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Resumo

JACQUES, Rafaela Simbes Pires Esteves. Incidéncia do primeiro molar em
cavalos Crioulos e sua correlacdo com a genética. 2015. 75f. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de Po6s-Graduagdo em Zootecnia Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas-RS

A valorizagdo de animais com alto desempenho funcional e alto valor
zootécnico, fez com que a criacdo desses animais fosse conduzida em alta escala,
concentrando muitas vezes uma mesma linhagem, a fim de acelerar o
melhoramento e valorizar seus produtos. Com isso, a consanguinidade € uma
realidade dentro das criacdes. Além disso, deu-se a modificagdo dos hébitos
alimentares naturais do cavalo, alterando substancialmente o padrédo de mastigagéo.
Com isso, as mais variadas alteragbes odontoldgicas passaram a ter influéncia no
desenvolvimento e performance. A odontologia equina n&o esté incluida nos critérios
de selegédo de animais para a reproducédo, principalmente devido a auséncia de
estudos correlacionando anormalidades odontologicas com a genealogia e
desempenho. Entretanto, isto € muito importante, pois orientara o criador para evitar
efeitos indesejaveis da endogamia. Entre as anormalidades odontologicas o dente
de lobo ou pré-molar 1 (PM1) é a mais frequente. Com base nisto, este estudo teve
0 objetivo de avaliar a incidéncia do PM1 e identificar os fatores que contribuem para
sua variagdo em uma amostra de 443 equinos, machos e fémeas da racga Crioula
examinados clinicamente, entre os anos de 2013 e 2014. Um total de 223 (50,34%)
de animais apresentaram o primeiro pré-molar. Avaliacdes usando qui-duadrado (X?)
ndo identificaram nenhuma associacdo significativa (P=0,4648) entre sexo e a
presenca do primeiro pré-molar. As percentagens de ocorréncia de acordo com a
posicdo 105, 205 e ambas (105-205) foram respectivamente, 6,32%, 7,00% e
37,02%. Houve uma associacdo significativa (P < 0,0001) entre a idade do animal
(grupos de |, Il e lll) e a presenca de dente de lobo. A maior frequéncia de dente de
lobo foi observada em animais do grupo | (idade de 1 a 3 anos) e a menor em
animais do grupo Ill (acima de 10 anos). Houve uma associacdo também
significativa entre linhagens (brasileira, uruguaia e chilena) e a presenca de dente de
lobo. A maior incidéncia de dente de lobo ocorreu na linhagem uruguaia (66,67%) e
a menor na linhagem brasileira (46,35%). A consanguinidade avaliada na populacdo
analisada variou entre 0,0 e 0,2812. A consanguinidade média (erro padrdao) em

machos foi de 0,015 (0,026) e em fémeas 0,009 (0,021). As consanguinidades entre



animais sem e com dente de lobo foram: 0,011 (0,025) e 0,015 (0,024)
respectivamente. As consanguinidade média e erros padrdao de acordo com 0s
grupos de idade (I, Il e Ill) foram: 0,016 (0,021), 0,014 (0,027) e 0,007 (0,019)
respectivamente. As médias de consanguinidade e desvio padrdao de acordo com as
linhagens (brasileira, chilena e uruguaia) foram: 0,009 (0,019), 0,011 (0,012) e 0,023
(0,032) respectivamente.Dos 443 animais coletados foram escolhidos 50 para
analise do gene MSX1, sendo 25 com presenca de dente de lobo e 25 sem esta
alteracdo. Estas 50 amostras foram submetidas a analise de SSCP e
sequenciamento para verificacdo de polimorfismo no primeiro exon do gene MSX1.
Embora nenhuma relacédo de causa tenha sido estabelecida entre o exon | do gene
MSX1 e a presenca de dente de lobo, esta € a primeira tentativa de relacionar este
tipo de alteragdo dentaria e gene homeobox em equinos. Podemos concluir neste
estudo que ha uma forte relacdo entre dente de lobo com idade e linhagem, mas néo
h& influéncia do sexo sobre esta alteracao dentaria. Uma grande influéncia genética
também existe, pois ha uma expressao mais forte (ocorréncia) desta anomalia na
arcada dentaria superior. De forma especulativa podemos dizer que estas
associacbes observadas neste trabalho sejam em parte devido aos niveis de

consanguinidades apresentados pelos animais avaliados.

Palavras Chave: consanguinidade, genealogia, odontologia equina.



Abstract

JACQUES, Rafaela Simdes Pires Esteves. First molar incidence in Creole horses
and their correlation with genetic. 2015. 75f. Dissertagdo (Mestrado) — Programa
de P6s-Graduacdo em Zootecnia Universidade Federal de Pelotas, Pelotas-RS

The placement values in high functional performance animals and high value
livestock, made the breeding of these individuals wascarried out in high scale,
focusing often the same lineages in order to accelerate the improvement and
enhance their products. So, inbreeding is a reality within the creations. In addition,
there was the modification of natural horse eating habits, substantially altering the
pattern of chewing. With this, the most varied dental disorders started to have an
influence in the performance. Equine dentistry is not included in the selection criteria
of animals for reproduction, mainly due to lack of studies correlating dental
abnormalities with genealogy and athletic performance. However, this is very
important, as it will guide the breeder to avoid undesirable effects of inbreeding.
Among the dental abnormalities wolf tooth or premolar 1 (PM1) is the most frequent.
On this basis, this study aimed to assess the impact of PM1 and identify the factors
contributing to the variation in a sample of 443 horses, male and female of the Criollo
breed examined clinically, between the years 2013 and 2014. Two hundred and
twenty three out of 443 animals, (approximately 50.34%), showed the first premolar.
Assessments using chi-square (x2) did not identify any significant association (P =
0.4648) between sex and the presence of the first premolar. The percentages of
occurrence in accordance with the position 105, 205 and both (105-205) were,
respectively 6.32%, 7.00% and 37.02%. There was a significant association (P
<0.0001) between the age of the animal (groups 1-3) and the presence of wolf tooth.
The highest frequency of wolf tooth wasobserved in animals from group | (age 1-3
years) and the lowest in animals of group Il (above 10 years). There was also a
significant association (P=0.0004) between lineages (Brazilian, Uruguayan and
Chilean) and the presence of wolf tooth. The highest incidence of wolf tooth occurred
in the Uruguayan lineage (66.67%) and the lowest in the Brazilian strain (46.35%).
Inbreeding evaluated in the study population ranged from 0.0 to 0.2812. The average
inbreeding (standard error) in males was 0.015 (0.026) and females 0.009 (0.021).
The inbreeding among animals with and without wolf tooth were 0.011 (0.025) and

0.015 (0.024) respectively. The mean and standard errors from inbreeding
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coefficientin accordance with age groups (I, Il and Ill) were 0.016 (0.021) 0.014
(0.027) and 0.007 (0.019), respectively. The mean and standard deviation of
consanguinity according to the lineages (Brazilian, Chilean and Uruguayan) were
0.009 (0.019) 0.011 (0.012) and 0.023 (0.032), respectively. Fifty out of 443 animals
were selected for genetic analysis, 25 with the presence of wolf tooth and 25 without
this change. Genomic DNA was extracted from whole blood and checked on 1%
agarose gel. These 50 samples were subjected to SSCP analysis and sequencing to
check polymorphism in the first exon of the gene MSX1. Although no causal
relationship has been established between exon | of MSX1 gene and the presence of
wolf tooth, this is the first attempt to relate this kind of change and homeobox gene in
horses. We can conclude from this study that there is a strong relationship between
wolf tooth with age and lineage, but there is no influence of gender on this dental
anomaly. A large genetic influence also exists because there is a stronger expression
(occurrence) of this anomaly in the upper dental arch. Speculatively,we can say that
these associations observed in this study are partly due to inbrreding levels

presented by the evaluated animals.

Key words: inbreeding, genealogy, equine dentisty
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1. Introducéo Geral

De acordo com o Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (MAPA)
0 Brasil possui o maior rebanho de equinos na América Latina, sendo o terceiro
maior produtor mundial da espécie.O rebanho baseado no Ultimo censo
agropecuario de 2006 € de aproximadamente 5.947.073 animais (incluindo asininos
e muares) (IBGE, 2006). Atualmente o rebanho estimado de equideos é de 8
milhBes de cabecas. O Complexo do Agronegécio Cavalo envolve mais de 30
segmentos distribuidos entre insumos, criacédo e destinacdo final, responsavel pela
geracao de 3,2 milhdes de empregos diretos e indiretos( MAPA, 2015).

Durante muitos anos a espécie foi utilizada exclusivamente como meio de
transporte, principalmente ao homem do campo, e até hoje continua tendo como
principal funcdo o trabalho diario nas atividades agropecuarias. Atualmente o uso
dos cavalos domesticados ndo se restringe somente ao uso na agricultura ou
consumo, mas também para esporte, recreacdo, entretenimento e mesmo em
terapias. Na histéria da humanidade nenhum outro animal doméstico ocupou um
lugar tdo importante nos processos de desenvolvimento social e politico como os
cavalos. Isto por que desde a antiguidade estes fazem parte da cultura, da economia
e do lazer do homem.O Brasil possui um rebanho de cavalos de quase cinco
milhdes de cabecas, divididos em aproximadamente 11 racas, dentre elas o cavalo
Crioulo (GIACOMONI, 2007).

Na maioria das disciplinas equestres, os cavalos utilizam embocaduras
préprias necessarias para a sua conducdo e controle. Para um animal responder
corretamente a pressdes subtis, feitas na embocadura, através das rédeas, pelo
cavaleiro ou condutor, tem de ter uma denticdo saudavel e uma cavidade oral sem
problemas (GEOR et al., 2004).

Entretanto, nas Ultimas décadas, a raca Crioula vem passando por uma
evidente transicdo. Animais de trabalho, criados extensivamente, passaram a ser
utilizados como cavalos atletas, ganharam destaque em diversas competicles, e
passaram a realizar com desenvoltura tarefas, a que até entdo, nunca tinham sido
submetidos, aumentando a procura por animais de maior valor zootécnico, elevando
o valor econdmico da raga. O numero de registros tem crescido anualmente, sendo
gue em 2013 foram registrados 27.200 animais, sendo 14.517 fémeas e 12.683

machos. O total de animais (leiloados e vendidos diretamente) compreendeu 17.418
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animais, gerando em 2013 wuma movimentacdo financeira de R$
183.170.707,40.(ABCCC, 2014). Atualmente a associacdo conta com mais de 311
mil animais, mantidos por cerca de 35 mil criadores e proprietarios (ABCCC, 2015).

Com essa valorizagdo econbmica, areas especificas da medicina veterinaria,
como a Odontologia Equina, estdo ganhando mercado. Das enfermidades orais que
acometem 0s equinos, as ocorréncias dentarias sdo de maior importancia na pratica
veterinaria equina. Constituem a terceira casuistica mais comum na abundante
pratica animal nos Estados Unidos. Além disso, estudos poOs-mortem tém
demonstrado achados significativos, de problemas dentarios ndo diagnosticados em
equinos (DIXON & DACRE, 2005).

A Medicina Dentaria em equinos de desporto € ainda uma area com pouca
expressado, apesar da grande relevancia que representa para a saude e bem-estar
do cavalo. A saude oral influencia tanto a condicdo corporal com o a desempenho
desportivo do animal (ALLEN, 2003; DACRE, 2006c).

Com a domesticacdo e confinamento, a dieta dos equinos sofreu drasticas
alteracoes uma vez que passou a ser essencialmente composta por alimentos
concentrados em detrimento de forragem. O fato dos concentrados apresentarem
um teor calorico elevado predispde a uma diminuicdo do periodo de ingestao diario e
altera significativamente o movimento mastigatorio, passando a mandibula a exibir
movimentos mais verticais e a exercer pouca excursao lateral (movimentacdo deste
0sso de um lado para o outro). A natureza do material mastigado em consonancia
com outros fatores tais como a existéncia de processos dolorosos, o tempo de
mastigacdo e as caracteristicas fisicas dos dentes ditam entdo a intensidade e o
movimento das forcas exercidas entre as duas superficies oclusais, conduzindo a
uma maior ou menor taxa de desgaste oclusal devida ao atrito. Este fendmeno pode
incitar o aparecimento de alteracGes dentarias que, ao progredirem sao susceptiveis
de provocar danos severos nos tecidos adjacentes (ex. lesdes, ulceracdes, doenca
periodontal, etc.). Estas alteracdes odontolégicas tém também sido associadas a
perda de peso e a diminuicdo do desempenho desportivo do animal afetado como
consequéncia da diminuicdo da ingestdo de alimento devido as dificuldades
mastigatorias (DACRE, 2006c¢).

