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RESUMEN

La abiotrofia cerebelar (AC) es una enfermedad neurodegenerativa hereditaria
gue afecta el cerebelo y cursa clinicamente con ataxia. Se ha determinado la
mutaciéon ARSG:c.296G>A en el gen que codifica para la enzima lisosomal
Arilsulfatasa G como causa subyacente de esta enfermedad en caninos Pit Bull
Terrier. Los animales homocigotas AA se encuentran en riesgo de desarrollar la
enfermedad. Este estudio tiene como objetivo determinar de forma preliminar la
frecuencia alélica y genética de la mutacion ARSG:c.296G>A en una muestra
poblacional representativa de Pit Bull Terriers de Uruguay mediante el uso de la
técnica de secuenciacion de productos de reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR). Se genotiparon 30 animales no relacionados, obteniéndose una
frecuencia genotipica observada de 0,77, 0,17, 0.07 para los genotipos "GG",
"AG" y "AA", respectivamente. La frecuencia del alelo mutante (A) fue 0,15
mientras que el alelo normal (G) fue de 0,85. Se demostr6 por primera vez en
Uruguay la evidencia molecular de la presencia de la mutacion ARSG:c.296G>A
en caninos Pit Bull Terrier. Los resultados constituyen datos epidemiologicos

importantes acerca de la posible diseminacion de la enfermedad.



SUMMARY

Cerebellar abiotrophy is a hereditary neurodegenerative disease that affects the
cerebellum and clinically manifests with ataxia. The ARSG:c.296G>A mutation in
the gene encoding the lysosomal enzyme Arylsulfatase G has been identified as
the underlying cause of this disease in Pit Bull Terriers. Animals that are
homozygous AA are at risk of developing the disease. This study aims to
preliminarily determine the allelic and genetic frequency of the ARSG:c.296G>A
mutation in a representative population sample of Pit Bull Terriers from Uruguay
using the polymerase chain reaction (PCR) product sequencing technique. Thirty
unrelated animals were genotyped, obtaining an observed genotypic frequency
of 0,77, 0,17, 0.07 for the genotypes "GG", "AG" and "AA", respectively. The
frequency of the mutant allele (A) was 0,15 while the normal allele (G) was 0,85.
This study provides the first molecular evidence of the presence of the
ARSG:c.296G>A mutation in Pit Bull Terriers in Uruguay. The results provide

important epidemiological data regarding the possible spread of the disease.



1. INTRODUCCION

La abiotrofia cerebelar (AC) es un término que hace referencia a numerosas
enfermedades neurodegenerativas que afectan el cerebelo y que cursan
clinicamente con ataxia (Pellegrino, 2020). Estas enfermedades se caracterizan
por la degeneracion neuronal prematura, progresiva e irreversible producto de
un defecto metabdlico intrinseco hereditario (Sis6 et al., 2006). La AC afecta
numerosas especies, entre ellas los caninos, donde su presentacion clinica varia

segun la raza afectada (Scott, Woolard, Finno y Murray, 2018).

Se ha descrito una variante de inicio tardio en caninos de raza American
Staffordshire Terrier, American Pit Bull Terrier y sus respectivos cruzamientos.
En estos animales, la edad de aparicion de los primeros signos es entre los 4-6
afos y el curso es inexorablemente progresivo (Agler et al., 2014; Pellegrino,
2020; Urkasemsin y Olby, 2014). El cuadro clinico se caracteriza por ataxia,
hipermetria, aumento de la base de sustentacion, caidas tras sacudir la cabeza,
temblores de intencion, nistagmo espontaneo, entre otros. Generalmente, la AC
progresa en un periodo de 2 a 4 afios, hasta que el animal es incapaz de
deambular, momento en el que los propietarios suelen optar por la eutanasia
(Olby et al., 2004; Pellegrino, 2010; Verdes, Delucchi, Feijo6, Fumagali y Serpa,
2020). Hasta el momento no se ha descrito un protocolo terapéutico efectivo para
la enfermedad por lo cual es de muy mal prondéstico (Pellegrino, 2010). El
diagnéstico definitivo de la AC puede ser realizado Unicamente mediante el
estudio histopatoldgico postmortem a partir de muestras de tejido cerebelar (Olby
et al., 2004).

Se ha demostrado que, en dichas razas, la enfermedad se debe a una mutacién
(ARSG:c.296G>A) en el gen ARSG que codifica para la enzima lisosomal
Arilsulfatasa G (Abitbol et al., 2010). Los animales homocigota para el Alelo A
mutante (AA) estan en riesgo de desarrollar la enfermedad, aunque no todos
ellos llegaran a padecerla debido a su caracter hereditario autosémico recesivo
con penetrancia incompleta (Siso et al., 2006). Dada la manifestacion tardia de
los signos clinicos de la AC sumado a que la fertilidad de los animales
homocigotas mutantes no se ve afectada, es poco probable que la seleccion
natural actie sobre este gen permitiendo que la mutacién se mantenga en la
poblacion (Abitbol et al., 2010; Olby et al., 2004).



En Uruguay, la enfermedad fue reportada por primera vez en el afio 2020, en un
canino American Staffordshire Terrier (Verdes et al., 2020), por lo que existe
evidencia de que el alelo deletéreo se encuentra circulando en el territorio
nacional. Sin embargo, no existen estudios disponibles que hayan comprobado
molecularmente su presencia. Por ello, esta tesis de grado tiene como objetivo
determinar de forma preliminar la frecuencia alélica y genotipica de la mutacion
ARSG:c.296G>A en caninos Pit Bull Terrier del Uruguay.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 El cerebelo

El cerebelo (del latin cerebellum, “pequeno cerebro”) es un 6érgano impar que
forma parte del sistema nervioso central (SNC) de todos los vertebrados (Sultan
y Glickstein, 2007). A pesar de que solo representa un 10% del volumen cerebral,
el cerebelo contiene méas de la mitad de las neuronas de todo el SNC, gracias a
su disposicion de finos pliegues altamente compactos (Dewey y da Costa, 2016;
Scott et al.,, 2018). Desempefia un papel crucial en la coordinacibn motora,
regulacion de la postura y el equilibrio. Ademas, esta implicado en varias
funciones integrativas, como el procesamiento del comportamiento, la memoria,
funciones de aprendizaje asociativo y el procesamiento nociceptivo (Dewey y da
Costa, 2016). Conocer las bases neuroanatomicas de este O6rgano permite
comprender las consecuencias de los procesos neurodegenerativos y como

estos repercuten en la salud de los animales afectados.

El cerebelo se sitla sobre el cuarto ventriculo, precisamente en la fosa posterior
del hueso occipital del craneo. Se localiza en posicién dorsal con respecto al
puente y la médula oblonga. Se comunica con el tronco encefalico por tres pares
de pedunculos (Klein, 2020).

Dicho 6rgano posee una forma ovéide levemente aplanado. Se compone de una
porcidon central conocida como vermis (su aspecto se recuerda a la de un
gusano) y a cada lado de este, se localizan los hemisferios cerebelosos. Se
encuentra dividido por dos surcos transversales profundos: el surco primario y el
posterolateral, de manera que se distinguen facilmente tres regiones: el |6bulo

anterior, posterior y floculonodular (de Lahunta y Glass, 2009).

Su superficie externa rugosa, se compone de laminas estrechas replegadas
(denominadas “folias cerebelosas”), las cuales se orientan en forma transversal
y son responsables del aspecto arborizado caracteristico de este 6rgano (Acosta
et al., 2018; de Lahunta y Glass, 2009; Sultan y Glickstein, 2007).
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Figura 1: Vista del corte longitudinal del cerebro normal del perro. Se evidencia el aspecto tipico
“arborizado” que adoptan las folias compuestas por la sustancia blanca de la médula cerebelar
(flecha). Modificado de: de Lahunta y Glass, (2009).

