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COTULIO, V. R. M. Gene da lipoproteina lipase (LPL) e auséncia da mutacao
Gly412Arg em duas espécies de felinos neotropicais. 2007. 100f. Tese
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RESUMO

A lipoproteina lipase LPL € uma das enzimas cruciais na regulagdo do metabolismo
de lipidios e lipoproteinas. Esta presente principalmente nos tecidos adiposo e
muscular, mas também pode ser encontrada, por exemplo, nos pulmdes e glandulas
mamarias. O gene da LPL foi descrito em varias espécies incluindo os seres
humanos e os gatos. Entre essas duas espécies, ha uma grande similaridade na
sequéncia de nucleotideos desse gene. Além disso, tanto numa espécie quanto na
outra, ha mutagbes importantes envolvendo o gene LPL. Em gatos, a mutacéo
Gly412Arg € uma das mais importantes, podendo desencadear uma deficiéncia da
atividade da LPL nos individuos homozigotos, com consequiéncias diversas para os
animais. O objetivo desse trabalho foi verificar a ocorréncia dessa mutagdo em duas
espécies de felinos neotropicais mantidos em cativeiro: Herpailurus yagouaroundi e
Leopardus tigrinus. A regiao de interesse foi amplificada via PCR e os produtos
submetidos a digestdo com enzima de restricdo BstNI e visualizados em gel de
agarose. Para todos os individuos os produtos de PCR foram do mesmo tamanho,
em torno de 150pb. A digestdo aconteceu em todos os fragmentos, identificando,
assim, todos os individuos analisados como homozigotos normais para a mutacao
Gly412Arg. Dessa forma, nosso trabalho contribuiu na identificagdo do gene LPL
nessas duas espécies de felinos silvestres estudados e na determinacdo de um
método simples que podera ser utilizado em planos de manejo desses animais em
cativeiro, no sentido de determinar a presenga ou auséncia da mutagédo estudada nos

animais.

Palavras-chave: Herpailurus yagouaroundi, Leopardus tigrinus, lipoproteina lipase
(LPL), mutagéo, genética molecular



COTULIO, V. R. M. The lipoprotein lipase gene (LPL) and the absence of its
Gly412Arg mutation in two neotropical feline species. 2007. 100f. Tese
(Doutorado em Ciéncias Bioldgicas) — Instituo de Biociéncias, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2007.

ABSTRACT

The lipoprotein lipase LPL is a crucial enzyme in the regulation of lipids and
lipoproteins metabolism. It is mainly present in adipose and muscular tissue but also in
others tissues as lungs and mammal glands for example. The LPL gene was
described in many species including humans and cats. The gene nucleotide sequence
is very similar between cats and humans. Moreover, there are important mutations in
the LPL gene in both species. One of the most important mutations in cats is the
Gly412Arg mutation, which can induce an LPL activity deficiency with several
consequences to homozygous individuals. The purpose of this work was check the
presence of this particular mutation in captive individuals of two Neotropical feline
species: Herpailurus yagouaroundi and Leopardus tigrinus. The concerned site was
amplified by PCR; the amplification products were submitted to the BstNI restriction
enzyme digestion and than visualized in agarose gel. For all individuals, the PCR
products size was the same (+ 150bp). The enzymatic digestion occurred in all
fragments identifying all individuals as normal homozygous for the Gly412Arg
mutation. Therefore, this work contributed to assess the LPL gene in these two wild
cat species and to present a simple method to detect the presence or the absence of

this mutation, which can be used in management plans of these captive animals.

Key words: Herpailurus yagouaroundi, Leopardus tigrinus, lipoprotein lipase (LPL),

mutation, molecular genetics






1. INTRODUCAO




1.1 — Conservacao da Biodiversidade

No mundo inteiro, programas para maximizar a preservacao da biodiversidade
tém sido discutidos exaustivamente. Para 0 manejo adequado de recursos que
ocorrem na natureza, € necessario entender como a variagao genética é distribuida
e quais as caracteristicas do meio ambiente ou das espécies que influenciam na sua
distribuicdo (Foose, 1983).

A melhor estratégia para protegdo a longo prazo da diversidade biolégica é a
preservacdo de comunidades naturais e populacbes no ambiente selvagem,
conhecida como preservacao in situ ou preservagao local. Somente na natureza as
espécies sdo capazes de continuar o processo de adaptacao evolucionaria para um
ambiente em mutagéo, dentro de suas comunidades naturais. Porém, para alguns
grupos com poucas espécies e grandes exigéncias de espaco, como 0s grandes
vertebrados, é provavel que a Unica maneira de se evitar que as espécies se tornem
extintas seja manter os individuos em condicdes artificiais sob a supervisao humana,
como, por exemplo, em zoologicos. Esta estratégia é conhecida como preservagao
ex situ (Primack e Rodrigues, 2001).

Os esforgos de conservagédo ex situ sdo parte importante de uma estratégia
de conservagao integrada para proteger as espécies ameacadas. Pesquisas sobre
populacées em cativeiro podem fornecer idéias para a biologia basica de uma
espécie e sugerir novas estratégias de conservacao para populacdes in situ. As
populacdes ex situ que sao sustentaveis podem reduzir a necessidade de se retirar
individuos do ambiente selvagem, para serem colocados a mostra ou para fins de
pesquisa. Finalmente, os individuos criados em cativeiros que estdo a mostra podem

ajudar a educar o publico sobre a necessidade de preservar as espécies, e desta



forma, proteger outros membros das espécies que se encontram no mundo
selvagem (Primack e Rodrigues, 2001).

Com a crescente destruicdo da vida selvagem, as populagcbes de cativeiro
tornaram-se uma estratégia para a conservagcao de espécies, apesar de ainda
existirem algumas discussdes a respeito de como as populagdes cativas e seus
programas podem maximizar a preservacao da biodiversidade (Foose, 1983).

A diversidade da fauna brasileira é substancialmente enriquecida pela Familia
Felidae (Mammalia — Carnivora), composta de 37 espécies (Nowak, 1991) e todas
elas encontram-se ameacadas de extingdo, exceto o gato doméstico (Felis catus).
Os felinos estdo distribuidos mundialmente, a excecado de regides insulares como
Australia, Nova Guiné, Nova Zelandia, Madagascar, certa ilhas do Caribe, Japao,
llhas oceanicas e podlos. Do total das espécies de felinos existentes, 10 encontram-
se na regiao neotropical, incluindo o gato do mato (Leopardus tigrinus) e a gato

mourisco (Herpailurus yagouaround,).

1.2 - Estudos genéticos em felinos neotropicais

Estudos de genética molecular tém importante papel em projetos de
preservacdo de espécies em extingdo em decorréncia da expansdo industrial e
territorial humana. Gragas a agilidade com que é permitida a analise de amostras e a
precisdo de seus processos, somados aos dados de fisiologia reprodutiva, de
biogeografia, de ecologia, entre outros, as estratégias de preservacao e manejo de
espécies ameagadas tornaram-se muito mais precisas. Com o rapido avango das

técnicas de genética molecular nos Ultimos anos percebeu-se que muitas podem



contribuir consideravelmente para o manejo das espécies ameacadas de extincao e
para a conservagao da biodiversidade (Neigel, 1996).

Em 1990, O’ Brien et al. realizaram estudos com populagbes da pantera da
Flérida (Puma concolor coryi), um animal altamente ameagado de extingao.
Utilizando técnicas de eletroforese de isoenzimas, DNA mitocondrial e marcadores
nucleares, eles relataram a existéncia de dois grupos geneticamente distintos: um
grupo descendente de ancestrais de P. c. coryi, filogeneticamente proximo a outras
subespécies da América do Norte, € 0 outro grupo, assemelhando—se a pumas da
América Central ou América do Sul e que deve ter sido introduzido na Flérida, num
passado recente.