Até o momento, a odontologia equina ndo esta incluida nos itens de referéncia

para compra e venda de individuos desta espécie. Menos ainda na selecdo de
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animais para a reproducdo, até mesmo pela auséncia de estudos correlacionando
anormalidades odontolégicas com desempenho atlético desses individuos.

Ha necessidade de que proprietarios, treinadores e veterinarios incluam na
rotina equestre a investigacdo odontolégica dos equinos, pois muitos problemas
zootécnicos e clinicos poderdo ser identificados precocemente, orientando o criador
para efeitos endogamicos inoportunos, evitando prejuizos como a impossibilidade de
registro definitivo ou reflexos negativos no desempenho atlético futuro.

Dentre as alteracbes no comportamento animal de origem odontoldgica,
observa-se dificuldade de mastigar ou engolir, devolugcédo do alimento parcialmente
triturado durante a mastigacdo, salivacdo excessiva, movimentos com a cabeca
durante a ingestédo de alimentos, entre eles sacudir, inclinar e balancar, limitagdo ou
gueda de performance, perda ou dificuldade de ganhar peso, halitose oral ou nasal,
sindrome colica recorrente, cortes e ulceras nas bochechas e gengivas,
sangramento oral ap0s o treinamento, mastigar, morder e reagir contra a
embocadura e resisténcia ao comandos pela embocadura de parar e virar.

Embora algumas observacdes empiricas tenham sido relatadas por criadores,
profissionais e técnicos envolvidos com a raga, ndo ha registros cientificos que
auxiliem na analise da associacao entre as alteracdes odontoldgicas e a genealogia
desses animais, a fim de auxiliar na escolha reprodutiva como mais um parametro
de andlise preventiva para competicdes e longevidade de animais reprodutores.

Os critérios, hoje utilizados para a escolha da genética a reproduzir baseiam-se
muito em tipo morfolégico e desempenho funcional, ndo tendo suporte cientifico
guantitativo e qualitativo para determinar as alteracbes odontoldgicas que podem
comprometer individuos e geracdes. As observacdes subjetivas de criadores
experientes baseiam-se apenas em escore corporal e reacfes a embocadura

durante as provas funcionais.
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2.1 Caracterizacao do Problema

Os excelentes resultados nas competicdes desportivas, bem como o
mercado, sdo fatores que tém determinado interven¢des humanas nos métodos de
criacdo e selecdo dos animais, sendo o melhoramento genético, constante.

Por essa selecdo estar sendo feita em alta escala, a endogamia € uma
realidade, o que proporciona fixacdo de caracteristicas desejaveis, porém com
possibilidade de adesdo a outras indesejaveis. Tecnicamente a endogamia €
constituida pela ancestralidade comum entre pares de acasalamento.

Quando se estuda o padrdo de heranca das anomalias, recessivas por
exemplo, enfatiza-se que, entre os individuos afetados por elas, a porcentagem dos
gue séo filhos de casais consanguineos pode atingir valores muito altos, porque tais
casais tém maior probabilidade de gerar filhos homozigotos do que o0s néo-
consanguineos.

Com isso, decisbes empiricas e a falta de analises das alteracdes
odontologicas em cavalos Crioulos limitam essa selecdo. Por muitas vezes um
animal com baixo desempenho é excluido, sendo que seu problema nédo era

funcionalidade e sim dor causada por alteracfes odontologicas.
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2.2

Objetivos e Metas

Objetivo Geral:

e Objetivo Geral: Estabelecer caracteristicas odontolégicas especificas

associadas a genética em cavalos Crioulos.

Responder questdes como:
e Quais as principais alteracbes odontoldégicas encontradas em

determinadas linhagens?

e A consanguinidade propicia maior numero de alteracdes

odontologicas? Alteracbes mais especificas?

e Verificar se a prevaléncia do dente de lobo tem relagdo com a linhagem
genética.

Objetivos especificos:

Identificar fatores que possam interferir na prevaléncia de dente de lobo em
equinos da racga Crioula;

Identificar se existe alguma relacdo entre a presenca de dente de lobo e a
consanguinidade;

Verificar se existe polimorfismo no gene homeobox MSX1 e se este

polimorfismo possui relacdo com a presenca de dente de lobo;

Metas

Coletar e realizar exames odontolégicos em pelo menos 400 amostras de
equinos da raca Crioulo, representando as diversas linhagens presentes na
raga.

Obter as estimativas dos coeficientes de consanguinidade dos animais
amostrados que permitam avaliar a influencia na presenca ou auséncia do
dente de lobo.

Realizar em uma sub-amostra, composta por animais com e sem dente de

lobo, a amplificacdo dos exons do gene MSX1 para busca de polimorfismo
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neste gene. Na ocorréncia de polimorfismo verificar se existe relacdo com a

presenca de dente de lobo;

Hipotese:

e O nivel de consanguinidade afeta a percentagem de alteracfes
odontolégicas do tipo dente de lobo em equinos da raca Crioula;

e O primeiro pré-molar possui genes determinantes semelhante aos
humanos.
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2.3 Metodologia

Populacdo experimental
Serdo utilizados para este estudo, equinos da raca Crioula, de diferentes
criatérios do Brasil e paises vizinhos (Uruguai, Argentina e Paraguai), no periodo de
um ano (12 meses). Todos os animais serdo avaliados em exame odontologico

completo.

Avaliacdo Odontolégica

A obtencdo dos dados odontolégicos sera dada por meio de avaliacédo
odontologica extra-oral, através da inspecdo e palpacdo das estruturas ésseas,
musculares e articulares

A avaliacdo interna sem o auxilio de um “abre-boca” sera realizada
levantando os labios com suavidade de forma a permitir a inspecdo dos incisivos e
caninos.

Segundo a técnica, a lingua é puxada cuidadosamente para um dos lados
através do diastema onde € entdo segura. Este procedimento vai fazer com que o
animal mantenha a boca aberta, permitindo a utilizacdo de uma fonte de luz para
melhor visualizacdo da cavidade oral e evitando que o cavalo morda o operador. A
mao livre serd posteriormente inserida do lado oposto ao que se encontra a lingua
entre as arcadas dentarias e a bochecha, sendo os quatro quadrantes
inspecionados (TRIADAN) para presenca de lesfes, defeitos anatdmicos presentes,
anormalidades ou a integridade de tecidos moles e duros (ROSE, 2000; LEON
MARIN, 2002).

Right Upper teeth Left
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Lower teeth
Figura 1. Sistema Triadan modificado para a nomeclatura dental.
Fonte: Dixon, 2002.
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Animais que n&o permitam o exame sem o0 abre bocas, serdo sedados,
utilizando Xilazina 10% na dose de 0,5-1mg/kg ou Cloridrato de Detomidina 10% na
dose de 0,02-0,04mg/kg, e a cabeca suspensa por uma cabecada odontolégica ou
muleta, com o abridor de boca tipo McPherson (Baker & Easley, 2002), com uso de

um espelho odontolégico e o foco de luz, sera realizada avaliacdo completa da

cavidade oral, buscando as mesmas alteragdes do exame sem “abre bocas”.

Ap6s o término da avaliacdo odontolégica, os animais serdo registrados em

fichas individuais, constando as alteracdes encontradas e sua genealogia (quinta

geracao).

AVALIACAO ODONTOLOGICA EQUINA ‘:Q
CAVALO CRIOULO Smex-
NOME
[Fnacipase: [ioane: [Feacen: [z=xo:
DATA | R
TRENADOR: [reLerone:
PROPRIETARIO: [reLeFone:

[TREINAMENTO:

HISTORICO.

%:_.

:_.l\

) NUTRICIONAL: [ ) DERRUBA COMIDA / MASTIGACAD ANORMAL LENTA
) COLICA RECENTE/T REQUENTEMENTE |1 ) REACKD EMBOCADURA:
() INAPETENCIA |
TRANQUILIZANTES
Joose Jaa EFEmo.
|oose | EFEmO:
[oose | S | G
DENTE DE LOBO
ELEMENTOS INCLUSOS
EXTRACAD
INCISIVOS DIASTEMA
—
PROIECAD
PROGNATISMO/BRAQUIGNATIEMO
AGENESIA
= AKX
THASTEMA
ﬁ‘ §~ 2 OCLUSAO ANGRMAL
! {
e[l -
| | AGENESIA

GANCHO CAUDAL

GANCHO ROSTRAL

IDENTIFICACAD
[AMOSTRA DE SANGUE:

GRAL DE CONCANGUSNIDADE

INTERFRETACADC GENEALOGIA:

Figura 2. Ficha individual para identificacdo das alteracdes odontoldgicas.
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Figura 3. Genealogia individual (5 geracdes). Fonte: ABCCC

Para caracterizacdo da presenca ou ndo de uma determinante genético,
serdo coletadas amostras de sangue total em tubos vacuntainner com EDTA.

O DNA sera extraido a partir de sangue periférico usando o kit Axygen DNA
blood (Axygen USA). A checagem da quantidade e qualidade sera realizado atraves
de gel de agarose corado com Gelred e visualizado em transluminador de luz branca
Darkreader (Clarechemical, USA).

A consanguinidade sera obtida através da andlise da genealogia obtida junto
a ABCCC e utilizando a metodologia definida no programa Pedigreeviwer V.4.6.5b
(Kinghorn, 2011).

Serdo avaliadas as seguintes alteracdes odontolégicas:

Articulacdo témporo-mandibular: avaliacao bilateral, simetria, aumento de
volume, sensibilidade, mobilidade lateral, cranial e caudal.

Incisivos: auséncia de algum elemento dentario (oligodontia), alinhamento de
oclusdo, diastema entre os dentes, projecdo odontolégica, braquignatismo,
prognatismo e angulacao.

Caninos: presenca dos elementos dentarios ou inclusdo, localizacdo e

tamanho.
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Pré-molares e molares: presenca de alteracbes de oclusdo (ganchos),
auséncia de dentes (oligodontia), diastema dental, angulo de oclusdo, com avaliacao
bilateral.

Presenca do primeiro pré-molar: também chamado de “dente de lobo”,

verificando a presenca e localizacgéo.

Genealogia
Ap6s o término das avaliacbes odontologicas, os dados de alteragbes serdo
comparados com graus de consanguinidade e origens genealdgicas, determinando
linhagens conforme o percentual de determinados garanhdes importantes na
formacéo da raca Crioula.
Juntamente serdo associados genes determinantes as caracteristicas

alteragbes odontoldgicas.

Andlise de Associacao

As caracteristicas a serem utilizadas nas analises estatisticas serdo as
alteracdes odontologicas citadas anteriormente. As alteracdes sao de caracteristica
binaria, sendo que os animais que serdo diagnosticados com a presenca da
alteracao recebem o valor 1 e, com auséncia, valor O.

As frequéncias alélicas e genotipicas para cada polimorfismo seréo calculadas
de acordo com Weir (1996).

Embora as caracteristicas tenham distribuicdo binaria, modelos lineares tém
sido utilizados para sua analise, em funcdo da maior facilidade de implementacéo
einterpretacdo dos resultados. Desta forma, para verificar a associacdo entre cada
marcadore a cada caracteristica de interesse serdo realizados estudos
considerando um modelo linear misto utilizando-se programas estatisticos
apropriados, incluindo no modelo os efeitos classificatorios linhagem e nivel de
consanguinidade. Associacfes significativas serdo consideradas quando os valores
de P para linhagem e/ou nivel de consanguinidade forem inferiores a 0,05, para uma

dada caracteristica.
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2.4 Resultados e Impactos esperados

Contribuicéo cientifica
Ao final deste estudo, ap0s todas as etapas cumpridas, espera-se que
os resultados obtidos sirvam como ferramenta objetiva de auxilio a técnicos, ginetes
e criadores na selecdo genética que visa selecionar melhores individuos, com
melhor saude oral, sem alterac6es naturais, prevenindo problemas e sobretudo, para
gue estes individuos tenham maior longevidade, assim com superior desempenho

funcional para raga Crioula.

Contribuicdo Tecnolégica

Criacdo de videos e maquetes informativos/educativos a partir dos
resultados do estudo. Também a realizacdo de simpadsios envolvendo profissionais
(Zootecnistas, Médicos Veterinarios, Ginetes e Técnicos) atuantes na area,
difundindo a importancia da odontologia equina no manejo nutricional, reprodutivo e

a influéncia dos resultados no cotidiano equestre.