Lébulo rostral Lébulo caudal

Hemisferio cerebeloso

Lébulo floculonodular

Figura 2: Anatomia del cerebelo canino. Imagen A, vista caudal del encéfalo canino donde se
indica la posiciéon del cerebelo (flecha). Imagen B y C obtenidas luego de retirar ambos
hemisferios cerebrales. B, vista dorsal del vermis y hemisferios cerebelosos. C, vista lateral del
cerebelo y tronco encefalico, I6bulo rostral, 16bulo caudal y I6bulo floculonodular. Extraido de
Aige y Morales (2012).
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Internamente, el cerebelo esta formado por tres elementos principales: la corteza
cerebelosa, los nucleos profundos y la sustancia blanca. La corteza cerebelosa,
gue constituye la capa mas externa, esta formada principalmente por materia
gris. Situados por debajo se encuentran los nucleos cerebelares profundos: el
ndcleo dentado, el nucleo fastigial y el nicleo interposital. La sustancia blanca
envuelve los nucleos profundos y esta compuesta por fibras nerviosas
mielinizadas que conectan la corteza con los nucleos profundos y otras regiones
del sistema nervioso central (de Lahunta y Glass, 2009; Dewey y da Costa,
2016).

Figura 3: Seccion transversal del cerebelo y la médula oblonga de un perro (tincidon con azul de
luxol y violeta de crisol). Las flechas indican las folias cerebelosas. Se identifican el vermis (V) y
los hemisferios cerebelosos (H). El fléculo (F) y nodulo (N) que en conjunto forman el I6bulo
floculonodular. Se observan tres nucleos cerebelosos: fastigial (f); interpositus (i); y dentate (d).
Extraido de Fletcher y Beitz (2011), Lab: Cerebellar Anatomy, recuperado de
https://vanat.ahc.umn.edu/neurLab6/pages/CbellSectRegions.html (23/07/24).

Asimismo, la corteza cerebelar estd compuesta por tres capas histologicas
uniformes en toda su extension: la capa molecular, la capa mas externa que

contiene células en cesta y estrellas; la capa intermedia o de las células de
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Purkinje, células con actividad inhibitoria y principal unidad funcional del

cerebelo; y la capa granular que contiene las células de Golgi y células

granulares (Acosta et al., 2018; Dewey y da Costa, 2016).

El cerebelo puede dividirse desde un punto de vista funcional en tres regiones:

el vestibulocerebelo, espinocerebelo y cerebrocerebelo (de Lahunta y Glass,

2009).

1.

El vestibulocerebelo: estd conformado por el I6bulo floculonodular y el
nacleo fastigial. Es el area responsable de controlar el equilibrio y la
postura. Recibe informacion del sistema vestibular y es el encargado de
coordinar el movimiento de los ojos y la cabeza (Dewey y da Costa, 2016).
El espinocerebelo: esta compuesto por el vermis y la porcion medial
adyacente de los hemisferios cerebelosos. Recibe informacion
somatosensitiva de la médula espinal y regula el tono muscular para
producir movimientos suaves y coordinados (Dewey y da Costa, 2016).

El cerebrocerebelo: estd localizado en las regiones laterales de los
hemisferios cerebelosos y en asociacion con el ndcleo dentado, se
encarga del movimiento de los miembros. Estéa asociado a la planificacion
y ejecucion de movimientos voluntarios, asi como el aprendizaje motor.
Esta involucrado en la preparacion del movimiento determinando la
direccién, sincronia y fuerza de los movimientos, informacién que es
enviada a la corteza motora para su ejecucion (Dewey y da Costa, 2016).
También, interviene en funciones cognitivas no vinculadas directamente

al movimiento (Klein, 2020).
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Espinocerebelo

Funcion: Ejecucién—motora

{ Cerebrocerebelo
Funcion: Planeamiento — motora
+ Aferente: vias corticopontinas

Eferente: nicleo dentado al nicleo

promotor y motor.

Vestibulocerebelo
Funcion: Equilibrio

+ Aferente: vestibulocerebelo
Zona funcional del nucleo fastigial « Eferente: nicleo vestibular

Aferente: vestibulocerebelo
Eferente: tractos motores descendentes mediales

Zona funcional del nucleo interposital
Aferente: espinocerebelo ytrigeminal
Eferente: tractos motores descendenteslaterales

Figura 4: Division funcional del cerebelo. Modificado de Dewey y da Costa, (2016).
2.2 Patologias que afectan el cerebelo en caninos

La mayoria de las enfermedades cerebelares primarias diagnosticadas en
animales domésticos suelen ser de dos tipos: en primer lugar, congeénitas,
resultado de una infeccién viral intrauterina o, menos frecuentemente, un
trastorno del desarrollo; y, en segundo lugar, enfermedades neurodegenerativas

progresivas de caracter hereditario (de Lahunta y Glass, 2009).

En perros, las anomalias del desarrollo cerebelar, como la agenesia y la
hipoplasia cerebelosa, son alteraciones poco frecuentes y no se ha podido
determinar una posible causa etioldgica. Pueden asociarse a cuadros clinicos no
progresivos compatibles con un trastorno cerebelar difuso en cachorros de pocas
semanas (de Lahunta y Glass, 2009). Hasta el momento, no se han determinado
infecciones virales intrauterinas que afecten el desarrollo del cerebelo en esta
especie. Sin embargo, en casos raros, si un cachorro en su primera semana de
vida sobrevive a la infeccién causada por herpesvirus canino, podria desarrollar
ataxia cerebelosa debido al dafio ocasionado por el virus durante el desarrollo

de este drgano (Percy, Carmicheal, Albert, King y Jonas 1971). Se ha reportado
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una posible asociacién entre la exposicidn al parvovirus canino y malformaciones

cerebelares (Schatzberg et al, 2003).

La abiotrofia cerebelar es un sindrome posnatal comuln en perros, que causa un
trastorno clinico progresivo, el cual generalmente comienza a las pocas semanas
de edad en la mayoria de las razas afectadas (de Lahunta y Glass, 2009;
Pellegrino, 2010).

Las abiotrofias cerebelares son un grupo de enfermedades neurodegenerativas
de caracter hereditario que afectan la corteza del cerebelo y cursan clinicamente
con ataxia (Scott et al., 2018). Por definicidn, “abiotrofia” significa “defecto de la
sustancia nutricia vital” necesaria para el mantenimiento celular (de Lahunta,
1990; Summers, Cummings y de Lahunta, 1995; Sisé et al, 2006). Se asocia con
la degeneracion neuronal prematura como resultado de un dafio metabdlico
intrinseco posterior a una diferenciacion celular normal (de Lahunta y Glass,
2009; Scott et al., 2018).

Actualmente, se sabe que varias de las patologias contempladas bajo este
término no tienen origen metabdlico por lo que se prefiere denominarlas como
“‘degeneraciones del cuerpo neuronal” o referirse a ellas como “ataxias

hereditarias” asociado a su componente genético (Urkasemsin y Olby, 2014).

Estas enfermedades han sido reportadas en multiples razas caninas,
presentando diferentes edades de inicio y ritmos de progresion, asi como
diversas combinaciones de signos clinicos y localizacion de lesiones en el
sistema nervioso central (SNC) (Stee et al., 2023). Debido a que incluye un grupo
extenso y heterogéneo de enfermedades neurodegenerativas que afectan el
cerebelo o espinocerebelo, su clasificacion se ha vuelto todo un desafio (Stee et
al., 2023; Urkasemsin y Olby, 2014).

Segun Urkasemsin y Olby, 2014, pueden clasificarse de acuerdo a sus hallazgos
neuropatolégicos en: degeneraciones cerebelosas corticales (donde la
degeneracion se limita a la corteza cerebelar), degeneraciones
espinocerebelosas (donde el dafio se extiende hacia el bulbo raquideo y médula
espinal), degeneracién multisistémica canina (donde también hay afectacion de
los ndcleos olivares, la sustancia negra, el putamen y los nucleos caudados),

ataxia cerebelosa sin neurodegeneracion severa (donde existen signos de
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disfuncion cerebelosa sin alteraciones histopatolégicas francas) y ataxia
episodica (donde no hay dafios histologicos severos y los individuos son

neurolégicamente normales entre episodios).