A analise concluiu que, apesar das diferengcas genéticas apresentadas pelas
duas subpopulagbes da Floérida, elas possuem em sua separagao histérica, um
ancestral comum suficientemente recente para eliminar o desenvolvimento de
mecanismos de isolamento reprodutivo, ou seja, para permitir o cruzamento entre 0s
individuos das duas populagbes. Além disso, segundo O’ Brien et al. (1990), a
formacédo de hibridos poderia até mesmo aumentar as chances de sobrevivéncia da
pantera da Flérida, que tem sofrido fortemente as conseqliéncias do

endocruzamento.

Um estudo realizado por Menotti-Raymond e O’Brien (1995) envolveu a
analise de 10 locos de microssatélites desenvolvidos para gato doméstico
(Felis catus), mas que também amplificavam para outras espécies de felinos, tais
como: puma (Puma concolor), ledo (Panthera leo), cheta (Acinonyx jubatus), gato
leopardo (Prionailurus bengalensis) e gato geofroy (Oncifelis geoffroyi). Os produtos
de PCR de tamanho similar foram amplificados para cada loco nas seis espécies e

exibiram um alto polimorfismo, sugerindo a conservagao evolutiva desses locos nos



felinos. O exame dos locos individuais revelou ampla heterozigosidade, mesmo nas
chetas, mostrando—se, portanto, marcadores moleculares informativos. Foi
observado que a heterozigosidade média era maior nas espécies que sofrem menos
endocruzamento, como ledes e pumas que apresentaram 86% e 79%,
respectivamente, da heterozigosidade observada no gato domeéstico, enquanto que
as chetas apresentaram 51%.

Os padroes de RAPD foram avaliados nos ledes e tigres usando 30
iniciadores randémicos, dos quais quatro produziram padrdo polimoérfico e foram
usados para estudos populacionais. Foi analisado um total de 38 individuos e uma
média de heterozigosidade de 25.82% foi observada, variando de 16.71% a 34.39%
na andlise individual dos iniciadores. Os iniciadores que apresentaram polimorfismo
nos ledes nado revelaram polimorfismo algum nos tigres (Shankaranarayanan et al.,
1997).

Menotti—-Raymond et al. (1999) desenvolveram um mapa de ligagdo genético
em felinos usando 253 locos de microssatélites. Foram identificados e genotipados
235 locos de repeticao dinucleotideo (dC - dA), - (dG - dT), e 18 tetranucleotideo, em
duas familias, com 108 membros resultantes do cruzamento de linhagens entre o
gato doméstico (Felis catus) e gato leopardo (Prionailurus bengalensis). Duzentos e
vinte e nove locos foram ligados, identificando 34 grupos de ligacéo, e dos 19 pares
de cromossomos, 16 foram mapeados. Segundo os autores, o genoma mede
aproximadamente 2900 cM, e eles estimam o comprimento genético do mapa em
3300 cM.

O estudo realizado por Eizirik et al. (2001) teve por objetivo investigar a
diversidade genética, estrutura populacional e histéria demografica das oncas

através de toda sua distribuicdo geografica. Foram analisadas 715 pb da regiao



controle de DNA mitocondrial e 29 locos de microssatélite em aproximadamente 40
individuos amostrados do México ao Sul do Brasil. Os resultados revelaram niveis
de diversidade baixo a moderado para o mitDNA e médio a alto para os
microssatélites, e ainda evidenciaram uma recente expansdo demogréfica.
Nenhuma estrutura geogréafica bem definida foi observada, mas algumas barreiras
geograficas como o rio Amazonas e o estreito de Darien entre o norte da América do
Sul e América Central, parecem ter restringido o fluxo génico histérico nessas
espécies, produzindo diversidade genética mensuravel. Os representantes de
Panthera onca estudados puderam ser divididos em quatro grupos filogeograficos
isolados incompletamente.

Para a caracterizacao da variabilidade genética de trés espécies de pequenos
felinos brasileiros mantidos em cativeiro (Leopardus pardalis, Leopardus wiedii e
Leopardus tigrinus), Grisolia et al. (no prelo) utilizou 4 locos de microssatélite que
amplificavam para o gato domético (Felis catus). A heterozigosidade média
observada foi de 0,64 para Leopardus pardalis, 0,66 em Leopardus tigrinus e 0,78
em Leopardus wiedii. Segundo a autora, tais resultados indicam valores de
heterozigosidade médios e altos. Neste trabalho, os animais eram provenientes de
varios Zooldgicos brasileiros, com excecao do Zoolégico de Sao Paulo.

Visando o estudo da variabilidade genética em Herpailurus yagouaroundi,
Puma concolor e Panthera onca, Moreno et al. (2006) utilizaram marcadores
microssatélites em amostras desses animais provenientes de diversos zooldgicos
brasileiros (exceto Zoolégico de Sao Paulo). Os 4 locos de microssatélites
analisados revelaram uma média de heterozigosidade em Herpailurus yagouaroundi
de 0.86, em Puma concolor, de 0.71 e Panthera onca de 0.73, evidenciando um

nivel de diversidade genética relativamente alto para todas as espécies estudadas.



1.3 - Biologia das espécies de Felinos analisadas

1.3.1 — Leopardus tigrinus (Felis tigrinus; Schreber, 1775)

Os animais pertencentes a essa espécie sao popularmente chamados de
oncila, gato-do-mato, gato tigre, tigrina ou gato onca.

A oncila (Figuras 1 e 2) é um felino de pequeno porte e como a maioria dos
felinos neotropicais, todas as informagbes sobre a sua biologia baseiam-se em
observagOes realizadas em individuos mantidos em cativeiro (Oliveira, 1994). O
padrdao de coloracdo da pelagem é similar ao da jaguatirica (Leopardus pardalis) e
ao gato maracaja (Leopadus wiedii), com presenca de estrias transversais escuras
na cauda e rosetas com manchas circulares na porgao lateral do corpo (Nowak,
1991). O seu tamanho médio assemelha-se ao do gato doméstico, entre 60 € 85cm.
Os machos podem pesar em média 2,750Kg e as fémeas pesam cerca de 1,750Kg.
Segundo Mondolfi (1986), as tigrinas preferem regides secas, tais como o cerrado e
florestas deciduas (Oliveira, 1994). O habitat da tigrina ndo é muito conhecido
(Mattern e McLennan, 2000) e segundo Oliveira (1994), esse animal provavelmente
mantenha uma atividade noturna. A sua alimentacao basica consiste em pequenos
mamiferos, passaros, lagarto e grandes insetos. As fémeas geram um ou no maximo
dois filhotes, com uma gestacdo de 73 a 78 dias. Trata-se de um animal solitario e
utiliza arvores caidas como abrigo (Green, 1991).

Essa espécie encontra-se distribuida desde a Costa Rica, regido ocidental
andina na Venezuela, Colémbia, Equador, possivelmente no norte do Peru, regides

ocidentais do Peru e da Venezuela, Guianas, Brasil, Paraguai, norte da Argentina



(Cabrera, 1957; Hall, 1981 apud Oliveira, 1994). A distribuicdo geografica dessa
espécie no continente americano pode ser observada na Figura 3.

A caca ilegal tem sido uma das principais causas da redugéo das populacoes.
A supressao das florestas na Regido da Mata Atlantica contribuiu para o quase total
desaparecimento da espécie neste bioma. Dai a importancia do levantamento das
colegcdes mantidas em cativeiro, de modo a avaliarem-se as oportunidades para o
incentivo a programas de propagacao em cativeiro (Fonseca et al., 1994).

Segundo a IUCN (Unido Internacional para a Conservacdo da Natureza) a
tigrina é considerada uma espécie Vulneravel e enquadra-se ao Anexo da Cites |l

(O’Brien, 1996; Fonseca et al., 1994).



Figura 1: Foto de um exemplar de Leopardus tigrinus (tigrina). Fonte:

http://www.sueza.com.br/felinosselvagens/

Figura 2: Foto de um exemplar de Leopardus tigrinus (tigrina). Fonte:

http://www.zoologico.sp.gov.br/mamiferos/gatodomato.htm



Figura 3: Mapa da distribuicdo geografica de Leopardus tigrinus. Fonte:

http://www.nex.org.br/extincao_gato_pequeno.htm



1.3.2 - Herpailurus yagouaroundi ( Felis yagouaroundi, E. Geoffroy, 1803)

Herpailurus yagouaroundi é popularmente conhecida como jaguarundi, gato

mourisco, gato vermelho, gato preto, jagua-rundi € maracaja-una.

