Pesq. Vet. Bras. 34(5):442-448, maio 2014

Aspectos clinicos, histopatologicos e moleculares da
dermatosparaxia em ovinos White Dorper?

Danilo Giorgi A. Andrade? Leonardo Fabricio Pavan?, Rogério M. Amorim? Simone
B. Chiacchio?, Renée Laufer-Amorim?, Roberto C. Gongalves?, Alexandre S. Borges?
e José P. Oliveira-Filho?*

ABSTRACT.- Andrade D.G.A., Pavan L.F, Amorim R.M., Chiacchio S.B., Laufer-Amorim R.,
Gongalves R.C., Borges A.S. & Oliveira-Filho J.P. 2014. [Clinical, histopathological and
molecular aspects of the dermatosparaxis in White Dorper sheep.] Aspectos clinicos,
histopatolégicos e moleculares da dermatosparaxia em ovinos White Dorper. Pesquisa Vete-
rindria Brasileira 34(5):443-448. Departamento de Clinica Veterinaria, Faculdade de Medi-
cina Veterinaria e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Campus de Botucatu, Distrito
de Rubido Junior s/n, Botucatu, SP 18618-000, Brazil. E-mail: zefilho@fmvz.unesp.br
Dermatosparaxis in animals is an autosomal recessive disorder of the connective-tissue
clinically characterized by skin fragility and hiperextensibility. The disease in White Dorper
sheep is caused by mutation (c.421G>T) in the ADAM metalloproteinase with thrombospon-
din type 1 motif, 2 (ADAMTSZ2) gene. This study describes the dermatological, histological
and the molecular findings of the dermatosparaxis in White Dorper sheep from a herd lo-
cated in the center-west of Sdo Paulo State. The herd consisted of one ram, four ewe and
their lambs. In this herd two lambs had clinical signs consistent with dermatosparaxis.
Histopathological evaluation of the affected skin of these two animals also revealed con-
sistent findings with dermatosparaxis, characterized by dysplasia of the collagen, which
were arranged in small and fragmented collagen bundles and with foci of degeneration of
collagen. Prominent cutaneous appendages and severe hemorrhagic focus in dermis region
associated with mild neutrophilic infiltrate in the deep dermis. PCR using DNA blood and
specific primers to amplify the mutation region c.421G>T was optimized in order to per-
form molecular diagnosis of the disease. The direct sequencing of the PCR products proved
that the two clinically affected animals had the mutation responsible for dermatosparaxis,
previously described for this breed and allowed the definitive diagnosis of the disease. This
is the first report of the dermatosparaxis in White Dorper sheep in Brazil and the methodo-
logy used to confirm the diagnosis could be used in future studies to assess the prevalence
of this mutation in Brazil, allowing the adoption of measures to prevent the spread of this
mutation in the Brazilian White Dorper herd.

INDEXS TERMS: Dermatopathias, dermatosparaxis, collagen, c.421G>T mutation, sheep.

RESUMO.- Dermatosparaxia em animais é uma doenga au-
tossdmica recessiva do tecido conjuntivo caracterizada por
fragilidade e hiperextensibilidade cutdnea. A doenga em
ovinos White Dorper é provocada pela mutacdo c.421G>T
no gene ADAM metalopeptidase com trombospondina tipo 1
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motif, 2 (ADAMTSZ2). O objetivo deste estudo foi descrever
os achados clinicos, moleculares e histopatologicos da der-
matosparaxia em ovinos White Dorper de um rebanho lo-
calizado no Centro-Oeste Paulista. O rebanho era composto
por nove animais, sendo um reprodutor, quatro matrizes e
seus respectivos borregos. Dos nove animais examinados,
dois apresentavam sinais clinicos compativeis com derma-
tosparaxia. O exame histopatoldgico de amostras cutaneas
das lesdes destes dois animais revelou também achados
compativeis com dermatosparaxia, sendo caracterizados
por epiderme e anexos cutaneos preservados e sem carac-
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teristicas atipicas; coldgeno displasico arranjado em fei-
xes pequenos, fragmentados e com focos de degeneracgao,
anexos cutaneos proeminentes e na regido da derme foco
hemorragico intenso associado a moderado infiltrado neu-
trofilico na derme profunda. Com o objetivo de realizar o
diagndstico molecular da enfermidade, uma PCR foi padro-
nizada utilizando primers especificos desenhados para am-
plificar a regido do gene ADAMTSZ que continha a mutacdo
c.421G>T e o DNA obtido de amostras de sangue de todos
os animais do rebanho. O sequenciamento direto dos pro-
dutos da PCR, comprovou que os dois animais clinicamente
afetados possuiam a mutacido responsavel pela dermatos-
paraxia. A metodologia descrita neste estudo possibilitou
o diagndstico definitivo da doenga. Segundo a literatura
consultada, esta é a primeira vez que a dermatosparaxia é
descrita em ovinos White Dorper no Brasil. A metodologia
aqui descrita podera ser empregada em estudos futuros
que avaliem a prevaléncia desta muta¢do no Brasil, possi-
bilitando a adocdo de medidas que previnam a dissemina-
¢do dessa mutacdo no rebanho brasileiro de ovinos White
Dorper.