Basandose en la clasificacion anterior, Stee et al. (2023), incorpora una nueva
categoria denominada "degeneraciones multifocales con predominio del
componente espinocerebeloso”, en la cual se incluyen algunas enfermedades
especificas que provocan una disfuncion espinocerebelosa y escapaban a la

clasificacion anterior.
2.2.1 Degeneraciones corticales cerebelosas

Las degeneraciones corticales cerebelosas (DCC) se consideran una de los
procesos neurodegenerativos mas frecuentes en animales (Stee et al., 2023).
Ha sido descrita en varias razas de perros y esporadicamente en el gato
(Pellegrino, 2020).

Las DCC pueden afectar selectivamente las células de Purkinje (siendo esta la
presentacion mas habitual), las células de la granulosa (degeneracion
granuloprival) o involucrar ambos tipos celulares (Sis6 et al., 2006; Urkasemsin
y Olby, 2014; Stee et al., 2023).

Los sintomas clinicos caracteristicos incluyen: dismetria produciendo una
marcha hipermétrica, aumento de la base de sustentacion, tendencia a perder el
equilibrio y caerse hacia ambos lados, dificultad para subir escaleras, temblores
de intencién y ocasionalmente puede acomparfarse de nistagmo (Stee et al.,
2023).

Al examen clinico se evidencia: déficits en las pruebas de reaccion postural, la
respuesta a la prueba del salto (“hopping”) puede estar demorada y estar
acompafnada una respuesta exagerada, ausencia bilateral de la respuesta de
amenaza, presencia de nistagmo posicional, asi como opistotono (Stee et al.,
2023; Urkasemsin y Olby, 2014).

En la degeneracion primaria de las células de Purkinje, la muerte prematura de
estas células esta asociada a una alteracion genética subyacente, provocando
la pérdida de la funcion inhibitoria de estas células en los nucleos cerebelosos y

tronco encefélico (Urkasemsin y Olby, 2014). Los hallazgos neuropatolégicos
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consisten en una atrofia cerebelar, producto de una deplecion progresiva del
namero total de células de Purkinje y adelgazamiento de la capa molecular.
También, puede asociarse a cambios degenerativos en las neuronas como
cromatolisis (Olby et al., 2004; Pellegrino, 2010; Verdes et al., 2020).

La edad de inicio y progresion de los sintomas varia segun la raza afectada;
pueden aparecer al nacimiento, durante la juventud, o en ocasiones, en la etapa
adulta. Asimismo, el cuadro clinico puede ser progresivo o permanecer estable
(Stee et al., 2023).

Las variantes genéticas so6lo han podido ser identificadas para las razas: Beagle,
Sabueso finlandés, Gordon Setter, Viejo pastor inglés, Braco hdngaro y Terrier

Escoses (Tabla 1).

Por otra parte, la degeneracion granuloprival se manifiesta como una pérdida
gradual de las células granulares, con adelgazamiento de esta capa y relativa
conservacion de las células de Purkinje (Urkasemsin y Olby, 2014). Hasta la
fecha, solo se ha podido identificar una regién de interés asociada a este tipo de
degeneracion en perros de raza Kelpie australiano (Shearman et al., 2011;
Wade, Pan, Taylor y Williamson, 2022).

No obstante, existen varios reportes esporadicos de DCC en distintas razas que
posiblemente sean hereditarias, pero aun no se ha podido esclarecer su variante
genética (Tabla 2) (Stee et al., 2023).

Tabla 1: Degeneracion corticales cerebelosas en diversas razas caninas que poseen variante

genética conocida o region de interés identificada.

Enfermedad Raza Inicio Progresion Gen Referencia
. Forman et al.,
Beagle 3 semanas Minima SPTBN2 (2012).
Sabueso Finlandes  4-12 semanas Réapida SELIL Kyostila et al.,
(2012).
Degeneracion de  Gordon Setter 6-10 meses
las células de Lenta RAB24 Az%lizet al.
Purkinje Viejo Pastor Ingles  6-40 meses ( )-
Braco Hungaro - Fenn et al.,
(Vizsla) 2-3 meses Rapida SNX14 (2016).
Terrier Escoses 2 meses — 6 afios Lenta CFAX Urkasemsin et
al., (2016).
B ceia e
Kelpie australiano 5-12 semanas Variable CFA9 )
granulosa CEA20 Wade et al.,
(2022).

Fuente: Adaptado de Stee et. al., (2023). CFA3: cromosoma 3, CFA9: cromosoma 9, CFA20: cromosoma 20
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Tabla 2: Degeneracion corticales cerebelosas en diversas razas caninas sin variante genética

conaocida o region de interés identificada.

Enfermedad Raza Inicio Progresion Casos Referencia
. - 9 casos Chieffo et al.,
Crestado Rodesiano 2 semanas Rapida relacionados  (1994).
- 3 hermanos  Perille et al.,
9-17 semanas Répida de camada (2001).
Bildfell I
7 semanas Lenta 1 casos llafell et al.
) (1995).
Labrador Retriever Sen et al
9.5-6 meses - 5 casos (2017).
o Bertalan et al.,
4 afios Lenta 1 Caso (2014).
3 casos Gandini et al.,
Bulldog Ingles 10-12 semanas Gradual relacionados  (2005).
L 2 hermanos  van Tongeren et
Degeneracién Podenco Portugues 2-3 semanas Réapida de camada al., (2000).
delas célglas Perro ganadero de <16 semanas Gradual 2 hermanos  Varejao et al.,
de Purkinje Azores de camada (2008).
Berry y Blas-
Schnauzer Miniatura 3 meses Répida 1 caso Machado.,
(2003).
. Nibe et al.
Papillon m Len 1 ’
apillo 5 meses ento caso (2007).
3afiosy 3 Gumber et al.,
Boxer meses Gradual 1 caso (2010).
Réapido y luego Jokinen et al.,
Lagotto Romagnolo 5 semanas se estabiliza 1 caso (2007).
Réapido y luego de Lahunta et
Samoyedo 4-6 semanas se estabiliza 2 casos al., (2021).
Boyero de Berna 4-6 semanas Gradual 7 casos Carmichael et
y relacionados  al., (1996).
. - 39 casos Hartley et al.
Il lo lar 4- man R '
Collie de pelo largo 8 semanas apida relacionados  (1978).
5 hermanos  Coates et al.
kR Il Terrier 2 seman r | '
Jack Russell Terrie semanas Gradua de camada (1996).
- 2 hermanos  Gill y Hewland.
6-8 semanas Répida '
. P de camada (1980).
Border Collie
4 semanas Gradual 2 hermanos  Sandy et al.,
de camada (2002).
. 3 hermanos  Huska et al.
Labrador Retriever 13 meses Gradual ’
de camada (2013).
Degeneracion Sabueso bavaro de 3 meses Lenta 3 casos Flegel et al.,
de las células montafia (2007).
de la granulosa i
Coton de Tulear 8 semanas Réapida 3 casos Tipold et al,
(2000).
: . Huska et al.,
Kelpie australiano 6 semanas Lenta 1 caso (2013),
. Cantile et al.
Italian m r | 1 ’
Sabueso ltaliano 3 meses Gradual caso (2002).
- Jokinen et al.,
Lagotto Romagnolo 13 semanas Réapida 1 caso
(2007).
Progresivo
- ' de Lahunta et
Podenco ibicenco 4-6 semanas puede 3 casos €

estabilizarse

al., (2021).

Fuente: Adaptado de Stee et. al, (2023).
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2.2.2. Degeneracion Espinocerebelosa

La degeneracion espinocerebelosa involucra el cerebelo, bulbo raquideo y
médula espinal. Histolégicamente, se observa una pérdida significativa de
neuronas de Purkinje, acompafiada de una disminucion neuronal en los nucleos
profundos del cerebelo. Ademas, se identifican esferoides axonales y cuerpos
de poliglucosano en el cerebelo. La degeneracion neuronal también se extiende
a los nucleos gracil y cuneiforme, y se detecta degeneracion axonal en las
columnas dorsales y en las areas laterales y ventromediales de la médula espinal
(Urkasemsin y Olby, 2014).

La ataxia espinocerebelosa puede presentarse como una entidad aislada o
formando parte de un sindrome neurolégico (Stee et al., 2023). Ha sido reportada
en multiples razas (Tabla 3), de las cuales se destacan: el Spaniel Breton, el Jack
Russell y Fox Terrier (Stee et al., 2023).