Segundo Oliveira (1994), os felinos neotropicais, em geral, sdo solitarios,
interagindo com outros individuos somente para reproducao. O jaguarundi é uma
espécie de felino impossivel de ser confundida com qualquer outra, devido a sua
coloragao uniforme, sem manchas. A maioria tem coloragdo marrom escura ou
cinza; além disso, seu corpo é alongado, as patas curtas e a cabega achatada
(Figuras 4 e 5). Possui tamanho médio de 60cm de corpo e 40cm de cauda,

pesando em torno de 9Kg.

O gato mourisco tem uma distribuicdo geografica semelhante a outros felinos
neotropicais, estendendo—se do Texas as planicies orientais e ocidentais do México,
o Peru, Brasil (com excec¢éo do sul do Rio Grande do Sul), Paraguai até as
provincias de Buenos Aires e Rio Negro na Argentina (Figura 6) (Oliveira, 1994;
Oliveira e Cassaro, 1999). Embora tenha sido informada a presenca do felino no
Arizona, essa espécie freqliientemente nao ocorre nesse Estado. Nao ha registro

desse felino no Uruguai e Chile (Oliveira, 1994).

A espécie vive principalmente em bosques e campinas, onde costuma cacar
aves. Pode subir em arvores para cacar macacos e também caca pequenos veados.
Produz uma ninhada por ano de dois a trés filhotes (Fonseca et al., 1994). Segundo
a IUCN (Unido Internacional para a Conservacao da Natureza e Recursos Naturais),

a espeécie encontra-se na categoria de Indeterminada, ou seja, sabe—se que é



ameacada de extincdo, mas ndao a extensdo dessa ameaca

(http://m1.aol.com/cattrust/wildcats.htm).




Figura 4: Foto de um exemplar de Herpailurus yagouaroundi (jaguarundi). Fonte:

http://www.cathouse-fcc.org/images/mayas5hmon.jpg

Figura 5: Foto de um exemplar de Herpailurus yagouaroundi (jaguarundi). Fonte:

http://www.paginadogaucho.com.br/faun/mami.htm



Figura 6: Mapa da distribuicdo geografica de Herpailurus yagouaroundi. Fonte:

http://www.nex.org.br/extincao _jaguarundi.htm.




1.4 - Aspectos estruturais, funcionais e genéticos da liproteina lipase (LPL)

A sintese e o catabolismo de triglicerideos (TGs) envolvem um grande
namero de enzimas hidroliticas e apolipoproteinas, e os genes que codificam essas
proteinas sdo, por esta razdo, candidatos para determinar a presengca de TGs no
plasma sanguineo (Talmud e Stephens, 2004). A lipoproteina lipase (LPL) é uma
dessas enzimas cruciais na regulacdo do metabolismo de lipoproteinas e lipidios
(Ginzinger et al., 1996).

LPL é a principal enzima envolvida na hidrélise de TG componentes de
quilomicrons (lipoproteinas ricas em TG formadas pelas células da mucosa intestinal
durante a absorcao da gordura dos alimentos) e VLDL — lipoproteinas de densidade
muito baixa (“very low density lipoprotein™, permitindo que o interior das células seja
livre de acidos graxos, ja que tal hidrolise resulta na formagéo de residuos de
quilomicrons, IDL - lipoproteinas de densidade intermediaria (“intermediary density
lipoprotein”), residuos de VLDL e lipoproteinas de baixa densidade. Os residuos de
lipoproteina derivados das VLDL e dos quilomicrons s&o importantes contribuintes
para a formacdo de HDL - lipoproteinas de alta densidade (“high density
lipoprotein’), e como resultado, niveis de colesterol HDL estdo diretamente
relacionados com a atividade da LPL do plasma em humanos. Além disso, a LPL
tem uma fungdo molecular ndo enzimatica de “ponte”, atuando como ligante nas
interagdes de superficie entre células e lipoproteinas, desse modo mediando as
juncoes celulares e a adesao de lipoproteinas (Ginzinger et al., 1996; Ginzinger et
al., 1999; Savonen et al., 1999; Reginato et al, 2002; Talmud e Stephens, 2004).

Primeiramente identificada como o “fator clareador” no plasma que reduzia a

hipertrigliceridemia, a lipoproteina lipase tem sido de grande interesse no campo da



pesquisa sobre metabolismo. Esta enzima é produzida nas células parenquimais e
entdo secretada para o endotélio capilar. Esta presente em muitos tecidos, incluindo
o adiposo, coragao, musculo esquelético, pulmdes e glandulas mamarias (Reginato
et al.,, 2002). Quantitativamente, mais LPL é encontrada no tecido adiposo e
musculo, onde os acidos graxos livres liberados sdo degradados e também
estocados ou oxidados, respectivamente. Ha a hip6tese de que niveis relativos da
atividade de LPL no tecido adiposo e no musculo determinam como as calorias
provenientes da gordura sdo separadas para estocagem ou utilizacdo, e que
desequilibrios de expressao no tecido podem consequientemente levar a obesidade
ou perda de peso (Weinstock et al., 1997).

Em humanos, o gene LPL esta localizado no cromossomo 8p22, com
tamanho aproximado de 30kb e esta dividido em 10 éxons, e tem uma homologia
substancial na seqUéncia entre a maior parte das espécies que tém sido
examinadas. O cDNA codifica para uma proteina de 475 aminoacidos incluindo um
peptideo sinal com 27 amino&cidos. O centro catalitico é formado por trés

aminoacidos: Ser132, Asp156 e His241 (Merkel et al., 2002).

1.4 - Mutacoes relacionadas ao gene LPL

Na espécie humana, ha 61 mutagbes de sentido errado relacionadas ao gene
da LPL, maior parte das quais esta localizada nos éxons 5 e 6; 12 mutacdes sem
sentido, 10 mutacbes na estrutura de leitura do mMRNA ou pequenas

insercdes/delecdes, 3 grandes mutacdes, 8 mutacdes de splicing, e 4 variantes no



sitio promotor (Merkel et al., 2002). Algumas dessas mutacdes podem levar a perda
de atividade enzimética da LPL.

A freqiéncia das mutagcdes LPL difere totalmente entre populagdes. Por
exemplo, Serd447stop € encontrada em mais de 20% da populagdo geral e esta
variante esta somente associada com o aumento na atividade de LPL. Das
mutagdes que levam a reducdo da atividade enzimatica, Asn291Ser é a mais
comum, e Asp9Asn e Gly188GIu sdo as menos comuns.

As mutacdes LPL heterozigotas associadas com a reducdo ou perda de
atividade da enzima podem aumentar o risco de hiperlipidemia familial combinada
(FCH) e aterosclerose prematura. Embora seja ébvio que uma redugéo da atividade
de LPL deva levar ao aumento de TGs, decréscimo de HDL e, ainda, aterosclerose
prematura, somente alguns estudos mostram essa conexdo. Outros genes ou
fatores podem influenciar ou modificar os efeitos das mutagcoées LPL (Merkel et al.,
2002).

A deficiéncia completa de LPL € uma séria desordem autossémica recessiva,
com uma freqiiéncia de aproximadamente 1/10° na populacdo geral, e resulta em
uma elevagao drastica de quilomicrons e um decréscimo concomitante das LDL —
lipoproteinas de baixa densidade (“low density lipoprotein) e nas concentracdes de
colesterol HDL. Os sintomas clinicos muitas vezes aparecem prematuramente na
infancia incluindo pancreatite aguda, quilomicronemia, falha no crescimento,
xantoma eruptivo, e lipemia retinal (Savonen et al., 1999; Ginzinger et al., 1996 e
1999).

