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Resumo

A Sindrome do Cordeiro Aranha (Spider Lamb Syndrome, SLS) é uma doenca
autossOmica recessiva de ovinos, caracterizada por graves anormalidades musculo-
esgueléticas. A enfermidade é causada por uma mutacéo no codon 700 do gene receptor 3
do fator de crescimento do fibroblasto (FGFR3), provocando o crescimento 6sseo
descontrolado. Doencgas congénitas como a SLS tém impacto significativo sobre a
eficiéncia de producéo. O objetivo deste trabalho foi verificar a freqliéncia da mutacéo nas
racas Suffolk e Hampshire Down em trés rebanhos da regido Sul do Brasil. Foram
avaliadas 256 amostras, sendo 146 ovinos da raga Suffolk de dois rebanhos e 110 ovinos
Hampshire Down. O DNA genémico foi extraido a partir de sangue periférico, amplificado
por PCR e clivado com a enzima de restricdo Xhol. As freqiéncias génicas observadas
variaram entre os diferentes rebanhos. em Suffolk, o alelo E (mutante) teve freqiiéncia de
6% em um rebanho e 3% no outro, enquanto em Hampshire Down foi de 6%. Estes
resultados demonstram a ocorréncia de 8-12% de heterozigotos, salientando a necessidade
de medidas preventivas para evitar o nascimento de individuos afetados. A eliminacdo dos
animais portadores do alelo E do sistema de reproducéo beneficiara aindustria ovina. Estes
dados sdo importantes para os criadores, ja que a genotipagem dos reprodutores permite a
realizac&o de cruzamentos dirigidos evitando o aumento da frequéncia do aelo causador da
sindrome, reduzindo as perdas econdmicas. E importante salientar que, no Brasil, o teste
baseado no DNA para deteccdo de animais heterozigotos ndo vem sendo realizado de
rotina.
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Abstract

The Spider Lamb Syndrome (SLS) is an autosomal recessive condition of sheep,
characterized by severe muscles and bone lesions. The disease is caused by a mutation on
codon 700 of the gene fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) leading to an abnormal
bone growth. Congenital diseases as SLS may have an important impact on animal
production. The objective of this work was to detect the frequency of this mutation on
Suffolk and H. Down breeds in three flocks grazed in the Southernmost region of Brazil. A
total of 256 samples, 146 from two Suffolk flocks and 110 from one H. Down flock were



availed. The genomic DNA was extracted from the peripheral blood; PCR amplified and
fragmentized with restriction enzyme Xhol. The genic frequency observed varies within
the different herds: Suffolk, the mutant allele E shows a frequency of 6% in one flock and
3% in another, H. Down @%. The results showed also the occurrence from 812% of
heterozygote for the allele responsible for the condition. The data claim attention for the
need of preventive measures to minimize the birth of affected lambs. The culling of
animals specially rams, caring the E alele will bring more efficiency to the sheep industry.
The data present here is important also for the sheep breeders since the genotyping of the
breed stock will allow more security on breeding programs and stopping the spread of the
undesirable allele an thus reducing the economic losses. It is important to stress that in
Brazil the DNA test for SLSis hot a common procedure.
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Introducéo