TERMOS DE INDEXACAO: Dermatopatias, dermatosparaxia, cola-
geno, mutagao c¢.421G>T, ovinos.

INTRODUCAO
Dermatosparaxia (astenia cutanea, cutis hiperelastica) em

animais é uma doenc¢a autossémica recessiva do tecido
conjuntivo caracterizada principalmente pela extrema fra-
gilidade e hiperextensibilidade da pele (Scott 2007). Estas
caracteristicas cutdneas impedem que o animal seja man-
tido no sistema de criacdo, sendo descartado ou tirado de
suas atividades habituais. Denominada em humanos como
sindrome Ehler-Danlos tipo VIIC (Colige et al. 1999) a der-
matosparaxia ja foi descrita em gatos (Counts et al. 1980),
cdes (Panciello et al. 2003), cavalos (Badial et al. 2013),
bovinos (Kawaguchi et al. 1988, Colige et al. 1999) e em
algumas racgas de ovinos (Fjolstad & Helle 1974, Ramshaw
et al. 1983, van Weeren-Keverling & Koeman 1986, van
Halderen & Green 1988, Sucupira et al. 2009, Vaatstra et
al. 2011, Zhou et al. 2012). A dermatosparaxia em ovinos
da raga White Dorper ja foi descrita na Africa do Sul (van
Halderen & Green 1988), Australia (Aggs 2007), Espanha
(Sucupira et al. 2009), Nova Zelandia (Vaatstra et al. 2011,
Zhou et al. 2012) e Estados Unidos (Grant & Patton 2012).

Assim como ocorre em humanos e em bovinos (Colige
et al. 1999, Colige et al. 2004) a dermatosparaxia em ovi-
nos White Dorper é ocasionada por uma mutag¢io no gene
ADAM metalopeptidase com trombospondina tipo 1 motif,
2 (ADAMTS2) (Zhou et al. 2012). Esta mutacdo (c.421G>T)
quando em homozigose (presenca de dois alelos mutantes,
MM) é responsavel pela formagio de um cédon finalizador
prematuro, o qual produz a enzima ADAMTS2 inativa, le-
vando ao processamento inadequado do pré-colageno em
colageno (Zhou et al. 2012). Consequentemente, os animais
com esta mutacdo apresentam os sinais clinicos de derma-
tosparaxia. Segundo a literatura consultada, casos de der-
matosparaxia em ovinos White Dorper ainda ndo foram
publicados no Brasil, sendo assim, o objetivo deste estudo
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foi descrever os achados clinicos, histopatolégicos e mo-
leculares da dermatosparaxia em ovinos White Dorper de
um rebanho localizado no Centro-Oeste Paulista.

MATERIAL E METODOS

Dados epidemioldgicos do rebanho de ovinos White Dorper pro-
veniente de uma propriedade localizada no municipio de Botu-
catu, Centro-Oeste Paulista, foram obtidos com o proprietario
durante o atendimento clinico de um animal (borrego 6) com his-
torico e sinais clinicos compativeis com a dermatosparaxia. Com o
objetivo de realizar este estudo os nove ovinos que compunham o
rebanho, incluido o borrego 6 e outro borrego que também apre-
sentava sinais clinicos compativeis com a dermatosparaxia (bor-
rego 7), foram avaliados.