As mutacdées no gene LPL tém sido relacionadas a outras doengas em
humanos: individuos portadores da mutagdo Asn291Ser tiveram risco aumentado

para a doenca de Alzheimer, enquanto que aqueles com a mutacdo Ser447stop



tinham o risco diminuido ou ndo eram afetados (Baum et al., 1999; Fidani et al.,
2002). Somente em alguns estudos, constatou-se a ligagéo do loco génico LPL com
a hipertensdo (Wu et al., 1996; Sprecher et al., 1996). Na deficiéncia LPL
heterozigota, pode ocorrer hipertrigliceridemia severa e pancreatite durante a
gravidez e naqueles com diabetes (Henderson et al., 1998; Keilson et al., 1996).
Portadores da mutagdo Asn291Ser ou das mutagbes combinadas Asp9Asn/T-93G
podem ter um risco aumentado de pré-eclampsia (Hubel et al., 1999).

Ha poucos estudos sobre o metabolismo de lipidios em gatos. Eles mostram
que esses animais tém muitas similaridades com os humanos no que diz respeito ao
metabolismo de lipidios e também na sequiéncia de nucleotideos do gene para LPL,
havendo 90% de similaridade entre as sequéncias génicas de LPL nas duas
espécies (Ginzinger et al., 1999). As muta¢des no gene da enzima, assim como em
humanos, podem levar a desordens referentes ao metabolismo de lipidios também
em gatos.

Ginzinger et al. (1996) relatam em seu trabalho a ocorréncia natural de uma
colénia de gatos apresentando quilomicronemia, sugerindo que eles sofram de
deficiéncia de LPL. Os autores descrevem a clonagem do cDNA LPL em gatos e a
identificacdo de uma transicdo de G para A no nucleotideo 1234 no éxon 8
resultando em uma substituicao de arginina por glicina no residuo 412. Pesquisando
a relagdo dessa substituicdo na mutacao com o fendtipo “gato afetado”, os autores
confirmaram que Gly412Arg era a causa da deficiéncia de LPL na colénia de gatos
estudada e, ainda, observaram que nos gatos homozigotos para a mutacao, ocorria
reducdo da massa corporal, alteracdo do padrdo de crescimento e aumento do

padrao de filhotes natimortos.



Em outro de seus estudos, Ginzinger et al. (1999) analisaram gatos com
deficiéncia de LPL, fazendo uma analise dos lipidios e das lipoproteinas nesses
animais, com seus diferentes gendétipos, e comparando-os com gatos normais para
LPL. Nesse trabalho, os autores narram que, em geral, as particulas lipoprotéicas
dos gatos demonstram propriedades semelhantes aquelas dos humanos. A
deficiéncia de LPL em gatos, tal como em humanos, estd associada com maiores
concentracées plasmaticas de TGs e colesterol, e baixas concentracbes de
colesterol HDL. Os gatos homozigotos para a deficiéncia apresentaram um aumento
significativo na lipemia p6s-refeicdo, enquanto que nos heterozigotos, os efeitos da
deficiéncia também se tornaram mais pronunciados quando eles recebiam uma alta
carga de gordura via oral, realgando a liberagdo diminuida dos TGs nesses animais.

Reginato et al. (2002), estudando a influéncia da dieta em gatos que
possuiam a mutacdo Gly412Arg, a qual elimina a atividade catalitica da LPL,
reportam que os sinais clinicos incluindo lipemia retinal, xantomas, e hiperlipidemia
profunda ocorreram em gatos homozigotos que foram alimentados com comida
contendo mais de 10% de gordura, inferindo que a composi¢cao da dieta para esses
gatos ou para seus genitores pode influenciar no seu crescimento e padrdao de
massa corporal.

Um estudo envolvendo 12 gatos domésticos sem mutagdes no gene da LPL e
23 gatos que eram heterozigotos ou homozigotos portadores da mutacdo LPL
Gly412Arg, revelou que a massa de gordura corporal e a porcentagem de gordura
corporal de homozigotos foram significativamente menores que naqueles animais
clinicamente normais e os heterozigotos. Ainda, o estudo mostrou que os individuos
homozigotos nascidos de fémeas homozigotas tiveram significativamente menos

massa de gordura corporal e porcentagem de gordura que os homozigotos nascidos



de maes heterozigotas. A massa corporal magra nao diferiu significativamente entre
0s grupos. Todas essas observagdes levaram os pesquisadores a concluir, entre
outras coisas, que a deficiéncia de atividade da LPL em gatos diminui os estoques
de gordura corporal (Backus et al., 2001).

Em animais da fauna neotropical, especialmente nos representantes da
familia dos felinos selvagens, nada se sabe a respeito da atividade da LPL e das
possiveis mutacdes no gene dessa enzima que possam levar, por exemplo, a
obesidade, perda de peso ou outros disturbios relacionados ao metabolismo de
lipidios. A busca dessa mutacao, utilizando os mais variados recursos da biologia
molecular, pode ser util em programas de manutencdo de populacdes desses
animais em cativeiro. Os dados assim obtidos poderiam, por exemplo, contribuir na
definicdo de uma dieta adequada desses animais em cativeiro de acordo com o seu
gendtipo para a LPL, por meio da identificagdo do gendtipo de cada animal para as

mutacdes no gene LPL.



2. OBJETIVOS




O presente estudo teve por objetivos:

» Caracterizar o gene da LPL em duas espécies de felinos neotropicais

(Leopardus tigrinus e Herpailurus yagouaroundi);

> Verificar a ocorréncia da mutacdo Gly412Arg no gene LPL em

Leopardus tigrinus e Herpailurus yagouaroundi,

» Criar uma ferramenta para contribuir com informagées para o manejo

desses animais em cativeiro.
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RESUMO
A lipoproteina lipase LPL é uma das enzimas cruciais na regulagdo do metabolismo
de lipidios e lipoproteinas. Esta presente principalmente nos tecidos adiposo e
muscular, mas também pode ser encontrada, por exemplo, nos pulmdes e glandulas
mamarias. O gene da LPL foi descrito em varias espécies incluindo os seres
humanos e os gatos. Entre essas duas espécies, ha uma grande similaridade na
sequéncia de nucleotideos desse gene. Além disso, tanto numa espécie quanto na
outra, ha mutagdes importantes envolvendo o gene LPL. Em gatos, a mutacao
Gly412Arg é uma das mais importantes, podendo desencadear uma deficiéncia da
atividade da LPL nos individuos homozigotos, com conseqiiéncias diversas para os
animais. O objetivo desse trabalho foi verificar a ocorréncia dessa mutagdo em duas
espécies de felinos neotropicais mantidos em cativeiro: Leopardus tigrinus e
Herpailurus yagouaroundi. A regido de interesse foi amplificada via PCR e os
produtos submetidos a digestdo com enzima de restricdo BstNI e visualizados em
gel de agarose. Para todos os individuos os produtos de PCR foram do mesmo
tamanho, em torno de 150pb. A digestdo aconteceu em todos os fragmentos,
identificando, assim, todos os individuos analisados como homozigotos normais para
a mutacdo Gly412Arg. Dessa forma, nosso trabalho contribuiu na identificacao do
gene LPL nessas duas espécies de felinos silvestres estudados e na determinagéao
de um método simples que podera ser utilizado em planos de manejo desses
animais em cativeiro, no sentido de determinar a presenca ou auséncia da mutagao

estudada nos animais.



Palavras-chave: Herpailurus yagouaroundi, Leopardus tigrinus, lipoproteina lipase

(LPL), mutagéo, genética molecular
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INTRODUCAO

Muitos fatores genéticos e ambientais controlam os niveis plasmaticos de
triglicerideos (TGs) e de colesterol nos mamiferos. A influéncia dos genes nos niveis
de TGs inclui, por exemplo, os fatores que controlam a sintese e a secrec¢ao de
lipoproteinas ricas em TGs tais como quilomicrons e VLDL — lipoproteinas de
densidade muito baixa (“very low density lipoproteins’); e as enzimas envolvidas na
lipblise tais como a lipoproteina lipase (LPL) e seu ativador (apoliproteina C-11), e a
lipase hepatica (Ma et al., 1994).

