UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS DE BOTUCATU

FREQUENCIA ALELICA DO POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO
UNICO ¢.421G>T NO GENE ADAMTS2, RESPONSAVEL PELA
DERMATOSPARAXIA EM OVINOS WHITE DORPER

DANILO GIORGI ABRANCHES DE ANDRADE

Botucatu, SP
Fevereiro de 2017



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA
CAMPUS DE BOTUCATU

FREQUENCIA ALELICA DO POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO
UNICO ¢.421G>T NO GENE ADAMTS2, RESPONSAVEL PELA
DERMATOSPARAXIA EM OVINOS WHITE DORPER

DANILO GIORGI ABRANCHES DE ANDRADE

Dissertacdo apresentada junto ao
Programa de Pdés-graduacdo em
Medicina Veterinaria para obtencdo do

titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Ass. Dr. José Paes de

Oliveira Filho

Botucatu, SP
Fevereiro de 2017



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGCAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Andrade, Danilo Giorgi Abranches de.

Frequéncia alélica do polimorfismo de nucleotideo unico
c.421G>T no gene ADAMTSZ2, responsavel pela dermatosparaxia
em ovinos White Dorper / Danilo Giorgi Abranches de Andrade.
- Botucatu, 2017

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina
Veterindria e Zootecnia

Orientador: José Paes de Oliveira Filho

Capes: 50501062

1. Ovino. 2. Dermatopatias genéticas. 3. Frequéncia do
gene. 4. Colagenose. 5. Reacgdo em cadeia da polimerase. 6.
Técnicas de genotipagem. 7. Sequenciamento de nucleotideo.
8. Polimorfismo (Genética).

Palavras-chave: Andlise de sequéncia de DNA; Dermatopatias
genéticas; Doencas do coldgeno; Reacdo em cadeia da
polimerase; Técnicas de genotipagem.




Nome do autor: Danilo Giorgi Abranches de Andrade
Titulo: FREQUENCIA ALELICA DO POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO
UNICO «¢.421G>T NO GENE ADAMTS2, RESPONSAVEL PELA
DERMATOSPRAXIA EM OVINOS WHITE DORPER

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Ass. Dr. José Paes de Oliveira Filho
Orientador

Departamento de Clinica Veterinaria
FMVZ — UNESP - Botucatu, SP

Prof. Dr. Luiz Claudio Nogueira Mendes

Membro

Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal
FMVA - UNESP - Aracatuba, SP

Prof. Dr. Diego José Zanzarini Delfiol
Membro

Faculdade de Medicina Veterinaria
FAMEV - UFU - Uberlandia, MG

Data da Defesa: 09 de fevereiro de 2017.



i
Agradecimentos

Aos familiares, principalmente meu pai Paulo Virgilio Abranches de
Andrade e minha mae Claudia Artigas Giorgi Abranches de Andrade pela
paciéncia e apoio durante o periodo da pds-graduacao.

Ao professor e orientador José Paes de Oliveira Filho pela oportunidade de
execucao desse trabalho e, sobretudo, pela amizade, confianga e apoio durante
nossa convivéncia no periodo de residéncia e de mestrado.

Ao professor Alexandre Secorun Borges pela ajuda na idealizacdo desse
projeto, pelos seus ensinamentos desde meu segundo ano de graduacédo e por
ser um exemplo de clinico a ser seguido.

Aos professores Diego José Zanzarini Delfiol, Jodo Pessoa Araujo Janior,
Luiz Claudio Nogueira Mendes e Paulo Henrique Jorge da Cunha que aceitaram
0 convite para compor a banca examinadora.

A minha namorada Natache Arouca Garofalo pelo amor, carinho e
paciéncia durante nosso convivio diario, tornando tudo mais facil.

Aos professores do Departamento de Clinica Veterinaria — FMVZ — Unesp
— Botucatu Roberto Calderon Gongalves, Rogério Martins Amorim e Simone
Biagio Chiacchio pelas orientagdes, ensinamentos e exemplos de conduta
durante os periodos da graduacdo e residéncia. Em especial ao professor
Roberto Calderon Gongalves por ter sido meu orientador durante os dois anos
de residéncia, periodo em que mais cresci como médico veterinario.

Ao professor Jodo Pessoa Araujo Junior por disponibilizar o Laboratério de
Diagnostico Molecular para realizacdo de importante fase desse trabalho.

Aos amigos pos-graduandos Anelize de Souza Trecenti, Campo Amor
Vieira da Cunha Neto, César Erineudo Tavares de Araujo e Giovane Olivo pela
amizade e pelo apoio técnico e intelectual durante a realizagdo deste estudo.
Aos amigos Didier Quevedo Cagnini e Peres Ramos Badial por fomentar meu
interesse em pesquisa.

Aos amigos de republica Felipe Morales Dalanezi, Leonardo Oliveira de
Castro Prado, Pedro Negri Bernardino, Roberto Alexandre Yamawaki, Thiago
Hideki Yamauti dos Santos e todos os outros moradores que vieram depois, por
serem reais companheiros durante bons e maus momentos, mas mesmo que

tivessem sido maus, sempre foram alegres com a companhia de vocés.



Especialmente ao amigo Felipe Morales Dalanezi pela disposicdo em sempre
ajudar na realizacao do projeto.

Aos residentes e ex-residentes da Clinica de Grandes Animais, pelos
ensinamentos, amizade e ajuda para que o0 projeto comecasse, principalmente
a Ana Claudia Gorino pelo cuidado inicial dos animais clinicamente afetados
utilizados no estudo.

Aos funcionarios da Clinica de Grandes Animais César Leme da Silva e
Marco Antbnio Siméo da Silva pelo convivio prazeroso e ajuda sempre que
necessario.

As secretarias do Departamento de Clinica Veterinaria Marlene Dias de
Camargo Cais e Izabel Cristina Castro, pela disponibilidade e colaboracéo.

A todos o0s médicos veterinarios, proprietarios e funcionarios das
propriedades rurais visitadas, onde as amostras foram coletadas. Sem a
colaboracéo dessas pessoas o trabalho ndo seria possivel.

A Associacdo Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO), pelos dados
gentilmente fornecidos.

Aos profissionais do curso de pés-graduacdo da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia — Unesp - Botucatu, pelo auxilio prestado durante o curso
de mestrado.

A Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia - Unesp - Botucatu, pelo
apoio desta instituicdo para o desenvolvimento desta dissertacao.

A Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo suporte financeiro.

Aos animais.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Rebanho ovino por pais. ... 5
Tabela 2 — Maiores produtores de Carne OVINA. ..........coeeevvvuriiiieeeeeeeeeiiiiiiee e 6
Tabela 3 — Maiores importadores de carne OVINA. .........cccvvviiiiieeeeeeeeiiiiiieee e 7
Tabela 4 — Maiores exportadores de Carne OVINA. ..............uuueeemeimmminmmnmnninniinnnnns 7

Tabela 5 - Plantel de ovinos White Dorper, com data de nascimento anterior a
31/12/2014, registrados na Associacdo Brasileira de Criadores de

Ovinos (ARCO) e divididos nos diferentes estados brasileiros. ...... 10

Tabela 6 - Primers utilizadoS NO €StUAOD. «...ovnieiee e 23

Tabela 7 — Numero de propriedades rurais visitadas e de animais amostrados de
acordo com as mesorregioes do estado de Sao Paulo................... 24

Tabela 8 - Perfil das propriedades rurais visitadas quanto a presenca de animais
Wild Type, heterozigotos, afetados no passado e se a etiologia da

dermatosparaxia era conhecida. .............ceuviiiiieeeeiiieiiiiie e 25



Vi

LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Efetivo do rebanho ovino brasileiro e por regies. Na area do gréafico
estdo mostrados os valores do rebanho nacional e das cinco regides

brasileiras, N0s anos de 1974 € 2014........ooveieieieecee e 8

Figura 2 - Lesdes cutaneas de um animal com dermatosparaxia. (A) Feridas
lacerantes com presenca de pele frouxa na regido axilar e da
articulagdo femorotibiopatelar direita. (B) Presenga de extenso
processo de reparacdo tecidual no membro pélvico direito. (C) Leséo
lacerante na face plantar do membro pélvico esquerdo. (D) Ferida em
base da orelha esquerda. Animal pertenceu ao estudo de Andrade et
Al (2004). e 16

Figura 3 - Achados histopatoldgicos da dermatosparaxia. A) e D) Pele de animal
normal. Notar quantidade normal de colageno (seta). B) e E) Pele de
animal afetado. Notar reducdo da quantidade de coldgeno (seta) e
presenca de hemorragia (*). C) e F) Pele de animal afetado. Reducgéo
da quantidade de colageno. (A-C) H&E; (D-F) Tricrémio de Masson,;
obj.5x. Fonte: Modificado de Andrade et al. (2014)............ccceveeeens 17

Figura 4 — Eletroferogramas de trés ovinos White Dorper (A: Wild Type; B:
heterozigoto; C: homozigoto recessivo). O animal homozigoto

recessivo pertenceu ao estudo de Andrade et al. (2014). ............... 26



SUMARIO

Péagina

1 11V 1
ABSTRACT ittt ettt e et e e e e e e sttt et e e e e e e s e bbb a it e e e e e e e e e annnnraees 2
1. INTRODUGAOD ... ceeeee ettt ettt sttt ettt eeste s 3
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt 5
2.1 Panorama da ovinocultura brasileira...........ccccooeeeeiiiiiiiiiiiiiieeeceeeee 5

2.2  Importancia das doengas genetiCas .........ccceeeerrrriiriiiieeeeeeeee e 11

2.3 DermatOSPArAXIA . ......ueeeeeeeeieiiiiiiiiiie e e e e e e eeeare e e e e e e e e e et aeeeeeeaanns 13

3. OBUIETIVOS ... ittt e et e e e e e e e e aaeeeeens 20
3.1 ODbBJetiVo geral........coooviiiiiiiiiiiiii 20

3.2 ODbjetivOs €SPECITICOS .....uuueiiiiiieeeiiiiiieeeee e 20

4, MATERIAL E METODOS .....oooviieieeeeeceeeee ettt eae sttt 21
4.1  Selec80 dOS aniMAS ........ccuvviiiiiieeeeeieiee e 21

4.2  Coleta das amOSIras .......ccuuuuriiiiiieeieiiiiir e 21

4.3  EXraGao de DNA.......oouiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 22

4.4 Reacdo em cadeia da polimerase........ccccceeeeeeeveveeiiiiiiiie e, 22

4.5 Purificacdo dos produtos de PCR e sequenciamento...................... 23

4.6  ANAIISE €StatiStICA .....vvvvrerriiiiiiiiiiiiiiiiiiii e ——————- 23

5. RESULTADOS. ... e e e e e e e e e e eana s 24
B. DISCUSSAD ...ttt ee e 27
7. CONCLUSAD ..ottt 30
8. BIBLIOGRAFIA ... e e e e e ean s 31
9. TRABALHOS CIENTIFICOS. ... oo, 39

P AN g 1<) (o T NP 66



ANDRADE, D. G. A. Frequéncia alélica do polimorfismo de nucleotideo
anico ¢.421G>T no gene ADAMTS2, responsavel pela dermatosparaxia em
ovinos White Dorper. Botucatu — SP, 2016. 65p. Dissertacdo (Mestrado) —
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu.

RESUMO

Dermatosparaxia € uma enfermidade autossdmica recessiva do tecido
conjuntivo caracterizada clinicamente por fragilidade e hiperextensibilidade
cutaneas. Estas caracteristicas impedem que o animal seja mantido no sistema
de criacdo, sendo descartado na maioria dos casos. Descrita em diversas
espécies, a dermatosparaxia foi relatada também em algumas racas de ovinos.
O polimorfismo de nucleotideo unico (SNP) ¢.421G>T no gene ADAMTS2 (a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type | motif, 2), em
homozigose, € responsavel pela enfermidade em ovinos da raca White Dorper.
Recentemente a doenca foi descrita no Brasil, contudo acredita-se que possa ter
sido subdiagnosticada, uma vez que a enfermidade ja foi descrita em diversos
paises. O objetivo desta pesquisa foi estimar a frequéncia alélica do SNP
€.421G>T no gene ADAMTS2 em ovinos da raca White Dorper do estado de S&o
Paulo a partir de uma metodologia diagnéstica que utilizasse a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) seguida do sequenciamento direto da regido desse SNP.
Neste estudo, foram coletadas amostras de sangue para extracdo do DNA de
303 ovinos da raca White Dorper. Apés a extracdo do DNA, realizou-se PCR
para amplificar a regido do SNP e, entdo, o sequenciamento genético para
determinar sua presenca no gene ADAMTS2. A frequéncia alélica do SNP na
populacdo estudada foi de 7,8%. Este resultado indica que as medidas de
controle devem ser adotadas para prevenir a propagacao do SNP ¢.421G>T no
gene ADAMTS2 nos rebanhos de ovinos White Dorper brasileiros.

Palavras chave: andlise de sequéncia de DNA; dermatopatias genéticas;
doencas do colageno; reacdo em cadeia da polimerase; técnicas de

genotipagem.



ANDRADE, D. G. A. Allelic frequency of single nucleotide polymorphism
c.421G>T in the ADAMTS2 gene, responsible for dermatosparaxis in White
Dorper sheep. Botucatu — SP, 2016. 65p. Dissertacdo (Mestrado) -
Universidade Estadual Paulista, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,

Campus de Botucatu.