Una variante de inicio tardio ha sido descrita en el Spaniel Breton, donde los
sintomas clinicos comienzan entre los 7-13 afios de vida y es de caracter
progresivo (Higgins, Le Couteur, Kornegay y Coates, 1998). Los animales
desarrollan una marcha caracteristica, donde hay una excesiva hipermetria de
los miembros toracicos, por lo que se conoce como la “enfermedad del saludo”
(Pellegrino, 2020). La base genética y su modo de herencia aun no han podido

ser esclarecidos (Higgins et al., 1998).

En las razas del grupo Russell Terriers, esta patologia puede presentarse bajo
dos entidades clinicas distintas: la “ataxia espinocerebelosa con mioquimia,
convulsiones o ambas” (conocida como SAMS, por su sigla en inglés) o como

ataxia espinocerebelosa de inicio tardio (Urkasemsin y Olby, 2014).

En la SAMS, una mutacion autosémica recesiva en el gen KCNJ10, que altera
los canales de potasio de las células de la glia, es responsable de los signos
clinicos (Gilliman et al., 2014). El cuadro comienza entre los 2-6 meses de edad,
progresando en pocas semanas, para estabilizarse con periodos intermitentes
de deterioro (Pellegrino, 2020). Los animales afectados desarrollan una marcha
hipermetria y espastica (debido al aumento del tono extensor), lo que provoca
un andar tipico de “danza”, con una abduccién exagerada de las extremidades

pélvicas (Stee et al., 2023). El examen neuroldgico suele ser normal, pero puede
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evidenciarse en algunos animales déficit en las pruebas de reaccion postural y
pérdida propioceptiva de los miembros toracicos (Gilliam et al., 2014). La ataxia
cerebelosa se presenta con convulsiones en un 33% de los casos, mientras que
en otros animales se manifiesta acompafiada con mioquimia y neuromiotonia
(Urkasemsin y Olby, 2014).

La ataxia espinocerebelosa de inicio tardio afecta principalmente al Parson
Russell Terrier pero también ha sido reportada en algunos ejemplares de la raza
Jack Russell Terriers. Los sintomas clinicos aparecen entre los 6-12 meses,
motivo por el cual se lo denomina de “inicio tardio”. Los animales afectados
presentan ataxia simétrica progresiva, hipermetria de los miembros pélvicos y
alteracion del equilibrio. Se ha identificado una variante no sinénima autosémica
recesiva en el gen CAPN1 como la causa de esta enfermedad (Forman, de Risio
y Mellersh, 2013).

Tabla 3: Degeneracion espinocerebelosa en diversas razas caninas que poseen una variante

genética conocida.

Enfermedad Raza Inicio Progresion Gen Referencia
Atax’|a deinicio 6-12 meses Gradual CAPN1 Forman et al.,
tardio Jack y Parson Russel (2013).
Terriers Gilliam et al.,
SAMS 2-6 meses Gradual KCNJ10 (2014).
Fox terrier de pelo liso Rohdin et al.,
SAMS Toy terrier americano 2-6 meses Gradual KCNJ10 (2.015)' .
Patterdale Terri Fisher y Liebel,
atterdale Terrier (2022).
SAMS Dachshund 8 semanas Gradual KCNJ10 Vanhaesebrouck
etal., (2011).
SAMS/SDCAL 4-8 semanas Progresivo/ KCNJ10 van Poucke
Réapido etal., (2017).
Pastor Belga Malinois Mauri et al.,
SAMS- like 3-6 meses Lento SLC12A6 (2017).
van Poucke
et al., (2019).
Réapida / Stee et al,,
SAMS Boyero de las Ardenas  2-6 meses Progresiva KCNJ10 (2023).
Ataxia . - Letko et al.,
Espinocerebelar Tejonero de los Alpes 3 semanas Rapida SCNB8A (2019).

Fuente: Adaptado de Stee et. al, (2023).
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2.2.3 Ataxias Cerebelosa sin Neurodegeneracion Severa

Dentro de este grupo se contemplan las enfermedades que se caracterizan por
presentar signos clinicos de disfuncién cerebelar sin evidenciarse cambios
degenerativos en la histopatologia. Se producen como consecuencia de una
alteracion de tipo funcional en el cerebelo. Hasta el momento, todas las variantes
genéticas asociadas a estas enfermedades afectan genes que codifican

proteinas involucradas en el transporte de cationes (Stee et al., 2023).

Fue descrita por primera vez en cachorro de raza Coton de Tulear, por lo que
también se la conoce como “ataxia neonatal’. Los sintomas clinicos se
evidencian cuando los cachorros empiezan a caminar, momento en el que
presentan temblores de intencion, inestabilidad y dificultad para incorporarse.
Estos animales logran desplazarse impulsandose en decubito esternal; sin
embargo, intermitentemente adoptan una postura de descerebelacion,
permaneciendo por largos periodos en decubito lateral con movimientos de
pedaleo (Coates, O’Brien, Kline, Gendron y Poma, 2002).

En la ataxia neonatal, a pesar de no presentar alteraciones histolégicas, se ha
comprobado que existe una disfuncion sinaptica en la capa molecular del
cerebelo (Coates et al., 2002). Se identific6 una mutacién en el gen GRM1 como
causa de esta enfermedad. Este gen codifica para el receptor metabotropico de
glutamato 1, que tiene una funcion crucial en el correcto desarrollo neonatal de

la corteza cerebolosa (Zeng et al., 2011).

Aparte de esta enfermedad, existen otras mutaciones especificas de raza en
diferentes genes que se incluyen dentro de esta clasificacion (tabla 4).

Tabla 4: Variantes genética conocidas asociada al desarrollo de Ataxias Cerebelosa sin

Neurodegeneracion Severa en caninos.

Enfermedad Raza Inicio Progresion Gen Referencia
) Zeng et al.,
. Cotdn de Tulear 2 semanas Estable GMR1
Ataxia (2011).
cerebelosa sin . - Forman et al.
. non lian 4m r | ITPR1 '
degeneracién Spinone italiano eses Gradua (2015).
severa i
Buhund Noruego <12 semanas Lento KCNIP4 Jenkins etal,

(2020).

Fuente: Adaptado de Stee et. al, (2023).
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2.2.4 Degeneracion Multisistémica Canina

La degeneracibn multisistémica canina (DMC) es analoga a la atrofia
multisistémica del hombre (Lin, Hermann y Schmahmann, 2014). Esta patologia
no solo afecta a las neuronas de la corteza cerebelosa, sino que también pueden
involucrar multiples de células en otras areas, provocando una degeneracion
neuronal multifocal. Los cambios degenerativos se observan en los nucleos
extrapiramidales y en otros sistemas motores incluyendo los ndcleos
subtalamico, globo pdlido, nucleos septales, sustancia negra, techo del
mesencéfalo, cuerpo geniculado medial, nicleos cerebelosos y vestibulares)
acompafado de degeneracion axonal secundaria. También, se observan
cambios sutiles en los cuerpos neuronales o sus prolongaciones, que llevan a
disfunciones en los circuitos neuronales asociados (March, 1996; Lorenz, Coates
y Kent, 2012).

Originalmente, la DMC ha sido descrita en el Terriers Azules de Kerry y los perros
Crestados chinos. La sintomatologia comienza entre las 9 semanas y 6 meses
de edad, siendo rapidamente progresivo. Los perros afectados desarrollan una
marcha caracteristica de “paso de ganso” (de Launta y Averill, 1976; Deforest,
Eger y Basrur, 1978; O’Brien et al., 2005). Diversas mutaciones en el gen
SERAC1, el cual codifica una proteina mitocondrial involucrada en el transporte
de lipidos a través de la membrana, han sido asociadas con el desarrollo de esta
enfermedad (O’Brien et al., 2013; Guo et al., 2013).

Posteriormente, se identificaron mutaciones en el gen RAB3GAP1 como
responsables del desarrollo de la enfermedad en perros de las razas Terrier

Ruso Negro, Husky de Alaska y Rottweiler (Mhlanga-Mutangadura et al., 2016).

Tabla 5: Variantes génicas reportadas asociadas con la degeneracién multisistémica canina.