A enzima LPL é predominantemente encontrada nos tecidos adiposo e
muscular, onde esta limitada ao endotélio dos capilares pela sua interacdo com as
glicosaminoglicanas. No tecido adiposo, os acidos graxos liberados sdo absorvidos e
reesterificados, e os TGs sdo estocados no interior de gotas de lipidios (Goldberg,
1996; Zechner, 1997). A completa auséncia de LPL que ocorre em humanos, felinos
e mustelideos que sdo homozigotos para mutagdes no gene LPL (Murthy et al.,
1996; Savonen et al., 1999), resulta em um maci¢o acumulo de TGs no plasma,
coincidindo com a visédo de que a auséncia de LPL impede a liberagdo normal de
TGs circulantes (Kratky et al., 2005).

Na espécie humana, varias mutacoes relacionadas ao gene LPL sao
descritas, algumas das quais estdo envolvidas com a deficiéncia de atividade da
enzima LPL, e cujos sintomas costumam aparecer logo na infancia (Merkel et al.,
2002; Ginzinger, 1996). Em gatos, ha também mutacdes semelhantes que levam a
perda de atividade enzimatica. Uma delas envolve uma substituicdo de arginina por
glicina no residuo 412 (Gly412Arg) do gene LPL, causando sintomas parecidos com
aqueles encontrados nos seres humanos portadores da deficiéncia de LPL

(Ginzinger et al., 1996; 1999).
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O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de caracterizar a regiao
génica envolvida com a mutagédo Gly412Arg no gene LPL em duas espécies de
felinos neotropicais (Herpailurus yagouaroundi e Leopardus tigrinus) mantidos em
cativeiro, tentando desenvolver mais uma ferramenta para auxiliar na manutengao
de populagdes silvestres em cativeiro.

Esse € o primeiro trabalho relacionado ao gene LPL em gatos silvestres, ja

que nao ha nenhum relato desse tipo de estudo na literatura.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de tecido dérmico de 25 individuos da espécie
Leopardus tigrinus e 15 de Herpailurus yagouaroundi (Tabelas 1 e 2), coletadas por
pesquisadores do Parque Fundagéao Zooldgico de Sdo Paulo e enviadas ao
Laboratorio de Genética — UNESP — Assis/SP em tubos contendo alcool etilico
100%. Também foram usadas duas amostras de sangue fresco de Felis catus (um
gato persa e outro siamés) cedidas pelo Hospital Veterinario da Universidade
Estadual de Londrina/PR (UEL). A extracao de DNA dessas amostras foi feita
usando-se o kit de extragdo “DNeasy Tissue Kit”— Qiagen de acordo com a
recomendacéao do fabricante, e a quantificacao realizada em gel de agarose corado
com brometo de etidio.

A amplificacdo da regido génica da LPL envolvendo a mutacao Gly412Arg foi
realizada de acordo com as condi¢des descritas por Ginzinger et al. (1999),
utilizando o “primer” 18 (5-ACCTGAACGTTGAAGGCTCCAAGAGTACCC-3’) e um

“mismatch primer” MM-SB (5’-GGTTTACTATTGAGAAGA-TCAGAGTAA-AACCA-3)
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que criou um novo sitio de restricao, reconhecido pela enzima de restricdo BstNI,
somente no alelo normal. As condigbes de amplificagdo foram: 1.5 mM de MgCly, 1.5
pl de Tampéao PCR 10X, 200 uM de dNTP’s, 100 pmol de cada ‘primer”18 e MM-
SB, 1.5 U de Taq DNA polimerase e 30ng de DNA em um volume final de 25 pl.

Os parametros para a reacao de PCR usados no termociclador Biémetra
(modelo T1, Alemanha) foram: 94°C por 2 min; 35 ciclos a 94° por 1 min, 60°C por 1
min e 72°C por 45 s; 72°C por 5 min; 4°C por 10 min. Os produtos obtidos pela
amplificacdo foram visualizados em gel de agarose 3% e fotografados com filme
Polaroid 667.

Apds confirmacao da amplificagéo via PCR do DNA gendémico dos felinos
analisados, cada produto foi submetido a digestdo com a endonuclease de restricao
BstNI, permanecendo a 60°C por 1 hora, conforme especificacao do fabricante
(BioLabs). A reacao de digestao foi realizada nas seguintes condigdes: 1.5 pl de 1X
NEBuffer2, 1.5 yl de BSA, 5 U da enzima e 10 pl de produtos de PCR em um
volume final de 15 ul. Os fragmentos obtidos apds a digestao foram visualizados em

gel de agarose 3% e fotografados.

RESULTADOS

- Extracao de DNA

Utilizando o método de extragdo descrito anteriormente, foi possivel extrair

DNA de boa qualidade e em quantidade suficiente para as reacdes de PCR.
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Dessa forma, a extracdo de DNA foi realizada para todas as amostras
disponiveis em nosso laboratorio das espécies L. tigrinus (25 amostras) e H.
yagouaroundi (15 amostras), além de duas amostras de gato doméstico (gato persa
e gato siamés), que serviram como controle da andlise.

A quantificacdo do DNA foi realizada em gel de agarose e posteriormente
fotografada e analisada. Para cada amostra, obteve-se duas aliquotas contendo
DNA diluido em 200pul € 100ul de tampao, um rendimento bastante satisfatorio, ja
que se obteve grande quantidade de DNA com baixo indice de contaminagao

protéica, resultando em bons padrées de amplificacao.

- Amplificacao do gene LPL

A amplificagéo do gene LPL foi realizada para as amostras de DNA de F.
catus (para padronizagao e como controle), L. tigrinus e H. yagouaroundi, e 0s
resultados visualizados em gel de agarose estao representados nas Figuras 1 e 2.

Para todas as espécies analisadas ocorreu a amplificacao do fragmento
relativo ao gene LPL em gatos. Nos 25 individuos estudados de L. tigrinus, a
amplificacéo resultou em uma banda no gel de aproximadamente 150 pb, ndo
havendo nenhuma variagdo no tamanho do fragmento entre os individuos. Da
mesma forma, em todas as 15 amostras de DNA de H. yagouaroundi, a banda
resultante da amplificagdo do gene LPL também apareceu em torno de 150 pb, sem

alteracao nos diferentes individuos.
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As amostras de DNA dos gatos persa e siamés também amplificaram para o
gene LPL, mas o tamanho dos produtos de PCR foi um pouco diferente daquele

encontrado para os felinos selvagens, em torno de 130pb.

- Analise da mutacao Gly412Arqg por “mismaich” PCR

A digestao dos produtos de PCR ocorreu para todos os individuos nas duas
espécies, ou seja, os felinos estudados apresentaram o sitio de restricdao para a
enzima, indicando que eles possuem uma regido idéntica a dos gatos domesticos.

Esses resultados podem ser visualizados nas Figuras 3 e 4.

DISCUSSAO

A lipoproteina lipase € uma enzima chave no metabolismo de lipidios, que
catalisa a hidrélise de triglicerideos (TGs) de lipoproteinas ricas nesses
componentes, e que também tem uma fungéo como ligante aumentando a adesao
celular de lipoproteinas (Wung et al., 2006).

Baseados na semelhancga da sequéncia de nucleotideos do gene LPL entre
gatos e humanos, Ginzinger et al. (1996) desenharam ‘primers” que pudessem ser
utilizados na amplificacdo de uma regido desse gene envolvida com uma mutagéao
relacionada a atividade de LPL em gatos e que, em seguida, fosse possivel uma
investigacao a respeito dos gendtipos dos gatos para essa mutagdo. Segundo os
autores, os gendétipos podem ser definidos como homozigotos normais (412 +/+ ou
LL), heterozigotos (412 +/- ou LI) e homozigotos portadores da mutacao (412 -/- ou

10).
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No seu trabalho, Ginzinger et al. (1996) reconheceram uma regiao amplificada
de tamanho em torno de 135pb. No presente trabalho, utilizando os mesmos
“primers’, foi possivel verificar, por meio da ocorréncia de um unico produto de
amplificacéo, a presenga da mesma regiao génica da LPL em duas espécies de
felinos neotropicais: H. yagouaroundi e L. tigrinus. Estima-se que os padrdes de
amplificacéo, para ambas as espécies, apresentou-se com aproximadamente 150pb,
baseado nos marcadores de peso molecular conhecido, utilizados como referéncia
no gel de agarose.