Resultados esperados:

No final do projeto espera-se obter informacdo sobre a prevaléncia de
alteracdes dentarias, em especial do dente de lobo, na raca Crioula. A0 mesmo
tempo espera-se estabelecer as relacbes entre fatores ambientais ou genéticos

sobre a incidéncia de dente de lobo nesta raca.
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2.5 Cronograma do Projeto

Tabela 1. Cronograma de atividades a realizar em um periodo de 12 meses.

Atividade 2013 [ 2014

Revizao bibliografica

Exames odontologicos

Peszagem

Analise de dados

Realizagao de simposios

Submissao do artigo

]
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2.6  Aspectos Eticos

Todos os procedimentos que serdo realizados com 0s animais estardo de
acordo com os principios éticos na experimentacao animal adotados pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal. Esta proposta cientifica ser4 encaminhada ao
COCEPE, estando aprovado pela Comissdo de ética em experimentacdo animal
(CEEA) da Universidade Federal de Pelotas.

28



2.7 Referéncias Bibliogréficas

BAKER, G.J; EASLEY, J. Odontologia Equina. Editora Intermédica, p. 191-193;
p20-21, 2002.

KINGHORN, B.P. An algorithm for efficient constrained mate selection
Genetics Selection Evolution, vol., 43 n.4, p.1-9, 2011.

LEON MARIN, R. Introduccion pratica a la odontologia. Equinus, Il (2), 13-17, 2002.

ROSE, R.J; HODGSON, D. R. Manual of equine practice. (Second edition). USA:
Saunders, 2000.

WEIR, B.R; Genetic Data Analisys Il: Methods for Discrete Population Genetic Data
.University of Washington, 1996.

29


http://www.gsejournal.org/content/43/1/4

3. Revisdo de Literatura

3.1 O Cavalo crioulo

O cavalo crioulo € um dos icones do Rio Grande do Sul devido a sua fama e
importancia histérica para o Estado. Para exemplificar este fato, foi sancionado em
2002 o projeto de lei 11.826/02 da Assembléia Legislativa do Rio Grande do Sul, o
qual incluiu o cavalo Crioulo como animal simbolo do Estado. Relacionando as
atividades da raga crioula dentro do complexo agroindustrial do cavalo, ela participa
de todos os aspectos relacionados e em todas as dimensfes (antes, dentro e pos-
porteira), principalmente no sul do Brasil onde quase metade da populacao equina é
da raca crioula (MATTOS et al., 2010).

O cavalo Crioulo tem sua origem nos equinos Andaluz e Jacas espanhais,

trazidos da peninsula ibérica no século XVI pelos colonizadores (ABCCC, 2015).

Figura 1. Cavalo Andaluz. Fonte: RitaTurfe, 2010.
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Figura 2. Cavalo Jaca espanhol. Fonte: El Mundo Del Caballo, 2014.

Apoés a chegada a Ameérica estes cavalos se disseminaram a partir da Ilha de
Sdo Domingos, hoje Republica Dominicana para Panama, Colémbia Chile e
Argentina. Este processo durou todo o século XVI. Somente no século XVII é que
os cavalos perdidos e abandonados ao longo de todo o territério americano do sul,
incluindo o Rio Grande do Sul, passaram a viver livres em manadas. Muitos destes
animais trazidos por estas comitivas a partir do século XVII acabavam extraviando-
se, passando entdo a se criar livremente nas planicies da regido sul do continente
americano vivendo em estado selvagem por cerca de quatro séculos. As duras
condi¢cBes climaticas impostas e toda a dificuldade por encontrar alimento e abrigo
acabaram criando, através da selecdo natural, uma raca notavelmente resistente a
alta amplitude térmica, a seca e a falta de alimento. (ABCCC, 2015).

Assim € que a raca Crioula foi moldada: em um ambiente hostil, onde sé os
mais fortes sobreviviam e conseguiam passar seus genes para as futuras geracoes.
Em meados do século XIX, apos este periodo evolutivo, os fazendeiros do sul da
América comecaram a tomar consciéncia da importancia e da qualidade dos cavalos
Crioulos que vagavam por suas terras. Entdo, esta nova raca, bem definida e com
caracteristicas proprias, passou a ser preservada, vindo a ganhar notoriedade
mundial a partir do século XX, quando varias associagbes foram criadas para exaltar

e comprovar o valor do cavalo Crioulo. (ABCCC, 2015).
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Em 1932, foi fundada a Associagédo Brasileira de Criadores de Cavalos
Crioulos - ABCCC, com a missdo de preservar e difundir o cavalo Crioulo no pais.
Cinquenta anos depois, a prova do Freio de Ouro veio para ficar, tornando-se uma
importante ferramenta de selecéo, uma vez que motivou a otimizagao da raca, tanto
morfologica quanto funcionalmente. A transmissdo da prova pela televisdo aumentou
a visibilidade do cavalo Crioulo, cujo universo movimenta anualmente R$ 1,28
bilh&o. Hoje sdo mais de 300 mil animais distribuidos em 100% do territério nacional
(ABCCC, 2014).

Figura 6. Cavalo Crioulo. Fonte: Arquivo pessoal

Conhecido como “o pequeno grande cavalo das Américas”, o Crioulo € um
equino caracterizado pela silhueta harménica e pelo equilibrio perfeito. a cabeca
curta, triangular, de perfil reto ou subconvexo; as orelhas curtas bem separadas,
amplas em sua base e pouco perfiladas; o pesco¢co erguido, a garupa pouco
inclinada e o temperamento ativo; a abundéancia de crinas e cola; o aspecto “baixo e
forte” e o carater tranquilo de seus antepassados europeus.Seu padréo racial admite
praticamente todos os tipos de pelagens, exceto pintada e albina total. O peso varia
entre 400 e 450 quilos e a altura minima admitida para as fémeas é de 1,38 metro e
nos machos de 1,40 metro, ja a maxima para fémeas € 1,48 metro e para machos é
de 1,50 metro (ABCCC, 2013).
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Aln;ada Torax |Canela

pernmateo) | [perimetna)

Min. | Max. | Min.* | Min.*
Machos 140 | 1,50 | 1,68 | 0,18
Fémeas 1,38 | 1,48 |1,70 | 017
Castrado 1,38 | 1,50 | 1,68 | 0,18

® ko eadste mdims estabalecido

Figura 4. Medidas minimas e maximas referentes ao padrao da raca Crioula. Fonte:
ABCCC, 2013

Apesar da beleza e do temperamento ddcil, sua rusticidade, facilidade de
adaptacao e resisténcia sdo algumas das caracteristicas mais marcantes. O cavalo
Crioulo € um animal de coragem, ativo, bondoso, inteligente, longevo, e hoje
comprovadamente versatil, pois se destaca em todas as exigéncias que |lhe séo
impostas (ABCCC, 2015).

3.2 ACriacéao

Varias condi¢cOes favorecem a obtencdo de bons equinos. Em primeiro lugar,
devemos citar a potencialidade genética. Os elementos que dispomos para avaliar o
gendtipo de um produto nascido ou a nascer devem ser baseados na avaliacdo das
gualidades dos seus parentes mais proximos — pais, avos, irmaos e meio-irmaos,
gue ja tenham completado seu desenvolvimento e tenham sido utilizados. A
probabilidade de um animal ser muito melhor ou pior que estes parentes € pequena
na pratica, a menos que recebam melhor ou pior tratamento (TORRES & JARDIM,
1979).

Para Torres & Jardim (1979), a criacdo de cavalos deveria processar-se de
maneira natural, inteiramente a campo, pois estes animais poderiam encontrar nas
pastagens ndo s6 o alimento necessario para seu crescimento normal, como as
demais condicGes para se desenvolverem de maneira saudavel, contudo algumas
criacbes, devido ao alto valor zootécnico, e para lhe dar maior assisténcia,

estabulam esses animais durante algumas horas ou fases da sua vida.
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Figura 5. Criacao de cavalos Crioulos localizada no municipio de Jaguardao-RS.
Fonte: Arquivo Pessoal

O desenvolvimento de alterac6es odontolégicas adquiridas esta largamente
atribuido a domesticacdo, associada ao fornecimento de alimentos concentrados,
gue é marcado pela reducdo do tempo de mastigacdo desses alimentos pelos
equinos. Tal tempo, em equinos mantidos a pasto (ambiente natural), chega a ser,
normalmente, maior do que 18 horas por dia. A ingestdo de graos de alta energia
promove um movimento de mandibula mais vertical do que lateral e isto promove o
desenvolvimento de pontas dentarias (DIXON & DACRE, 2005; THOMASSIAN,
2005).

Segundo Dacre (2006a), a natureza do material mastigado, juntamente com
outros fatores tais como a existéncia de processos dolorosos, o tempo de
mastigacdo e as caracteristicas fisicas dos dentes, ditam a intensidade e o
movimento das forcas exercidas entre as duas superficies oclusais, conduzindo a
uma maior ou menor taxa de desgaste oclusal devida ao atrito. Este fendmeno pode
incitar o aparecimento de alteragbes dentarias que, ao progredirem provocam danos
severos nos tecidos adjacentes.

Estas alteracdes odontolégicas tém também sido associadas a perda de peso
e a diminui¢cdo do desempenho desportivo do animal afetado como consequéncia da
diminuicdo da ingestdo de alimento devido as dificuldades mastigatorias (DACRE,
2006c).
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De acordo com a literatura, os fatores genéticos sdo claramente
predominantes durante a morfogénese craniofacial embriolégica, enquanto o
ambiente é o principal fator quando se considera a morfologia dentofacial pés-natal,
particularmente durante o crescimento da face (DOHMOTO et al, 2002).

Varias malformacdes do créanio, face, dos ossos maxilares e dentes tém tido
sua etiologia ligada a fatores genéticos. Poderiamos citar alguns exemplos como:
displasia ectodérmica fissuras palatinas, prognatismo mandibular, anadontias (KERE
et al, 1996; YAMAGUCHI, 2005).

3.3 Consanguinidade

Para Ivers (1994), todas as coisas vivas sao capazes de adaptar-se
fisicamente ao seu ambiente. Em algumas espécies, ndo ocorre somente uma
adaptacao individual, mas uma adaptacao genética imediata € possivel.

Dentre os métodos de selecdo, a selecdo por pedigree caracteriza-se por
selecionar individuos considerando o desempenho dos pais, avos e ancestrais mais
distantes. As limitacdes deste método de selecdo, de ndo proporcionar informacéo
do individuo, diminui a sua utilizacdo ou direciona o seu uso a situacdes especificas,
sendo isto o principal motivo para ser inutilizado quando se tem outras fontes de
informacé&o disponiveis (MOREIRA et al., 2013). Esta metodologia é usada quando
se quer avaliar o desempenho de animais juvenis que ainda ndo possuem
informac&o sobre seu comportamento produtivo (GJEDREM & BARANSKI, 2009).
Embora o individuo herde metade do material genético de cada um dos seus
progenitores pelo efeito da segregacdo mendeliana, pode existir variacdo entre a
prole diminuindo a precisdo do método (FJALESTAD et al., 2005).

A selecédo por familia refere-se ao método de selecédo que se realiza mediante
um ranking das familias que estdo sendo avaliadas segundo o desempenho de cada
familia, sendo descartada ou armazenada a familia completa (FJALESTAD et al.,
2005). Este tipo de metodologia € implementada em andlises de caracteristicas que
nao podem ser medidas em individuos vivos tais como qualidade da carne. Uma das
desvantagens deste método € o efeito do ambiente comum de cada familia. Este
ambiente sendo muito diferente entre as familias pode favorecer ou prejudicar um
grupo de animais especifico. Outro atributo que deve ser cumprido para poder

executar este tipo de método é o conhecimento do parentesco de cada individuo,
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portanto € importante manter registros adequados do pedigree e identificacao
individual, incrementando o custo da metodologia (GJEDREM & BARANSKI, 2009).
Variaveis como o tamanho da familia (n), o grau de parentesco (irmaos completos
e/ou meios irmaos) e o efeito ambiental comum entre as familias também devem ser
considerados (FJALESTAD et al., 2005).

A selecdo dentro de familia é quanto se desvia a média individual da média
da familia que pertence, sendo contraria ao método anterior (selecdo por familia)
(FJALESTAD et al., 2005). Este método ignora o valor médio da familia, sendo de
interesse quando o efeito ambiental comum é grande. Além disso, este método
permite diminuir o aumento da consanguinidade sendo aplicavel somente para
caracteristicas que sdo medidas em animais vivos (GJEDREM & BARANSKI, 2009).