Enfermedad Raza Inicio Progresién Gen Referencia
Terrier Azul de Kerry 9-16 semanas Réapida SERAC1
) o Guo et al., (2013).
Perro Crestado Chino  3-6 meses Répida SERAC1
Mhlanga-
Degeneracién Terrier Ruso Negro 3 meses Réapida RAB3GAP1 Mutangadura et al.,
Multisistémica (2016).
Canina Husky de Alaska 4-5 meses Réapida RAB3GAP1
Mhlanga-
. 6 semanas- 4 .
Rottweiler Rapida RAB3GAP1 Mutangadura et al.,

meses
(2016).

Fuente: Adaptado de Pellegrino et al., (2020).
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2.2.5 Ataxia episddica

La ataxia episddica ha sido reportada Unicamente en un cachorro de raza Bichon
Frise de 4 meses de edad, que presentaba sintomatologia neurologica

intermitente que se agravaba con el pasar del tiempo (Hopkins y Clarke, 2010).

Clinicamente, presentaba episodios de hipermetria y espasticidad en los 4
miembros con caidas frecuentes, aumento de la base de sustentacion, balanceo
del tronco y de la cabeza, y ausencia de respuesta de amenaza (Hopkins y
Clarke, 2010).

El tratamiento con 4-aminopiridina, un bloqueante de canales de potasio, resultd
parcialmente efectivo en el control de la aparicién de los signos clinicos ya que
el cuadro aun podria desencadenarse en los periodos de ejercicio intenso o

viajes largos en auto (Hopkins y Clarke, 2010; Urkasemsin y Olby, 2014).

A la fecha no ha podido establecerse la causa genética, pero es considerada un
trastorno analogo a la ataxia episédica tipo 2 que afecta al hombre (Strupp et al.,
2011).

2.2.6 Degeneracion multifocal con predominio (espino) cerebelar

Stee et al., (2023) define esta nueva categoria dentro de la clasificacién de las
ataxias hereditarias donde integra todas las enfermedades en las que existe
degeneracion cerebelosa o espinocerebelosa con compromiso adicional de otras

partes del SNC o de otros sistemas.

Se incorpora esta nueva clase para poder adaptarse a nuevos sindromes de
ataxia hereditaria que no se ajustaban en la clasificacion anterior existente,
abarcando algunas distrofias neuroaxonales y enfermedades de
almacenamiento lisosomal que causan una disfuncion cerebelosa con predomio
(espino) cerebelar. Asimismo, se reclasifican algunas patologias contempladas
previamente como degeneracion multisistémica canina. Es probable que a

medida que se desarrollen nuevos estudios esta clasificacion se vea modificada.

Las enfermedades contempladas, su presentacion, edad de inicio, razas

afectadas y genes responsables se resumen en la tabla 6.
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Tabla 6: Variantes génicas reportadas asociadas a la degeneraciéon multifocal con predominio

(espino) cerebelar

Enfermedad Raza Inicio Progresion  Gen Referencia
Pastor Belga - Mauri et al.,
SDCA2 Malinois 4 semanas Rapida ATP1B2 (2017).
Atrofia SNCy Pastor Belga - Christen et al.,
. L 2 seman R ELENOP
ataxia cerebelar Malinois semanas apida S © (2021).
Pastor Australiano 4-19 meses Lenta PLPLA8 Abithol et al.,
(2022).
Ataxia hereditaria
Cazador de alce - Bellamy et al.,
noruego 3-4 semanas Rapida HACE1 (2022).
Degeneracion
cerebelgsa y Retneyer deNueva 10semanasa6 SLC25A12 Christen et al.,
complejo de Escocia meses (2022).
miositis
Degeneracion Lagotto Romagniolo 4~meses -4 Gradual ATG4D Kyéostila et al.,
vacuolar afios (2015).
Distrofia Rottweiler 1-2 afios Lenta VPS11 Lucat et al.,
neuroaxonal (2018).
Lipofuscinosis Pit Bull Terrier .
neuronal ceroidea Staffordshire 1.5-9 afios Lenta ARSG Abitbol et al.,
. (2010).
42 Terriers
Lipofuscinosis Awano et al
neuronal ceroidea Bulldog Americano 1-3 afios Lenta CTSD v
(2006).
10
Gangliosidosis Perro de Aguas - Wang et al.,
GM1 Portugués 4-6 meses Rapida GLB1 (2000).

Fuente: Adaptado de Stee et. al, (2023).

2.2.6.1 Lipofuscinosis neuronal ceroidea 4A en Staffordshire y Pit Bull

Terriers

La lipofuscinosis neuronal ceroidea (NCL) es wuna enfermedad
neurodegenerativa hereditaria, caracterizada por la acumulacion intracelular de
material de almacenamiento autofluorescente producto de un déficit enzimatico
lisosomal (Abitbol et al., 2010; Katz et al., 2017). Se ha demostrado que en el
Staffordshire y Pit Bull Terriers, la enfermedad es debida a una mutacion en el
gen ARSG que codifica para la enzima lisosomal arilsulfatasa G (Abitbol et al.,

2010).

Originalmente, esta enfermedad fue reportada en la raza American Staffordshire
Terrier por Hanzliek et al. (2003) como una abiotrofia cerebelar y descrita por

Olby et al. (2004) como una degeneracion cortical en base a los hallazgos
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histopatol6gicos manifiestos en estos animales. Desde entonces, ha sido
reclasificada en varias oportunidades (Jankelunas et al., 2023). Actualmente, es
reconocida como NCL de Tipo 4A (NCL4A) a pesar de que algunos autores
afirman que debe ser redefinida como una mucopolisacaridosis (Kowalewski et
al., 2015). Nuevas investigaciones desarrolladas en ratones knockout para el gen
codificante ARSG han evidenciado que dicha enzima lisosomal desempefia un
rol crucial en la degradacion del mucopolisacarido Heparan Sulfato (Kowalewski
et al., 2012, 2014, 2015) y es altamente probable que este sea el material toxico
acumulado en las neuronas los perros afectados (Katz et al., 2017). Debido a las
inconsistencias en la terminologia utilizada en la literatura y que aun se continta
investigando sobre esta patologia, nos referiremos a ella como abiotrofia

cerebelar en base a su presentacion clinica.

En estos animales, se describe una variante de inicio tardio, donde la edad de
aparicion de los primeros signos es entre los 4-6 afios (rango de inicio entre 18
meses a 9 afos) y el curso es inexorablemente progresivo (Agler et al., 2014;
Urkasemsin y Olby, 2014; Pellegrino, 2020).

La enfermedad se caracteriza por ataxia (marcha descoordinada), hipermetria,
aumento de la base de sustentacion, caidas tras sacudir la cabeza, temblores
gue se agravan al momento de realizar alguna actividad como alimentarse o
jugar (conocidos como temblores de intencion), nistagmo espontaneo, entre
otros. Generalmente, la enfermedad progresa en un periodo de 2 a 4 afos, hasta
gue el animal es incapaz de deambular y cualquier movimiento brusco le produce
la caida en decubito. Previamente, la mayoria de los animales pierden la
capacidad para coordinar la realizacion de actividades cotidianas, momento en
el que los propietarios suelen optar por la eutanasia (Olby et al., 2004; Pellegrino,
2010; Verdes et al.,, 2020). Lamentablemente, hasta el momento no se ha
descrito un protocolo terapéutico efectivo para la enfermedad por lo cual es de

muy mal pronéstico (Pellegrino, 2010).

El diagnéstico definitivo de la AC puede ser realizado Unicamente mediante el
estudio histopatologico post mortem a partir de muestras de tejido cerebelar.
Macroscopicamente, se observa una atrofia cerebelar severa, el ratio
cerebelo:cerebro se encuentra entre 5-7% en los animales afectados cuando

normalmente es de 10-12% (Siso6 et al., 2004). Los hallazgos histopatolégicos
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consisten en una deplecién progresiva del namero total de células de la capa
granulosa, pérdida de células de Purkinje y adelgazamiento de la capa
molecular. También existen cambios degenerativos en las neuronas como
cromatolisis (Olby et al., 2004; Pellegrino, 2010; Verdes et al., 2020), y es posible
observar depdsitos de lipopigmentos PAS (acido peryédico de Schiff) positivos
en las células de Purkinje remanentes y en neuronas talamicas (Olby et al.,
2004). Asimismo, los ndcleos talamicos y vestibulares presentan degeneracion

vacuolar y neuronal.