ABSTRACT

Dermatosparaxis is an autosomal recessive disorder of the connective tissue; the
disorder is clinically characterized by skin fragility and hyperextensibility. These
skin defects prevent affected animals from entering the breeding system because
they are either discarded or removed from their usual activities. Described in
several species, dermatosparaxis has also been reported in some sheep breeds.
The single nucleotide polymorphism (SNP) ¢.421G>T in the ADAMTS2 (a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin type | motif, 2) gene, in
homozygosity, is responsible for the disease in White Dorper sheep. Recently the
disorder was described in Brazil, however, it might have been underdiagnosed
since the disease has already been described in many countries. The aim of this
study was to estimate the allelic frequency of SNP ¢.421G>T in the ADAMTS2
gene in the White Dorper herd of Sao Paulo state, Brazil using a diagnostic
methodology with polymerase chain reaction (PCR) and then direct sequencing
of the SNP region. In this study, we collected blood DNA samples from 303 White
Dorper sheep and performed PCR to amplify the SNP region. The samples were
sequenced to determine the presence of the SNP in the ADAMTS2 gene. The
allelic frequency of the SNP in the studied population was 7.8%; this finding
indicates that control measures should be adopted to prevent the inheritance of
SNP ¢.421G>T in the ADAMTS2 gene in Brazilian White Dorper herds.

Keywords: collagen diseases; genotyping techniques; polymerase chain

reaction; sequence analysis, DNA; skin diseases, genetic.



1. Introducéo

A dermatosparaxia € uma enfermidade de carater genético que apresenta
heranca autossdmica recessiva. Em animais, € também chamada de astenia
cutdnea ou cutis hiperelastica. Afeta o tecido conjuntivo e € caracterizada
principalmente pela extrema fragilidade e hiperextensibilidade da pele (SCOTT,
2007).

Denominada em humanos como sindrome de Ehlers-Danlos (EDS) tipo
VIIC (COLIGE et al., 1999), a dermatosparaxia ja foi descrita em gatos (COUNTS
etal., 1980), coelhos (SINKE et al., 1997), caes (PACIELLO et al., 2003), cavalos
(WHITE et al., 2004), bovinos (KAWAGUCHI et al., 1988), bufalos (LAU, 1997)
e em algumas racas de ovinos, como Norwegian (FJGLSTAD & HELLE, 1974),
Finnsheep (ATROSHI et al., 1983), Merino (RAMSHAW et al., 1983), Texel (VAN
WEEREN-KEVERLING BUISMAN & KOEMAN, 1986), Akkaraman (YILMAZ et
al., 1998), Manchega (SUCUPIRA et al., 2009) e, predominantemente, White
Dorper (VAN HALDEREN & GREEN, 1988; VAATSTRA et al., 2011; ZHOU et
al., 2012).

Especialmente na raca White Dorper, a dermatosparaxia ja foi relatada na
Africa do Sul (VAN HALDEREN & GREEN, 1988), Australia (AGGS, 2007), Nova
Zelandia (VAATSTRA et al., 2011; ZHOU et al., 2012) e nos Estados Unidos
(GRANT & PATTON, 2012). Recentemente a enfermidade foi descrita pela
primeira vez no Brasil, em um ovino White Dorper proveniente de uma
propriedade rural localizada no estado de Sdo Paulo (ANDRADE et al., 2014).
Posteriormente, foram encontrados animais heterozigotos para a enfermidade
no nordeste brasileiro (CUNHA et al., 2014) e ovinos White Dorper clinicamente
afetados em Minas Gerais (SILVA et al., 2015).

Assim como ocorre em humanos e em bovinos (COLIGE et al.,, 1999;
COLIGE et al., 2004) a dermatosparaxia, em ovinos White Dorper, é ocasionada
por alteracdes no gene ADAMTS2 (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin type | motif, 2). A substituicdo de uma guanina por uma timina
no nucleotideo 421 da sequéncia codificante (c.421G>T), no éxon 2, do gene
ADAMTS2 leva a doenca nos ovinos dessa raca. Este polimorfismo de
nucleotideo Unico (SNP) (c.421G>T), quando em homozigose, € responsavel
pela formacdo de um codon finalizador prematuro, o qual leva a producédo da

enzima, confeccionada pelo gene ADAMTS2, truncada. Esse fato acarreta no



processamento inadequado do pré-colageno em colageno (ZHOU et al., 2012).
Consequentemente, os animais com este SNP, nos dois alelos, manifestam
sinais clinicos da dermatosparaxia. Além dessa etiologia, outro SNP
(9.1862883G>A) também foi considerado causador da enfermidade, com
heranca autossdmica recessiva (MONTEAGUDO et al., 2015). Este SNP foi
capaz de substituir uma molécula de valina por uma de metionina, levando a
alteracdo da estrutura da enzima ADAMTS-2 e, consequentemente, ao seu mal
funcionamento (MONTEAGUDO et al., 2015).

O Brasil apresenta, aproximadamente, 18 milhdes de ovinos (IBGE, 2014)
e a partir dos anos 2000, a ovinocultura ganhou destaque no agronegdécio
brasileiro como uma nova alternativa para os produtores rurais diversificarem
sua producao (RAINERI et al., 2014). Nesse periodo, as racas Dorper e White
Dorper comecgaram a ser criadas em solo brasileiro por meio da importacao de
animais e logo ganharam destaque. Além disso, a raca White Dorper tem outras
excelentes aptidées, como: boa habilidade materna; precocidade sexual; alta
prolificidade; elevada fertilidade; rapido crescimento; excelentes caracteristicas
da carcaca e da carne e grande aceitabilidade da pele pela industria
(ROSANOVA et al., 2005). Entretanto, algumas linhagens de animais importados
da Africa do Sul e da Australia introduziram o alelo com o SNP causador da
doenca no Brasil (GOUVEIA et al., 2016).

Devido as feridas constantes e extensas ocasionadas pela fragilidade
cutanea que podem levar a infec¢des, sepse e morte dos cordeiros (FIGLSTAD
& HELLE, 1974), os animais clinicamente afetados sdo impedidos de se manter
no sistema de criacdo comercial e, portanto, sdo descartados ou retirados de

suas atividades habituais.



2. Revisdao da literatura

2.1 Panorama da ovinocultura brasileira

A adaptacdo dos ovinos para diferentes climas, relevos e vegetacoes faz
com que a ovinocultura possua ampla difusdo mundial, estando presente em
praticamente todos os continentes. Além disso, esti destinada tanto a
exploracdo econdmica como a subsisténcia (VIANA, 2008). Segundo dados da
Food and Agriculture Organization (FAO), a China se destaca como o pais com
maior nimero de animais, seguida de Australia e india (Tabela 1). O rebanho
mundial produz anualmente cerca de 9,8 milhdes de toneladas de pele/l&, 10,4
milhdes de toneladas de leite e 8,9 milhdes de toneladas de carne (FAO, 2013;
2014).

TABELA 1 — Rebanho ovino por pais.

Ranking Pais Rebanho ovino (nimero de animais)

- Mundo 1.195.624.523
1° China 194.927.000
20 Austrdlia 72.612.000
3° india 63.000.000
40 Ird 45.000.000
50 Nigéria 41.326.780
6° Sudéo 39.846.000
7° Reino Unido 33.743.000
8° Turquia 31.140.244
9° Nova Zelandia 29.803.402
10° Etiopia 29.332.382
18° Brasil 17.614.454

Fonte: FAOSTAT (2014)

O mercado da |a ainda pode ser rentavel em paises que a produzem com
qualidade superior, como na Australia. A producdo de |4 australiana tem
destaque no cenario internacional devido a utilizacdo de tecnologia avancada

em seus sistemas de producéo (VIANA, 2008). Esse pais foi o0 maior exportador



mundial de 1& ovina em 2013 com 120 mil toneladas (FAO, 2013). No que diz
respeito ao leite, o continente europeu destaca-se com a producao de 29,5% do
total mundial em 2014 (FAO, 2014), basicamente destinados a induastria de
queijos finos (VIANA, 2008).

Entretanto, atualmente, o principal intuito da ovinocultura é a producéo de
carne. Esse produto, por exemplo, tem elevada aceitacdo nos mercados da
Unido Europeia e dos Estados Unidos da Ameérica por ser visto como um produto
diferenciado. Os valores nestes paises chegam a US$5.278/ton e US$2.331/ton,
respectivamente (PILAN, 2013).

Entre os principais paises produtores de carne ovina, destacam-se China,
Australia e Nova Zelandia (Tabela 2). Apesar de ser o maior produtor, a China
também é o maior importador de carne ovina (Tabela 3), enquanto que Australia

e Nova Zelandia se destacam nas exportacdes desse produto (Tabela 4).

TABELA 2 — Maiores produtores de carne ovina.

Ranking Pais Toneladas
1° China 2.184.000
20 Austrdlia 720.600
3° Nova Zelandia 487.143
40 Turquia 312.527
50 Reino Unido 298.000
26° Brasil 85.903

Fonte: FAOSTAT (2014)

O Brasil possui cerca de 17,6 milhdes de ovinos, entretanto concentrados
nos estados das regides Nordeste e Sul (Figura 1). Na regido Nordeste, os
ovinos sao principalmente de racas deslanadas, adaptados ao clima tropical e
criados com o intuito de produzir carne e pele, entretanto, em sua maioria como
pecuaria de subsisténcia (VIANA, 2008).



TABELA 3 — Maiores importadores de carne ovina.

Ranking Pais Toneladas
1° China 254.335
20 Franca 102.696
3° Reino Unido 98.293
40 Estados Unidos 69.446
50 Arédbia Saudita 45.129

Fonte: FAOSTAT (2014)

TABELA 4 — Maiores exportadores de carne ovina.

Ranking Pais Toneladas
1° Austrdlia 413.278
20 Nova Zelandia 397.507
3° Reino Unido 103.157
40 Irlanda 42.595
50 Espanha 33.108

Fonte: FAOSTAT (2014)

J& na regido Sul, principalmente no estado do Rio Grande do Sul, os
ovinos eram criados, desde o inicio do século XX, com o objetivo principal de
produzir 14. Nesse sentido, as principais racas criadas eram Merino Australiano,
Ideal e Corriedale, esta tltima de dupla aptidao (carne e 1), porém a carne ovina
era considerada um produto secundario, muitas vezes consumida apenas nos
estabelecimentos rurais (AVILA et al., 2013). No final da década de 1980, iniciou-
se uma crise na ovinocultura gaucha devido a crise internacional da 1a, cujos
motivos foram (1) o grande estoque de |a da Australia, que criou mecanismos de
protecdo comercial e deslocou os consumidores para confec¢des de algodao e
fibras sintéticas; (2) o avanco tecnoldgico do setor téxtil, que fez com que fibras
sintéticas ganhassem espac¢o no mercado com prec¢os altamente competitivos e
(3) a diminuicdo da demanda internacional da 1a, j& que episodios de colapsos e

crises internacionais estavam presentes nesse periodo em diversos paises e



regides, como: URSS, Europa Ocidental, Jap&o, China e Asia. Portanto, grande
parte dos criadores migraram para outras atividades agropecuérias e, com isso,
o rebanho brasileiro diminuiu significativamente no inicio da década de 1990
(Figura 1), enquanto outros reestruturaram seus rebanhos para trabalhar com
racas de dupla aptidao ou producdo somente de carne com a criagao de animais
das racas Hampshire Down, Suffolk, lle de France e Texel (AVILA et al., 2013).

FIGURA 1 - Efetivo do rebanho ovino brasileiro e por regides. Na area do grafico estdo
mostrados os valores do rebanho nacional e das cinco regides brasileiras, nos anos de 1974
e 2014,
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Fonte: IBGE - Pesquisa Pecuéria Municipal

Ja no inicio dos anos 2000, a ovinocultura passou a ser considerada como
uma nova alternativa para a diversificacdo do agronegdcio brasileiro e atraiu
investidores motivados pelo deficit entre a producdo e a demanda de carne de
cordeiro no pais (RAINERI et al., 2014). No entanto, 0 consumo per capita de
desse produto no Brasil gira em torno de 0,7 kg por ano (FAO, 2003), o que é
muito inferior a outros paises, como a Nova Zelandia, que apresenta um
consumo per capita anual de 42,2 kg (AVILA et al., 2013). O baixo consumo de
carne ovina no Brasil se deve: a falta de habito do consumidor, a irregularidade
da oferta, @ ma qualidade do produto a venda e a ma apresentagcédo comercial do

produto oferecido no mercado interno. Além disso, estima-se que no minimo 90%



da carne ovina consumida no pais seja de origem clandestina (AVILA et al.,
2013).

Entretanto, a regido Sudeste pode ganhar destague na ovinocultura de
corte, ja que apresentou perante as outras regides do Brasil, entre os anos 2000
e 2012, a maior taxa de crescimento do rebanho ovino (86,14%) (RAINERI et al.,
2014). Particularmente, o estado de S&o Paulo apresenta grande potencial para
a criacdo de ovinos, pois suas propriedades rurais estdo reduzindo de tamanho
devido ao processo sucessorio das familias e da cadeia produtiva da cana-de-
acucar (SOUZA et al., 2008) e ainda apresenta proximidade com os grandes
centros de consumo (DECKER et al., 2016).