A metodologia de selegdo combina toda a informacdo disponivel de um
individuo, seus irmaos completos, meios irmaos, prole e parentes com a finalidade
de maximizar a eficacia na estimacdo dos valores de criacdo e obtencédo de
individuos superiores. Estes valores de criacdo podem ser fortemente reduzidos
guando o efeito ambiental comum entre irmdos completos aumenta. Destacando a
importancia da padronizacdo do meio ambiente durante o periodo da analise (DA
COSTA et al., 2000; GJEDREM & BARANSKI, 2009).

Segundo Fjalestad et al (2005), a selecéo individual se baseia no fendétipo ou
desempenho individual, este método € amplamente utilizado nos sistemas de
criacdo animal. Este mesmo autor descreve o método como uma metodologia facil
de ser aplicada e em muitas circunstancias produz respostas muito rapidas. Apesar
das vantagens anteriormente mencionadas pelo autor, cabe ressaltar que este
método de selecdo é inadequado quando se utiliza sistemas de producdo com
grande variacdo ambiental ou baixa uniformidade dos lotes. A intensidade da
selecdo realizada nos sistemas de criacdo pode levar a um acumulo indesejado da
consanguinidade, isto € explicado no fato dos pedigrees ndo serem conhecidos
facilitando o acasalamento de individuos aparentados (MOREIRA et al., 2013).

A consanguinidade € o método de acasalamento que consiste na unido entre
individuos parentes, que sdo geneticamente semelhantes. Quando os pais de um
individuo possuem um ou mais ancestrais em comum, isto é, sdo parentes, diz-se
gue o animal é consanguineo. O resultado deste acasalamento entre individuos
consanguineos é o aumento da homozigose. Os acasalamentos consanguineos

aumentam a fracdo da homozigose decorrente da autozigose (quando a homozigose

36



€ consequéncia de genes idénticos por descendéncia) e diminuem a heterozigose
da populacdo. Portanto, dois parentes possuem maior probabilidade de
apresentarem entre si maior percentagem de alelos idénticos por descendéncia.
Consequentemente, o0 acasalamento de individuo geneticamente semelhante
aumenta a probabilidade de que diferentes l6cus alcancarem o estado homozigético
(LOBO & VILLELA, 2005).

O efeito fundamental da consanguinidade é aumentar a homozigose e,
consequentemente, provocar o decréscimo da heterozigose da populacdo. Essa
alteracdo é quantificada pelo coeficiente de consanguinidade ou endogamia (F),
definido como a probabilidade de o individuo seja autozigético para os loci
considerados (LOBO & VILLELA, 2005).

Em avaliacdo endogamica feita com animais da raca Mangalarga Marchador,
utilizando arquivo contendo 2.186 informacdes de parentesco, gerados em 55 anos
de existéncia de uma determinada fazenda, os resultados mostraram que baixos
niveis de endogamia impactam significativamente nas caracteristicas morfométricas.
Acasalamentos planejados mantém a endogamia em niveis baixos, evitando efeitos
desfavoraveis (GONCALVES et al., 2012).

Devido ao aumento da homozigose, a consanguinidade permite apurar
geneticamente o0s animais, sendo importante para a fixagcdo e refinamento do tipo
desejado. O aumento da homozigose ocorre tanto para alelos dominantes, quanto
para alelos recessivos. Quando a homozigose ocorre para alelos dominantes, os
individuos assim obtidos, quando acasalados com outros ndo consanguineos,
tendem a imprimir com maior intensidade suas caracteristicas. A endogamia permite
gue a selecdo para a separacado da populacdo em familias diferentes, facilitando a
eliminacdo das piores, seja mais eficiente. Isto pode contribuir para a formacao de
linhagens consanguineas distintas que, quando acasaladas, contribuem para
aumentar a heterose em caracteristicas econémicas. Por outro lado, apura tanto as
gualidades, quanto os defeitos. Os efeitos desfavoraveis da consanguinidade séo
caracterizados pela reducdo geral da fertilidade, sobrevivéncia e vigor dos animais
(LOBO & VILLELA, 2005).

Segundo Beiguelman (2008), em humanos, o parentesco genético entre dois
seres pode ser medido por intermédio da probabilidade de eles terem alelos
idénticos, herdados de um ancestral comum a ambos, independentemente de tais

genes condicionarem fenétipos dominantes ou recessivos, normais ou andémalos.
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Essa medida do parentesco, ou da correlacdo genética entre dois individuos, é
denominada coeficiente de consanguinidade (f) ou coeficiente de parentesco dos
pais e, geralmente, indicada pela letra r, inicial da palavra inglesa relationship =
parentesco. A indicacdo do calculo do coeficiente de consanguinidade pode ser
resumida pela formula r = > (1/2), na qual n € o numero de passos que unem dois
consanguineos a um ancestral comum.

Usando o mesmo raciocinio para parentes consanguineos colaterais com
outros graus de consanguinidade concluimos que o coeficiente de consanguinidade
de irmdos é ¥ ; de tios e sobrinhos € igual ao de meio-irméos ou de primos duplos
em primeiro grau, isto €, 1/8; de tios e meio-sobrinhos € 1/16, como no caso de
primos em primeiro grau; de primos em segundo grau é 1/16; de primos em terceiro
grau é 1/32; e assim por diante (BEIGUELMAN, 2008).

Para estudar o comportamento genético das populacdes ou linhas é
importante conhecer a variabilidade genética delas através da caracterizacao
genética que € utilizada como uma alternativa na quantificacdo e otimizacdo desta
variabilidade (MENEZES, 2005). As variacbes podem acontecer por varios motivos,
especificamente sdo duas opc¢des, a primeira, produto de pequenas modificacbes
por alteragbes em poucos nucleotideos, ou seja a substituicdo de uma base
nitrogenada por outra e a segunda € o resultado direto ou indireto de insercdes ou
delecbdes de um ou varios nucleotideos numa porcdo de DNA (BARNES& BREEN,
2010).

As variacOes genéticas podem ser estudadas através de diversas técnicas
moleculares, com a finalidade de oferecer informacédo sobre a distancia genética
entre individuos e com isto orientar o acasalamento de animais menos similares
geneticamente (MENEZES, 2005). Metodologias que utilizam marcadores
moleculares sdo capazes de avaliar o parentesco entre individuos. Portanto, na
auséncia de pedigree os marcadores moleculares podem ser utilizados na selecao e

orientacdo dos cruzamentos a serem realizados.

3.4 Odontologia

O cavalo moderno (Equus caballus) evoluiu do Hyracotherium, cujos dentes
apresentavam pequeno desenvolvimento da coroa (sendo por isso designados

braquiodontes). As grandes alteragBes climéaticas sofridas durante o periodo

38



neogénico provocaram enormes mudangas na vegetagcdo, tornando-se mais
abrasiva, exigindo um maior periodo de mastigagdo. Consequentemente,
comecaram a surgir modificagcbes nos descendentes do Hyracotherium que se
traduziram num aumento do comprimento dentario e prolongamento do tempo de
erupcao, que no cavalo atual dura cerca de 20 anos nos dentes permanentes
(GORREL, 1997). Geneticamente, essa evolugcado pode ser definida como mudancas

de frequéncias de genes ao longo das geracdes 0 que representa que alguns

individuos da populacdo sdo geneticamente de maior qualidade que outros
(PITCHER & MAYS, 2008).

RN 7

Yoy

s
N
~

’.

Figura 6. Hyracotherium. Fonte: Mundo dos Animais, 2014.

Devido ao fato de apresentarem raizes curtas e uma coroa longa que
continua a erupcionar cerca de 2-3 mm por ano ao longo de toda a vida, os dentes
dos equinos séo classificados como hipsodontes. A velocidade de erupcdo é
sensivelmente a mesma a que € feito o desgaste da face oclusal com excecédo
doscaninos e primeiros pré-molares ou “dentes de lobo” (KOBLUK et al, 1995;
DIXON, 2000; DACRE, 2006b). Esta constante erup¢do ocorre para compensar o
enorme desgaste a que a mesa dentaria destes dentes esta sujeita devido as
necessidades de mastigacdo exigidas pela elevada quantidade de fibra que compde
a dieta destes animais (DIXON, 1997).

A utilizagdo de uma nomenclatura dentaria concisa facilita bastante a
comunicacdo entre profissionais, permitindo a elaboracdo de registros precisos e

uma avaliagdo oral mais organizada. No sistema Triadan modificado, que € um
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sistema exclusivamente numérico, cada dente é descrito através de trés digitos. O
primeiro refere-se ao quadrante, sendo a denticdo permanente numerada de 1 a 4
(no sentido dos ponteiros do reldgio), e a decidua de 5 a 8. Por exemplo: 1 identifica
0 quadrante superior direito de dentes permanentes, 7 identifica o quadrante inferior
esquerdo de dentes deciduos. O segundo e terceiro digitos desta nomenclatura
identificam o dente dentro do respectivo quadrante, por exemplo, 1 identifica o
primeiro incisivo e 11 o dltimo molar (DIXON, 2000; TOIT, 2006; JOHNSON, 2006).
Este sistema é o mais utilizado atualmente (LOWDER, 1998).

Shown as you are locking at herse, face on,
RIGHT LEFT 2
108 106 104 102 202 04 206 208 210

l 107 rlﬁms 1 '?!'g?_”z;, l KT-, I:o'l ]z'ov .‘ l I.zu

Figura 7. Sistema Modificado de Triadan para identificacdo dentaria.
1-quadrante maxilar direito, 2- quadrante maxilar esquerdo, 3- quadrante mandibular
esquerdo e 4- quadrante mandibulardireito.

Fonte:. KZN Breeders, 2012

Sao varios os sinais clinicos apresentados por um equino com alteracdes na
cavidade oral e tendem a ser manifestados ao nivel da alimentacdo e do
comportamento do animal quando montado ou aparelhado. Também se podem
verificar outras alteracfes: deformacdes faciais, fistulas, corrimento nasal, sinusite,
alteracdes a nivel respiratorio, presenca de sangue na cavidade oral, problemas
neurolégicos, alteracdes na lingua e infec¢des do palato. As alteracdes respiratérias
podem surgir como consequéncia de deformacfBes 6sseas no interior das vias
respiratérias devidas a tumores, infec¢cdes, retencao de pré-molares deciduos, entre
outros. As deformacdes faciais maxilares e mandibulares aparecem como
consequéncia da retencdo de pré-molares temporarios, tumores e traumatismos. As
fistulas resultam habitualmente de infec¢bes nos pré-molares e molares. A saida de

corrimento unilateral muco purulento pelas fossas nasais pode ser indicativa de
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infeccdes a nivel dentério. O aparecimento de sinusite pode dever-se a infec¢des
nos quartos pré-molares e nos molares. A presenca de sangue na cavidade oral
guando o animal estd montado ou quando come pode aparecer como consequéncia
da presenca de lesbes. Podem surgir ainda problemas neurolégicos associados a
alteracbes da articulagdo temporo-mandibular, como consequéncia de distlrbios a
nivel dentério. Alteracdes da lingua como cortes ou cicatrizes e/ou infec¢cdes do
palato sdo também passiveis de ser encontradas (MANSO et al, 2002).

As alteracdes na alimentacdo costumam ser o primeiro indicio da existéncia de
patologia na cavidade oral. Varios comportamentos sdo evidenciados: o cavalo deixa
de comer como consequéncia de dor insuportavel e, consoante a alteracdo a que
esta sujeito, pode ter deixado de o fazer de forma repentina ou progressiva. Quando
o faz de forma repentina os principais motivos sao a retencdo de dentes deciduos,
feridas profundas, fraturas 6sseas ou dentéarias. O animal pode também continuar a
alimentar-se, mas uma vez que as alteracOes Ihe afetam a mastigacao, fazé-lo com
dificuldade, ou seja, apresentando disfagia oral. Exibe movimentos estranhos com a
cabeca, engole rapidamente a comida impropriamente mastigada ou opta por tentar
mastigar o alimento vagarosamente, seleciona apenas um tipo de alimento que Ihe
seja de mais facil mastigacdo, molha a comida no bebedouro com o intuito de
amolecer ou deixa cair comida inteira ou semi-mastigada da boca. Uma outra
evidéncia é o fato do equino ndo engordar proporcionalmente a quantidade de
alimento que ingere, havendo um mau aproveitamento deste como consequéncia de
uma mastigacdo pouco eficaz. Pode ainda verificar-se uma excessiva salivacao
durante a alimentacdo. Cdlicas e outras alteracdes digestivas e metabdlicas podem
também ocorrer devido a complicacbes na mastigacdo. Alteracbes nas fezes
resultantes das alteracdes digestivas ou halitose como consequéncia de infec¢do na
cavidade oral podem também estar presentes (MANSO et al, 2002).

