/N para o 
SNP responsável pela EIC (Patterson et al. 2008, Furrow et 
al. 2013). Contudo, por não existir um exame realizado na 
rotina dos ambulatórios veterinários que confirme a sín-
drome, o diagnóstico se dá pela exclusão de outras doen-
ças que estão relacionadas ao colapso e à intolerância ao 
exercício e pela observação dos sinais clínicos (Taylor et al. 
2008). Entretanto, a genotipagem dos animais possibilita 
um diagnóstico específico e evita que criadores permitam 
que a doença seja transmitida para a prole (Minor et al. 
2011). Considerando que a enfermidade tem grande im-
portância clínica para animais da raça Labrador Retriever, 
raça comumente criada no Brasil, e embora recentemente 
tenha sido descrito um caso de EIC no Brasil (Basso et al. 
2014), não existem estudos de ocorrência deste SNP em 
animais no país, sendo assim, o objetivo desta pesquisa foi 
avaliar a ocorrência do SNP (c.767G>T) no gene DNM1 res-
ponsável pela enfermidade em uma amostra de 321 cães 
desta raça provenientes do Estado de São Paulo.

MATERIAL E MÉTODOS
Neste estudo retrospectivo foram utilizadas amostras biológicas 
colhidas de Labradores Retriever durante o atendimento clínico 
no Hospital Veterinário (HV) da FMVZ, Unesp de Botucatu. Amos-
tras de sangue (n=312) ou swab bucal (n=9) foram colhidas de 
321 cães da raça Labrador Retriever, sendo 131 machos e 190 fê-
meas, com diferentes colorações de pelagem e idades variando de 
1 mês a 12 anos. Em seguida o DNA genômico foi extraído destas 
amostras com o Illustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit (GE© 
Healthcare, Buckinghamshire, England), seguindo as recomenda-
ções do fabricante. A concentração do DNA obtido das amostras 
foi mensurada por espectrofotometria (Nanodrop® 2000, Ther-
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mo ScientificTM, DE, USA) e o DNA foi armazenado no Banco de 
DNA do Laboratório de Biologia Molecular da Clínica Veterinária 
a -20°C até a realização da PCR.

Primers específicos, descritos previamente por Patterson et 
al. (2008), que amplificam um fragmento de 337 pares de bases, 
contendo o SNP c.767G>T, DNM-1 Forward (5’-GTAGGCTCTCC-
GACCCACTC-3’) e DNM-1 Reverse (5’-TGAGGACACTAACCCCTG-
TTG-3’), foram sintetizados e utilizados nas reações de PCR. A 
PCR foi padronizada com volume final de 20 µL, sendo 2 µL de 
DNA, 400 nM de cada primer, 10 µL de GoTaq® Green Master Mix 
(PromegaTM, WI, USA) e 6,4 µL de água nuclease-free. Um controle 
negativo, usando água como amostra, foi preparado em cada am-
plificação para descartar contaminações da PCR. As condições de 
amplificação foram: de 95°C por 2 min para desnaturação inicial; 
seguido, de 12 ciclos de 94°C por 30s, anelamento dos primers 
a 68°C, 66°C, 64°C e 62°C (cada temperatura por três ciclos) e 
extensão a 72°C durante 60s; depois foram realizados 25 ciclos 
de 94°C por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 60s; por fim 5 minu-
tos a 72°C. Os produtos da PCR foram analisados em eletroforese 
em gel de agarose a 1,5% e os produtos com tamanho específi-
co foram purificados usando o NucleoSpin® Gel and PCR Clean-
-up (Macherey-Nagel, Düren, Germany). Em seguida, 10 µL de 
produtos de PCR purificado com 5 µL do primer DNM-1 Reverse 
foram submetidos ao sequenciamento direto usando o BigDye® 
Terminator Cycle Sequencing Kit (Life TechnologiesTM, CA, USA) e 
o sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Life TechnologiesTM, 
CA, USA). As sequências obtidas foram alinhadas e comparadas à 
sequência de RNAm Canis lupus familiaris dynamin 1 (EU682271) 
utilizando o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://
blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). A análise dos resultados foi rea-
lizada com base descritiva frente ao percentual de animais com o 
SNP em homozigose ou heterozigose em relação à população total 
de 321 cães. O registro clínico dos animais que apresentaram o 

SNP em homozigose foi avaliado. Todos os procedimentos foram 
previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Experimentação 
Animal da FMVZ, Unesp, Botucatu (Processo n° 24/2013) e auto-
rizados pelos proprietários dos animais.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
As amostras obtidas por swab bucal resultaram em concen-
trações cerca de 4 vezes menores que as obtidas a partir 
de sangue total (média, 4,9 vs. 20,7 ng/µL), porém fornece-
ram material suficiente para que a PCR fosse realizada ade-
quadamente. Dessa forma, ressalta-se que essa técnica de 
colheita mais simples pode ser usada como um meio para 
obtenção do DNA para análises de mutações.