Além disso, o crescimento da producao paulista de ovinos é um produto
da melhora genética e da implantacdo de Nucleos Regionais, formados por
grupos de criadores organizados que unem esfor¢cos para o desenvolvimento
regional. Isso permite compras conjuntas de insumos, melhora da estrutura da
producdo e comercializacdo da carne ovina assim como possibilita a
padronizacdo, qualidade e escala de abate (STAUDT & SILVA, 2008). Ja o
melhoramento genético foi obtido pela adesdo a programas de selecao de
algumas racas, como a Santa Inés (STAUDT & SILVA, 2008), e importacao de
animais de racas especializadas na producédo de carne, como Dorper e White
Dorper, da Africa do Sul e Australia, no inicio dos anos 2000 (ROSANOVA et al.,
2005). Tais animais, originarios da Africa do Sul, difundiram-se rapidamente
pelos territérios paulista e brasileiro, pois sao dotados de qualidades que aliam
eficiéncia produtiva as exigéncias atuais da ovinocultura: alta adaptabilidade a
diferentes sistemas de criacdo; boa habilidade materna; elevada fertilidade e
altas taxas de crescimento e musculosidade, gerando carcacas de qualidade
(ROSANOVA et al., 2005). Na Tabela 5, ha o numero dos ovinos registrados da
raca White Dorper presentes nos diversos estados do Brasil no ano de 2014.
Foram desconsiderados os animais puros de origem destinados ao abate e/ou

sem registro.



10

TABELA 5 - Plantel de ovinos White Dorper, com
data de nascimento anterior a 31/12/2014,
registrados na Associacao Brasileira de Criadores
de Ovinos (ARCO) e divididos nos diferentes
estados brasileiros.

Estado NUmero de animais
Sé&o Paulo 9.772
Parana 947
Bahia 484
Pernambuco 474
Goias 424
Minas Gerais 271
Espirito Santo 215
Sergipe 203
Distrito Federal 162
Mato Grosso 125
Mato Grosso do Sul 111
Rio de Janeiro 86
Rio Grande do Sul 80
Paraiba 67
Piaui 51
Ceara 39
Rio Grande do Norte 34
Alagoas 31
Santa Catarina 11
Amazonas 9
Para 2
Total 13.598

Fonte: Relatorio de nimero de animais por cidade - Associagdo
Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO) — 2015.

Portanto, a ovinocultura brasileira estd em expansado, porém ainda ha
muito o que evoluir. O aumento do consumo de carne ovina é o principal desafio
para acelerar o crescimento do setor. Para isso, deve-se atentar para estratégias
de marketing que a apresentem como sendo um produto seguro e de qualidade,
além de acdes industriais para fidelizar o consumidor, como a disponibilizacédo
de ampla variedade de cortes (VIANA, 2008). Ainda, aspectos de gestdo nas
propriedades rurais precisam ser melhor aproveitados com o intuito de aumentar
o retorno financeiro do nego6cio (DECKER et al., 2016), porém sempre

respeitando o bem-estar das pessoas e dos animais para que as necessidades
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do mercado consumidor sejam atendidas e as barreiras da producdo de carne
com qualidade apreciavel sejam ultrapassadas (MARTINS et al., 2014).

2.2 Importancia das doencas genéticas

Doencgas genéticas em humanos sdo comumente causadas por mutacoes
multiplas, que ocasionam variacdes tanto na idade de apresentacdo quanto na
evolucéo clinica. Além disso, também podem interferir no diagnéstico com base
em ensaios enzimaticos. Esta heterogeneidade ndo é amplamente relatada em
medicina veterindria, na qual uma Unica mutacao é esperada para a maioria das
doencas genéticas. Isso ocorre porque, em geral, as racas se desenvolveram
em areas geograficas localizadas, a partir de um nimero pequeno de animais
fundadores e foram desenvolvidas por meio de programas de melhoramento
controlados e baseados no registro genealdgico. Devido a esses fatos, ha uma
menor diversidade genética do que na maioria das popula¢cdes humanas
(JOLLY, 2002). Em contraste, a incidéncia de uma determinada doenca
hereditaria pode ser maior do que na maioria das populacées humanas, ja que
h& um maior grau de parentesco entre animais da mesma raga (JOLLY et al.,
2004). Portanto, altos niveis de endogamia (inbreeding) estdo associados a
diminuicdo da variabilidade genética na populacdo e ao aumento do
aparecimento de enfermidades genéticas (TEMPLETON, 2006).

As variacdes genéticas, por meio de seus efeitos sobre a expressédo do
gene e funcdo da proteina traduzida, constituem as bases das doencas
genéticas em animais de producdo. Essas variacbes estdo na forma de
polimorfismos de nucleotideos Unicos; delecbes ou insercdes de nucleotideos ou
genes inteiros; ou rearranjos do cromossomo. Nos individuos afetados, elas
exercem diferentes graus de efeito sobre a acao do gene, tais como: substituicdo
de um aminoacido por outro; interrup¢cédo prematura da traducdo pela formacéao
de um codon finalizador prematuro e eliminagédo de todo o éxon ou gene. Esses
fatores influenciam a fung&o do gene alterando/eliminando a fun¢éo da proteina
ou afetando o padréo de splicing do RNA mensageiro (IBEAGHA-AWEMU et al.,
2008; LUHKEN, 2012).

Algumas condigOes alertam para a possibilidade de uma doenca apresentar
carater genético e hereditario: prevaléncia maior em um grupo de animais com

elevado parentesco; aumento gradual no numero de casos em um periodo de
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tempo ou aparecimento subito da doenca apos introdugédo de um novo reprodutor
e distribuigdo uniforme ao longo do ano e em diferentes localiza¢des geograficas.
Além disso, a repeticdo de acasalamentos de um grupo produz oS mesmos
resultados em uma mesma proporcdo numeérica (RADOSTITIS et al., 2002;
GENTILI & TESTONI, 2006). Entretanto, a maioria das enfermidades genéticas
nos animais domeésticos e, sobretudo na espécie ovina, tende a apresentar
heranca autossémica recessiva, pois 0S genes mutantes dominantes em
homozigose possuem propensao a letalidade, ou podem ainda ser debilitantes,
quando em individuos heterozigotos (BASRUR & YADAYV, 1990).

Apesar de os criadores se esforcarem para perpetuar somente as
caracteristicas desejaveis dos animais de seus rebanhos, a pratica de selecao
involuntariamente pode levar a ocorréncia de caracteristicas indesejaveis, como
as enfermidades de origem genética (BASRUR & YADAYV, 1990). Animais de
raca pura sdo mais comumente acometidos pelas doencas hereditarias, ja que
possuem uma base genética mais padronizada que animais mesti¢cos, porém
nestes, as enfermidades também podem ocorrer, entretanto com menor
frequéncia (RADOSTITIS et al., 2002).

Embora distirbios semelhantes possam ser observados em diferentes
racas de ovinos, 0 seu modo de transmissdo pode ndo ser 0 Mesmo nessas
racas. Isso acontece porque a capacidade de um gene mutante criar uma doenca
em um individuo depende do meio genético fornecido pelos outros genes
expressados pelo animal. Esse fato explica também o porqué de algumas
doencas genéticas apresentarem diferentes graus de gravidade em diferentes
racas. Outro fator que leva a varia¢do na gravidade de uma doenca genética em
diferentes racas € que uma doenca clinicamente semelhante pode ser ativada
por genes mutantes diferentes (BASRUR & YADAV, 1990).

Uma caracteristica importante que dificulta o controle de doencas de
carater autossémico recessivo € o fato de que quando a mutacao € finalmente
caracterizada, o numero de alelos recessivos distribuidos na populacéo ja deve
ter atingido proporcdes elevadas. Comumente, muitos anos se passam entre a
ocorréncia de uma mutacao e o aparecimento da doenga (GENTILI & TESTONI,
2006). Portanto, a detecgéo dos animais heterozigotos (carreadores da mutacgéo
e clinicamente normais), que pode ser feito por analise da progénie, ensaios

enzimaticos ou por técnicas moleculares, é de fundamental importancia para o
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controle dessas enfermidades (RADOSTITIS et al., 2002). Entretanto, a
implementagcdo de programas de controle de doencas genéticas em animais
depende de investimentos em pesquisa e de elevados graus de confianca e
cooperacao entre criadores, pesquisadores, instituicdes e associacdes das racas
envolvidas. Esses Ultimos 6érgdos tém papel fundamental, ja que possuem
capacidade para controlar registros de pedigree e, portanto, propiciam a
realizacdo de um melhor controle nos acasalamentos (JOLLY, 2002).

A adocao de medidas de controle para identificar individuos heterozigotos
deve ser melhor aproveitada para efetivamente identificar e controlar
geneticamente a dermatosparaxia. Enquanto as sequéncias do genoma de
ovinos e caprinos ainda eram desconhecidas, frequentemente era necessario o
uso de dados de outras espécies, preferencialmente dos bovinos, para desenho
de primers, PCR e sequenciamento genético, ou seja, a maioria das mutacées
em ovinos foi identificada por abordagens de genes candidatos. Essa
abordagem ainda tem sido utilizada, porém os estudos genéticos podem ser
facilitados por estudos de associacdo genémica ampla (GWAS) e espera-se que
mais SNPs causadores de enfermidades na espécie ovina sejam identificados
com a utilizacdo desta ferramenta (LUHKEN, 2012).

Por fim, o controle genético das doencas dos animais pode reduzir os
custos associados com doencas, melhorar o bem-estar animal e fornecer
produtos animais saudaveis para os consumidores (IBEAGHA-AWEMU et al.,
2008).

2.3 Dermatosparaxia

A dermatosparaxia € uma doenca genética de carater autossémico
recessivo, que acomete o tecido conjuntivo e é caracterizada principalmente pela
fragilidade extrema e hiperextensibilidade da pele (ZHOU et al.,, 2012). Esta
enfermidade também é descrita em humanos como sindrome de Ehlers-Danlos
(EDS) tipo VIIC (COLIGE et al., 1999).

A EDS, em humanos, compreende um grupo de doencas do tecido
conjuntivo clinicamente e geneticamente heterogéneas em que as principais
caracteristicas clinicas sdo hiperextensibilidade da pele; feridas com
retardamento da cicatrizacdo e com cicatrizes atréficas; hipermobilidade

articular; hematomas de facil aparecimento e fragilidade generalizada do tecido
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conjuntivo (STEINMAN et al., 2002). Estas manifestacdes clinicas estdo
presentes, em diferentes graus, em cada subtipo da condig&o. O tipo classico,
também conhecido como tipos | e Il, segue padréo de heranca autossémica
dominante, tem prevaléncia estimada em 1:20.000 e apresenta-se clinicamente
com pele hiperextensivel; presenca de amplas cicatrizes atroficas e
hipermobilidade das articulagbes. O tipo Ill exibe padrdo de heranca
autossdmico dominante e € caracterizado pela hipermobilidade generalizada das
articulacdes. Sua prevaléncia esta entre 1:5.000 e 1:20.000. O tipo IV € chamado
de vascular, pois caracteriza-se por rupturas vasculares ou viscerais
espontaneas e presenca de hematomas visiveis devido a pele delgada.
Apresenta padrdo de heranca autossdmico dominante e prevaléncia de
1:100.000. Os ultimos quatro tipos (VI, VIIA, VIIB e VIIC) ainda ndo tém suas
prevaléncias identificadas, mas sao mais raros. Os tipos VI e VIIC apresentam
padrao de heranca autossdmico recessivo e os tipos VIIA e VIIB, dominante.
EDS tipo VI exibe hipotonia muscular grave desde o nascimento e fragilidade
ocular. Os tipos VIIA e VIIB caracterizam-se por hipermobilidade das articulacdes
grave e generalizada com subluxacdes recorrentes (PAEPE & MALFAIT, 2004,
CHRISTOPHERSEN & ADAMS, 2014).

A dermatosparaxia pode apresentar outros sinais clinicos além dos citados
anteriormente. Em humanos pode-se encontrar esclera azul, micrognatia, hérnia
umbilical e atraso no crescimento (PETTY et al., 1993). Nos caes ja foi relatado
flacidez das articulagBes; sinais clinicos oculares, como luxagéo do cristalino,
catarata e edema de cérnea (BARNETT & COTTRELL, 1987) e ruptura vascular
espontanea (URI et al., 2015). Ja nos gatos, hérnias perineais e diafragmaticas
ja foram descritas (BENITAH et al., 2004).

Entretanto, uma forma moderada da doenca foi descrita na Australia em
ovinos da raca Merino. Estes apresentaram fragilidade cutanea, que foi
observada apenas durante a tosquia, uma vez que 0s animais desenvolveram
feridas decorrentes da manipulacéo e da contencao (RAMSHAW, 1984). Esses
animais apresentavam apenas 25% da atividade da aminopropeptidase dos
animais normais (RAMSHAW, 1984) e a avaliacdo microscopica das lesdes de
pele destes animais revelou que as fibrilas de colageno eram irregulares e
agrupadas de forma desordenada nos feixes de fibras de colageno. Estes feixes,

por sua vez, ndo eram compactos e entrelacados e com tendéncia a formar
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camadas em folhas na derme reticular, como deveriam (BAVINTON et al., 1985).
Curiosamente, nessa forma da doenca, os sinais clinicos de hiperextensibilidade
da pele e hipermobilidade das articulacdes nédo estavam presentes (RAMSHAW,
1984). Além disso, essa forma moderada da doenca ndo € observada
primeiramente em cordeiros, mas sim nos animais adultos, em especial, durante
situacOes de manejo, como a tosquia (BAVINTON et al., 1985).