Esses animais foram submetidos ao exame fisico (Feitosa
2008). O borrego 6 foi submetido a eutanasia e a necropsia in ex-
tremis. Amostras de pele dos dois ovinos com suspeita de derma-
tosparaxia e de um ovino controle (borrego 9) foram obtidas por
biépsia, fixadas em formalina tamponada a 10%, processadas de
maneira habitual e incluidas em parafina. Cortes histoldgicos dos
blocos de parafina com espessura de 5um foram realizados e co-
rados por hematoxilina e eosina (HE) e Tricromio de Masson para
posterior exame sob microscopia 6ptica de luz.

Com o objetivo de verificar a presen¢a da mutac¢do c.421G>T
no gene ADAMTSZ2, responsavel pela dermatosparaxia em ovinos
White Dorper (Zhou et al. 2012), foram colhidas amostras de san-
gue dos nove ovinos. Em seguida o DNA gendmico foi extraido das
amostras sanguineas com o Illustra GFX PCR DNA (GE® Health-
care, Buckinghamshire, England), seguindo as recomendacgdes do
fabricante. Primers especificos que amplificam um fragmento de
231 pb, contendo a mutagio c.421G>T, do gene ADAMTSZ2, foram
desenhados utilizando o programa Primer Express® Software
v3.0 (Life Technologies™, CA, USA), JP-ADAMTS2Forward 5’-GC-
CGCCTCTTCTACAATGTTAC-3’ e JP-ADAMTS2Reverse 5’-ACAAGG-
CCGTACTCACCA-3'. A PCR foi padronizada com volume final de 40
uL, sendo 20 pL de GoTaq® Green PCR Master Mix (Promega™,
WI, USA), 300 nM de cada um dos primers, e 6,8 pL de agua livre
de nucleases. As condi¢des de amplificagdo foram: denaturagio
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. Os produtos da PCR foram analisados em
eletroforese em gel de agarose a 1,5% e os produtos com tama-
nho especifico foram purificados usando o NucleoSpin® Gel and
PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diiren, Germany). Em seguida, 10
uL de produtos de PCR purificado com 5 pL do primer JP-ADA-
MTs2Forw foram submetidos ao sequenciamento direto usando
o BigDye® Terminator Cycle Sequencing Kit (Life Technologies™,
CA, USA) e o sequenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Life Tech-
nologies™, CA, USA). As sequéncias e os eletroferogramas obtidos
foram analisados no programa Sequencher™ 5.1 (Gene Codes, MI,
USA) e comparados com a sequéncia normal do gene ADAMTS2
ovina (GenBank™ JF357978.1) utilizando o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

RESULTADOS

Dados fornecidos pelo proprietario revelaram alto grau de
consanguinidade entre os animais do rebanho, podendo
ser comprovado pelo descontrole dos acasalamentos rea-
lizados na propriedade, uma vez que, as quatro matrizes
do rebanho (matrizes 2 a 5) foram geradas de acasalamen-
tos entre o reprodutor 1, Gnico reprodutor da propriedade,
com quatro ovelhas ja descartadas do rebanho, mas sem
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Fig.1. Heredograma do rebanho de ovinos da raga White Dorper,
contendo as trés geragdes. Quadrado, macho; circulo, fémea;
figura hachurada, animais ndo avaliados; figuras preenchidas
na cor preta, animais homozigotos para o alelo mutado (MM);
figuras parcialmente preenchidas na cor preta, heterozigotos

(NM) e figuras preenchidas na cor branca, animas sem a pre-
senca do alelo mutado (NN, wild type).

histérico de dermatopatia. Os borregos 6, 7, 8 e 9 eram pro-
venientes dos acasalamentos entre o reprodutor 1 e estas
matrizes, respectivamente. Ainda segundo o proprietario
nao havia relatos anteriores de nenhuma dermatopatia no
rebanho (Fig.1). Ao exame fisico, com excecdo dos borregos
6 e 7, os demais ovinos se apresentavam normais.