Modificacdes de comportamento apresentadas pelo equino quando montado
ou aparelhado sdo também indicadoras do tipo de alteracdo presente na boca do
animal uma vez que os movimentos da cabeca e, consequentemente toda a
biomecanica da locomocao, sdo alterados. Quando montado o animal pode mostrar-
se perturbado essencialmente devido a padrées anormais de desgaste ao nivel dos
dentes pré-molares e molares que lesionam a lingua e a mucosa, e a presenca de
“‘dentes de lobo” ou caninos que entram em contato com aembocadura,provocando
grande dor e desconforto (MANSO et al., 2002).
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Manso et al (2002) ainda cita que, como consequéncia destas alteracdes
dentarias, podem entdo ser observados certos comportamentos por parte do equino
tais como a execugdo de movimentos com a cabegca que podem variar na
intensidade e frequéncia com que ocorrem, a tendéncia a inclinar a cabeca,
desviando-a sempre para o0 mesmo lado como resposta a alteracdo dentaria, o baixo
rendimento desportivo como consequéncia da dor, a dificuldade em deixar-se
controlar devido mais uma vez, a dor, a rejeicdo do freio ou do briddo em animais
com les@es profundas da mucosa oral na zona das comissuras ou no diastema, a
recusa em virar a cabeca para um dos lados como consequéncia da presenca de
pontas excessivas de esmalte nos pré-molares e/ou molares, de “dentes de lobo”
e/ou de ganchos (entre outros) que lesionam a mucosa. Outras alteracbées como
dificuldade em flexionar e esticar 0 pescoco, 0 que pode provocar dor no dorso e
consequentemente dificultar a movimentacdo dos membros sao também passiveis
de ser encontradas. E ainda também frequente a movimentagdo assimétrica dos
membros como consequéncia do desequilibrio resultante das alteracbes na
mobilidade da cabeca e pescoco. Também podem ser verificadas mudancas
temperamento do animal, apresentando-se nervoso reagindo mal a tentativa de
aparelhamento e chegando mesmo a impedir o contato fisico (MANSO et al, 2002).

Em humanos é comprovado que a morfologia dentaria obedece um padréao
genético. As anomalias de tamanho dentario, representadas pelas macros e
microdontias, podem gerar mal oclusbes como apinhamentos e diastemas por
exemplo (URSI, 1988). O papel da hereditariedade no estudo da ma oclusdo em
gémeos idénticos (monozigoticos) também representa significante importancia na
determinacdo das caracteristicas morfoldgicas e dento-faciais. Os estudos de
Lundstrom (1984) revelaram que gémeos idénticos geralmente apresentam a
mesma ma oclusdo, 0 que nao ocorre necessariamente nos gémeos heterozigoticos.

Segundo Alves (2004), o Brasil possui o segundo maior rebanho equino do
mundo com aproximadamente sete milhdes de animais. E possivel que menos de
1% receba algum tipo de cuidado odontolégico. Apesar de utdpico, o ideal seria que
todo equino dispusesse de assisténcia médica preventiva, incluindo a odontoldgica.
Contudo, a realidade é que diversas outras emergéncias sao prioritarias, o que nao
implica proferir que os cuidados com os dentes constituem medidas dispensaveis.
Pelo contrario, cuidados dentarios de preferéncia preventivos, denotam zelo pelo

patrimdnio, evitando prejuizos diversos.
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3.4.1 Maoclusdes

Ocluséo é o contato entre os dentes superiores e inferiores. A oclusdo normal
€ o relacionamento ou 0 encaixe correto entre 0os dentes da arcada superior e 0s
dentes da arcada inferior. As mas oclusdes que derivam da conformacgdo 6ssea das
arcadas podem ser genéticas, adquiridas ou surgir durante o desenvolvimento, ndo
tendo necessariamente que ser hereditarias. Quando discretas, podem néao
apresentar repercussdes na mastigacdo, no entanto, estes desalinhamentos estéo
habitualmente associados a alteracées do padrao mastigatério de outros dentes, o
que faz realcar a importancia dos cuidados odontol6gicos com o equino. (JOHNSON
& PORTER, 2006).

Em humanos, a etiologia das mas oclusdes torna-se polémica, uma vez que
toda ma oclusdo apresenta uma origem multifatorial e ndo uma Unica causa
especifica. Uma interacdo de varios fatores pode influenciar o crescimento e o
desenvolvimento dos maxilares suscitando em mas oclusées (MOYERS, 1979).
Segundo Ferreira (1996), a hereditariedade constitui um dos principais fatores
etiolégicos pré-natais das mas oclusbes. O padrdo de crescimento e
desenvolvimento sofre forte influéncia dos fatores hereditarios. Existem certas
caracteristicas raciais e familiares que podem comprometer a morfologia dentofacial
de um individuo.

Profissionais da odontologia humana, afirmam que as anomalias de tamanho
dentario por associarem-se a hereditariedade s&o facilmente diagnosticadas
clinicamente e por meio da historia familiar (anamnese), descartando a necessidade
de averiguaces em tabelas especificas. As anomalias de forma, que se encontram
intimamente relacionadas as anomalias de tamanho, também sdo determinadas
principalmente pela heranca e interferem diretamente na oclusdo do portador
(FERREIRA, 1996; GRABER, 1980).

Em humanos, outro fator hereditario que contribui para o desencadeamento
de uma ma oclusdo é a miscigenacao racial. Nas populacdes raciais homogéneas
(grupos geneticamente puros) quase ndo se observa ma oclusdo, enquanto que nos
grupos que apresentam grande miscigenacao racial a prevaléncia de mas oclusfes

aumenta substancialmente. O tipo facial hereditario também influencia na
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determinacdo das caracteristicas dentofacias e representa um importante fator
etiologico de algumas mas oclusdes (GRABER, 1980).

Das enfermidades orais que acometem 0s equinos, as ocorréncias dentarias
sdo de maior importancia na pratica veterinaria equina. Além disso, estudos post-
mortem tém demonstrado achados significativos, de problemas dentarios nédo
diagnosticados em equinos (DIXON & DACRE, 2005). Neste contexto, estas
afeccdes incluem principalmente tumores, cistos dentarios, fendas palatinas e

problemas de oclusdo como braquignatismo e prognatismo (OMURA, 2009).
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Figura 8. A- Braquignatismo. B- Prognatismo. Fonte: Johnson & Porter,

(2006)

Os problemas dentarios podem comprometer a saude e o bem-estar dos
cavalos, para além de poderem influenciar negativamente a sua performance e
produtividade (ALLEN, 2003). Na maioria das disciplinas equestres, os cavalos
utilizam embocaduras proprias necessarias para a sua conducdo e controle. Para
um animal responder corretamente a pressoes sutis, feitas ha embocadura, atraves
das rédeas, pelo cavaleiro ou condutor, tem de ter uma denticdo saudavel e uma
cavidade oral sem problemas (GEOR et al., 2004).

A embocadura e as rédeas sdo usadas ha mais de 5.000 anos para transmitir
os comandos do treinador ao cavalo. Apesar da grande variedade de embocaduras,
podemos considerar que os dois tipos principais utilizados sdo o briddo e o freio.
Dependendo do tipo de embocadura usada, uma acdo nas rédeas pode provocar
pressdo na lingua, no palato duro, nas barras, labios, chanfro ou nuca. N&do é

apenas a embocadura que controla a conducdo do animal. Os hackamores,
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focinheiras e outros acessorios, auxiliam a acdo da embocadura, colocando pressao
na face (GEOR et al., 2004).

Nos cavalos, montados ou engatados, os problemas dentarios que causam
dor, como a presenca de pequenas areas afiadas de esmalte no bordo labial dos
dentes pré-molares ou molares (pontas), ou que limitam o movimento rostro-caudal
da mandibula, como o alongamento do esmalte nas margens mesial e distal
(ganchos) dos dentes pré-molares ou molares, respectivamente, podem afetar a
performance desportiva de varias formas. As manifestagbes de dor séo variaveis,
incluindo, normalmente, mastigar na embocadura, colocar a lingua para fora da boca
enquanto sao treinados, abanar frequente da cabeca ou pendurd-la para um dos
lados. Como consequéncia da dor, o cavalo exibe resisténcia a embocadura, recusa
a ordem de paragem, relutdncia ou inabilidade para executar exercicios que
requeiram flexdo da nuca, desobedecendo as ordens do cavaleiro, comportamentos
associados ao abanar repetido da cauda, a andamentos rigidos e inclusivamente a
claudicagbes (ALLEN, 2003).

A falta de reconhecimento da patologia dentaria como causa destes
problemas comportamentais em cavalos jovens podera estar na origem de
dificuldades no treino e performance para toda a vida do animal. Num estudo
realizado por Allen (2003), a performance atlética e a resposta positiva ao treino
melhoraram em todos os animais estudados, apds o0 primeiro tratamento de
odontologia, que incluiu a remocdo de pontas afiadas de esmalte e correcdo de
desalinhamentos. A resposta a criacdo do bit seat, isto €, o arredondamento da
margem mesial do segundo pré-molar, para que a embocadura tenha a colocacéo
mais correta, foi também muito positiva, tendo 60% dos cavalos tratados melhorado
a sua performance.

Em resumo, a resolucdo dos problemas dentarios que causam dor ou que
interferem com a funcdo normal dos dentes e estruturas adjacentes, é fundamental

para aumentar a performance dos equinos (ALLEN, 2003).

3.4.2 Dente de Lobo

O primeiro pré-molar é habitualmente chamado “dente de lobo”. Este € um
pequeno dente vestigial sem precursor deciduo, cujo tamanho, forma e localizacéo

sdo bastante variaveis e que apenas possui 0 remanescente de uma raiz. Nem
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todos os equinos possuem estes dentes. Embora o nUmero destes possa variar num
individuo entre um e quatro, 0 mais comum € a presenca de um ou dois na arcada
superior. Os “dentes de lobo” podem ser facilmente visualizados apds terem
erupcionado. Quando inclusos podem ser facilmente palpados, no entanto, 0 recurso
de radiografias pode ser importante na medida em que esclarece relativamente ao
tamanho e & forma da raiz (KRELING, 2003; SCUTCHFIELD, 2006).

Figura 9. Dente de lobo (seta). Fonte: Arquivo pessoal.

Segundo Scrutchfield (2006), a sua posicao, geralmente 1-2 cm rostralmente
ao segundo pré-molar, torna-os passiveis de entrar em contato com a embocadura,
0 que habitualmente resulta em alteracbes do desempenho desportivo e no
desenvolvimento de lesfes da lingua. Ha relatos de “dentes de lobo” que se soltam
ou infectam, provocando altera¢cdes de comportamento quando o cavalo se encontra
aparelhado. Reed e Bayly (2000), afirmam que os dentes-de-lobo ndo costumam
existir e quando presentes se restringem a arcada superior, com uma incidéncia de
20% em equinos da raga Puro Sangue Inglés. Valor muito superior de incidéncia de
dente de lobo em equinos da raga Puro Sangue Inglés foi observado por Fernandes-
filho et al. (2014), onde uma percentagem de 74,6% foi obtida. Estes autores
também observaram uma diferenca entre machos (82,4%) e fémeas (92,2%).Esta
verificacdo de ocorréncia do dente-de-lobo também foi realizada por Taminini &

Ribeiro (2008) em equinos da raca Quarto-de-milha e mesticos desta raga, com o
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exame em 342 animais, sendo 188 machos e 154 fémeas, abrangendo uma faixa
etaria de 3 a 24 anos, onde foi encontrado em 34 animais (9,94%).

Em se tratando de equinos atletas, alguns autores e treinadores de racgas, que
exigem atitudes do animal através de comandos bucais do equino, relatam que este
dente muitas vezes atrapalha a utlizagcdo do freio ou briddo, por causar dor no
momento do contato com tais instrumentos (RIBEIRO, 2004). Segundo Dixon &
Dacre (2005), a presenca do primeiro pré-molar € a causa de muitos problemas
comportamentais em equinos, pelo fato de atrapalhar a acéo de freios ou briddes.
Por conseguinte, devido aos transtornos e complicacfes geralmente ruins, € quase
sempre extraido.