Humanos portadores da sindrome de Ehlers-Danlos tipo VIIC e bovinos
com dermatosparaxia apresentam mutagdes no gene ADAMTS2 que tém como
resultado a diminuicdo da atividade da enzima ADAMTS-2, que atua na
maturacdo do colageno (COLIGE et al.,, 2004). O SNP responséavel pela
dermatosparaxia em ovinos da raca White Dorper se assemelha as mutacfes
encontradas em humanos e bovinos, ja que a substituicdo de uma guanina por
uma timina no nucleotideo 421 da sequéncia codificante (c.421G>T), no éxon 2,
do gene ADAMTS2 provoca um codon finalizador prematuro e,
consequentemente, producdo de uma proteina ADAMTS-2 truncada, que
contém apenas o peptideo sinalizador e parte do pré-dominio (ZHOU et al.,
2012). A producédo desta proteina truncada e afuncional leva a um defeito no
processamento da por¢do N-terminal do pré-colageno tipo | (LAPIERE et al.,
1971). Uma vez que a conversao do pro-colageno em colageno é fundamental
para garantir a elasticidade adequada e forca ténsil da pele (BECKER et al.,
1976), animais com este SNP, em homozigose, apresentam os sinais clinicos
classicos da dermatosparaxia (Figura 2) em sua forma grave, ou seja, pele
hiperextensivel e extremamente fragil, sendo facilmente rompida ao menor
trauma ou ao ser tracionada (VAATSTRA et al., 2011).

Os achados histopatolégicos das lesbes cutaneas condizentes com a forma
classica da dermatosparaxia séo: derme apresentando colageno displasico
arranjado em feixes pequenos, fragmentados e com focos de degeneracéo e,
devido a sua hipoplasia, 0s anexos cutaneos apresentam-se mais proeminentes,
porém preservados e sem caracteristicas atipicas, assim como a epiderme
(Figura 3) (FJGLSTAD & HELLE, 1974; VAN HALDEREN & GREEN, 1988;
VAATSTRA et al.,, 2011; ANDRADE et al., 2014). Além disso, Vaatstra et al.
(2011) observaram elevacao da pele acima das articulagbes devido ao edema
gelatinoso e hemorragia discreta a moderada das bordas das feridas cutaneas.

No entanto, ndo encontraram nenhuma anormalidade em musculatura,



16

ligamentos, articulagdes, esclera, dentes, 0ssos, sistema cardiovascular e trato
gastrointestinal.

FIGURA 2 - Lesdes cutaneas de um animal com dermatosparaxia. (A) Feridas lacerantes com
presenca de pele frouxa na regido axilar e da articulacdo femorotibiopatelar direita. (B)
Presenca de extenso processo de reparagdo tecidual no membro pélvico direito. (C) Lesdo
lacerante na face plantar do membro pélvico esquerdo. (D) Ferida em base da orelha

esquerda. Animal pertenceu ao estudo de Andrade et al. (2014).

Além das técnicas moleculares e da histopatologia, a confirmac¢do do
diagnéstico pode ser realizada por meio da microscopia eletrénica (VAATSTRA
et al., 2011), em que sdo visualizados: fibrilas de colageno irregularmente
formadas e compostas de fitas torcidas, que ndo sdo envoltas em feixes
apertados e ordenados (RAMSHAW, 1984; BAVINTON et al., 1985).

Visto que n&o ha tratamento, diversos paises, como Africa do Sul, Nova
Zelandia e Austrdlia, adotam testes comerciais, que identificam o SNP ¢.421G>T
no gene ADAMTS2 como medida de controle para dermatosparaxia em ovinos
da raca White Dorper (AGGS, 2007; KELLY, 2012; BELL, 2014; LINCOLN
UNIVERSITY). Em substituicdo aos testes comerciais utilizados para
diagnéstico, pode ser realizada PCR utilizando primers especificamente
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desenhados para amplificar a regido com o SNP e, em seguida, o
sequenciamento direto dos produtos da PCR (ANDRADE et al., 2014). Tal
metodologia mostrou-se eficiente e segura, bem como possibilitou o diagndstico
definitivo de dermatosparaxia.

FIGURA 3 - Achados histopatoldgicos da dermatosparaxia. A) e D) Pele de animal normal. Notar

quantidade normal de colageno (seta). B) e E) Pele de animal afetado. Notar reducdo da
guantidade de colageno (seta) e presenca de hemorragia (*). C) e F) Pele de animal afetado.
Reducéo da quantidade de colageno. (A-C) H&E; (D-F) Tricromio de Masson; obj.5x. Fonte:
Modificado de Andrade et al. (2014).
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Recentemente, um SNP missense, ou seja, alteracdo de uma base que
resulta na troca de um aminoacido por outro, foi identificado em homozigose no
éxon 4 do gene ADAMTS2. Este SNP (g.1862883G>A) foi considerado causador
da dermatosparaxia, também com heranca autossémica recessiva, em um
cordeiro de um rebanho de animais mesticos (MONTEAGUDO et al., 2015).
Diferentemente do SNP descrito por Zhou et al. (2012), que produz um codon
finalizador prematuro (nonsense), esse SNP foi capaz de substituir uma
molécula de valina por uma de metionina, o que afetou o dominio catalitico da
enzima ADAMTS-2 levando a alteracdo de sua estrutura e ao seu mal
funcionamento (MONTEAGUDO et al., 2015).

Embora ndo provoque diretamente a morte do animal, a dermatosparaxia
em sua forma grave € uma enfermidade considerada letal, uma vez que as
feridas extensas presentes ao hascimento ou poucas horas apés, se infeccionam
facilmente podendo levar a um quadro de sepse e morte dos cordeiros
(FJGLSTAD & HELLE, 1974). Na presenca de casos de cordeiros com sinais
clinicos de fragilidade cutanea, principalmente com algum grau de sangue White
Dorper, e/ou em rebanhos com alta taxa de endogamia, a dermatosparaxia deve
ser considerada como um diagnéstico diferencial. Devem ser diferenciadas,
também, epidermdélise bolhosa e osteogénese imperfeita (VAATSTRA et al.,
2011).

A epidermélise bolhosa descreve um grupo de doencas cutaneas
hereditarias que sdo caracterizadas clinicamente por bolhas na pele e em
membranas mucosas ap6s um trauma minimo. Em ovinos, é considerada com
padréo autossémico recessivo (JOLLY etal., 2004). Nessa doencga, a ancoragem
da epiderme na derme é interrompida por causa de defeitos de uma das
proteinas que formam a zona de membrana basal (OSTMEIER et al., 2012). Os
sinais clinicos sdo erosGes na mucosa oral, particularmente na linha média do
palato duro, lingua e labios; vesiculas avermelhadas de até 5 mm de diametro,
gue evoluem para Uulceras, nos bordos inferiores dos labios; perda de pele e
dermatite exsudativa em membros, na borda coronaria e nos cascos. Na maioria
dos casos, 0s cascos se soltam e deixam a derme exposta (JOLLY et al., 2004).
Histologicamente, ocorre separacdo completa da epiderme e da derme,

formando bolhas abaixo da membrana basal, preenchidas com contelddo
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proteico e eritrécitos (ALLEY et al., 1974; JOLLY et al., 2004; PEREZ et al.,
2011).

Ja a osteogénese imperfeita compreende um grupo heterogéneo de
doencas do tecido conjuntivo, considerado de carater autossémico dominante e
causado por mutacdes em genes que levam a defeitos na sintese do colageno
tipo I, que é o tipo predominante em 0ssos, dentina, tenddes e esclera (JOLLY
et al., 2004). Em ovinos, ja foram descritos cordeiros que nasceram com
fragilidade cutdnea e com ossos frageis, inclusive com fraturas nas costelas
(ARTHUR et al., 1992). Além dessas altera¢des, 0os animais acometidos podem
apresentar braquignatia, dentes pequenos, edema subcutaneo, flacidez das
articulacbes e alteracdo na coloracdo da esclera. Microscopicamente, ha uma
deficiéncia acentuada de colageno na derme de cordeiros afetados, enquanto
nos 0ssos, as placas de crescimento sdo essencialmente normais, mas o
trabeculado ésseo é fino e poroso, compostos de trabéculas 0sseas irregulares
e separadas por tecido fibroso (ARTHUR et al., 1992).
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Objetivos
3.1 Objetivo geral
e Estimar a frequéncia alélica do SNP ¢.421G>T no gene ADAMTS2,
responsavel pela dermatosparaxia em ovinos White Dorper, no

estado de Sao Paulo.

3.2 Objetivos especificos
e Aplicar a PCR seguida do sequenciamento génico da regido do SNP
c.421G>T no gene ADAMTS2 em amostras de DNA obtidas de
sangue de ovinos White Dorper.
e Verificar o conhecimento da dermatosparaxia entre 0os proprietarios
e médicos veterinarios responsaveis pelas propriedades rurais

criadoras de ovinos White Dorper amostrados.
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4. Material e métodos

Todos os procedimentos realizados foram previamente aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (FMVZ), Universidade Estadual Paulista “Julio de

Mesquita Filho” (Unesp), Campus de Botucatu, sob protocolo 39/2016.

4.1 Selecado dos animais

O tamanho da amostra foi calculado utilizando o software OpenEpi (versao
online 3.01). Utilizou-se o namero total de ovinos White Dorper registrados e
presentes no estado de S&o Paulo, informagdo cedida gentilmente pela
Associacao Brasileira de Criadores de Ovinos (ARCO), cujo valor foi de 9.772
animais; aplicou-se uma margem de erro de 5% e um intervalo de confianca de
95%. Como nao havia dados estimativos, na literatura nacional, da prevaléncia
de animais heterozigotos para o alelo com o0 SNP ¢.421G>T no gene ADAMTS2,
a prevaléncia antecipada desses ovinos foi utilizada baseada em um estudo da
Nova Zelandia (ZHOU et al., 2012), cujo valor encontrado foi de 21,5%, o que
gerou um tamanho de amostra de 253 animais. Ja a frequéncia alélica do SNP
foi calculada segundo Griffiths et al. (2016).

A selecdo das propriedades rurais foi realizada utilizando a relacdo de
criadores de ovinos White Dorper da Associacdo Paulista de Criadores de
Ovinos (Aspaco) e eram de diferentes regidbes do estado. Inicialmente os
proprietarios ou responsaveis foram contatados e informados dos objetivos do
estudo e aqueles que consentiram a autorizacdo para que amostras do seu
rebanho fossem coletadas foram incluidos no estudo, apds assinaram o Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido.

4.2 Coleta das amostras

Durante as visitas para coleta das amostras, perguntas em relagdo a
dermatosparaxia (conhecimento da enfermidade na espécie ovina, se houve
ocorréncia de casos compativeis com a doenca na propriedade rural e se jatinha
sido observado doenca similar em outra espécie animal) foram realizadas aos
responsaveis.

Foram coletadas amostras sanguineas por punc¢do da veia jugular com
agulha 21G (BD Vacutainer®) em tubos de 5 mL contendo EDTA (BD
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Vacutainer®). As amostras foram imediatamente armazenadas sob refrigeracdo
até o procedimento de extragdo de DNA. Todo o rebanho das propriedades rurais
foi coletado, exceto nas com mais de 50 animais, onde deu-se preferéncia para

0s machos reprodutores e as fémeas utilizadas nos acasalamentos.

4.3 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA genbémico das amostras sanguineas foi realizada com
o GenElute™ Blood Genomic DNA Kit (Sigma-Aldrich®), utilizando-se 200 pL de
sangue total e seguindo os procedimentos do fabricante, exceto o volume da
solucéo de eluicéo, que foi de 80 pL.

Ao final dos procedimentos de extracdo, o DNA purificado foi avaliado
quanto a sua pureza (A260/280) e concentracdo por espectrofotometria no
NanoDrop® 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific™). Para ser utilizada na
pesquisa, a amostra devia apresentar relacdo A260/A280 entre 1,8 e 2,0 e
concentracdo minima de 20 ng/ul. Em seguida, o tubo contendo DNA purificado
foi armazenado em caixas de papeldo identificadas com o nome do projeto e

congelado em freezer a -20°C até os procedimentos de PCR.

4.4 Reacdo em cadeia da polimerase

A PCR foi realizada com primers previamente descritos por Andrade et al.
(2014) (Tabela 7) que amplificavam um fragmento de 231 pb em que estava
contida a regido do SNP ¢.421G>T no gene ADAMTS2. A reacao foi padronizada
com volume final de 40 pL, sendo 20 pL de GoTag® Green Master Mix
(Promega™); 1,6 pL (400 nM) de cada um dos primers (forward e reverse); 12,8
ML de agua livre de nucleases e 4,0 pL da amostra de DNA purificado. As
condi¢cGes de termociclagem (Mastercycler® ep gradient S - Eppendorf®) foram:
desnaturacao inicial a 94°C por 5 minutos; seguida de 40 ciclos a 94°C por 30
segundos, 63°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; e extensao final a 72°C por 7
minutos. Um controle negativo (PCR sem DNA e usando agua como template)
foi realizado para comprovar a auséncia de contaminagéo dos componentes da
PCR em cada série de reagfes. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1,5% corado com SYBR® Safe DNA Gel Stain
(Invitrogen™) e, entdo, o gel foi analisado sob luz ultravioleta e fotografado no

ImageQuant™ (GE Healthcare).
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TABELA 6 - Primers utilizados no estudo.

Primer Sequéncia
JP-ADAMTS2Forward 5-GCCGCCTCTTCTACAATGTTAC-3’
JP-ADAMTS2Reverse 5-ACAAGGCCGTACTCACCA-3

4.5 Purificagao dos produtos de PCR e sequenciamento

Os produtos de PCR com tamanho especifico (231 pb) foram purificados
com o GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich®), seguindo as
recomendacdes do fabricante e submetidos ao sequenciamento direto no 3.500
Genetic Analyzers (Applied Biosystems®) com 5 pL do primer JP-
ADAMTS2Reverse, 10 L do produto de PCR purificado e o BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems®). A etapa final de
sequenciamento foi realizada nas dependéncias do Laboratorio de Diagnostico
Molecular, Instituto de Biociéncias, Unesp, Campus de Botucatu como servigos
de terceiros.