De acordo com IBGE, o Estado de São Paulo divide-se em 
63 microrregiões geográficas, sendo que os animais incluí-
dos neste estudo eram provenientes de 37 cidades que per-
tenciam a 16 microrregiões do Estado de São Paulo (Fig.1). 
Contudo, devido à proximidade com o HV-FMVZ (Unesp 
Botucatu) o maior número de animais era proveniente da 
microrregião de Botucatu (47%, 152/321) (Quadro 1).

A ocorrência de animais E/E e E/N foi de 3,4% (11/321) 
e 24,6% (79/321), respectivamente. O restante dos ani-
mais (72,0%, 231/321) não possuía este SNP (wild type). 
Utilizando a PCR seguida de restrição enzimática, Patter-
son et al. (2008) genotiparam cerca de 400 cães da raça La-
brador Retriever de 22 estados americanos e três estados 
canadenses e observaram que a frequência de animais E/E 
e E/N foi de 3% e 37%, respectivamente. Usando esta mes-
ma técnica, Minor et al. 2011, genotiparam 860 Labradores 
Retrievers dos EUA e Canadá e observaram a ocorrência de 

Fig.1. Mapa temático com as 16 Microrregiões geográficas (*) e das 37 cidades (quadro em destaque) que tiveram amostras colhidas 
para verificar a ocorrência do SNP c.767G>T no gene DNM1 em cães da raça Labrador Retriever. Figura Adaptada de http://www.
mapasparacolorir.com.br/mapa/estado/sp/estado-sao-paulo-microrregioes.png.
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animais E/E e E/N em 6,3% (54/860) e 34,5% (297/860), 
respectivamente. Enquanto que, Takanosu et al. (2012) 
utilizando a PCR alelo-específica, observaram que 4,5% 
(6/133) e 37,6% (50/113) dos Labradores Retrievers estu-
dados no Japão eram E/E e E/N, respectivamente. No pre-
sente estudo, optou-se em utilizar o sequenciamento direto 
de produtos de PCR (Fig.2), uma técnica padrão para iden-
tificação de mutações pontuais, como pode-se observar, a 
ocorrência E/E do presente estudo foi semelhante àquela 
observada por outros autores (Patterson et al., 2008, Minor 
et al. 2011, Takanosu et al., 2012), entretanto, a porcenta-
gem de heterozigotos no presente estudo foi menor.