Pt e

O borrego 6 nasceu de parto normal e ndo apresen-
tava nenhuma lesdo cutdnea ao nascimento, entretanto,
ao exame clinico, ocorrido no segundo dia de vida, o ani-
mal apresentava dobras cutaneas, hiperextensibilidade
da pele e feridas lacerantes bilaterais em regido toracica.
Além disso, estava inapetente e em decubito, apresentava
mucosa ocular palida, desidratacdo de 8%, hipoglicemia
(58 mg/dL), hipotermia (38°C), hipoproteinemia (4,8g/
dL), frequéncias cardiaca de 240 batimentos por minuto
e m normais. respiratéria de 60 movimentos por minuto,
crepitagdo grossa a auscultacido pulmonar e fimose. O ani-
mal ndo respondeu a terapia instituida com antimicrobia-
nos, antinflamatérios e correcdo hidroeletrolitica, sendo
submetido a eutanasia in extremis no dia seguinte. A ne-
cropsia revelou moderado hidrotérax; pulmao com acen-
tuada broncopneumonia, dreas multifocais hemorragicas
nos lobos caudais e focos de enfisema nos lobos craniais
e enterite mucopurulenta multifocal moderada. Além dis-
so, foi evidenciado congestdo hepatica; rins com dilatacdo
da pelve e calices renais, estriacoes evidentes da cortical e
focos hemorragicos na medular e desprendimento difuso
da pele.

0 borrego 7, assim como o borrego 6, havia nascido de
parto normal e sem alteragdes cutaneas, mas no sexto dia
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Fig.2. Lesdes cutaneas do borrego 7 com dermatosparaxia. (A) Feridas lacerantes com presenca de pele frouxa na regido
axilar e da articulagao femorotibiopatelar direita. (B) Lesao lacerante na face posterior do membro pélvico esquerdo
(MPE) e presenca de extenso processo de reparagdo tecidual no MPD. (C) Lesido lacerante na regido da articulagio
femorotibiopatelar direita. (D) Presenca de processo de reparagdo tecidual na regido ventral e lesdo lacerante na

regido inguino-escrotal.
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de vida apresentou ferida na regido da articulagdo femoro-
tibiopatelar direita, sem sangramento profuso, porém com
desprendimento da pele. Além disso, observou-se também
a presenca de seroma em regido do peito e entrépio pal-
pebral superior bilateral. Assim como no borrego 6, tam-
bém nio evidenciou-se altera¢des no sistema musculoes-
quelético. As demais fung¢des avaliadas estavam dentro dos
parametros de normalidade para a espécie. Durante o ano
seguinte ao internamento, o animal 7 apresentou, com ex-
cecdo da regido da face, diversas feridas pelo corpo (Fig.2).
Estes ferimentos ocorriam ao menor trauma, até mesmo
durante sua contengdo para realizagido dos curativos.

Os achados histopatolégicos (Fig.3) das lesdes cutane-
as dos borregos 6 e 7 foram: epiderme e anexos cutaneos
preservados e sem caracteristicas atipicas; derme apresen-
tando colageno displasico arranjado em feixes pequenos,
fragmentados e com focos de degeneracio, e devido a hi-
poplasia do colageno, os anexos cutaneos apresentavam-
-se mais proeminentes; na derme profunda destacava-se
intenso foco hemorragico, associado a moderado infiltrado
neutrofilico.

Uma vez que os achados clinicos e histopatolégicos dos
borregos 6 e 7 eram compativeis com dermatosparaxia, foi
realizado o teste genético nestes dois animais, sendo que
a mutagdo c.421G>T no gene ADAMTSZ2, responsavel pela
dermatosparaxia em ovinos White Dorper (Zhou et al.
2012), foi evidenciada em homozigose (MM) nos borregos
6 e 7, confirmando o diagndstico de dermatosparaxia. O
teste molecular realizado nos demais animais do rebanho,
os quais ndo apresentavam alteracdes clinicas, revelou que
os animais 1 (reprodutor), 2 (mie do borrego 6), 3 (mae
do borrego 7), 4 (mde do borrego 8) e o borrego 8 eram
heterozigotos (um alelo mutante e um alelo normal, MN)
para mutacdo. Enquanto que a matriz 5 (mae do borrego
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Fig.3. Secc¢do histologica da pele de ovinos. (A,D) Pele normal com quantidade normal de coldgeno (seta) (Borrego 9). (B,E), borrego 6.
Reducdo da quantidade de colageno (seta) e presenca de hemorragia (*). (C,F) Reducio da quantidade de colageno (Borrego 7). (A-
C) HE, (D-F) Tricromio de Masson, obj.5x.