Até o momento, nenhum trabalho havia sido publicado, no sentido de avaliar a
presenca do gene LPL em gatos selvagens. Nosso trabalho contribui no sentido de
identificar a presenca desse gene nos animais estudados, via amplificacao por PCR,
e, posteriormente, analisar a presenca ou ndo de uma muta¢do nesse mesmo gene.

Ha varias mutagdes na espécie humana relacionadas ao gene LPL e,
consequentemente, ao metabolismo de lipidios. Cada tipo de mutag¢ao pode estar
relacionado a uma manifestagéo clinica diferente nos pacientes que as possuem e,
ainda, cada mutacao pode ocorrer com maior ou menor freqiéncia em humanos
(Merkel et al., 2002). Embora mutagdes que levem a deficiéncia completa de LPL em
humanos nao sejam muito comuns (aproximadamente uma em um milhdo no mundo
inteiro), individuos com uma mutag¢édo no gene LPL, resultando numa redugéo parcial
da atividade lipolitica, sdo comuns (Jukema et al., 1996; Reymer et al., 1995).

Em seu estudo, Ginzinger et al. (1996) propdem um método baseado na
técnica de “mismatch” PCR e digestao com enzima de restricao para a identificacao
do gendtipo em gatos para a mutagao Gly412Arg, que possuem deficiéncia de LPL.
Com base nesse estudo, nosso trabalho foi realizado no sentido de caracterizar essa

mesma regiao nas duas espécies de felinos silvestres, abrindo assim a possibilidade
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de identificar a mutacdo quando necessario (no caso da constatacao da doenca em
algum animal).

O presente estudo revelou auséncia da mutagédo em todos os individuos
analisados, sendo todos homozigotos normais (LL), uma vez que a enzima sé
reconhece o sitio de restricdo nos alelos que ndo portam a mutagéo, resultando num
fragmento de tamanho menor que o do produto de PCR.

Em geral, gatos com a mutacao LPL Gly412Arg sao saudaveis. Mas ha dois
problemas para a producao desses animais, um € a baixo desempenho reprodutivo
nas fémeas reprodutoras deficientes para LPL, e o outro é o baixo padréao de
crescimento dos filhotes com a mesma deficiéncia (Reginato et al., 2002).

Os estudos de Jones et al. (1986) e de Ginzinger et al. (1996),
simultaneamente indicam que a deficiéncia de LPL nas fémeas reprodutoras pode
influenciar no crescimento de sua prole. Filhotes nascidos de mées heterozigotas
(L), que tém de 31 a 70% de atividade normal da LPL, podem ser grandes e ter
melhor desempenho de crescimento que aqueles nascidos de gatas homozigotas
(1), que nao tém LPL ativa.

As analises da composicao corporal suportam a possibilidade de que a
deficiéncia maternal de LPL afeta o desempenho dos filhotes. Segundo Backus et al.
(2001), gatos adultos Il apresentam aproximadamente metade da massa de gordura
corporal que os gatos com LPL funcional, enquanto que a massa magra corporal
desses gatos nédo é significativamente diferente do normal. O grau de magreza entre
os gatos /I varia com o gendtipo da mae. Na maioria, gatos I/ nascidos de maes I/
tém substancialmente menos gordura corporal que gatos nascidos de maes LI. O

mecanismo a respeito desse efeito maternal é desconhecido.
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Segundo Reginato et al. (2002), a composicao dos alimentos ingeridos pelos
filhotes contendo a mutagédo Gly412Arg no gene LPL e conseqlentemente uma
deficiéncia de LPL pode influenciar na taxa de crescimento desses animais. Seu
trabalho indica que a massa de gordura corporal em gatos deficientes de LPL pode
ser aumentada com alimentos contendo preferencialmente mais carboidratos que
proteinas e que, além disso, a massa de gordura corporal subnormal tipicamente
observada em fémeas reprodutoras com deficiéncia de LPL, e um estoque de
gordura diminuido reduzem o seu desempenho reprodutivo. Assim, a selecédo de
uma dieta adequada ao genétipo do animal para a mutacao Gly412Arg pode
contribuir sobremaneira com a manutencao e reproducao dos felinos silvestres
vivendo em cativeiro. Nosso trabalho abre caminho para essa possibilidade
apresentando um método eficiente na deteccao do gene LPL e da mutagéo
Gly412Arg em felinos.

Desse modo, apesar de nossos estudos terem resultado em auséncia da
mutagdo no gene LPL para todas as 25 tigrinas e 15 jaguarundis analisadas, a
possibilidade de identificagdo dessa mutagdo nos animais mantidos em cativeiro por
meio de um método simples, colabora para a tentativa de manutencao de
populacdes geneticamente sadias dessas espécies e de outros felinos nesse local,
podendo ser feito manejo adequado dos individuos. Por exemplo, individuos que
apresentarem sinais clinicos de uma patologia associada a uma mutagao no gene
LPL ou, ainda, fraco desempenho dos filhotes, poderéo se identificados por um
Unico e simples teste de PCR.

Devido a diversos fatores, todas as espécies de felinos estdo em algum nivel
ameacadas de extincdo, exceto os gatos domésticos, e a conservacao desses

animais ex situ tem sido uma estratégia importante na tentativa de preservacao das
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espécies de felinos. Toda e qualquer informagao a respeito das caracteristicas
genéticas desses animais pode auxiliar pesquisadores de criadouros e zoolégicos,
por exemplo, a conduzir a reproducéo e desenvolvimento desses animais em

cativeiro da melhor maneira possivel, visando sua preservagao.
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Tabela 1: Exemplares de Leopardus tigrinus estudados no presente trabalho.



Espécie Cadigo do | N2 de Registro Procedéncia
Laboratoério no Z6o de Sao
Paulo
Lt 1 22170 Sao Francisco Xavier/SP
Lt2 22111 Socorro/SP
Lt3 22727 Zbo Bauru/SP
Lt 4 24348 Nasc/ Z6o SP
Lt5 23957 Nasc/ Z6o SP
Lt6 25246 Nasc/ Z6o SP
Lt7 27670 Nasc/ Z6o SP
Lt8 20251 Calcaia do Alto — Cotia/SP
Lt9 22641 Z60 Belo Horizonte/MG
Lt10 22101 Braganca Paulista/SP
Lt 11 21500 Brusque/SC
Lt 12 21292 desconhecida
;;Zﬁj;dus Lt13 20287 Z60 Camburiu/SC
Lt 14 27612 Nasc/ Z6o SP
Lt 15 21537 Bauru/SP
Lt 16 26435 Nasc/ Z6o SP
Lt17 26106 Nasc/ Z6o SP
Lt 18 26107 Nasc/ Z6o SP
Lt 19 19156 Z6o Americana/SP
Lt 20 22728 Zbo Bauru/SP
Lt 21 22347 Zbo Sao Carlos/SP
Lt 22 24069 desconhecida
Lt 23 18781 desconhecida
Lt 24 23275 desconhecida
Lt 25 21809 Altinépolis — Rib. Preto/SP




Tabela 2: Exemplares de Herpailurus yagouaroundi estudados no presente trabalho.



Espécie Caddigo do| N°de Registro Procedéncia
Laboratério no Z6éo de Sao
Paulo
Hy 1 25847 Nasc/ Zéo SP
Hy 2 20761 Nasc/ Zéo SP
Hy 3 24226 Nasc/ Zéo SP
Hy 4 22096 Nasc/ Z6o SP
Hy 5 21810 Mogi-Guagu/SP
Hy 6 23911 Nasc/ Z6o SP
Herpailurus Hy 7 29189 Nasc/ Z6o SP
. |Hy8 23851 Nasc/ Zéo SP
yagouaroundi o
Hy 9 21566 Limeira/SP
Hy 10 27088 Nasc/ Z6o SP
Hy 11 24227 Nasc/ Zéo SP
Hy 12 27165 Nasc/ Zéo SP
Hy 13 23956 Nasc/ Zéo SP
Hy 14 27689 Nasc/ Zéo SP
Hy 15 24958 Nasc/ Z6o SP




Figura 1: Amplificacdo do gene LPL via PCR para H. yagouaround..