O primeiro pré-molar, entretanto, em alguns casos, desloca-se lateralmente
para dentro da cavidade oral ou um pouco para frente, por conseguinte, causando
disturbios na mastigacéo (RIBEIRO, 2004). Segundo Smith (2006), algumas vezes,
em vez de irromperem para baixo, penetram através da gengiva em sentido rostral
causando aumento subgengival, que é irritante para o0 equino. Esses primeiros pre-
molares que nao erupcionam sao chamados de dentes de lobo “ocultos” e quando
encontrados devem ser removidos cirurgicamente. Sendo assim, geralmente pratica-
se sua extracdo em animais novos. Para esta extracdo deve-se utilizar elevador
dental e extrator, sendo o animal sedado para facilitar o procedimento (RIBEIRO,
2004). Nesses animais também é comum o aparamento da superficie dos pre-
molares restantes para um melhor posicionamento da embocadura (ARCHANJO,
2009).

Os dentes considerados “adicionais” ao contido na férmula dentaria normal
sdo habitualmente referidos como supranumerarios, sendo a alteracdo congénita
gue Ihes da origem, e frequentemente designada por poliodontia ou hiperdenticéo
(QUINN, et al, 2005; EASLEY, 2006). A oligodontia € a auséncia congénita de um
botdo germinativo ou retencédo e inclusdo de um dente na mandibula ou maxila. A
falta de uso por parte do seu correspondente da arcada oposta pode conduzir ao
sobrecrescimento do mesmo e a alteracdes na mastigacao. O diagndstico definitivo
de oligodontia é feito através de radiografia (EASLEY, 2006).

As anomalias de numero, na sua grande maioria, sdo de origem hereditaria,
porém podem também estar associadas as deformidades congénitas como a
displasia ectodérmica e a disostose cleidocraniana. Diversos autores acreditam que

0s dentes supranumerdrios e as agenesias dentarias, além de apresentarem
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originariamente um componente genético, também estéo relacionadas ao atavismo e
a evolucdao do homem, respectivamente (FERREIRA, 1996; GUARDO, 1953;
LUNDSTROM, 1971). Segundo estes mesmos autores, em humanos, as anomalias
de numero, na sua grande maioria, sdo de origem hereditaria, porém podem
também estar associadas as deformidades congénitas como a displasia ectodérmica
e a disostose cleidocraniana.

Sao classificados em duas categorias: dentes suplementares que se
assemelham aos restantes na morfologia da raiz e coroa, embora nem sempre
apresentem o mesmo tamanho, o que impossibilita a distincdo entre estes e 0s
dentes normais da arcada; e os dentes rudimentares ou dismorficos, que diferem
dos dentes normais em forma e tamanho (EASLEY, 2006).

A sua incidéncia em ambas as arcadas do mesmo animal é bastante
incomum, sendo possivel aparecer uni ou bilateralmente e individual ou
coletivamente (um ou mais dentes). Podem ainda desenvolver-se no sentido duma
erupcao normal ou surgir invertidos, transversos ou numa posigdo ectopica. Esta
condicdo pode surgir nos varios tipos de dentes, sendo que 0s pré-molares e
molares supranumerarios sao habitualmente encontrados na arcada superior e,
embora possam erupcionar numa orientacdo lingual, bucal ou rostral a normal da
arcada, a sua prevaléncia é maior numa posicado caudal a normal, razdo pela qual
sdo também designados distomolares (QUINN et al., 2005; EASLEY, 2006).

3.5 Genética da Odontologia

Em humanos é comprovado que a morfologia dentaria obedece um padréo
genético. As anomalias de tamanho dentario, representadas pelas macro e
microdontias, podem gerar mas oclusdes como apinhamentos e diastemas, por
exemplo (URSI, 1988). O papel da hereditariedade no estudo das mas oclusdes de
gémeos idénticos (monozigoticos) também representa significante importancia na
determinacdo das caracteristicas morfolégicas e dentofaciais. Os estudos de
LUNDSTROM (1984) revelaram que gémeos idénticos geralmente apresentam a
mesma ma oclusdo, 0 que nao ocorre necessariamente nos gémeos heterozigoticos.

A agenesia dentaria tem sido observada como uma condicdo multifatorial com
influéncias genéticas, ambientais, patolégicas e evolutivas. Hoje em dia, sabe-se

gue existem aproximadamente 250 genes envolvidos no desenvolvimento dentario,

48



cuja formacgdo esta geneticamente determinada pela migracdo de células da crista
neural. A migracdo destas células e suas especificacfes para formar diversos tipos
de dentes, é controlada por uma familia de genes conhecida como genes
homoebox, especificamente 0 MSX1, MSX2 e PAX9 (FRAZIER-BOWERS, 2002).

Estudos experimentais e em animais, bem como mutacdes genéticas no
homem, tém indicado que o desenvolvimento da denticdo esta sob o controle de
diversos genes, e disturbios nesse desenvolvimento podem acarretar varias
anomalias dentérias, incluindo a agenesia (KIM et al, 2006; KLEIN et al, 2005). Em
humanos a heranca €, tipicamente, autossémica dominante, mas herancas
autossdbmicas recessivas e ligadas ao cromossomo X também podem estar
presentes (FRAZIER-BOWERS, 2002). Segundo Kim (2006), as oligodontias
resultantes afetam os molares em cerca de 80% dos casos, embora pré-molares
também possam ser afetados.

Em humanos, o gene MSX1 esta localizado no cromossoma 4pl6, e esta
envolvido com mdltiplas interacdes epitélio-mesenquimais durante a embriogénese
dos vertebrados, ou seja, controla a sinalizacdo e regulacdo de tecidos durante as
etapas iniciais do desenvolvimento dental, e sugere um papel na expressédo de
derivados do tecido ectodermo. Com efeito, parece ser de importancia critica
durante as fases iniciais de desenvolvimento dos dentes. Uma falha em sua ativacéo
reduz a expressao de uma cascata de moléculas sinalizadoras e alguns fatores de
transcricdo (PERRY, 2006). Esse é responsavel por um padrdo especifico de
heranca da agenesia dental autossémica dominante, e assim mesmo parece ser o
responsavel pela agenesia de segundos pré-molares e terceiros molares. A
auséncia de um ou dois dentes é explicada pela mutacdo do MSX1, ou seja, este
gene esta relacionado com casos de agnesia ou oligodontia. Camundongos
transgénicos que em que este gene esta nocauteado (sem funcdo) tém anomalias
craniofaciais. Em humanos, mutacdes nas regides codificadoras causam
oligodontias que afetam diferentes tipos de dentes, especialmente os pré-molares
(VIEIRA, 2003).

O gene PAX9 esta presente no cromossomo 14 e pertence a familia de genes
PAX, que engloba um grupo de fatores de transcri¢cdo presentes nos mamiferos que
atuam durante o inicio do desenvolvimento do embrido. E um importante regulador
da organogénese. Expressa-se no mesénquima derivado da crista neural dos arcos

mandibular e maxilar, contribuindo para a formagédo do palato e dos dentes. A
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expressdo ocorre antes das primeiras manifestacdes morfolégicas da odontogénese.
Varias familias ja foram estudadas que apresentaram mutacfes nas regides
codificadoras do gene ou delecdes (KLEIN et al, 2005; FRAZIER-BOWERS, 2002).
Clinicamente, sabe-se que, quando ocorre mudanca no numero de dentes,
como na anodontia parcial, modificam-se outras caracteristicas dos dentes
presentes, tal como a forma da coroa e da raiz, resultando no fendmeno da
simplificagdo morfolégica (CONSOLARO, 2005; OLIVEIRA, 1988; VELLOSO, 2001).
Segundo Consoloaro (2009), provavelmente, outras caracteristicas também
podem estar modificadas, como a cor e a posicdo dos dentes nos maxilares. Em
consequéncia, os maxilares também podem sofrer alteracdes no seu crescimento e
forma. Esta interligacdo de uma caracteristica dentaria e/ou maxilar com as demais
gue ditam a forma e a funcéo pode ser explicada pela epigenética e a luz de outros

dois conceitos.
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4. Artigo

CONTRIBUICAO DO SEXO, IDADE, LINHAGEM, CONSANGUINIDADE E
GENE MSX1 PARA A PRESENCA DO PRIMEIRO PRE-MOLAR (DENTE DE

LOBO) EM EQUINOS DA RACA CRIOULA.
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Contribuicéo do sexo, idade, linhagem, consanguinidade e gene msx1 para a presenca do
primeiro pré-molar (dente de lobo) em equinos da raga crioula.

Rafaela Simdes Pires Esteves Jacquest, Charles Ferreira Martins?, Heden Luiz
Marques Moreira3
1 rafa.spej@hotmail.com

2 martinscf68 @yahoo.com.br
3 heden.luiz@gmail.com

Resumo

As anormalidades do desenvolvimento dentario em equinos podem envolver alteragfes no
namero, morfologia ou posicdo. Alteracdes supranumerarias podem causar uma faixa ampla
de complicacdes, interferindo inclusive no desempenho de equinos utilizados em provas.
Entre as alteracBes supranumerarias, pode ser citada a do pré-molar 1 (PM1) ou dente de lobo.
Este estudo teve o objetivo de avaliar a incidéncia desta alteracdo dentaria e fatores que
contribuem para sua variagdo em uma amostra de 443 equinos, machos e fémeas da raca
Crioula examinados clinicamente, entre os anos de 2013 e 2014. Um total de 223 (50,34%) de
animais apresentaram o primeiro pré-molar. Avaliagdes usando qui-duadrado (x?) néo
identificaram nenhuma associacdo significativa (P=0,4648) entre sexo e a presenca do
primeiro pré-molar. As percentagens de ocorréncia de acordo com a posicdo 105, 205 e dupla
(105-205) foram respectivamente, 6,32%, 7,00% e 37,02%. Houve uma associacdo
significativa (P < 0,0001) entre a idade do animal (grupos de I, Il e Il1) e a presenca de dente
de lobo. A maior frequéncia de dente de lobo foi observada em animais do grupo | (idade de 1
a 3 anos) e a menor em animais do grupo Il (acima de 10 anos). Houve uma associacao
também significativa entre linhagens (brasileira, uruguaia e chilena) e a presenca de dente de
lobo. A maior incidéncia de dente de lobo ocorreu na linhagem uruguaia (66,67%) e a menor
na linhagem brasileira (46,35%). A consanguinidade avaliada na populacdo analisada variou

entre 0,0 e 0,2812. A consanguinidade média (erro padrdo) em machos foi de 0,015 (0,026) e

52


mailto:rafa.spej@hotmail.com
mailto:martinscf68@yahoo.com.br
mailto:heden.luiz@gmail.com

em fémeas 0,009 (0,021). As consanguinidades entre animais sem e com dente de lobo foram:
0,011 (0,025) e 0,015 (0,024) respectivamente. As consanguinidade média e erros padrdo de
acordo com os grupos de idade (I, Il e I11) foram: 0,016 (0,021), 0,014 (0,027) e 0,007 (0,019)
respectivamente. As médias de consanguinidade e desvio padrdo de acordo com as linhagens
(brasileira, chilena e uruguaia) foram: 0,009 (0,019), 0,011 (0,012) e 0,023 (0,032)
respectivamente.Dos 443 animais coletados foram escolhidos 50 para analise do gene MSX1,
sendo 25 com presenca de dente de lobo e 25 sem esta alteracdo. O DNA gendmico foi
extraido de sangue total e checado em agarose 1%. Estas 50 amostras foram submetidas a
analise de SSCP e sequenciamento para verificagdo de polimorfismo no primeiro exon do
gene MSX1. Embora nenhuma relagédo de causa tenha sido estabelecida entre o exon | do gene
MSX1 e a presenca de dente de lobo, esta € a primeira tentativa de relacionar este tipo de
alteracdo dentaria e gene homeobox em equinos. Podemos concluir neste estudo que hd uma
forte relagdo entre dente de lobo com idade e linhagem, mas ndo ha influéncia do sexo sobre
esta alteracdo dentaria. Uma grande influéncia genética também existe, pois ha uma expressdo
mais forte (ocorréncia) desta anomalia na arcada dentaria superior. De forma especulativa
podemos dizer que estas associacdes observadas neste trabalho sejam em parte devido aos

niveis de consanguinidades apresentados pelos animais avaliados.

Termos para indexacéo: dente de lobo, sexo, MSX1, Cavalo crioulo.