El diagnéstico presuntivo se basa en la deteccion de signos clinicos en los
animales adultos de las razas en las que la enfermedad ha sido descrita.
Ademds, este diagndstico puede reforzarse mediante la observacion por
resonancia magnética de una reduccion del tamafio del cerebelo y un incremento
del espacio subaracnoideo (Olby et al., 2004). Sin embargo, hasta el momento,
en Uruguay, no se cuenta con equipo de resonancia magnética disponible para
uso veterinario. Adicionalmente, es posible realizar test genéticos en estos
animales para detectar la presencia de homocigosis para la mutacién causante
de la enfermedad (Abitbol et al., 2010).

El gen ARSG afectado por la mutacion responsable de enfermedad, se
encuentra localizado en el cromosoma CFA9 y esta formado por 12 exonesy 11
intrones (Ensemble, 2024). Originalmente, la mutacién efectora del fenotipo AC
(ARSG:c.296G>A) se localiz6 en el exén 2 (Abitbol et al., 2010), sin embargo, la
anotacion completa del gen aun no estaba disponible en el afio 2010. Utilizando
bases de datos gendmicas, puede observarse que la mutacién se encuentra
ahora localizada en el nucle6tido 104 del exén 3 del gen ARSG (Ensemble,
2024).

A nivel de la proteina, la mutacién produce el reemplazo del aminoacido arginina
por histidina en la posicion 99 (p.R99H), originando un cambio conformacional
gue afecta el sitio de catalisis produciendo una consecuente disminucion de
hasta el 75% de la actividad enzimética. Como resultado se da la acumulacion
de granulos lisosomales autofluorescentes (compuesto por ceroides y

lipofuscina) que son responsables del dafio neuronal (Abitbol et al., 2010).
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Abitbol et al. (2010) lograron constatar que los caninos afectados por AC son
homocigotas para el Alelo A. Sin embargo, algunos individuos homocigotas no
desarrollan sintomatologia clinica, por lo que, el caracter hereditario parece ser
autosémico recesivo con penetrancia incompleta (Abitbol et al., 2010). Asimismo,
los caninos afectados suelen manifestar diferencias en la gravedad del cuadro
clinico y la severidad de las lesiones patologicas, denotando también una
expresividad variable. Dicha diversidad fenotipica observada en animales que
comparten la mutacion del gen, refleja la posibilidad de que existan interacciones
de tipo ambientales o genéticas (Abitbol et al., 2010).

Los individuos homocigotos para el alelo mutante (AA), tienen riesgo de sufrir la
enfermedad clinica y aportan un cromosoma con el alelo mutante a toda su
progenie. Los animales heterocigotas (AG) se consideran portadores y no
desarrollan signos clinicos de la enfermedad. Se cree que el alto nimero de
animales portadores asintomaticos en la poblaciéon de caninos Staffordshire
terrier y Pit Bull terrier son responsables de la alta propagacion del alelo mutante

en la raza (Siso et al., 2006).

Se ha demostrado que la mutacion se originé a partir de un ancestro comudn en
la década de los afios cincuenta y en la actualidad se encuentra ampliamente
diseminada a lo largo del mundo ya que existen reportes de casos en distintas
partes de América y Europa (Olby et al., 2004). Dada la manifestacién tardia de
los signos clinicos de la AC sumado a que la fertilidad de los animales
homocigotas mutantes no se ve afectada, es poco probable que la seleccion
natural actle sobre este gen permitiendo que la mutacién se mantenga dentro
de la poblacion (Abitbol et al., 2010; Olby et al., 2004).

Broeckx et al. (2013) determind que la prevalencia del alelo mutado en una
muestra de 18 caninos Staffordshire terrier, provenientes de Bélgica, Alemaniay
Paises Bajos, era cercana al 9% (Broeckx et al., 2013). No existe mayor
informacion sobre la prevalencia de esta enfermedad en el resto del mundo.
Debido al aumento de la popularidad de estas razas en los ultimos afios, es

esperable que sea aun mayor.

El desarrollo de nuevas herramientas de diagnostico precoz basados en la
deteccion genética, permite disponibilizar a los criadores, un test rapido y
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preciso, con el fin de poder escoger cautelosamente su plantel de animales
reproductores y asi intentar frenar la difusion de la enfermedad. Asimismo, se
consideraria un recurso valioso para el clinico veterinario ya que permitiria
realizar un diagnéstico presuntivo ante-mortem mas certero de la AC a partir de
una simple muestra de sangre o células epiteliales bucales de los animales
(Abitbol et al., 2010; Olby et al., 2004; Pellegrino, 2010).
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3. HIPOTESIS

La mutacion responsable de la Abiotrofia Cebelar contenida en el gen ARSG esta

presente en la poblacion de perros Pit Bull Terrier de Uruguay.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general

Analizar la variabilidad genética de una secuencia del gen ARSG (exén 3) que

contiene la mutacion responsable de la AC en perros Pit Bull Terrier de Uruguay.
4.2 Objetivos Especificos:

1. Aislar el ADN genémico de los animales muestreados y cuantificar su
concentracion y pureza.

2. Amplificar por PCR el fragmento del gen ARSG que contiene la mutacion
responsable de la AC.

3. Secuenciar los amplicones obtenidos y evaluar la presencia o ausencia
de cambios nucleotidicos (sinGbnimos y no sinbnimos).

4. Calcular las frecuencias genotipicas, alélicas y haplotipicas para las
variantes en la poblacion estudiada.

5. Analizar in silico la estabilidad estructural y propension amiloide de la
proteina ARSG.
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5. MATERIALES Y METODOS
Poblaciéon de animales:

Se seleccionaron treinta caninos Pit Bull Terrier, no emparentados y sin distincion
de sexo. Con el propdsito de obtener una muestra representativa de la poblacién
nacional de la raza canina, se llevo a cabo la difusion de un folleto informativo en
el Hospital de la Facultad de Veterinaria-UdelaR, el Kennel Club Uruguayo, el
Uruguay Pitbull Club, clinicas veterinarias privadas y en plataformas de redes
sociales. Las muestras sanguineas fueron recolectadas siguiendo el protocolo
CEUA N°1513, previa obtencién del consentimiento informado por parte de los

propietarios.
Tomay almacenamiento de muestras:

Se extrajeron muestras de sangre entera periférica (5 mL) de estos animales, las
cuales fueron inmediatamente remitidas en tubos EDTA al laboratorio en
condiciones de refrigeracidon. Las muestras se almacenaron en freezer a -20 °C
hasta su procesamiento. El almacenamiento, procesamiento y analisis de las
muestras se realizd en el Laboratorio de la Unidad Académica de Genética y

Mejora Animal, Facultad de Veterinaria-Udelar.
Extraccion del ADN Genomico:

La extraccion de ADN gendmico se realizé a partir de 200 uL de sangre utilizando
el Kit comercial Genomic DNA Purification (Fermentas) segun las indicaciones
del fabricante. EI ADN aislado fue cuantificado en concentracién y pureza con
espectrofotometro de dltima generacion NanoDropTM 2000 (ThermoFisher). La
integridad del ADN se evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
utilizando la tincion GoodViewTM (SBS Genetech Co., Ltda.). Las muestras

fueron estandarizadas a una concentracion final de 50 ng/pL de ADN.
Amplificacion y secuenciacion del exon 3 del gen ARSG

La amplificacion de la secuencia a analizar se realizO mediante la técnica de
PCR, utilizando los primers descritos previamente por Abitbol et al., (2010). La
amplificacion fue llevada a cabo utilizando termociclador Multigene 1l (Labnet Inc.
Global) en un volumen final de reaccion de 25 pL utilizando el Kit comercial

Ranger mix (Meridian Bioscience) conteniendo: 50 ng de ADN gendmico, 2 pl de
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cada primer (10 pmol/ul), 12,5 ul de Ranger mix y agua Miliq hasta completar el
volumen. Se utiliz6 un programa de amplificacion clasico que consta de los
siguientes pasos: 95°C por 10 min, seguido de 35 ciclos de 94°C por 40s
(desnaturalizacion), 63°C por 30 s (annealing) y 72°C por 1 min (extension), con
una extension final a 72°C por 10 min. Los amplicones obtenidos fueron
verificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% utilizando
GoodViewTM (SBS Genetech Co., Ltda.) como tincion. Los productos de
amplificacion se enviaron a la empresa Macrogen (Corea) para su secuenciacion

en las direcciones forward y reverse.
Analisis bioinformético de las secuencias obtenidas:

Las secuencias obtenidas se analizaron utilizando el software de libre acceso
BioEdit disponible en http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html. Como
consenso para los alineamientos se utiliz6 la secuencia del gen ARSG
descargada de la base de datos gendémica Ensembl (acceso:
ENSCAFG00000011070).