400bp
300bp

200bp
100bp

400bp
300bp

200bp
100bp




Figura 2: Amplificacdo do gene LPL via PCR para L. tigrinus.
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Figura 3: Amplificacdo (PCR 1 a 7) e digestao dos produtos de PCR (Dig. 1 a 7) com

enzima BstNI de algumas amostras de L. tigrinus.
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Figura 4: Amplificacdo (PCR 1 a 7) e digestao dos produtos de PCR (Dig. 1 a 7) com

enzima BstNI de algumas amostras de Herpailurus yagouaroundi.
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ABSTRACT

The lipoprotein lipase LPL is a crucial enzyme in the regulation of lipids and lipoproteins
metabolism. It is mainly present in adipose and muscular tissue but also in others
tissues as lungs and mammal glands for example. The LPL gene was described in many
species including humans and cats. The gene nucleotide sequence is very similar
between cats and humans. Moreover, there are important mutations in the LPL gene in
both species. One of the most important mutations in cats is the Gly412Arg mutation,
which can induce an LPL activity deficiency with several consequences to homozygous
individuals. The purpose of this work was check the presence of this particular mutation
in captive individuals of two Neotropical feline species: Herpailurus yagouaroundi and
Leopardus tigrinus. The concerned site was amplified by PCR; the amplification
products were submitted to the BstNI restriction enzyme digestion and than visualized in
agarose gel. For all individuals, the PCR products size was the same (= 150bp). The
enzymatic digestion occurred in all fragments identifying all individuals as normal

homozygous for the Gly412Arg mutation. Therefore, this work contributed to assess the
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LPL gene in these two wild cat species and to present a simple method to detect the
presence or the absence of this mutation, which can be used in management plans of

these captive animals.

Key words: Herpailurus yagouaroundi, Leopardus tigrinus, lipoprotein lipase (LPL),
mutation, molecular genetics

INTRODUCTION

Many genetics and environmental factors control the mammal’s triglyceride (TGs)
and cholesterol plasmatic levels. The genetic influence on TGs levels includes, for
example, the production and secretion control of TGs-rich lipoproteins as chylomicrons
and VLDL - Very Low Density Lipoproteins; and lipolysis enzymes as the lipoprotein
lipase (LPL), its activator (apolipoprotein C-Il), and the hepatic lipase (Ma et al., 1994).

LPL enzyme is present predominantly in adipose and muscular tissues limited to
vascular endothelium by interacting with glucosaminoglycans. In the adipose tissue, the
released fatty acids are absorbed and reesterified and the TGs stocked into lipid drops
(Goldberg, 1996; Zechner, 1997). The complete privation LPL, wich occurs in human,
cats, and minks that are homozigous for mutations in the LPL gene (Murthy et al., 1996;
Savonen et al., 1999), results into a plasmatic massive TGs accumulation, in agreement
with the fact that LPL absence prevents the normal liberation of circulating TGs (Kratky
et al., 2005).

Several mutations related to LPL gene are described in humans, some of them

involved with the insufficiency of the LPL enzyme activity, whose symptoms are used to
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appear soon in the childhood (Merkel et al., 2002; Ginzinger, 1996). There are similar
mutations in cats that result into the enzymatic loss of activity. One of them involves the
substitution of arginine for glycine at residue 412 (Gly412Arg) of LPL gene, resulting in
symptoms similar to those presents in LPL deficient humans (Ginzinger et al., 1996;
1999).

The purpose of this work was assess the genetic region involving the Gly412Arg
mutation at LPL gene in captive individuals of two Neotropical feline species
(Herpailurus yagouaroundi and Leopardus tigrinus) to develop another tool to manage
captive populations of wild species.

This is the first study related to LPL gene in wild cats, since there is any report of

this kind in the literature.

MATERIAL AND METHODS

For the present study, dermal tissue samples from 25 captive individuals of the
Leopardus tigrinus species and from 15 captive individuals of the Herpailurus
yagouaroundi species (Table 1 and 2) were collected by researchers from the Parque
Fundacao Zooldgico de Sao Paulo and stored in 100% ethanol for the analysis at the
Laboratério de Genética — UNESP — Assis/SP. Two fresh blood samples from Felis
catus cats (one Persian and the other Siamese) collected by the Hospital Veterinario of
the Universidade Estadual de Londrina/PR (UEL) were also used in this study. Total

DNA samples was isolated using Qiagen “DNeasy Tissue Kit” according to the
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manufacturer procedure. The DNA quantification was made in agarose gel stained with
EtBr.

The LPL gene site involving the Gly412Arg mutation was amplified according to
conditions described by Ginzinger et al. (1999), using the I8 primer (5'-
ACCTGAACGTTGAAGGCTCCAAGAGTACCC-3’) and the MM-SB mismatch primer (5'-
GGTTTACTATTGAGAAGA-TCAGAGTAA-AACCA-3’) which creates a new restriction
site recognized by the BstNI restriction enzyme only at normal alleles. The amplification
were performed in 25 ul reaction containing 1,5 mM MgCly, 1.5 ul PCR 10X Buffer, 200
uM of dNTP, 100 pmol of each primer, 1.5 U Tag DNA Polymerase and 30 ng of
template DNA.

The PCR was performed in a Biometra Thermocycler (T1, Germany) at the
following conditions: 2 min at 94°C; 35 cycles - 1 min at 942, 1 min at 60°C and 45 s at
72°C; a final extension step for 5 min at 72°C; and finally, 10 min at 4°C. The
amplification products were visualized in 3% agarose gels and than photographed with a
Polaroid 667.

After checking the amplification products, 10 ul of each sample were submitted to
one hour of digestion using BstNI restriction endonuclease (BioLabs) at 60°C, according
to the manufacturer procedure: 1.5 pul 1X NEBuffer 2, 1.5 yl BSA and 5 U of enzyme in
15 ul final volume. The fragments obtained by digestion were separated by

electrophoresis than visualized and photographed in 3% agarose gel.
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RESULTS

- DNA extraction

Using the method described above, the total DNA isolation yielded good quality
and sufficient amount for the PCR reactions of all 25 L. tigrinus and 15 H. yagouaroundi
available samples, as well as two domestic cats samples used for analysis control.

The DNA quantification, made on agarose gels, was photographed and analyzed.
Each tissue sample resulted in one 200ul and one 100ul quota with a satisfactory yield
since there was a great amount of DNA and a low protein contamination, resulting in

good amplification patterns.

- LPL gene amplification

LPL gene amplification was performed with F. catus (standardizing and control),
L. tigrinus e H. yagouaroundi DNA samples. The results visualized in agarose gels are
presented in Figures 1 and 2.

The fragment related to the LPL gene in cats was amplified in all species. In the
25 L. tigrinus samples, the amplification resulted in £150 bp fragments with no size
variation between the studied individuals. In the 15 H. yagouaroundi samples, the
resulting amplification fragments were also £150 bp without size variation among

individuals.
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LPL gene also amplified in Persian and Siamese domestic cats samples but the

amplification product size was a little smaller (=130bp).

- Gly412Arg mutation analysis by “mismatch” PCR

PCR products of all samples were digested at the enzyme restriction site,
indicating that wild cats have an identical region to the domestic cats. The digestion

results are presented in Figures 3 and 4.

DISCUSSION

Lipoprotein lipase is a key enzyme for lipids metabolism. It catalyzes the
triglicerids (TGs) hydrolysis of rich-TGs lipoproteins and acts increasing the lipoproteins
cellular binding (Wung et al., 2006).