Sex, age, origen, inbreeding and MSX1 gene contribuiton for the presence of first
premolar (wolf tooth) in Crioulo horse breed

Abstract
Abnormalities of tooth development in horses may involve changes in the number,

morphology or position. Supernumerary changes can cause a wide range of complications,
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including interfering in equine performance used in sports. Among the supernumerary
changes we can name the first premolar (PM1) or wolf tooth. On this basis, this study aimed
to evaluate the prevalence of dental disords and factors contributing factors to the variation in
a sample of 443 horses, male and female from Crioulo horse breed. A total of 223 (50,34%)
animals showed the first premolar. Assessments using chi-square (x2) did not identify any
significant association (P = 0.4648) between sex and the presence of the first premolar. The
percentages of occurrence in accordance with the position 105, 205 and both (105-205) were,
respectively 6.32%, 7.00% and 37.02%. There was a significant association (P <0.0001)
between the age of the animal (groups 1-3) and the presence of wolf tooth. The highest
frequency of wolf tooth was observed in animals of group | (age 1-3 years) and the lowest in
animals of group 11l (above 10 years). There was also a significant association (P=0.0004)
between lineagens (Brazilian, Uruguayan and Chilean) and the presence of wolf tooth. The
highest incidence of wolf tooth occurred in the Uruguayan lineage (66.67%) and the lowest in
the Brazilian strain (46.35%). Inbreeding evaluated in the study population ranged from 0.0 to
0.2812. The average inbreeding (standard error) in males was 0.015 (0.026) and females
0.009 (0.021). The inbreedingamong animals with and without wolf tooth were 0.011 (0.025)
and 0.015 (0.024) respectively. The mean and standard errors from inbreedings in accordance
with age groups (I, 11 and I1I) were 0.016 (0.021) 0.014 (0.027) and 0.007 (0.019),
respectively. The mean and standard deviation of consanguinity according to the lineages
(Brazilian, Chilean and Uruguayan) were 0.009 (0.019) 0.011 (0.012) and 0.023 (0.032),
respectively. From 443 animals collected 50 were chosen for genetic analysis, 25 with the
presence of wolf tooth and 25 without this change. Genomic DNA was extracted from whole
blood and checked on 1% agarose. These 50 samples were subjected to SSCP analysis and
sequencing to check polymorphism in the first exon of the gene MSX1. Although no causal

relationship has been established between exon | of MSX1 gene and the presence of wolf
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tooth, this is the first attempt to relate this kind of change and homeobox gene in horses.We
can conclude from this study that there is a strong relationship between wolf tooth with age
and lineage, but there is no influence of gender on this dental anomaly. A large genetic
influence also exists because there is a stronger expression (occurrence) of this anomaly in the
upper dental arch. Speculatively We can say that these associations observed in this study are

partly due to inbrreding levels presented by the evaluated animals.

Index terms: Wolf tooth, sex, MSX1, Crioulo horse.

Introducéo

O desenvolvimento dentario em mamiferos envolve a interagdo reciproca entre o epitélio
dental e 0 ectomesénquima originario das células da crista neural, as quais ao longo deste
processo envolvem mudancas no potencial odontogénico desses tecidos (Silva e Alves, 2008).
E muito comum a ocorréncia de anormalidades no desenvolvimento dentéario e erupcdo em
equinos, resultantes de uma ampla variedade de condi¢des clinicas. As anormalidades do
desenvolvimento podem envolver alteracbes no nimero, morfologia ou posicao (Dixon et al.,
2005). As alteracGes numeéricas podem ser supranumerarias (dentes extras) ou agénese
(auséncia de dentes que pode variar de um até a perda total) (Kamamoto et al., 2011;
Yamaguchi et al., 2014). AlteracGes supranumerarias podem causar uma faixa ampla de
complicacbes, as quais incluem retencdo ou atraso na erup¢do dos dentes permanentes,
diastemas, deslocamento, rotacdo, aglomeracdo, reabsorcdo da raiz, lesdes periodontais, ou
necrose da polpa de dentes adjacentes (Garvey et al., 1999; Diaz et al., 2009; Ferres-Padro et
al., 2009). Entre as alteracdes supranumerarias esta o dente de lobo que equivale ao primeiro
pré-molar (Figura-1), sendo um dente pequeno e vestigial sem precursor deciduo, com

quantidade, tamanho, forma e posicdo variaveis (Fernandes-Filho et al., 2014).
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Que fatores estariam implicados no aparecimento do dente de lobo ou primeiro pré-molar
(PM1)? Alguns estudos em equinos tém relacionado esta alteracdo com o sexo e idade em
diferentes racas equinas e mesmo entre espécies. Contudo, parece ndo haver um consenso do
efeito destes fatores sobre a prevaléncia desta anormalidade de desenvolvimento dentario,
visto que Ribeiro et al., (2013) em equinos da raga Quarto de Milha Americano encontraram
maior incidéncia em machos. Por outro lado Fernandes-Filho et al. (2014) em cavalos da raga
PSI obtiveram maior percentagem em fémeas. Em humanos a propor¢do maior é observada
em machos, podendo chegar até 4,5:1(Brook, 1984; Rajab e Hamdan, 2002; Salcido-Garcia et
al., 2004; Fernandez Montenegro et al., 2006; Leco Berrocal et al., 2007). A excec¢édo de Baker
e Easley (2000) que afirmaram que o primeiro pré-molar em equinos emerge dos 6 ao 18
meses, ndo foi encontrado mais nenhum outro trabalho relacionado esta anomalia dentéaria e
idade. Nao ha evidencias cientificas considerando a semelhanga da idade e sua relagdo com a
consanguinidade e a prevaléncia do primeiro molar. Contudo, dada a repetibilidade do
aparecimento do primeiro pré-molar em diversas racas, bem como estudos genéticos em
humanos com genes ligados ao aparecimento de dentes extras espera-se que esta caracteristica
tenha um fundo genético.

Um grande nimero de genes (acima de 200) tem sido associados no desenvolvimento
dentario em mamiferos (Silva e Alves, 2008). Grande parte deles sdo fatores de transcri¢éo
pertencentes a familia HOX. Genes da familia HOX possuem um homeodominio chamado
homeobox, o qual faz parte de um grande grupo de genes, onde a maioria deles executam
papéis importantes na regulacdo transcricional durante o desenvolvimento embrionarios
(Zhong e Holland, 2011). Entre os genes implicados com alteracdes numéricas nos dentes
estdo o Muscle segment homeobox 1(MSX1), o Paired box homeobox 9 (PAX9) e o
Adenomatous polyposis coli (APC) (Silva e Alves, 2008; Wang et al., 2009; Kamamoto et al.,

2011; Yamaguchi et al., 2014).
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O gene MSX1 em equinos esta localizado no cromossomo 3, possui um tamanho 6.963 pares
de bases na sua regido codificadora, sendo composto por 3 éxons de tamanhos de 141, 162 e
1237 pb e um tamanho de proteina de 242 aminoacidos (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Apesar dos avanc¢os no conhecimento da morfogénese e diferenciacdo dos dentes, (Wang e
Fan, 2011) apontam que pouco é conhecido acerca da etiologia e mecanismos moleculares
que fundamentam a formacdo de dentes supranumerarios. Portanto, novos estudos
relacionando alteracBes dentarias e genes homeobox se fazem necessarios para identificar os
mecanismos que produzem estas alteragdes numéricas em equinos, incluindo o dente de lobo.
Cabe também salientar que o dente de lobo atrapalha as atividades que exigem comandos
bucais, devido a dor que pode ser causada durante o contato com o freio ou briddo (Ribeiro,
2004).

Com base no exposto este trabalho teve como objetivos avaliar as relacdes entre a presenca de
dente de lobo e fatores, tais como sexo, idade, linhagem, consanguinidade e variaces no gene

MSX1.

Material e métodos

Foram coletadas informacdes de 456 equinos da raca Crioula, dos quais 443 foram utilizados
neste estudo. Estes animais pertencem a diferentes criatorios do Brasil e paises vizinhos
(Uruguai, Argentina e Chile). As amostras foram obtidas nos anos de 2013 a 2014. Todos 0s
animais foram submetidos ao exame odontolégico completo. O exame odontologico extra-
oral foi realizado através da inspecdo e palpacdo das estruturas Osseas, musculares e
articulares. A avaliacdo interna sem o auxilio de um “abre-boca” foi realizada levantando os
labios com suavidade de forma a permitir a inspecdo dos incisivos e caninos. Segundo a
técnica, a lingua foi puxada cuidadosamente para um dos lados através do diastema onde foi
entdo segura. Este procedimento faz com que o animal mantenha a boca aberta, permitindo a

utilizacdo de uma fonte de luz para melhor visualizagdo da cavidade oral e a0 mesmo tempo
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evita que o cavalo morda o operador. A mdo livre é posteriormente inserida do lado oposto ao
que se encontra a lingua entre as arcadas dentérias e a bochecha, sendo os quatro quadrantes
inspecionados (TRIADAN) para presenca de lesbes, defeitos anatdmicos presentes,
anormalidades ou a integridade de tecidos moles e duros. Durante o exame buscou-se
identificar a presenca ou auséncia do dente de lobo, se estava erupcionado ou incluso e seu
posicionamento. Para 0s animais que ndo permitiam o exame sem o abre-boca, estes foram
sedados, utilizando Xilazina 10% na dose de 0,5-1mg/kg ou Cloridrato de Detomidina 10%
na dose de 0,02-0,04mg/kg, e a cabeca suspensa por uma cabecada odontoldgica ou muleta,
com o abridor de boca tipo McPherson (Baker & Easley, 2000), com uso de um espelho
odontologico e o foco de luz, foi realizada a avaliagdo completa da cavidade oral, buscando as
Mmesmas alteragdes do exame sem “abre bocas”.

ApoOs o término da avaliagdo odontologica, os animais foram registrados em fichas
individuais, constando as alteragdes encontradas e dados de registros.

Para caracterizacdo da presenca ou ndo de um determinante genético, foram coletadas de
todos os animais, amostras de sangue total em tubos vacuntainner com EDTA (BD
Bioscience, USA)

As informacGes de pedigree dos animais analisados foram obtidas juntos as associacdes de
criadores de cavalo crioulo do Brasil, Uruguai e Chile a partir das informacdes de registros
coletadas no exame odontoldgico. A partir destas informag6es foi gerado um arquivo com o
nome do animal, pai e mae, e usando a metodologia do programa Pedigreewier 6.5b
(Kinghorn, 2011) foram estimados os coeficientes de consanguinidades para cada individuo
do arquivo. Os valores estdo expressos em uma escala de 0 a 1 e sdo equivalentes a
percentagens entre 0 e 100%. Coeficientes de consanguinidade foram obtidos para todos os

animais amostrados.
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Amplificacdo dos exons do gene MSX1 e andlise de SSCP.

Para anélise de SSCP do gene MSX1 e verificacdo de polimorfismo foram escolhidos 50
animais, sendo 25 com presenca de dente de lobo e 25 sem dente de lobo. A extracdo de DNA
foi realizada a partir de sangue total utilizando o kit Axygen Blood DNA de acordo com as
instrucBes do fabricante (Axygen Bioscience, USA). Apoés a extracdo do DNA o mesmo foi
checado em gel de agarose 1% corados com Gelred e verificado em transluminador de luz
branca (Clarechemical, USA). Ap6s a checagem da extracdo o DNA foi submetido a
amplificacdo utilizando os primers EC-MSX1-exonlF (5" ATGCCTCGGGGCGGG3') e EC-
MSX1-exonlR (5"GAC TGTGGAGCCGCTTCGS") para 0 primeiro exon e os primer EC-
MSX1-exon2F (5"GACTTCCTTCTTGTCGCC3") e EC-MSX1-exon2R (5"CAGGTACAGA
CGCCGGAGAZ3") para o segundo exon. Os pares de primers utilizados foram desenhados a

partir da sequéncia depositada no NCBI (Acceso NCBI no. M84774.1).