A Sindrome do Cordeiro Aranha (Spider Lamb Syndrome, SLS) ou condrodisplasia
hereditaria ovina € uma doenca congénita autossdmica recessiva, caracterizada por graves
anormalidades no sistema muscul o-esquel ético, principalmente em ovinos de ‘cara negra’.
A doenca foi primeiramente descrita em meados da década de 1980 nos EUA em animais
jovens da raga Suffolk e Hampshire Down (KENNEDY, 1984). As principais
caracteristicas fisicas dos animais afetados pela SLS sdo desproporcionalidades dos 0ssos
longos, anormalidades quanto ao tamanho dos membros, patas “tipo-aranha’, atrofia
muscular, deformidades nas costelas e esterno, fata de gordura corpérea e curvatura da
coluna vertebral VANEK et d., 1986; ROOK et a., 1988). Nos animais afetados, o
diagnostico pode ser facilmente realizado através das analises radiogréficas, histolégicas e
necropsia (ROOK et a., 1988). A apresentacdo clinica da doenca é altamente varidvel,
com alguns cordeiros gravemente afetados ao nascer e outros manifestando os sintomas
entre 4 a 6 semanas de idade ROOK et al., 1988). Cockett et al. (1999), descobriram a
localizagdo do locus causador da SLS no cromossomo 6 ovino e a identificagdo do
provavel gene envolvido na doenca, receptor 3 do fator de crescimento do fibroblasto
(fibroblast growth factor receptor 3, FGFR3), gene responsavel pelo controle do
crescimento 0sseo. Beever et a. (2006), analisaram a sequiéncia do gene, identificaram dois
polimorfismos de um Unico nucleotideo (SNP) e desenvolveram um teste de PCR-RFLP
(restrict fragment lenght polymorphism) parainvestigar o envolvimento da mutacdo com a
manifestacdo clinica da doenca. Uma transversdo do nucleotideo T - A no cédon 700 do
gene FGFR3, causa a substituicdo do aminoécido Valina (V) para Glutamato (E) levando a
perda da funcdo do receptor, provocando o crescimento 6sseo descontrolado nos animais
homozigotos (EE). Os genétipos séo identificados como VV (normal), VE (portador) e EE
(afetado); este ltimo desenvolve a doenga no periodo embrionério ou apos 0 nascimento,
prejudicando o desenvolvimento em condigdes naturais. No Brasil, a primeira descricdo da
doenca foi feita por Rodrigues et a. (1999), em um cordeiro Suffolk, apds importacdo de
animais de origem americana. Nao hé relatos das freqliéncias do alelo causador da SLS nos
rebanhos ovinos do pais. O objetivo deste trabalho foi verificar em individuos sadios a
freqiéncia do alelo E do cddon 700 do gene FGFR3 nas ragas Suffolk e Hampshire Down
de trés rebanhos ovinos da regido sul do Brasil.

Material e Métodos

Foram avaliadas 256 amostras de ovinos provenientes de trés rebanhos da regido Sul do
Brasil, de ambos os sexos e de diferentes idades, sendo 146 animais da raga Suffolk
(rebanhos “A” e “B”) e 110 animais da raca Hampshire Down. Para identificar o



polimorfismo no gene FGFRS3, foi utilizada a técnica de PCR-RFLP. O DNA gendmico foi
extraido a partir de sangue total de acordo com o método de Miller et a. (1988), e um
fragmento de 147 pb do FGFR3 foi amplificado utilizando a técnica da PCR. Os produtos
das amplificagcbes foram clivados com a enzima de restricdo Xhol. O aelo T (tipo
selvagem) foi representado pelos fragmentos de 14 e 133 b enquanto que o alelo A
associado com a SLS, a enzima produziu fragmentos de 14, 19 e 114 pb. As analises dos
produtos de clivagem foram feitas por eletroforese em gel vertical de poliacrilamida, néo-
desnaturante a 10,5% e corado com nitrato de prata (SAMBROOK & RUSSEL, 2001). Os
primers utilizados foram os mesmos descritos por Beever et al. (2006).

Resultados e Discussdo

Utilizando a técnica de PCR-RFLP, obtivemos as freqiiéncias genotipicas e aélicas para o
cddon 700 do gene FGFR3, estando apresentadas nas Tabelas 1 e 2, respectivamente.

Tabela 1: Fregliéncias genotipicas do codon 700 do gene FGFR3

Codon  Suffolk repannoa  SUFfOIK yepannos SUFfOIK Total Hampshire Down
700 n (%) n (%) n (%) n (%)
VvV 36 (88) 99 94) 135 (92 97 (88)
VE 5 (12 6 (6) 11 8 13 (12

Total 41 105 146 110

Tabela 2: Freguiéncias alélicas do cédon 700 do gene FGFR3

Aldo  Suffolk repanho A SUffolk repanhos~ SUFfOIK Total Hampshire Down
\Y 0,94 0,97 0,96 0,94
E 0,06 0,03 0,04 0,06