Based on nucleotides sequence similarity between human and cat LPL gene,
Ginzinger et al. (1996) developed primers that might amplify a mutation site related to
LPL activity in cats and than study the cats genotype for this mutation. According to
these authors, the genotypes are defined as normal homozygotes (412 +/+ or LL),
heterozygotes (412 +/- or LI) and homozigotos for the mutation (412 -/- or ).

In their study, Ginzinger et al. (1996) recognized a 135bp-amplified region. In the
present study, using the same primers, the same LPL genetic region was detected as a
single amplification product in two Neotropical wild cats species: H. yagouaroundi and L.
tigrinus. Based on molecular weight markers used as size reference in agarose gels, the

amplification product size has =150bp in this two species.
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Until now, there isn’t any published study reporting the assessment of the LPL
gene in wild cats. Our study contributes by identifying the presence of this gene in the
studied animals via PCR and analyzing the presence or not of its mutation.

There are several mutation related to LPL human gene, and consequently to the
lipids metabolism. Each mutation can be related to a different clinical manifestation in
patients and can occur in higher or lower frequency in humans (Merkel et al., 2002).
Although complete LPL deficiency mutations are not common in humans (one in a
million in the whole world), people carrying an LPL gene mutation are common (Jukema
et al., 1996; Reymer et al., 1995).

Ginzinger et al. (1996) propose a method based on mismatch PCR and restriction
enzyme digestion to detect the Gly412Arg mutation in genotypes of LPL deficient cats.
Based on this study, our work was realized to assess the same genetic site in this two
wild felines species, making possible the identification of the mutation when necessary
(in case the decease is reported in some animal).

The present study revealed the absence of the mutation in all analyzed
individuals characterizing them as normal homozygotes (LL), since the enzyme only
recognize the restriction site in alleles without the mutation, resulting in a fragment
smaller than the PCR amplification product.

Generally, cats with the Gly412Arg mutation are healthy. But there are two
problems for these animals production: the low reproduction performance of LPL
deficient females and the slow growth of LPL deficient kitten (Reginato et al., 2002).

Jones et al. (1986) and Ginzinger et al. (1996) studies simultaneously indicate that LPL
deficiency in reproductive females can influence in the offspring growth. Younglings born
from heterozygotes mothers (L/) and who have 31 to 70% of normal activity of the LPL, can

be bigger and have a better growth performance that those born from homozygotes (/) ones
who do not have active LPL.
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The corporal composition analyses support the possibility that the maternal
deficiency of LPL affects the performance of the younglings. According to Backus et al.
(2001), 11 adult cats present approximately half corporal fat mass comparing to cats with
functional LPL, whereas the corporal thin mass of these cats is not significantly different
from the normal one. The thinness degree between [I cats varies with the genotype of
the mother. In majority, /I cats born from [/l mothers have substantially less corporal fat
than cats born from LI mothers. The mechanism regarding this maternal effect is
unknown.

According to Reginato et al. (2002), the food composition ingested by the younglings with the
Gly412Arg mutation, and consequently an LPL deficiency, can influence he growth rate of
these animals. Their work indicates that the corporal fat mass in LPL deficient cats can be
increased with foods containing preferentially more carbohydrates that proteins. Moreover, the
subnormal corporal fat mass typically observed in reproductive LPL deficient females and a
reduced fat supply reduces its reproductive performance. Thus, the election of an adequate diet
to the animal possessing the Gly412Arg mutation genotype can greatly contribute with
management and reproduction of captive populations of wild cats. Our work breaks the path to

this possibility presenting an efficient method to detect the LPL gene and the Gly412Arg
mutation in felines.

Thus, although our studies evidences the absence of the mutation at the LPL
gene for all the 25 oncillas analyzed and the 15 jaguarundis, the identification possibility
of this mutation in captive animals using a simple method, collaborate for the attempt to
maintain genetically healthy populations of these species and other felines, making
possible the adequate management of the individuals. For example, individuals who
present clinical signals of pathology associated to the LPL gene mutation or a weak
performance of the younglings will be identified with a unique and simple PCR test.

Due to diverse factors, all the feline species are, in some level, threatened,
except the domestic cats, and the ex situ conservation of these animals has been an

important strategy in the attempt to preserve these feline species. Any information
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regarding the genetic characteristics of these animals can help breeders and zoos
researchers, for example, to manage the reproduction and development of these

animals in captivity in the best way, aiming its preservation.
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Table 1: Analyzed individuals of Leopardus tigrinus.



Specie Laboratory Code | Sao Paulo Zoo Origin
Register n®
Lt1 22170 Sao Francisco Xavier/SP
Lt2 22111 Socorro/SP
Lt3 22727 Zb0o Bauru/SP
Lt4 24348 Born at SP Zoo
Lt5 23957 Born at SP Zoo
Lt6 25246 Born at SP Zoo
Lt7 27670 Born at SP Zoo
Lt 8 20251 Calcaia do Alto — Cotia/SP
Lt9 22641 Z60 Belo Horizonte/MG
Lt 10 22101 Braganca Paulista/SP
Lt 11 21500 Brusque/SC
Lt12 21292 Unknown
;;;5 j;dus Lt 13 20287 Z60 Camburia/SC

Lt 14 27612 Born at SP Zoo
Lt 15 21537 Bauru/SP
Lt 16 26435 Born at SP Zoo
Lt17 26106 Born at SP Zoo
Lt18 26107 Born at SP Zoo
Lt 19 19156 Z60 Americana/SP
Lt 20 22728 Z60 Bauru/SP
Lt 21 22347 Z60 Sao Carlos/SP
Lt 22 24069 Unknown
Lt 23 18781 Unknown
Lt 24 23275 Unknown
Lt 25 21809 Altinépolis — Rib. Preto/SP




Table 2: Analyzed individuals of Herpailurus yagouaroundi.



Specie Laboratory Code | Sao Paulo Zoo Origin
Register n®
Hy 1 25847 Born at SP Zoo
Hy 2 20761 Born at SP Zoo
Hy 3 24226 Born at SP Zoo
Hy 4 22096 Born at SP Zoo
Hy 5 21810 Mogi-Guagu/SP
Hy 6 23911 Born at SP Zoo
. Hy 7 29189 Born at SP Zoo
Herpailurus
VBT Hy 8 23851 B.orn.at SP Zoo
Hy 9 21566 Limeira/SP
Hy 10 27088 Born at SP Zoo
Hy 11 24227 Born at SP Zoo
Hy 12 27165 Born at SP Zoo
Hy 13 23956 Born at SP Zoo
Hy 14 27689 Born at SP Zoo
Hy 15 24958 Born at SP Zoo




Figure 1: PCR amplification of the LPL gene in H. yagouaroundi.
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Figure 2: PCR amplification of the LPL gene in L. tigrinus.






Figure 3: PCR amplification (PCR 1 a 7) and PCR products digestion (Dig. 1 a 7) with

the BstNI enzyme in some L. tigrinus samples.
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Figure 4: PCR amplification (PCR 1 a 7) and PCR products digestion (Dig. 1 a 7) with

the BstNI enzyme in some H. yagouaroundi samples.
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4. CONCLUSOES
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As espécies de felinos analisadas (L. tigrinus e H. yagouaroundi) apresentam
a mesma regiao génica para a lipoproteina lipase (LPL) encontrada nos gatos

domésticos.

A técnica de PCR utilizando “primers” especificos, seguida do uso de digestao
com a enzima BstNI € uma técnica simples e eficiente na caracterizagdo da
regiao do gene LPL e na identificagdo da mutacao Gly412Arg tanto em gatos

domésticos como em L. tigrinus e H. yagouaroundi.

A caracterizagdo do gene LPL e da mutagdo Gly412Arg em felinos silvestres
mantidos em cativeiro fornece dados importantes que podem contribuir com

preservagao desses animais.
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free of any plagiarism, falsification, fabrications, or omission of significant material.

2. Because journal space is limited and costly, an author has an obligation to use it
wisely and economically.

3. A primary research report should contain sufficient detail and reference to public
sources of information to permit the evaluation and repetition of the study by skilled
workers.

4. An author should cite those publications that have been influential in determining
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applicable, and the acquisition of all appropriate permits.
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