La prediccion del efecto de las posibles variantes detectadas sobre la proteina
se realiz6 utilizando el programa de acceso libre Meta-SNP
(http://snps.biofold.org/meta-snp). Meta-SNP es un software de consenso que
asigna una puntuacidon combinada teniendo en cuenta las puntuaciones
obtenidas en otros programas como PANTHER, PhD-SNP, SIFT y SNAP
(Capriotti et al., 2013).

Efecto de los polimorfismos no sinbnimos sobre la estructura espacial de
proteina:

El analisis del efecto de los SNPs no sinbnimos en la estructura de la proteina

se realizé con el software Swiss PdbViewer V4.1 (htips://spdbv.vital-it.ch/). La

prediccion de los enlaces de hidrogeno se realizo de acuerdo a Kim et al. (2020).
Se consideraron los enlaces de hidrogeno predichos en el rango de 1.2 a 2.76 A
de un atomo donador compatible cuando los hidrégenos estan presentes 'y 2.195
a 3.3 A, cuando no estan presentes. Usando las cargas superficiales de los
aminoacidos expuestos de la proteina, el potencial electrostatico se calculd
utilizando la ecuacion de Poisson-Boltzmann (Jo et al., 2022). El potencial

electrostatico, brinda informacién acerca de la interaccion inter e intra molecular
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de las proteinas. Mediante un mapa de superficie, es posible identificar regiones
de la proteina con cambios electronicos, observandose aminoacidos cargados
positiva 0 negativamente. Los cambios aminoacidicos pueden alterar estos
potenciales, desequilibrando la estructura terciaria de la proteina, al modificar las

fuerzas eléctricas que la mantienen estable (Tomasi, 1981).

Evaluacion de la propension amiloide:

Para evaluar la propensién amiloide de la proteina en funcién de los
polimorfismos genéticos detectados (SNPs, deleciones, inserciones), se empled
el software libre AMYCO (http://bioinf.uab.es/amycov04/). AMYCO utiliza un

algoritmo para predecir la propension a las fibrillas de amiloide a partir de las

secuencias aminoacidicas de la proteina.
Analisis Genético-Poblacional:

Se calcularon las frecuencias alélicas y genotipicas por el método de conteo
directo. Se determino si la poblacién se encuentra en equilibrio génico de Hardy-
Weinberg mediante el test exacto de Fisher. Todos estos calculos fueron
realizados utilizando el programa de licencia libre Genepop 4.2 (Raymond y
Rousset, 1995) disponible en: https://genepop.curtin.edu.au/genepop_opl.html.
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6. RESULTADOS

Se logré amplificar el fragmento de 180pb correspondiente al exén 3 del gen

ARSG en la totalidad de los animales analizados (figura 5).

\.—_\(—/
Fragmentos amplificados de 180pb

Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% de los productos de PRC para la mutacion

responsable de la AC en el gen ARSG. MPM: marcador de peso molecular.

Al analizar la secuencia de los fragmentos amplificados, solo se detect6é el SNP
correspondiente a la mutacion ARSG:c.296G>A previamente reportada por
Abitbol et al., (2010). De los 30 animales analizados, 23 de ellos fueron
homocigotas para el alelo normal (GG), 5 resultaron ser heterocigotas (GA), y
los 2 restantes fueron homocigotas (AA) para el alelo mutante. En la figura 6 se

muestra un electroferograma de cada uno de los genotipos.

l Animal Homocigota GG

l Animal Homocigota AA
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Figura 6: Electroferograma correspondientes a animales GG, GA, y AA, respectivamente. La
flecha indica el sitio de la mutacion.
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La frecuencia del alelo mutante (A) en los animales estudiados fue de 0,15

mientras que la del alelo normal (G) fue de 0,85.

En relacion a las frecuencias genotipicas, el genotipo mas frecuente fue GG
(0,77), seguido de AG (0,17) y por ultimo AA (0,07). Las frecuencias genotipicas
observadas y las esperadas resultaron similares (Tabla 7). La poblacién de Pit
Bull Terrier de Uruguay, se encontré en equilibrio de Hardy-Weinberg (x*=3,56;

P=0,06) para la mutacién responsable de la AC.

Tabla 7. Frecuencia genotipica para la mutacién en el Gen ARSG asociada a la Abiotrofia

Cerebelar en el Pit Bull Terrier del Uruguay.

Genotipo Observada Esperada
GG 0,77 0,72
AG 0,17 0,26

AA 0,07 0,02

A través del programa Meta-SNP se logré predecir que el SNP ARSG:c.296G>A
produce un efecto deletéreo sobre la proteina ARSG. Todos los programas
utilizados por Meta-SNP arrojaron el mismo resultado de prediccion (tabla 8).

Tabla 8. Analisis Meta-SNP: meta-predictor de variantes causantes de enfermedad.

Mutaciéon PANTHER PhD-SNP  SIFT SNAP Meta-SNP Rl
R99H 0.976 0.772 0.050 0.685 0.797 6
Disease Disease Disease Disease Disease

Nota: valores reportados en cada prediccion. PANTHER, PhD-SNP, SNAP, Meta-SNP toman valores entre
0-1 (donde >0.5 predice “disease”); SIFT toma valores mayores a 0 (donde >0.05 predice “disease”).
“Disease” que implica que la variante tiene un posible impacto funcional o estructural en la proteina. RI="

Reliability Index" (Indice de Fiabilidad) toma valores entre 0-10.
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Al evaluar la propension amiloide de la proteina se observé que la mutacién

ARSG:c.296G>A no aumenta el score AMYCO, al comparar con la proteina
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Figura 7: Representacion grafica del Score AMYCO, que muestra la propension amiloide de la
mutacion ARSG.296G>A.

En relacién a la prediccion de los puentes de H, se observé que en la proteina
ARSG salvaje el aminoacido ARG99 (R99) presenta ocho puentes de hidrégeno
(dos con ASP 387, dos con ASP492, uno con ASP496, uno con ARG95, y dos
con SER499). Cuando la mutacion esta presente, el cambio de ARG99 a HIS99
(H99) produce la pérdida de cinco puentes de hidrégeno, permaneciendo

Gnicamente los puentes con ARG95 y SER499 (figura 8).

Figura 8: Puentes de hidrégeno de la proteina ARSG. La linea de puntos y los nimeros en verde
indican los enlaces de hidrogeno y la distancia (A), respectivamente. ARG: Arginina, ASP: Acido
Aspartico, HIS: Histidina, LEU: Leucina, SER: Serina.
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La prediccidon de los potenciales electrostaticos no mostré diferencias entre la

proteina salvaje y la proteina mutante (figura 9).

Figura 9: Efecto de la sustitucion del aminoacido ARG99 por HIS99 en el potencial electrostatico

de la proteina ARSG. El potencial negativo se evidencia en rojo y el potencial positivo en azul.
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7. DISCUSION

Andlisis Genético-Poblacional

Se presenta la primera evidencia molecular de la mutacion ARSG:c.296G>A en
caninos Pit Bull Terrier del Uruguay. El genotipo mas frecuente fue el GG (0,77),
seguido de GA (0,17), y finalmente AA (0.07). Estas frecuencias difieren de las
encontradas originalmente por Abitbol et al. (2010) en la raza American
Staffordshire Terrier de Estados Unidos (GG=0,53; GA=0,46; AA=0,01) y Francia
(GG=0,43; GA=0,53; AA=0,03) donde la cantidad de animales AA es menor.