No rebanho “A” da raca Suffolk, 41 animais foram genotipados revelando 5 individuos
portadores do aelo responsavel pelaSLS e no rebanho “B” dos 105 animais genotipados, 6
eram portadores da mutacdo. Nos animais Hampshire Down, 13 apresentaram o aelo
causador da SL S de um total de 110 que foram avaliados. Na andlise geral daraca Suffolk,
92% dos animais apresentaram gendtipo VV e 8% VE, correspondendo as frequéncias
alélicas de 0,96 para o aelo V e 0,04 para E. Em Hampshire Down, 88% dos animais
apresentaram gendtipo VV e 12% VE, sendo as frequéncias alélicas de 0,94 (V) e 0,06 (E).
Os resultados apontam que mesmo em uma baixa frequéncia, ha presenca do aelo
causador da doenca nas popul acdes avaliadas, o que é compativel com rebanhos que ndo
sofreram selecéo para diminuir a freqiiéncia do alelo E. Drégemdiller et al. (2005), apds a
ocorréncia de alguns casos de SLS na Alemanha em ovinos Suffolk, analisaram a
frequéncia da mutagdo em 125 animais e detectaram 11 portadores, correspondendo a
freqiiéncia alélica de 0,04 (E). Os autores acreditam que a mutagédo foi introduzida no
rebanho aleméo apds a introducéo de ovinos Suffolk importados dos EUA na década de
1980, situacdo semelhante também ocorreu na Australia e Nova Zelandia.

Acredita-se que a mutagcéo do gene FGFR3 foi detectada nos anos 60, pois os criadores de
ovinos da raca Suffolk dos EUA, a fim de aumentar a estrutura esgquelética dos animais
objetivando o aumento da massa corporal, comegaram a realizar cruzamentos dirigidos
entre os maiores reprodutores. Ironicamente, entre as décadas de 1980 e 1990 houve uma



alta frequéncia de SLS nas populacdes de ovinos Suffolk, provavelmente devido a selecéo
de animais portadores do aeo mutante (KENNEDY, 1984). No entanto, o
desenvolvimento de um teste genético para a SLS baseado ro SNP do gene FGFR3 e sua
utilizacdo comercial, resultou em uma reducdo substancial dos individuos heterozigotos
nos EUA, Austrdliae Nova Zelandia (BEEVER et al., 2006).

Para Cockett et al. (1999), a reducdo do numero filhotes viaveis nos rebanhos causa um
grande prejuizo econdmico sobre 0 sistema de criagdo de ovinos. Como a enfermidade
causa graves deformidades na estrutura 6ssea e ndo ha tratamento, os animais raramente
sobrevivem apds o periodo neonatal em condi¢cbes normais. Portanto, a presenca de
doencas congénitas como a SLS tem um impacto significativo sobre a eficiéncia de
producdo provocando grardes perdas econdmicas. Devido ao aspecto aparentemente
norma dos animais portadores da mutacdo e a dificuldade de fornecer um diagnostico
precoce destes animais, a identificacdo individual através de técnicas moleculares e a
eliminacdo dos animais heterozigotos da reproducdo deverdo beneficiar aindlstria ovina.
No Brasil, a primeira descricdo da doenca foi feita por Rodrigues et al. (1999), em um
cordeiro Suffolk, apos introducéo de ovinos da mesma raca de origem americana no plantel
brasileiro, através das andlises descritas por Rook et al. (1988), mas sem confirmagéo
laboratorial (genotipagem), pois a técnica molecular ainda ndo havia sido estabelecida.

Conclusdes

No Brasil, 0 teste baseado no DNA para deteccdo de animais portadores ndo vem sendo
feito rotineiramente. Ndo ha relatos de muitos casos no pais, provavelmente porque o
diagndstico ndo esta sendo corretamente realizado.

Estes resultados seréo importantes para os criadores, ja que a analise dos genétipos dos
ovinos reprodutores permite a realizacao de cruzamentos dirigidos evitando o aumento da
frequiéncia do aelo causador da sindrome, diminuindo futuras perdas econdmicas.

Além disso, também proporciona ao criador, a possibilidade de introduzir somente animais
homozigotos (VV) no rebanho, evitando o aparecimento de surtos da doenca e a
disseminagdo da mesma.
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