As sequéncias e os eletroferogramas obtidos foram analisados no
programa Sequencher® versdo 5.1 (Gene Codes Corporation) e comparados
com a sequéncia normal do gene ADAMTS2 dos ovinos (GenBank™
JF357978.1) com a ferramenta on line BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificar os animais

carreadores do SNP causador da dermatosparaxia.

4.6 Anélise estatistica

Estatisticas descritivas foram realizadas para os resultados obtidos e as
prevaléncias de animais heterozigotos desse estudo e de outros estudos (ZHOU
et al., 2012; GOUVEIA et al., 2016) foram comparadas pelo teste do qui-
quadrado utilizando o programa GraphPad Prism® versdo 5.01 para Windows

(GraphPad Software). Diferenca estatistica foi considerada para P < 0,05.
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5. Resultados

Apesar de o valor calculado para o tamanho da amostra ter sido de 253
animais, coletou-se sangue de 303 ovinos White Dorper, em que 230 (75,9%)
eram fémeas e 73 (24,1%) eram machos. Das 20 propriedades rurais criadoras
da raca encontradas no estado de Sao Paulo, 12 foram visitadas, ou seja, 60%.
Entretanto, todas as 20 foram contatadas e informadas dos objetivos do estudo.
As 12 cabanhas visitadas pertenciam a seis mesorregiées do estado de Sé&o
Paulo e a mesorregido de Campinas forneceu o0 maior nimero de animais
coletados (Tabela 8). Em média, 25 animais foram amostrados por cabanha e
todos o0s responsaveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido.

TABELA 7 — NUmero de propriedades rurais visitadas e de animais amostrados de acordo
com as mesorregides do estado de Sdo Paulo.

Mesorregido Propriedades visitadas Animais amostrados
Assis 2 58
Bauru 3 52
Campinas 4 108
Macro Metropolitana Paulista 1 44
Ribeirdo Preto 1 14
Sé&o José do Rio Preto 1 27
Total 12 303

Animais com sinais clinicos compativeis com dermatosparaxia ja tinham
sido observados, no passado, em 25% (3/12) das propriedades rurais visitadas,
embora os proprietarios desconhecessem a causa da doencga, suspeitavam de
origem genética. Os responsaveis pelas cabanhas visitadas ndo conheciam a
enfermidade, inclusive em outras espécies animais.

A extracao do DNA gendmico das amostras sanguineas foi realizada dentro
de um periodo maximo de 48 horas ap0s a coleta e todas foram incluidas no
estudo. Ndo houve nenhuma ocorréncia durante os procedimentos da PCR e os
primers utilizados amplificaram um fragmento de 231 pb do gene ADAMTS2, que
apos purificacdo, foi enviado para sequenciamento no Laboratério de

Diagnostico Molecular, Instituto de Biociéncias, Unesp, Campus de Botucatu.
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A andlise do sequenciamento revelou que foi identificado animais
heterozigotos (A/N) em 83% (10/12) das propriedades rurais (Tabela 9),
entretanto durante as visitas técnicas ndo foram identificados animais com a
doenca clinica. Além disso, 256 (84,5%) animais foram classificados como Wild
Type (N/N), ou seja, hao carreavam o alelo contendo o SNP ¢.421G>T no éxon
2 do gene ADAMTS2. Enquanto que 47 (15,5%) animais eram carreadores
desse SNP em apenas um alelo (heterozigotos, A/N) (Figura 4). Portanto, a

frequéncia alélica do SNP na populacéo estudada foi de 7,8%.

TABELA 8 - Perfil das propriedades rurais visitadas quanto a presenca de animais Wild Type,
heterozigotos, afetados no passado e se a etiologia da dermatosparaxia era conhecida.

Wild Type Heterozigotos Num'ero. de Animais Conhecia
(N/N) (AN) animais afetados no a

amostrados passado etiologia
Propriedade A 78,1% 21,9% 32 N&o N&o
Propriedade B 78,6% 21,4% 14 N&o N&o
Propriedade C 81,3% 18,7% 16 Nao Nao
Propriedade D 100,0% 0,0% 23 N&o N&o
Propriedade E 92,6% 7,4% 27 Sim Nao
Propriedade F 81,8% 18,2% 44 Sim Néao
Propriedade G 77,8% 22,2% 27 Nao Nao
Propriedade H 61,5% 38,5% 13 Sim N&o
Propriedade | 73,1% 26,9% 26 Néao Néao
Propriedade J 90,0% 10,0% 40 N&o N&o
Propriedade K 88,9% 11,1% 18 Néao Néao

Propriedade L 100,0% 0,0% 23 Nao Nao
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FIGURA 4 — Eletroferogramas de trés ovinos White Dorper (A: Wild Type; B: heterozigoto; C:

homozigoto recessivo). O animal homozigoto recessivo pertenceu ao estudo de Andrade et al.

(2014).
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6. Discusséo

O namero de animais amostrados foi superior ao tamanho amostral minimo
necessario, para estimar a frequéncia alélica do SNP c¢.421G>T no gene
ADAMTS2 em ovinos White Dorper no estado de Sao Paulo (considerando-se
populacdo de 9.772 animais (ARCO, 2015); prevaléncia de animais
heterozigotos antecipada de 21,5% (ZHOU et al., 2012) e intervalo de confianca
de 95%). Além disso, a quantidade de 303 ovinos seria suficiente para estimar a
frequéncia alélica desse SNP no rebanho nacional de ovinos White Dorper.
Entretanto, uma quantidade mais significativa de amostras provenientes de
animais de outros estados brasileiros contribuiria para diminuir um possivel erro
amostral ou amostra viciada. Porém, levando-se em consideracdo que S&o
Paulo possui 0 maior niumero de ovinos White Dorper registrados comparado
com os outros estados do Brasil (ARCO, 2015), amostras de ovinos White Dorper
provenientes das cabanhas paulistas podem caracterizar genotipicamente o
rebanho nacional melhor que amostras dos outros estados brasileiros,
isoladamente.

Durante as visitas para coleta de material, observou-se que todos
proprietarios, funcionarios e médicos veterinarios desconheciam a
dermatosparaxia, entretanto suspeitavam da possibilidade de existir uma
enfermidade de carater genético cujos sinais clinicos fossem pele fragil e
hiperextensivel, uma vez que em 25% (3/12) das propriedades rurais visitadas,
animais com os sinais clinicos da doenca ja tinham sido observados no passado.
Além disso, atitudes para o controle da enfermidade ndo eram adotadas, ja que
nas mesmas cabanhas (25%, 3/12) o acasalamento que produziu animais
afetados, era por vezes repetido. O desconhecimento da enfermidade e de sua
importancia pode ter sido um fator para a ndo autorizacao de algumas cabanhas
a visita para amostragem, contudo o numero de animais coletados foi adequado.
Além disso, as pessoas envolvidas na criacdo dos ovinos ficaram satisfeitas com
as informacdes recebidas sobre a doenca e colaboraram da melhor forma
possivel durante as coletas.

A prevaléncia de animais heterozigotos deste trabalho (15,5%) néo foi
significativamente diferente da observada em um estudo desenvolvido na Nova
Zelandia (ZHOU et al., 2012), em que foram amostrados 223 ovinos White
Dorper de 10 propriedades rurais (21,5%; 48/223) (P = 0,0765). Gouveia et al.
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(2016) encontraram 10,6% (7/66) de animais heterozigotos em rebanhos da
Bahia e de Sergipe, valor também semelhante estatisticamente (P = 0,3069) com
esta pesquisa. Entretanto, se os resultados do presente estudo fossem somados
aos do estudo de Gouveia et al. (2016), ou seja, 54 animais heterozigotos em
uma populacado amostral de 369 ovinos White Dorper (14,6%; 54/369), e fossem
comparados com o estudo neozelandés (ZHOU et al., 2012) encontrar-se-ia o
valor de P = 0,0315 e, portanto, a prevaléncia de animais heterozigotos para o
SNP ¢.421G>T no gene ADAMTS2 seria estatisticamente mais elevada na Nova
Zelandia que no Brasil (21,5% versus 14,6%).

Ainda, o trabalho de Gouveia et al. (2016) fez uma analise de pedigree de
nove geracdes dos ovinos amostrados e permitiu a identificacdo de dois grupos
distintos de animais responsaveis pela introduc¢do do alelo com a mutacdao no
Brasil. Um grupo proveniente de animais importados da Africa do Sul e outro da
Australia. Além disso, esse estudo foi o pioneiro em combinar biologia molecular
com analise de pedigree para o melhor entendimento da origem de doencas
genéticas em nNosso pais.

Outro estudo avaliou a prevaléncia de animais heterozigotos provenientes
das amostras submetidas ao laboratério de genética do Elizabeth Macarthur
Agricultural Institute (EMAI) na Australia e obteve como resultado 15,3% de
animais heterozigotos entre 2006 e 2012 (KELLY, 2012). As amostras foram
enviadas da Nova Zelandia, Africa do Sul e Austréalia, no entanto a raz&o para o
teste era desconhecida, assim como se havia amostras repetidas. Portanto,
pode ndo representar a prevaléncia de animais com o SNP ¢.421G>T, em
heterozigose, na populacédo White Dorper desses paises (KELLY, 2012).

Um SNP missense foi recentemente identificado no quarto éxon do gene
ADAMTS2. Este SNP, em homozigose, foi a causa da dermatosparaxia em um
cordeiro mestico, também com padrdo de heranca autossémica recessiva
(MONTEAGUDO et al., 2015). No presente estudo, ndo foi realizado teste
genético para SNPs no éxon 4 do gene ADAMTS2, ja que o objetivo do estudo
foi investigar o SNP ¢.421G>T no éxon 2 e que a literatura consultada aborda
este como o principal causador da dermatosparaxia em ovinos da raca White
Dorper.

Semelhante & dermatosparaxia, a maioria das doencas genéticas que

afetam os ovinos € de heranca autossémica recessiva (BASRUR & YADAV,
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1990). Por isso, a adocéo de medidas de controle para identificar os animais
heterozigotos é imprescindivel. Essas medidas podem minimizar significativas
perdas econdémicas referentes aos animais afetados, ja que o cruzamento de
animais heterozigotos, fenotipicamente normais, podem produzir cordeiros
afetados. Doencas genéticas que afetam os ruminantes sdo relativamente
comuns e podem ser economicamente importantes em certas ragas. No entanto,
podem ser controladas de uma maneira eficaz e com baixo custo (JOLLY, 2002).
A implementacdo de programas de controle de doencas genéticas em animais
depende de investimentos em pesquisa, bem como da cooperacdo entre
criadores, pesquisadores e instituicdbes. Esses programas podem produzir um
resultado superior quando as associacdes de criadores das racas estédo
envolvidas devido a gestdo de registros dos animais. Espera-se que com este
estudo um programa de controle para a dermatosparaxia seja desenvolvido no

rebanho nacional de ovinos White Dorper.
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7. Concluséo

Os achados desse estudo permitiram estimar a frequéncia alélica do SNP
€.421G>T no gene ADAMTS2 no rebanho paulista de ovinos White Dorper. O
valor encontrado foi de 7,8%. Nesse sentido, a PCR seguida do sequenciamento
génico se mostraram ferramentas seguras para a determinacéo do genoétipo dos
ovinos amostrados. Além disso, verificou-se que a dermatosparaxia é pouco

conhecida entre os criadores paulistas de ovinos White Dorper.
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Prevalence study of SNP ¢.421G>T in the ADAMTS2 gene responsible for
dermatosparaxis in White Dorper sheep in Brazil
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ABSTRACT.- Andrade D.G.A., Dalanezi F.M., Trecenti A.S., Cunha P.H.]., Borges A.S. & Oliveira- Filho J.P. 2016.
Prevalence study of SNP c.421G>T in the ADAMTS2 gene responsible for dermatosparaxis in White Dorper
sheep in Brazil. Pesquisa Veterindria Brasileira 36(2):73-76. Departamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, Campus de Botucatu,
Distrito de Rubido Junior s/n, Botucatu, SP 18618-970, Brazil. E-mail: zefilho@fmvz.unesp.br

Dermatosparaxis is an autosomal recessive disorder of connective tissue; the disorder is clinically
characterized by skin fragility and hyperextensibility. Dermatosparaxis in White Dorper sheep is caused by a single
nucleotide polymorphism (SNP) (c.421G>T) in the ADAM metalloproteinase with thrombospondin type 1 motif, 2
(ADAMTSZ) gene. The aim of this study was to investigate the prevalence of this SNP in a White Dorper herd in Sao
Paulo state, Brazil. In this study, we collected blood DNA samples from 303 White Dorper sheep and performed
polymerase chain reaction to amplify the SNP region. The samples were sequenced to determine the presence of
the SNP in the ADAMTS2 gene. The SNP prevalence in the studied population was 15.5%; this finding indicates
that more effective control measures should be used to prevent the inheritance of SNP c.421G>T in the ADAMTS2
gene in Brazilian White Dorper herds.