Analise estatistica

Andlise estatistica descritiva foi realizada usando o pacote estatistico SAS (SAS, 2002) e
conduzida ao nivel de animal no sentido de identificar a prevaléncia de dente de lobo, sexo,
idade (grupos I, 11 e I11) e linhagem (brasileira, chilena e uruguaia). As analises de associacao
entre supranumerdario (considerando a presenca e posicdo do dente de lobo) e sexo,
supranumerario e idade e supranumerério e linhagem foram realizadas usando o teste %%, com
nivel de significancia quando P menor ou igual a 0,05 (P< 0,05). A significancia foi testada
través do procedimento Proc Freq do SAS (SAS, 2002). Estatisticas descritivas entre
presenca, posicdo do dente de lobo, idade e linhagens para os coeficientes de consanguinidade

foram realizadas com o procedimento Proc Means também do pacote estatistico SAS.
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Resultados e discussao
Foram coletadas informacbes de 443 animais da raca Crioula, sendo que deste total 223

(50,34%) apresentaram dente de lobo (Tabela-1). Esta percentagem € inferior ao obtido por
Fernandes-Filho et al. (2014), quando avaliaram 177 cabecas de animais da raca PSI. Além da
diferenca em termos percentuais, houve diferenca também com relagdo ao local de incidéncia,
pois neste trabalho ocorreu somente no maxilar e no de Fernandes-Filho tanto no maxilar,
como na mandibula. Por outro lado, Ribeiro et al. (2013) obtiveram frequéncias da ordem de
11,75%, a qual é bem inferior ao que foi obtido neste trabalho. A percentagem de ocorréncia
considerando o sexo foi levemente maior em fémeas 50,48% em relagéo aos machos 50,00%,
contudo esta diferenca ndo foi significativa (y°, P=0,4648). Assim como em humanos, a
(Hyun et al., 2009), foi observado por Ribeiro et al., (2013) diferenca a favor dos machos na
raca Quarto de Milha. Embora, estas diferencas ocorram, dada a auséncia de significancia
observada podemos concluir que ndo ha interferéncia do sexo no aparecimento de dentes de
lobo.

Com relacdo a posicao do dente de lobo, podemos observar que do total de 223 animais que
possuiam dente de lobo, 59 (13,32%) apresentaram um unico dente de lobo, sendo 28 no lado
direito (posicdo 105) e 31 no lado esquerdo do maxilar (posicdo 205) e, os restantes 164
(37,02%) animais apresentaram dois (105-205), sendo ambos no maxilar (Tabela-2). Levando
em consideracdo estudos anteriores em equinos (Reed e Bayly, 2000; Pagliosa, 2004;
Fernandes-Filho et al., 2014), o que ocorre em humanos (Hyun et al., 2009) e os obtidos aqui,
podemos concluir que parece haver um controle rigido da prevaléncia em relacédo as arcadas,
sendo sempre maior na superior (maxilar) em relacdo a inferior (mandibula) (Tabela-2). Ao
mesmo tempo ha um controle para que a ocorréncia em ambos 0s lados seja maior do que a
ocorréncia em somente um (Tabela-2).

Na Tabela-3 sdo apresentadas as incidéncias de dente de lobo de acordo com o agrupamento
de idade. Neste trabalho optamos por dividir a idade de acordo com a formacdo dentéria e

60



idade de atividade. No grupo | foram agrupados animais com idades inferiores a 3 anos, pois
até os 2,8 anos ocorre a troca do 2° pré-molar e isto pode fazer com que o primeiro seja
perdido. A separacdo entre o Il e 11l grupo foi por questdes funcionais, ja que animais com
idades acima de 10 anos (grupo Ill) tendem a ter uma reducdo nas atividades de prova.
Portanto, é esperado nesta idade que ocorra uma reducéo na prevaléncia de dente de lobo. A
idade teve um efeito significativo (P < 0,001) sobre a ocorréncia de dente de lobo, sendo que
foi observado uma tendéncia a reducdo da ocorréncia a medida que aumenta a idade em anos.
N&o ha estudos anteriores que demonstrem a prevaléncia e a incidéncia de dente de lobo,
apenas os dados de Baker e Easley (2000) em que o surgimento deste tipo de dente ocorre dos
6 aos 18 meses.

Entre os animais coletados foram identificadas 3 origens, as quais foram agrupadas de acordo
com a procedéncia (ancestralidade) em brasileira, chilena e uruguaia. Os niveis de prevaléncia
de dente de lobo foram diferentes entre as linhagens, sendo a menor ocorréncia na linhagem
brasileira (40,88%) e a maior na linhagem uruguaia (67,38%) (Tabela-4).

O coeficiente de consanguinidade médio dos animais com presenca de dente de lobo foi maior
(1,61%) do que a sem dente de lobo (1,15%). No tocante, a posi¢cdo de ocorréncia, 0s
coeficientes de consanguinidades foram 1,76% e 1,56% respectivamente, para um ou dois
dentes extras. Houve uma reducdo dos coeficientes de consanguinidade a medida que
aumentou a idade, sendo os coeficientes médios nos grupos I, Il e 111 de 1,69%, 1,41% e 0,7%
respectivamente. Em relacdo a linhagens brasileira, chilena e uruguaia os coeficientes de
consanguinidade foram respectivamente: 0,9%, 1,41% e 2,33 (Tabela-5). Infelizmente nédo
foram encontrados na literatura estudos relacionando niveis de consanguinidade e a presenca
de dentes supranumerarios.

No sentido de estabelecer uma ligacdo entre dente de lobo e fator genético, foi analisado por

SSCP o primeiro intron do gene MSX1 em 50 animais, sendo que 25 continham esta anomalia
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e 25 ndo. De acordo com as condic@es e primers utilizados nas amplificagdes ndo foi possivel
obter produtos para o segundo exon do gene MSX1. Os primers utilizados para amplificacGes
do gene MSX1 foram baseados no DNA de uma égua Puro Sangue Inglés, a qual pode ter
divergéncias na regido de anelamento dos primers em relacdo a sequéncia presente no genoma
de equinos da raga Crioula. A auséncia de polimorfismo na regido promotora do gene BMP-4
foi observada por De Conto et al., (2004) ao relacionar esta regido do gene com a agenesia
dental em humanos. Com relacdo ao primeiro intron do gene MSX1 a analise de SSCP nédo
revelou nenhum polimorfismo, o que permite concluir que esta parte do gene ndo esta
envolvida com esta anomalia em equinos. Por outro lado, face a ineficacia dos primers
utilizados para o segundo exon e auséncia de analise do terceiro exon nao se pode afirmar que
ndo haja uma relacdo entre este gene e a presenca de dente de lobo. Contudo, cabe salientar,
que em humanos se tem verificado efeito de diversos alelos do gene MSX1 que exibem uma
heranca mendeliana em fenotipos de oligodontia (agénese de mais que 6 dentes secundarios
aléem do terceiro molar) (Kamamoto et al., 2011). Pode-se sugerir que o MSX1 possa estar
envolvido com casos de alteragdes numéricas dos dentes, mas no caso de reduzir o nimero e
ndo de supranumerarios.

Conclusoes

A partir das analises realizadas é possivel sugerir neste estudo que hd uma forte relacdo entre
dente de lobo com idade e linhagem, mas ndo ha influéncia do sexo sobre esta alteracédo
dentaria. Uma forte influéncia genética também pode existir, pois hd uma expressdao mais
forte (ocorréncia) desta anomalia na arcada dentaria superior. De forma especulativa podemos
sugerir que estas associacdes observadas neste trabalho sejam em parte devido aos niveis de
consanguinidades apresentados pelos animais avaliados.
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Tabela 1. Incidéncia do dente de lobo (primeiro pré-molar) de acordo com 0 sexo em equinos da raga
Crioula.

Primeiro pré-molar Auséncia Presenca

Sexo Namero (%) NUmero (%) Totais
Machos 64 50,00 64 50,00 128
Fémeas 156 49,52 159 50,48 315
Totais 2202 49,66 2232 50,34 443

a_ diferenca néo significativay?, (P=0,4648) na percentagem de ocorréncia de dente de lobo entre
machos e fémeas

Tabela-2. Incidéncia de dente de lobo de acordo com sexo e posi¢éo na arcada superior (maxilar) em
equinos da raca Crioula.

Primeiro Posicdo

Pré-molar 105 205 105-205

Sexo N (%) N (%) N (%) Totais
Macho 10 2,26 8 1,81 46 10,38 64
Fémea 18 5,71 23 5,19 118 26,64 159
Totais 28 6,32 31 7,00 164 37,02 223

Obs. — diferenca ndo significativay®, (P=0,8401) na percentagem de ocorréncia de dente de lobo entre
machos e fémeas com relacéo a posicao. Contudo, a diferenca de ocorréncia entre as posi¢cdes nao foi
avaliada.

Tabela-3. Incidéncia de dente de lobo de acordo com ogrupo de idade em equinos da raga Crioula.

Primeiro Grupos de ldade
Pré-molar I (1a<3anos) I1 (3 a 10 anos) I11 (+ de 10 anos)

N (%) N (%) N (%) Totais
Auséncia 25 5,64 134 30,25 61 13,77 220
Presenca 104 23,48 109 24,38 11 2,48 223
Totais 2 129 242 72 443

% - diferenca significativa entre os grupos de idade (x P < 0,0001)
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Tabela-4. Incidéncia de dente de lobo de acordo com a linhagem (origem genética) em equinos
da raca Crioula.

Primeiro Linhagens
Pré-molar Brasileira Chilena Uruguaia

N (%) N (%) N (%) Totais
Auséncia 162 59,12 12 40,88 46 32,38 220
Presenca 112 40,88 16 57,14 95 67,38 223
Totais 2 274 28 141 223

a - diferenca significativa entre os grupos de idade (P < 0,0001)

Tabela-5. Coeficientes de consanguinidade de acordo com a idade, linhagem e namero de
PM1 em equinos da raga Crioula

Idade Linhagem” NUmero de PM1°
Média SD Média SD Média SD
I 0,0169 0,0216 Bras. 0,0090 0,0196 0 0,0115 0,0258
I 0,0141 0,0279 Chil.  0,0117 0,0122 1 0,0176  0,0274
I 0,0076  0,0191 Urug. 0,0237 0,0326 2 0,0156  0,0230

®_ 1 (0a<3anos), Il (3a10anos) e Il (acima de 10 anos)
b Bras. Brasileira, Chil. = chilena e Urug. = uruguaia

“_ 0 (auséncia dente de lobo); 1 (na posicdo 105 ou 205) e 2 (105+205)
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Figura-1 Cavidade oral com a presenca do primeiro pré-molar (dente de lobo). Foto: Rafaela
Simdes Pires Esteves Jacques
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5. Concluséo

Os excelentes resultados nas competicdes desportivas, bem como o
mercado, sdo fatores que tém determinado interven¢des humanas nos métodos de
criacdo e selecdo dos animais, sendo o melhoramento genético, constante.

Por essa selecdo estar sendo feita em alta escala, a endogamia é uma
realidade, o que proporciona fixacdo de caracteristicas desejaveis, porém com
possibilidade de adesdo a outras indesejaveis. Tecnicamente a endogamia €
constituida pela ancestralidade comum entre pares de acasalamento.

Quando se estuda o padrao de heranca das anomalias recessivas enfatiza-se
que, entre os individuos afetados por elas, a porcentagem dos que sao filhos de
casais consanguineos pode atingir valores muito altos, porque tais casais tém maior
probabilidade de gerar filhos homozigotos do que 0s ndo-consanguineos.

Com isso, decisbes empiricas e a falta de analises das alteracdes
odontologicas em cavalos Crioulos limitam essa selecdo. Por muitas vezes um
animal com baixo desempenho é excluido, sendo que seu problema ndo era
funcionalidade e sim dor causada por alteracfes odontologicas.

A compreensdo da morfologia dentaria e dos maxilares passa,
necessariamente, pelos conceitos de epigenética, gene pleiotropico e sistema
poligénico, para explicar a interligacdo entre as varias caracteristicas como cor,
tamanho, numero, forma, estrutura e posicédo dos dentes e dos proprios maxilares. A
compreensao da etiopatogenia dos disturbios do desenvolvimento dentario e dos
maxilares também passa por esses trés conceitos.

Estudar a interrelacdo entre as morfologias dentarias e maxilares, assim como
dos seus distarbios do desenvolvimento, também denominados como disgenesias,
pode gerar conhecimentos para contribuir em pesquisas na identificacdo dos genes,
Cromossomos e mecanismos epigenéticos responsaveis pelas caracteristicas dos
dentes e maxilares.

Neste estudo foi possivel identificar que ndo ha efeito do sexo sobre a
presenca do dente de lobo. Entretanto, a idade e linhagem contribuem de forma
diferenciada para a prevaléncia desta desordem dentaria. Baseado nos coeficientes
de consanguinidade estimados podemos inferir que a mesma tem influéncia sobre

prevaléncia de dente de lobo. Baseado nas evidéncias obtidas através dos
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coeficientes de consanguinidade e que existe um forte controle da arcada de

ocorréncia, bem como da posi¢cdo onde o dente de lobo € mais frequente.
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Figura 1 — Genealogia do animal de maior consanguinidade encontrado. Pertence a

linhagem uruguaia.
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Figura 2 — Histograma de frequéncias geral para variavel consanguinidade.
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Figura 3 — Checagem amplificacdo gene MSX1
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