9) e o0 borrego 9 eram wild type, ou seja, ndo apresentavam
nenhum dos alelos mutados (NN).

DISCUSSAO

Humanos portadores da sindrome de Ehlers-Danlos tipo
VIIC e bovinos com dermatosparaxia, apresentam uma re-
ducdo na expressdo do RNA mensageiro responsavel pela
sintese da proteina ADAMTS2 (Colige et al. 2004). Esta
reducdo da expressdo é ocasionada por mutacdes no gene
ADAMTSZ2, sendo esta a causadora dos sinais de derma-
tosparaxia nestas espécies. A mutagdo responsavel pela
dermatosparaxia em ovinos, apenas foi identificada nos
animais da raca White Dorper, que se assemelha aquela en-
contrada em humanos e bovinos, onde uma substituicdo de
uma guanina por uma timina no nucleotideo 421 da sequ-
éncia codificante (c.421G>T) provoca um cddon finalizador
prematuro (TAG) e consequentemente a produ¢do de uma
proteina ADAMTS2 truncada, contendo apenas o peptideo
sinalizador e parte do pr6-dominio (Zhou et al. 2012). A
produgdo desta proteina truncada afuncional leva a um de-
feito no processamento da por¢do N-terminal do pré-cola-
geno tipo I (Lapiére et al. 1971). Uma vez que a conversao
do pré-colageno em colageno é fundamental para garantir a
adequada elasticidade e forca ténsil da pele (Becker & Tim-
pl 1976), animais com esta mutagdo apresentam os sinais
clinicos classicos da dermatosparaxia, ou seja, pele hiperex-
tensivel e extremamente fragil, sendo facilmente rasgada ao
menor trauma ou ao ser tracionada (Vaatstra et al. 2011).
Assim como nos borregos 6 e 7, a forma grave da der-
matosparaxia também foi observada em cordeiros da raga
White Dorper (van Halderen & Green 1988, Sucupira et
al. 2009, Vaatstra et al. 2011, Zhou et al. 2012) e da raca
Norwegian (Fjolstad & Helle 1974). Embora ndo provoque
diretamente a morte do animal, a dermatosparaxia em sua
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forma grave é uma enfermidade considerada letal uma vez
que as extensas feridas presentes ao nascimento ou pou-
cas horas apds se infeccionam facilmente podendo levar a
um quadro de septicemia e morte dos cordeiros (Fjolstad &
Helle 1974). No presente estudo, um dos animais afetados
apresentou quadro septicémico decorrente das lesdes de
pele, e o outro animal apenas sobreviveu devido ao acom-
panhamento didrio e ao tratamento das lesdes de pele que
frequentemente ocorreram nesses seis ultimos meses.
Apesar disso, o desenvolvimento ponderal desse animal foi
semelhante ao borrego 9, que ndo possuia nenhum alelo
mutado, entretanto, as lesdes cutdneas obrigatoriamente
excluiram este animal de sistemas de produgio comerciais.
Os achados clinicos, limitados a alteragdes cutaneas,
observados nos borregos com dermatosparaxia do presen-
te estudo se assemelham aqueles observados por outros
autores em ovinos White Dorper (Van Halderen & Green
1988, Sucupira et al. 2009, Vaatstra et al. 2011, Zhou et al.
2012). Embora o entrépio em ovinos aparentemente seja
ocasionado pelo efeito aditivo de mutagdes recessivas em
diferentes loci de genes (Basrur & Yadav 1990), alteragdes
no coldgeno também podem provocar esse defeito. Uma
vez que as causas genéticas envolvidas com o entrépio nio
foram investigadas no presente estudo, a presenga do en-
tropio palpebral superior bilateral observada no borrego 7,
provavelmente seja decorrente da dermatosparaxia.
Nenhuma alteragdo diretamente relacionada a derma-
tosparaxia foi observada nos demais 6rgaos do borrego du-
rante a necropsia, concordando com os achados observados
em cordeiros White Dorper na Nova Zelandia (Vaatstra et
al. 2011), contudo, os 6rgaos internos de cordeiros Norwe-
gian com dermatosparaxia submetidos a necropsia, aparen-
temente eram mais friaveis que o normal e partes do trato
digestivo ou artéria eram facilmente rompidas ao serem
tracionadas com as maos. Além disso, embora a cipsula
articular também fosse fridvel, nenhuma alteragio foi evi-
denciada nas articulagdes, ossos ou tenddes destes animais
(Fjolstad & Helle 1974). Os achados histopatoldgicos das le-
soes cutaneas evidenciados nos animais do presente estu-
do sdo compativeis com as descri¢des de outros autores em
borregos White Dorper (van Halderen & Green 1988, Sucu-
pira et al. 2009, Vaatstra et al. 2011) e em outras ragas de
ovinos com dermatosparaxia grave (Fjolstad & Helle 1974).
Uma forma moderada da dermatosparaxia foi descrita na
Australia em ovinos adultos da raga Merino que desenvol-
veram lesdes cutaneas durante a tosquia (Ramshaw et al.
1983). Esses animais apresentavam apenas 25% da ativi-
dade da amino peptidase dos animais normais (Ramshaw
1984) e a avaliagdo histolégica das lesdes de pele destes
animais revelou que as fibrilas de colageno eram irregula-
res 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 camadas em folhas
na derme reticular como deveriam (Bavinton et al. 1985).
Doengas genéticas afetando ruminantes sdo relativa-
mente comuns e podem ser economicamente importantes
em determinadas ragas, mas podem ser controladas com
medidas efetivas e de baixo custo (Jolly 2002). O diagnés-
tico etioldgico desse tipo de afeccdo, em muitas situacoes,