INDEX TERMS: Cutaneous asthenia, autosomal recessive, PCR, White Dorper, sheep.
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RESUMO.- [Prevaléncia do SNP ¢.421G>T no gene ADAMTS2 responsavel pela dermatosparaxia em ovinos
White Dorper no Brasil.] A dermatosparaxia é uma doenga autossdmica recessiva do tecido conjuntivo,
clinicamente caracaterizada pela fragilidade e hiperextensibilidade da pele. A dermatosparaxia em ovinos White
Dorper é causada pelo polimorfismo de base tinica (SNP) c.421G>T no gene ADAM metalopeptidase com
trombospondina tipo 1 motif, 2 (ADAMTSZ). O objetivo deste estudo foi investigar a prevaléncia deste SNP em
ovinos White Dorper no estado de Sdo Paulo, Brasil. Foram coletadas amostras de sangue de 303 ovinos White
Dorper. O DNA foi purificado destas amostras sanguineas e utilizado em uma rea¢do em cadeia da polimerase
(PCR) para amplificacdo da regido do gene contendo SNP ¢.421G>T. Os produtos das PCR foram sequenciados para
determinar o gendtipo dos animais. A prevaléncia do SNP na populagdo estudada foi de 15,5%, estes achados
indicam que medidas de controle efetivas devem ser utilizadas para prevenir a disseminagao deste SNP no rebanho
brasileiro de White Dorper.

TERMOS DE INDEXACAO: Astenia cutanea, autossdmica recessiva, PCR, White Dorper, ovinos.

INTRODUCTION

Dermatosparaxis, also known as cutaneous asthenia or cutis hyperelastica, is a heritable autosomal
recessive collagen dysplasia (Scott 2007). Its clinical signs include loose, hyperextensible, and fragile skin that is
easily torn by minor trauma (Fig.1) (Andrade et al. 2014). These skin defects prevent affected animals from
entering the breeding system because they are either discarded or removed from their usual activities due to
wound infections and septicemia (Fjglstad & Helle 1974). In humans, dermatosparaxis is part of a large spectrum
of connective tissue disorders known as Ehlers-Danlos syndrome (EDS) and is classified as EDS type VIIC (Colige
et al. 1999). Dermatosparaxis has previously been described in many species, including cattle (Kawaguchi et al.
1988), horses (White et al. 2004), dogs (Paciello et al. 2003), cats (Sequeira et al. 1999), and rabbits (Sinke et al.
1997). The disorder occurs predominately in White Dorper sheep and has been reported in South Africa (van
Halderen & Green 1988), Australia (Aggs 2007), Spain (Sucupira et al. 2009), New Zealand (Vaatstra et al. 2011),
the United States (Grant and Patton 2012) and Brazil (Andrade et al. 2014, Silva etal. 2015). However, other breeds
may also be affected (Fjglstad & Helle 1974, Ramshaw et al. 1983, van Weeren-Keverling & Koeman 1986,
Monteagudo et al. 2015).
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Dermatosparaxis in White Dorper sheep is caused by a single nucleotide polymorphism (SNP) in the
ADAMTS2 gene (Zhou et al. 2012), which is similar to the gene found in both humans and cattle (Colige et al. 1999).
This SNP results in deficient type I procollagen due to a defect in the N-terminal portion of the protein (Lapiére et
al. 1971). The mutant protein assembles into abnormal collagen fibrils that do not facilitate the development of
normal skin (Zhou et al. 2012). There is currently no treatment for this disease. Thus, the identification of SNP
c.421G>T in exon 2 of the ADAMTS2 gene prior to breeding could help control dermatosparaxis in White Dorper
sheep. Heterozygous animals are phenotypically normal. Therefore, it is important to minimize the number of
affected animals, thereby reducing economic losses. The aim of this study was to investigate the prevalence of the
above-mentioned SNP in a White Dorper herd located in Sao Paulo state, Brazil.

MATERIALS AND METHODS

The sample size was calculated using OpenEpi software (online version 3.0.1.) by applying a 5% error
margin and using a population of 9,772 registered White Dorper sheep (Brazilian Association of Sheep Breeders -
ARCO - Associagdo Brasileira de Criadores de Ovinos) with a confidence interval of 95%. The result was a sample
size of 253 animals. There have been no previous studies examining the SNP prevalence in Brazil. Therefore, the
prevalence of heterozygous animals in the unaffected sheep population was estimated to be 21.5% based on a
previous study from New Zealand (Zhou et al. 2012). The prevalences of heterozygous animals in our study and
the study by Zhou et al. (2012) were compared using a chi-square test. All statistical tests were performed using
GraphPad Prism® version 5.01 for Windows (GraphPad Software).

Genomic DNA was extracted from blood samples with the GenElute™ Genomic Blood DNA Kit (Sigma-
Aldrich®) according to the manufacturer’s instructions. PCR was performed using specific primers that amplify a
231-bp fragment containing the c.421G>T mutation in the ADAMTS2 gene based on a previously described method
(Andrade et al. 2014). The PCR products were analyzed by 1.5% agarose gel electrophoresis. The products with
the correct size were purified using the GenElute™ PCR Clean-Up Kit (Sigma-Aldrich®). To sequence the DNA, we
used 10 pL of each PCR product, 5 pL of the purified reverse primer and the BigDye® Terminator Cycle Sequencing
Kit (Life Technologies™, CA, USA). The sequences were determined using the ABI 3500 Genetic Analyzer (Life
Technologies™ CA, USA). The obtained sequences and the electropherograms were analyzed using Sequencher™
5.1 (Gene Codes, MI, USA). The sequences were compared with the normal sheep ADAMTS2 gene sequence
(GenBank™  JF357978.1) using BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.
ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

RESULTS AND DISCUSSION

DNA from blood samples was obtained from 303 White Dorper sheep. There were 230 (75.9%) females and
73 (24.1%) males in the population, which was registered at the Brazilian Association of Sheep Breeders (ARCO).
The samples were obtained from 12 farms in different regions of Sao Paulo state (Fig.2). This state was chosen
because it belongs to the Brazilian zone that had the greatest increase (86.1%) in the sheep population between
2,000 and 2,012 (Raineri et al. 2014). Additionally, Sao Paulo has the largest White Dorper sheep population in the
Brazilian states (ARCO) and has farms that sell their animals throughout the country.

Heterozygous animals were identified in 83% (10/12) of the sampled farms (Table 1). However, no animals
with clinical signs of dermatosparaxis were identified during the technical visits. However, the owners indicated
that there were clinical examples in 25% (3/12) of the sampled farms. The breeders had no knowledge regarding
the cause of the animals’ disease.

A total of 256 (84.5%) animals had no alleles containing the SNP c¢.421G>T in exon 2 of the ADAMTS2 gene
(Wild Type, N/N). Forty-seven (15.5%) animals had only one affected allele (heterozygotes, A/N). The frequency
of A/N animals (15.5%) was not significantly different than the frequency observed in a New Zealand study with
White Dorper sheep from 10 farms (21.5%; 48/223) (P=0.0765) (Zhou et al. 2012).

According to the study by Kelly (2012), approximately 15.3% of the samples submitted to the genetics
laboratory at Elizabeth MacArthur Agricultural Institute (EMAI) in Australia had the SNP. The samples were from
New Zealand, South Africa, and Australia. However, the reason for testing is unknown; therefore, this frequency
may not represent the allele frequency in the White Dorper population.

A missense SNP was recently identified in homozygosis (recessive autosomal inheritance) in the fourth exon
of the ADAMTS2 gene. This SNP was the cause of dermatosparaxis in an affected lamb of a crossbreed ovine flock
(Monteagudo et al. 2015). We did not test any SNPs in exon 4 of the ADAMTS2 gene because the aim of our study
was to investigate the SNP c.421G>T in exon 2.

Similar to dermatosparaxis, most of the genetic diseases that affect sheep are also autosomal recessive
(Basrur & Yadav 1990). Therefore, adopting control measures to identify heterozygous animals is important
because these measures will minimize significant economic losses and casualties of affected animals resulting from
breeding phenotypically normal heterozygous animals that can produce affected lambs.

Genetic diseases affecting ruminants are relatively common and can be economically important in certain
breeds. However, these genetic diseases can be controlled in a cost effective manner (Jolly 2002). The
implementation of control programs for genetic diseases in animals is complex because the programs depend on
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investments in research as well as the cooperation between breeders, researchers, and institutions. These
programs produce a superior response when breeding associations are involved due to their management of
animal records. We hope that with this study will lead to the development of a control program for
dermatosparaxis in Brazilian White Dorper herds.

CONCLUSION
These findings led us to conclude that dermatosparaxis is highly prevalent in White Dorper sheep herds in
Sao Paulo state, Brazil.
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LEGENDS OF FIGURES
Fig.1. Two White Dorper lamb with dermatosparaxis, showing (A) skin hyperextensibility in the chest area and
(B) skin wound. (C,D) Skin wound and flap in affected lambs.

Fig.2. Number of sampled animals by region of Sao Paulo state, Brazil Adapted from
<http://www.mapasparacolorir.com.br/>
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Fig. 2.
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Table 1. Percentage of animal genotypes by farm.

Wild Types (N/N) Heterozygotes (A/N) Sampling
Farm A 78.1% 21.9% 32
Farm B 78.6% 21.4% 14
Farm C 81.3% 18.7% 16
Farm D 100.0% 0.0% 23
Farm E 92.6% 7.4% 27
Farm F 81.8% 18.2% 44
Farm G 77.8% 22.2% 27
Farm H 61.5% 38.5% 13
Farm [ 73.1% 26.9% 26
Farm ] 90.0% 10.0% 40
Farm K 88.9% 11.1% 18
Farm L 100.0% 0.0% 23
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Trabalho a ser enviado para a revista “Veterinaria e Zootecnia”, cujas

normas se encontram a seguir:
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e Artigos Cientificos
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literatura pertinente, bem como aos objetivos da pesquisa. A introducao
estabelece os objetivos do trabalho.

Material e Meétodos: Deve oferecer informacfes de reprodutibilidade da

pesquisa, de forma clara e concisa, como varidveis, populacdo, amostra,

eguipamentos e métodos utilizados, inclusive os estatisticos.
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Resultados: Apresentacao dos resultados obtidos, que devem ser descritos sem
interpretagfes e comparacgdes. Podera ser sob a forma de tabelas, no maximo
de cinco, ordenadas em algarismos arabicos e encabecadas pelo titulo, de
acordo com as normas de apresentacao tabular da ABNT/WBR 6023/2000 da
Associagao Brasileira de Normas Técnicas, identificadas no texto como Tabela;
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Discussdo: Deve ser entendida como a interpretagdo dos resultados,
confrontando com a literatura pertinente, apresentada na introdugéo. Se julgar
conveniente, os resultados e a discussdo poderdo ser apresentados
conjuntamente.
Conclusdes: E a sintese final, fundamentada nos resultados e na discussao.
Referéncias: Devem ser apresentadas de acordo com as normas Vancouver
(http://www.icmje.org/).
Deverdo ser editorados em Microsoft Word for Windows, para edicédo de textos,
Excel (qualquer versao) para graficos, formato JPEG ou GIF (imagem) para
fotografias, desenhos e mapas, formato A4 (21,0 x 29,7 cm), em espaco simples,
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Times New Roman, tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas em
algarismos ardbicos, a partir da folha de identificacdo. Deverdo também
apresentar numeracgao nas linhas, reiniciando a contagem a cada nova pagina.
llustracdes e legendas devem ser apresentadas no decorrer do texto. Nao serao
fornecidas separatas. Os artigos estardo disponiveis no formato PDF no
endereco eletrénico da revista. Para as demais se¢des da revista sdo validas as
normas anteriores. Nao devem exceder a 15 paginas. Abreviaturas nao usuais
devem ser empregadas ap0s escritas por extenso na primeira utilizacao.

e Artigos de Reviséo Bibliografica
Os artigos de revisédo bibliografica serdo publicados nas linguas portuguesa,
inglesa e espanhola, quando o autor apresentar contribui¢o cientifica, relevante
na area especifica do assunto abordado, a convite dos editores.
Deverao conter: Titulo (portugués, inglés e espanhol), resumo com palavras-

chave, abstract com keywords e resumen com palabras claves, introducéo,
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desenvolvimento do assunto, conclusdo e referéncias. Deverdo conter no
maximo 20 péaginas e 60 referéncias.
e Relato de Caso
Nao devem ser estruturados, como os artigos. Devem apresentar o titulo em
portugués, em inglés e espanhol, resumo com palavras-chave, abstract com
keywords, resumen com palabras claves e referéncias. Devem conter no maximo
cinco paginas, trés tabelas ou figuras e 15 referéncias.
e Comunicacdes Curtas
Séo relatos contendo dados inéditos e relevantes de estudos originais, como,
por exemplo, resultados preliminares de uma pesquisa. Devem ser apresentadas
com, no maximo, cinco paginas, uma tabela e 10 referéncias. A estrutura deve
respeitar as normas para relatos de caso.
e Referéncias e Citacdes
As referéncias devem ser numeradas consecutivamente e listadas na
ordem em gue sdo mencionadas no texto. As referéncias devem ser
identificadas no texto, nas tabelas e legendas com numeros arabicos,
entre parénteses, seguindo a mesma sequencia. Os titulos das revistas
devem ser abreviados de acordo com List of Journals Indexed in Index
Medicus disponivel em: http://www.nIm.nih.gov.
Exemplos
Citacdes
O material deve ser mantido em compressas embebidas em solucao
fisiol6gica para evitar o ressecamento (5).
Aulisa(1) administrou heparina, por via intramuscular, em cobaias.
Udupa & Prasad (9) utilizaram osteoclasia manual do Uumero sem
imobilizacao.
Herbsman et al. (7) realizaram osteoclasia manual no fémur e nao
imobilizaram.
O rato apresenta niveis mais elevados de heparina que o homem
(35,42,51).
O mesmo autor obteve resultados semelhantes, mesmo com
metodologias diferentes (22-26).
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PRINCIPAIS DOENCAS GENETICAS DE RUMINANTES ENCONTRADAS NO
BRASIL

RESUMO

Enfermidades de origem genética sdo observadas em diferentes espécies de ruminantes
domeésticos, entretanto o diagndstico etioldgico deste tipo de doenga em muitas situacdes nao é
realizado por negligencia ou completo desconhecimento da enfermidade pelo clinico ou pela
falta de metodologia diagnéstica. O reconhecimento clinico, bem como, o diagnostico
etioldégico da mutacdo responsdvel pela enfermidade, realizado sobretudo por testes
moleculares, tém grande importancia uma vez que medidas preventivas poderdo ser adotadas
visando a reducdo da ocorréncia de novos casos e consequentemente a reducdo dos prejuizos
financeiros. Dentre as enfermidades genéticas que acometem ruminantes destacam-se o
albinismo oculocutaneo, a dermatosparaxia, a glicogenose generalizada, a microftalmia, a
miotonia hereditaria, 0 nanismo e a sindrome miasténica congénita. Com excec¢do da sindrome
miasténica congénita, as demais enfermidades j& foram descritas no Brasil, contudo poucos
estudos de prevaléncia das mutagdes responsaveis por estas doencas foram realizados no pais.
Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi revisar as principais doencas genéticas diagnosticadas
em ruminantes no Brasil para difundir o conhecimento dessas enfermidades e suas respectivas
etiologias com o intuito de alertar sobre a possibilidade da disseminagdo dos genes indesejaveis
nas populaces brasileiras de bovinos, bubalinos e ovinos.