Os animais E/E pertenciam a cinco microrregiões do 

Estado de São Paulo (Quadro 1) e destes apenas um foi 
encaminhado ao HV com queixa de episódios de colapsos 
induzidos após o exercício, sendo este caso recentemente 
relatado por Basso et al. (2014). Assim como foi observado 
no presente estudo; onde entre os 11 animais E/E (3 ma-
chos e 8 fêmeas) quatro apresentavam pelagem amarela, 
três a pelagem chocolate e três a pelagem preta; a enfer-
midade acomete cães independentemente do sexo ou da 
pelagem (Taylor 2008). Em um estudo retrospectivo com 
109 Labradores Retrievers com diferentes causas de colap-
so, todos testados geneticamente para EIC, foi evidenciado 
que existem algumas diferenças clínicas entre os animais 
com EIC (E/E) e os animais (E/N ou N/N) com outras cau-
sas de colapso (Furrow et al. 2013). Assim como descrito 
no animal E/E do presente estudo, que apresentou o pri-
meiro episódio de colapso aos 12 meses de idade, os cães 
com EIC, avaliados por Furrow et al. (2013) também eram 
jovens no momento do primeiro episódio (idade média de 
12 meses), o colapso normalmente se originava nos mem-
bros posteriores e se caracterizava por baixo tônus muscu-
lar e rápida recuperação. Já os cães com outras causas de 
colapso manifestavam os sinais com idade mais avançada 
(idade média de 23 meses) e tinham outros sinais além dos 
descritos acima, como acometimento simultâneo dos qua-
tro membros e perda de consciência (Furrow et al. 2013). 
Dezessete meses é a média de idade para apresentarem os 
primeiros sinais clínicos nos animais que possuem a sín-
drome (Minor et al. 2011). O único animal que apresentava 
sinais de EIC, no presente estudo, tinha dois anos de idade, 
sendo o primeiro colapso descrito quando este tinha um 
ano de vida (Basso et al. 2014). Ao analisar os registros clí-
nicos dos outros dez animais E/E, observou-se idade média 
4,6 (±3,0) anos ao atendimento clínico e não foi evidencia-
do nenhum histórico ou sinal clínico compatível com EIC. 
Minor et al. (2011) constataram que 95,9% dos Labradores 
E/E apresentam pelo menos um episódio de colapso até os 
quatro anos de vida, estes autores, avaliam ainda que labra-
dores E/E jovens (< 4 anos) sem histórico de episódio de 
colapso ainda poderão expressar o fenótipo de EIC. No pre-
sente estudo seis dos dez animais E/E tinham menos que 
quatro anos de idade, idade média de 2,0 (±0,9) anos, ou 
seja, ainda poderiam apresentar episódios de colapso. Em 
estudo realizado no Japão, nenhum dos seis labradores E/E 
apresentavam sinais compatíveis com EIC (Takanosu et al. 
2012), segundo estes autores estes animais provavelmente 
não tiveram ainda episódios de colapsos por que não fo-
ram submetidos a exercícios intensos. Minor et al. (2011) 
também apontam que labradores E/E que não colapsa-
ram ainda podem não terem sido submetidos a condições 
de exercícios intensos, estresse ou de ansiedade, contudo, 
estes autores também hipotetizam que labradores E/E po-
dem ter genes modificados que aumentam ou diminuem a 
suscetibilidade ao colapso.

CONCLUSÕES
O percentual de animais homozigotos e heterozigotos 

para EIC reforçam a necessidade de inserir a EIC dentre os 
diagnósticos diferenciais de enfermidades neuromuscula-
res em cães da raça Labrador Retriever, sendo este o pri-

Quadro 1. Número de animais genotipados, homozigotos e 
heterozigotos para o SNP c.767G>T no gene DNM1 em cães 
da raça Labrador Retriever distribuídos nas microrregiões 

geográficas do Estado de São Paulo

	 Microrregiões	 Nº de Animais	 Nº de Animais	 Nº de Animais
	 do Estado de 	 Genotipados	 Homozigotos**	 Heterozigotos**
	 São Paulo (*)

	 Avaré (5)	 19	 1	 4
	 Bauru (4)	 14	 -	 6
	 Botucatu (5)	 152	 2	 42
	 Campinas (2)	 5	 1	 -
	 Itapetininga (1)	 1	 -	 -
	 Jaboticabal(1)	 1	 -	 1
	 Jaú (4)	 19	 1	 2
	 Jundiaí (1)	 15	 -	 8
	 Marília (1)	 2	 -	 -
	 Mogi Mirim (1)	 1	 -	 -
	 Ourinho (1)	 2	 -	 -
	 Piracicaba	 6	 -	 2
	 Rio Claro (1)	 2	 -	 -
	 São Paulo (2)	 72	 6	 11
	 Sorocaba (1)	 1	 -	 -
	 Tatuí (4)	 9	 -	 3
	 Total	 321	 11 (3,4%)	 79 (24,6%)

* Número de cidades amostradas em cada microrregião, ** Animais homo-
zigotos ou heterozigotos para o SNP responsável pelo colapso induzido 
pelo exercício. 

Fig.2. Eletroferograma parcial do exon 6 do gene DNM1 obtido 
após o alinhamento das sequências de animais wild type (A), 
heterozigoto (B) e homozigoto (C) para o SNP c.767G>T. Ob-
serva-se o nucleotídeo 767G na sequência normal wild type, o 
pico duplo (K: G/T) na sequência heterozigota e o SNP (G>T) 
na sequência homozigota.
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meiro trabalho avaliando este polimorfismo em uma popu-
lação de cães no Brasil.

A disponibilização do teste aos proprietários para con-
firmação da EIC e direcionamento dos acasalamentos será 
uma ferramenta útil para diminuir a ocorrência da doença.
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