ndo é realizado por negligencia ou completo desconheci-
mento da enfermidade pelo clinico ou por falta de meto-
dologia diagnéstica. Assim como a dermatosparaxia, a
maioria das enfermidades genéticas que afetam os ovinos
também apresentam carater hereditario autossémico re-
cessivo (Basrur & Yadav 1990). Uma vez que a enfermida-
de clinica s6 se manifesta em animais homozigotos (MM),
a manutenc¢do no rebanho de animais heterozigotos (MN)
assintomaticos pode provocar o aparecimento de novos
casos. Neste estudo, acasalamentos de um reprodutor
heterozigoto com suas filhas heterozigotas geraram dois
animais clinicamente afetados e outro animal heterozigo-
to, clinicamente sadio. Portanto, o reconhecimento clinico,
bem como o diagnédstico etiolégico da mutagio responsavel
pela dermatosparaxia em ovinos, realizado sobretudo por
testes moleculares, tém grande importancia, uma vez que
poderado ser adotadas medidas preventivas, visando a re-
ducdo da ocorréncia de novos casos e consequentemente,
reducao dos prejuizos financeiros.

Diversos paises, como EUA, Nova Zelandia e Austra-
lia, adotam testes comerciais, que identificam a mutacdo
¢421G>T no gene ADAMTS2, como medida de controle para
dermatosparaxia em ovinos da raca White Dorper. Em subs-
tituicdo aos testes comerciais ou a metodologia previamen-
te descrita (Zhou et al. 2012), optou-se, no presente estudo,
pela padronizacdo de uma PCR utilizando primers especi-
ficamente desenhados para amplificar a regido com a mu-
tagdo e, em seguida, realizar o sequenciamento direto dos
produtos da PCR. Como a metodologia descrita mostrou-se
eficiente e segura e possibilitou o diagnéstico definitivo de
dermatosparaxia, ela podera ser empregada em teste de
triagem pré-compra, no direcionamento dos acasalamentos
ou em estudos que avaliem a prevaléncia dessa muta¢do no
rebanho brasileiro de ovinos da raca White Dorper.
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