Palavras chave: anormalidades congénitas; bovinos; bufalos; doencas hereditarias; ovinos.

MAIN GENETIC DISEASES OF RUMINANTS IN BRAZIL
ABSTRACT

Genetic diseases are observed in different species of domestic ruminants, however the
etiological diagnosis of this type of disorder is not carried out due to negligence or complete
ignorance of the disease by the clinician or lack of diagnostic methodology. The clinical
recognition and the etiological diagnosis of the mutation, carried out mainly by molecular tests,
are important because preventive measures can be adopted to minimize significant economic
losses and casualties of affected animals. Among the genetic diseases that affect ruminants, we
cite oculocutaneous albinism, dermatosparaxis, generalised glycogenosis, microphthalmia,
hereditary myotonia, dwarfism and congenital myasthenic syndrome. Except of congenital
myasthenic syndrome, the other diseases have already been described in Brazil. However, few
prevalence studies of mutations responsible for these diseases have been conducted in the
country. Therefore, the objective of this study was review the main genetic diseases diagnosed
in ruminants in Brazil to diffuse the knowledge of these diseases and their respective etiologies
in order to alert the possibility of dissemination of undesirable genes in the Brazilian
populations of cattle, buffaloes and sheep.

Keywords: buffaloes; cattle; congenital abnormalities; genetic diseases, inborn; sheep.

PRINCIPALES ENFERMEDADES GENETICAS DE LOS RUMIANTES EN BRASIL

RESUMEN
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Las enfermedades genéticas se observan en diferentes especies de rumiantes domesticos, no
obstante el diagnostico etiologico de este tipo de trastorno no se lleva a cabo por negligencia o
ignorancia completa de la enfermedad por el clinico o falta de metodologia diagnostica. El
reconocimiento clinico y el diagnostico etioldgico de la mutacion, principalmente por medio de
pruebas moleculares, son importantes porque pueden adoptarse medidas preventivas para
minimizar las pérdidas economicas significativas y las bajas de animales afectados. Entre las
enfermedades genéticas que afectan a los rumiantes, citamos albinismo oculocutaneo,
dermatosparaxis, glucogenosis generalizada, microftalmia, miotonia hereditaria, enanismo y
sindrome miasténico congénito. Excepto el sindrome miasténico congénito, las otras
enfermedades ya han sido descritas en Brasil. Sin embargo, pocos estudios de prevalencia de
las mutaciones responsables de estas enfermedades se han realizado en el pais. Por lo tanto, el
objetivo de este estudio fue revisar las principales enfermedades genéticas diagnosticadas en
rumiantes en Brasil para difundir el conocimiento de estas enfermedades y sus respectivas
etiologias con el fin de alertar la posibilidad de diseminacién de genes indeseables en las
poblaciones brasilefias de bovinos, bafalos y ovinos.

Palabras clave: anomalias congénitas; bovinos; bufalos; enfermedades genéticas congénitas;
ovinos.

INTRODUCAO

Na medicina veterinaria, uma Unica mutacdo € esperada para a maioria das doencas
genéticas. No entanto, em humanos, essas doencas sdo comumente causadas por mutacdes
multiplas, que ocasionam varia¢des tanto na idade de apresentacdo quanto na evolucao clinica
da enfermidade. Além disso, também podem interferir no diagnéstico com base em ensaios
enzimaticos. Esta heterogeneidade ndo € amplamente relatada nos animais, porque, em geral,
as racas se desenvolveram em areas geogréaficas localizadas, a partir de um nimero pequeno de
animais fundadores e foram desenvolvidas por meio de programas de melhoramento
controlados e baseados no pedigree. Devido a esses fatos, ha uma menor diversidade genética
nas racas animais (1), porém a incidéncia de uma determinada doenga hereditaria pode ser
maior do que na maioria das popula¢fes humanas, ja que ha um maior grau de parentesco entre
animais da mesma raca (2). Portanto, altos niveis de inbreeding estéo associados a diminuicéo
da variabilidade genética na populacdo e ao aumento do aparecimento de enfermidades
genéticas (3).

As variacdes genéticas, por meio de seus efeitos sobre a expressao do gene e funcéo da
proteina traduzida, constituem as bases das doencas genéticas em ruminantes. Essas varia¢es
estdo na forma de polimorfismos de nucleotideos unicos (SNPs); delecdes ou insercdes de
nucleotideos ou genes inteiros; ou rearranjos do cromossomo. Elas exercem diferentes graus de
efeito sobre a acdo do gene, tais como: substituicdo de um aminoacido por outro; interrupgéo
prematura da tradugdo pela formacao de um codon finalizador prematuro e eliminacao de todo
0 éxon ou gene. Esses fatores influenciam a fungé@o do gene alterando/eliminando a funcéo da
proteina ou afetando o padrao de splicing do RNA mensageiro (4,5).

Algumas condi¢fes alertam para a possibilidade de uma doenca apresentar carater
genético e hereditario: prevaléncia maior em um grupo de animais com elevado parentesco;
aumento gradual no nimero de casos em um periodo de tempo ou aparecimento subito da
doenca apds introducdo de um novo reprodutor; distribui¢cdo uniforme ao longo do ano e em
diferentes localizacGes geograficas e a repeticdo de acasalamentos de um grupo produzir 0s
mesmos resultados em uma mesma proporg¢ao numeérica (6,7).



O 0O NOOULL D WN B

U b B PP, DEDDEPEPEPEPWWWWWWWWWWNNNDNDNDNNNNNRRRPERPRREPRRRRPR
O uwVwooONOTULPWNREPRPROOONOOCTUUDDWNREROOONOUDDWNEROOONOOUEPE WNEREDO

57

Apesar de os criadores se esforcarem para perpetuar somente as caracteristicas
desejaveis dos animais de seus rebanhos, a pratica de selecdo involuntariamente pode levar a
ocorréncia de caracteristicas indesejaveis, como as enfermidades de origem genética (8).
Animais de raca pura sdo mais comumente acometidos pelas doencas hereditérias, ja que
possuem uma base genética mais padronizada que animais mesticos, porém nestes, as
enfermidades também podem ocorrer, entretanto com menor frequéncia (6).

Embora distarbios semelhantes possam ser observados em diferentes racas de animais
da mesma espécie, 0 seu modo de transmissdo pode ndo ser 0 mesmo nessas ragas. 1sso acontece
porque a capacidade de um gene mutante criar uma doenca em um individuo depende do meio
genético fornecido pelos outros genes expressados pelo animal. Esse fato explica também o
porqué de algumas doencas genéticas apresentarem diferentes graus de gravidade nas diferentes
ragas. Outro fator que leva a variagdo na gravidade de uma doenga genética em diferentes racas
é que uma doenca clinicamente semelhante pode ser ativada por genes mutantes diferentes (8).

Além do mais, a maioria das enfermidades genéticas nos animais domeésticos e,
sobretudo nos ruminantes, tende a apresentar heranca autossémica recessiva, pois 0S genes
mutantes dominantes em homozigose possuem propensdo a letalidade, ou podem ser
debilitantes, quando em individuos heterozigotos (8). Uma caracteristica importante que
dificulta o controle de doencas de carater autossdbmico recessivo é o fato de que quando a
mutacdo é finalmente caracterizada, o numero de alelos recessivos distribuidos na populacéo ja
deve ter atingido proporcdes elevadas. Comumente, muitos anos se passam entre a ocorréncia
de uma mutacdo e o aparecimento da doenca (7). Portanto, a deteccao dos animais heterozigotos
(carreadores da mutacdo e clinicamente normais), que pode ser feito por analise da progénie,
ensaios enzimaticos ou por técnicas moleculares, € de fundamental importancia para o controle
dessas enfermidades (6).

A implementacdo de programas de controle de doencas genéticas em animais,
teoricamente, é simples, mas de pratica complexa. Depende de investimentos em pesquisa e de
elevados graus de confianca e cooperacdo entre criadores, pesquisadores, instituicGes e
associacOes das racgas envolvidas. Esses Ultimos 6rgaos tém papel fundamental, j& que possuem
capacidade para controlar registros de pedigree e, portanto, propiciam a realizacdo de um
melhor controle nos acasalamentos (1). Por fim, o controle genético das doencas dos animais
pode reduzir os custos associados com doencas, melhorar o bem-estar animal e fornecer
produtos animais saudaveis para os consumidores (4).

O objetivo deste estudo foi revisar as principais doencas genéticas diagnosticadas em
ruminantes no Brasil, com foco nas suas etiologias, para alertar sobre a possibilidade da
disseminacéo dos genes indesejaveis nas populacées brasileiras de bovinos, bubalinos e ovinos.

REVISAO BIBLIOGRAFICA

ALBINISMO OCULOCUTANEO

O albinismo oculocutaneo (OCA) € uma doenca de carater autossdOmico recessivo
caracterizada por uma auséncia parcial ou total de melanina nos cabelos, pele e olhos em
humanos e animais (9). Em bubalinos, esta enfermidade é causada por uma substitui¢do de uma
unica base (G—A) no nucleotideo 1.431 do gene da tirosinase (TYR), 0 que leva a formacéo de
um codon finalizador prematuro, resultando em uma proteina (tirosinase) inativa (9).

A tirosinase catalisa as duas primeiras etapas da biossintese da melanina, isto é, a
hidroxilacdo da tirosina em 3,4-di-hidroxifenilalanina (DOPA) e a oxidacdo da DOPA em
dopaquinona (10, 11). Portanto, animais com esse SNP, em homozigose, tem um bloqueio na
via metabolica que transforma a tirosina em melanina e, assim, apresentam as caracteristicas
clinicas do OCA: presenca de pelos, extrato corneo dos chifres e cascos brancos; a pele e as
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mucosas rosadas e manifestam sinais de fotofobia mantendo os olhos semifechados,
principalmente, quando expostos a luz solar (9). A doenca esta associada, principalmente, aos
bufalos da raca Murrah, em especial nos que tem origem bulgara, além de outras ragas e
mesticos (12). No Brasil ha relatos nos estados do Para e no Rio Grande do Sul (12).

Esta enfermidade provoca dificuldade no manejo e prejuizos econdmicos provenientes
dos tratamentos das possiveis lesdes cutaneas e pela queda da producdo de animais criados
extensivamente, os quais diminuem a ingestdo de alimentos por ficarem parte do tempo se
protegendo da incidéncia do sol, particularmente em regides tropicais como boa parte do Brasil.
Embora o fenétipo de animal com OCA seja facilmente percebido, um animal heterozigoto para
mutacdo, que é clinicamente normal, ndo serd distinguido dos demais a ndo ser que testes
moleculares sejam realizados. O conhecimento do genoétipo destes animais € importante no
momento dos acasalamentos para que a ocorréncia de novos casos de OCA seja evitada.

DERMATOSPARAXIA

A dermatosparaxia apresenta heranca autossémica recessiva e também é chamada de
astenia cutanea ou cutis hiperelastica. Afeta o tecido conjuntivo e é caracterizada clinicamente
pela extrema fragilidade e hiperextensibilidade da pele desde o nascimento (13). Denominada
em humanos como sindrome de Ehlers-Danlos tipo VIIC (14), a dermatosparaxia ja foi descrita
em gatos (15), coelhos (16), cdes (17), cavalos (18), bovinos (19), bafalos (20) e ovinos (21).

Especialmente na espécie ovina, a raga White Dorper possui 0 maior nimero de relatos
da doenca e em diversos paises, como Africa do Sul (22), Austrélia (23), Nova Zelandia (24,
25), Estados Unidos (26) e Brasil (27, 28). Em nosso pais, animais clinicamente afetados ja
foram encontrados nos estados de Sdo Paulo e de Minas Gerais (27, 28). Descobriu-se, também,
que algumas linhagens de ovinos White Dorper importados da Africa do Sul e da Australia
introduziram o alelo com o SNP causador da doenca no Brasil (29) e que sua frequéncia alélica
é de 7,8% na populacéo brasileira de ovinos White Dorper (30).