En los animales Pit Bull Terrier de Uruguay, la frecuencia del alelo G fue de 0,85
y la del alelo A de 0,15. Esta ultima es muy inferior a las encontradas por Abitbol
et al. (2010) en la raza American Staffordshire Terrier de Francia y Estados
Unidos (A=0.24; A=0,3 respectivamente), producto de un menor nimero de
animales portadores en Uruguay.

Posteriormente, Broeckx et al. (2013) analizaron una muestra poblacional de 18
caninos Staffordshire Terrier provenientes de Bélgica, Alemania y Paises Bajos,
donde las frecuencias genotipicas reportadas fueron GG=0,82; GA=0,18;
AA=0,00. Cabe destacar que ninguno de los animales incluidos en esa
investigacién fue homocigota para el alelo mutado. La frecuencia del alelo A fue
0,09 siendo el mas bajo reportado hasta el momento (Broeckx et al., 2013). Sin
embargo, es importante sefialar el bajo nimero de animales analizados,

provenientes de tres paises diferentes.

Donner et al. (2018) llevaron a cabo un estudio para determinar la frecuencia de
152 variantes genéticas asociadas a diferentes enfermedades hereditarias en
83.220 perros cruza provenientes en su mayoria de EEUU, UK y Australia. Este
estudio determiné que la frecuencia del alelo mutado A para la AC fue de 0,397.
Hasta la fecha, para nuestro conocimiento, no existen otros reportes de la
distribucion alélica de la mutacion ARSG:c.296G>A en otras poblaciones

caninas.

Por otro lado, se observo que la poblacion de Pit Bull Terrier, objeto de estudio
en esta tesis, se encuentra en equilibrio de Hardy-Weinberg (x*=3.56; P=0.06),

lo cual probablemente se deba a que los animales afectados mueren a una edad
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avanzada, después de haber dejado descendencia. Este equilibrio sugiere que
la seleccion natural podria ser menos efectiva contra la mutacion, manteniéndola
dentro de la poblacion (Kolbe, 2010).

Debido a que los sintomas clinicos de AC se manifiestan luego de alcanzada la
edad reproductiva y que la fertilidad de los animales homocigotos mutantes no
se ve comprometida, es posible una mayor dispersién y prevalencia de la
mutacion en el futuro cercano (Abitbol et al., 2010; Olby et al., 2004). Esto
refuerza la necesidad de realizar un trabajo colaborativo entre veterinarios y
criadores para controlar la difusiébn de la enfermedad en Pit Bull Terrier de

nuestro pais.

El elevado porcentaje de animales heterocigotos identificado en nuestro estudio
(17% de caninos portadores) indica la importancia de incluir la realizacién de un
test genético para la mutacion ARSG:c.296G>A en los programas de cria y
seleccion de reproductores. Los animales portadores (GA) con alto valor
genético podrian seguir reproduciéndose con otros que no porten la mutacién
(GG), asegurando que el 50% de su descendencia no sea portadora (O’'Brien y
Leeb, 2014).

La erradicacion de los animales portadores de la enfermedad del plantel de
reproductores podria considerarse la forma mas rapida de disminuir la frecuencia
del alelo mutado en la poblacion. Sin embargo, esto podria generar un efecto
‘cuello de botella”, permitiendo el surgimiento de otras caracteristicas
indeseables, la emergencia de otras enfermedades genéticas o incluso alejarnos
del estandar racial (Marsden et al.,, 2015). Idealmente, deberia existir un
equilibrio entre la cria selectiva basada en test genético para la mejora de la
salud animal y la posible pérdida de diversidad genética como resultado de esta
practica (Wade, 2011).

Efecto de la mutacion ARSG:c.296G>A sobre la prediccion de la estructura de
ARSG

La mutacion ARSG:c.296G>A produce el cambio del aminoacido ARG99 a
HIS99 en la proteina ARSG. Este cambio fue predicho por el programa Meta-
SNP como “Disease”, lo que implica que la variante tiene un posible impacto

funcional o estructural en la proteina. La prediccion fue realizada con un alto
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indice de fiabilidad (RI=6). Este hallazgo bioinformético guarda un sentido
biolégico relacionado con la etiopatogenia de la enfermedad. Se ha demostrado
gue la enzima ARSG desempefia un papel clave en la degradacion del
mucopolisacarido Heparan Sulfato (Kowalewski et al., 2012, 2014, 2015), siendo
probablemente este el material tdéxico acumulado, responsable del dafio

neuronal (Katz et al., 2017).

En la proteina ARSG salvaje, ARG99 forma ocho puentes de hidrégeno, dos con
ASP387, dos con ASP492, uno con ASP496, uno con ARG95 y dos con SER499.
Estos puentes de hidrogeno juegan un papel crucial en la estabilidad estructural
de la proteina, manteniendo su conformacion nativa y funcionalidad (Petsko y
Ringe, 2004; Branden y Tooze, 1999). Al mutar ARG99 a HIS99, se pierde la
capacidad de formar cinco de estos puentes de hidrégeno, conservando

Unicamente los puentes con ARG95 y SER499.

La disminucién en el nimero de puentes de hidrégeno puede resultar en una
menor estabilidad de la estructura terciaria de la enzima ARSG. Los puentes de
hidrégeno son esenciales para mantener la integridad estructural de las
proteinas, y su pérdida puede llevar a una mayor susceptibilidad a la
desnaturalizacion y a cambios conformacionales que comprometan su funcion
(Petsko y Ringe, 2004; Creighton, 1993).

Las pérdidas de interacciones especificas entre aminoacidos pueden alterar la
disposicion espacial de los residuos en el sitio activo o en otras regiones
funcionales, comprometiendo la capacidad enzimatica para interactuar con el
sustrato, afectando su rol biologico (Petsko y Ringe, 2004; Branden y Tooze,
1999). En este sentido, Abitol et al. (2010) demostr6 que la mutacién
ARSG:c.296G>A produce un cambio conformacional que afecta el sitio de
catdlisis produciendo una consecuente disminucién de hasta el 75% de la

actividad enzimatica.

Es relevante mencionar que la prediccién de los potenciales electrostaticos no
mostro diferencias significativas entre la proteina salvaje y la proteina mutante.
Esto es congruente con las propiedades quimicas de los aminoacidos

involucrados (ARG99 e HIS99), ya que ambos son hidrofilicos y presentan carga

40



positiva. Por lo tanto, no hay cambios en la distribucion de cargas electrostaticas

gue alteren drasticamente la funcion de la proteina (Branden y Tooze, 1999).

Al considerar la prediccion de la propension amiloide se observo que tanto la
proteina salvaje como la mutada presentan el mismo score AMYCO. Esto es
consistente con los hallazgos bioinformaticos anteriores acerca de los
potenciales electrostaticos. De tal forma que la pérdida de los puentes de
hidrégeno afectaria méas a la funcionalidad de la proteina que a su estructura en
si. Observaciones similares fueron realizadas por Abitbol et al. (2010), quiénes
postulan que la mutacién ARSG:c.296G>A produce una proteina estable con una

severa reduccion de la actividad enzimatica.
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8. CONCLUSIONES

Si bien el numero de animales estudiados es bajo, y puede que no refleje con
exactitud el comportamiento poblacional de la mutacidon ARSG:c.296G>A, las

frecuencias reportadas pueden ser consideradas como un primer acercamiento.

La evidencia molecular de la mutacién ARSG:c.296G>A, y su considerable
frecuencia en la muestra analizada, pone en evidencia la necesidad de
implementar planes de control para prevenir la enfermedad en la raza Pit Bull
Terrier de Uruguay. En este contexto, y ante la ausencia de pruebas diagndsticas

ante mortem, el genotipado de los animales adquiere especial importancia.

El cambio del aminoacido ARG99 a HIS99 no produce diferencias en la
prediccion de los potenciales electrostaticos, ni en la propension amiloide, entre
la proteina nativa y la mutante. Esto sugiere que la pérdida de los cinco puentes
de hidrogeno puede afectar mas a la funcionalidad de la enzima que a su

estructura espacial.
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