Assim como ocorre em humanos e em bovinos (14, 31) a dermatosparaxia, em ovinos
White Dorper, é ocasionada por alteracbes no gene ADAMTS2 (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin type | motif, 2). A substituicdo de uma guanina por
uma timina no nucleotideo 421 da sequéncia codificante (c.421G>T) do gene ADAMTS2 (éxon
2) leva a doenca nos ovinos (25). Este SNP, quando em homozigose, é responsavel pela
formacdo de um cddon finalizador prematuro, o qual leva a producdo da enzima ADAMTS-2,
confeccionada pelo gene ADAMTS2, truncada. Esse fato acarreta no processamento inadequado
do pro-colageno em colageno (25) e, consequentemente, 0s animais manifestam os sinais
clinicos da dermatosparaxia.

Recentemente, um SNP missense, ou seja, alteracdo de uma base que resulta na troca de
um aminodcido por outro, foi identificado em homozigose no éxon 4 do gene ADAMTS2. Este
SNP (9.1862883G>A) foi considerado causador da dermatosparaxia, também com heranca
autossomica recessiva, em um cordeiro de um rebanho de animais mesticos (32).
Diferentemente do SNP descrito anteriormente (25), que produz um codon finalizador
prematuro (nonsense), esse SNP foi capaz de substituir uma molécula de valina por uma de
metionina, o que afetou o dominio catalitico da enzima ADAMTS-2 levando a alterag&o de sua
estrutura e ao seu mal funcionamento (32).

Devido as feridas constantes e extensas, ocasionadas pela fragilidade cutanea, que
podem levar a infecgdes, sepse e morte dos cordeiros (21), os animais clinicamente afetados
sdo impedidos de se manter no sistema de criagdo comercial e, portanto, sdo descartados ou
retirados de suas atividades habituais.

GLICOGENOSE GENERALIZADA
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A glicogenose generalizada tipo Il conhecida também como doenca de Pompe é uma
enfermidade de carater autossdmico recessivo causada por duas mutacBes principais: E7 =
delecao de uma timina ¢ uma adenina no éxon 7 (¢c.1057ATA) e E13 = substituicdo de uma
citosina por uma timina no éxon 13 (¢.1783C>T) do gene que codifica a enzima a-glicosidase
acida (AAG). Essas duas mutacOes, de forma independente, acarretam na formacao de codons
finalizadores prematuros, que prejudicam a sintese normal dessa enzima e implicam na perda
completa de sua fungédo. Dessa forma, ocasionam o acumulo lisossomal de glicogénio, pois este
ndo é transformado em glicose e, consequentemente, ocorre seu acimulo em todas as células
do organismo, mas os efeitos sdo mais evidenciados nos musculos (33).

Existem descri¢des da enfermidade em humanos e em outras espécies animais, mas nos
bovinos da raca Brahman, a doenca apresenta carater letal, pois os animais sdo descartados ou
morrem antes do primeiro ano de vida (33). Os primeiros sinais clinicos sdo observados entre
2 e 3 meses de idade e sdo caracterizados inicialmente por retardo no crescimento, fraqueza
muscular e hiperestesia. Com o tempo, evidenciam-se hipometria, tremores musculares, quedas
constantes, dificuldade de se levantar e acompanhar a mae (34; 33).

Embora a enfermidade ja tenha sido diagnosticada no Brasil, em uma propriedade no
Rio Grande do Sul (35), dados epidemioldgicos sobre a incidéncia dos alelos mutados ainda
séo escassos no rebanho brasileiro de bovinos Brahman. Entretanto, sabe-se que a prevaléncia
de animais heterozigotos para a mutacdo E7 é algo proximo a 6,3% em nosso pais (36). Em
paises como a Austrélia estima-se que 0s prejuizos anuais com perdas de animais acometidos
pela doenca aproximem-se a AUD$ 1.284.000,00 (33). Em razdo disso, a Australian Brahman
Breeders’ Association Limited exige que bovinos Brahman importados para reproducdo ou
sémen sejam negativos para as mutagdes responsaveis pela glicogenose generalizada.

MICROFTALMIA

Microftalmia é uma enfermidade congénita e hereditaria de carater autossémico
recessivo caracterizada clinicamente por olhos pequenos e cegueira total em neonatos,
decorrente de anormalidades oculares no desenvolvimento do cristalino ainda durante a fase
fetal (37, 38). Pode afetar varias espécies de mamiferos, inclusive 0os humanos. Na espécie
ovina, acomete predominantemente a raca Texel (38, 39). Outras ragas de ovelhas podem
apresentar a doenca, no entanto, ndo na forma hereditaria (40). Nos ovinos Texel, a enfermidade
¢ causada por uma substituigdo (G—C) no nucleotideo 338 da sequéncia codificante
(c.338G>C) do gene Paired-Like Homeodomain 3 (PITX3), quando em homozigose (39).

A ocorréncia de microftalmia e seu grau de disseminagdo ndo sd@o conhecidos na
populacdo de ovinos Texel no Brasil, no entanto a doenca foi encontrada em um rebanho no
estado do Rio Grande do Sul, provavelmente relacionada a introducdo de alguns ovinos
heterozigotos (dados n&o publicados).

MIOTONIA HEREDITARIA

Essa enfermidade é caracterizada pelo atraso do relaxamento muscular ap6s o fim da
atividade motora voluntaria ou apds o fim de um estimulo elétrico ou mecanico. Os animais
afetados apresentam rigidez muscular, movem-se lentamente e podem sofrer quedas, ficando,
inclusive, em decubito lateral (12). A doenca, no Brasil, acomete principalmente os bubalinos
da raca Murrah, em que apresenta carater autossémico recessivo (41).

Esta forma de miotonia é causada por um processo defeituoso de splicing associado com
a presenca de um SNP sindnimo (c.396C>T) no gene chloride voltage-gated channel 1
(CLCN1). O resultado deste splicing aberrante é a delecdo dos ultimos 43 nucleotideos do exon
3 do gene CLCNL1, alteracdo na sua estrutura de leitura e também faz com que ocorra a
terminacdo prematura da traducdo pela formacéo de um cddon finalizador prematuro. O gene
CLCNL1 codifica o principal canal de cloreto presente nos muasculos esqueléticos (CLC1) e suas



O 0O NOOULL D WN B

U b B PP, DEAPEADEPEPEPEPLHEWWWWWWWWWWNNNDNNDNDNNNNNRRRERPRRERRRERRRRPRE
CuwooONOCULPWNRPROOUOKNOOCTUUDDWNREROOONOUDDWNREROOONOOUPE WNEO

60

mutagdes diminuem a atividade do canal alterando a repolarizagdo do sarcolema, o que gera a
miotonia (41).

Primeiramente a enfermidade foi caracterizada como hiperplasia muscular similar a
apresentada pelos bovinos com musculatura dupla (42), pois ocorre variagdo fenotipica nos
bufalos. Alguns apresentam rigidez muscular, mas raramente caem ao solo, ja outros caem apos
estimulo e apresentam-se rigidos (42, 12). Nos caprinos, os sinais clinicos sdo semelhantes,
entretanto a miotomia hereditaria que ocorre nesta espécie é determinada por um gene
dominante (6).

NANISMO

O nanismo, que consiste no desenvolvimento anormal de um individuo, é determinado
por genes que além de contribuirem para uma pequena estatura, podem interferir negativamente
em outros pontos importantes, como: saude e reproducéo (43). Ha duas categorias morfologicas
nesta enfermidade: nanismo proporcional e nanismo desproporcional. Dentro de cada uma
destas, existem numerosos fendtipos que tém sido descritos em seres humanos e nos animais
domésticos, como: cdes, equinos, bovinos, ratos, galinhas e outras espécies (44). Causas dessa
enfermidade podem envolver genes responsaveis pela producdo, reconhecimento e
metabolismo hormonal; por alteracdes na hipdfise e/ou na tireoide e pelo desenvolvimento
anormal das cartilagens e/ou da placa de crescimento 6sseo (44).

Em bovinos, o nanismo desproporcional classifica-se com base em suas caracteristicas
morfologicas e possui apresentacbes fenotipicas variadas. Entretanto, todas possuem
anormalidades na ossificacdo endocondral dos o0ssos longos, caracterizando-se como
condrodisplasias. Existem os tipos bulldog (Dexter), telemark, snorter (braquicefalico) e cabeca
alongada (dolicocefélico) (46). No Brasil, ha relatos de animais apresentando os tipos bulldog,
no gado Jersey (46) e telemark, nas racas Jersey, Shorthorn e bovino miniatura (46, 47).

O nanismo do tipo bulldog estad associado com uma insercdo de 4 pb na regido
codificante do gene do agrecano (ACAN). O agrecano é um grande proteoglicano de agregacéo
da cartilagem e essencial para esta estrutura (44), portanto mutagdes neste proteoglicano séo
responsaveis por anormalidades no desenvolvimento 6sseo. Esta doenca possui dominancia
incompleta na raca Dexter, o que leva a formacdo de fen6tipos intermediarios em individuos
heterozigotos, enquanto animais homozigotos recessivos exibem um nanismo desproporcional
extremo e geralmente morrem durante a gestacdo (48, 49). Possivelmente esse tipo de
condrodisplasia possui heranca autossémica recessiva na raga Jersey (46) e clinicamente é
caracterizada por cabeca grande e focinho curto; fenda palatina; protrusdo da lingua;
encurtamento da coluna vertebral; herniacdo das visceras abdominais e micromelia (46).

Ja a condrodisplasia do tipo telemark possui heranca autossémica recessiva, porém ja
foi associada a ingestdo de pastagem ou silagem de trevo pelas matrizes da raca Hereford (50)
ou a deficiéncia de manganés na dieta de bovinos das racas Murray Grey, Hereford e Angus
(51). Caracteriza-se clinicamente por cabeca arredondada e de tamanho desproporcional,
achatamento do focinho; fenda palatina; orelhas pequenas e encurtamento e rotacdo dos
membros (46).

SINDROME MIASTENICA CONGENITA

Sindrome miasténica congénita (SMC), em bezerros da raca Brahman, apresenta
heranca autossomica recessiva e se caracteriza por fraqueza muscular progressiva e mortalidade
no periodo neonatal (52). A delecdo de 20 pb (470del20) no éxon 5 do gene CHRNE
(cholinergic receptor nicotinic epsilon subunit) causa a substituicdo de 342 residuos de
aminoacidos da subunidade épsilon do receptor de acetilcolina (bovCHRNE) por 40
aminoacidos aberrantes incluindo um codon finalizador prematuro. Esta mutacdo resulta na
producdo de uma proteina ndo funcional na juncdo neuromuscular e leva aos sinais clinicos da
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doenca (53). No entanto, ha evidéncias de que os animais heterozigotos tém maior peso vivo
(PV) aos 600 dias de idade, e possivelmente, maior PV também ao nascimento, aos 200 dias e
aos 400 dias, o que pode conferir uma vantagem seletiva e uma tendéncia de a frequéncia da
mutacdo aumentar na populagéo (54).

A prevaléncia de heterozigotos foi de 0,67% e 0,08% em bovinos Brahman registrados
na Africa do Sul e Australia, respectivamente, e tudo indica que a mutacao foi introduzida nos
rebanhos destes paises por um Brahman americano ou por um dos seus ancestrais (52). Segundo
a literatura consultada nenhum caso de SMC foi descrito no Brasil, contudo sabe-se que a
prevaléncia de animais heterozigotos em nosso pais aproxima-se de 0,79% (dados néo
publicados). Portanto, a evidéncia da doenca pode ter sido negligenciada ou ndo diagnosticada,
uma vez que os animais acometidos sdo submetidos a eutandsia com poucas semanas de vida e
também pelo fato de o rebanho Brahman brasileiro ter sido formado principalmente por
reprodutores oriundos dos EUA (55).

CONCLUSAO

O conhecimento das mutacdes responsaveis pelas enfermidades de origem genética nos
animais domésticos apresenta grande relevancia no entendimento destas doencas, uma vez que
0 aparecimento de novos casos, independentemente da espécie, sempre acarretara prejuizos
econémicos com a perda de animais na maioria dos casos. Em outras situacdes, a inexisténcia
de medidas de controle pode se tornar um entrave comercial nacional e/ou internacional,
impedindo a exportacdo de animais vivos destinados a reproducdo e/ou sémen para paises que
adotam medidas de controle de doengas de ordem genética. Além disso, geralmente, o padrdo
de heranca das enfermidades genéticas em ruminantes é autossémico recessivo, 0 que contribui
para ampliar a disseminacdo da enfermidade no plantel de forma silenciosa, uma vez que 0s
animais que carreiam os alelos mutantes ndo apresentam alteracdo clinica, somente seus
descendentes quando na condigdo de homozigotos recessivos.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Declaro para os devidos fins que estou ciente e autorizo a realizacao
do procedimento coleta de sangue por puncgao da veia jugular, referente
ao Projeto de Pesquisa intitulado “FREQUENCIA ALELICA DO
POLIMORFISMO DE NUCLEOTIDEO UNICO ¢.421G>T NO GENE
ADAMTS2, RESPONSAVEL PELA DERMATOSPARAXIA EM
OVINOS WHITE DORPER?”, de responsabilidade do Prof. José Paes de

Oliveira Filho.

Nome do animal / propriedade (rebanho):

Nome do Responsavel:

RG:
Data: / /20
Assinatura:
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Distrito de Rubido Jr., s/n — Cxa. Postal 560— Botucatu/SP — 18618-000
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