XII Simpd6sio Brasileiro de Melhoramento Animal

Ribeirao Preto, SP - 12 e 13 de junho de 2017

M A 2017

Identificacdo de mecanismos genéticos envolvidos na osteocondrose latens em suinos

Gabrieli de Souza Romano?, Adriana Mércia Guaratini Ibelli?, Jane de Oliveira Peixoto?, Nelson Morés?,
Marcos Antonio Zanella Morés?, Mauricio Egidio Cantdo?, Raquel Rubia Rech?®, Igor Ricardo Savoldi?,
Kamilla Bleil do Carmo*, Elsio Antonio Pereira de Figueiredo?, Luiz Lehmman Coutinho®, Ménica
Corréa Ledur?”

tUniversidade Federal da Bahia, Salvador, BA, Brasil.
2Embrapa Suinos e Aves, Concérdia, SC, Brasil

3Texas A&M University, College Station, Texas, USA
“Universidade do Contestado, Concordia, SC, Brasil
SUniversidade de Sdo Paulo, ESALQ, Piracicaba, SP, Brasil
*Autor correspondente: monica.ledur@embrapa.br

Resumo: A osteocondrose (OC) € uma das principais causas de claudicacdo em suinos, afetando até 80%
dos animais reprodutores e de producdo, levando a perdas econdmicas e reduzindo o bem estar. Com o
objetivo de identificar genes e mecanismos genéticos envolvidos em estagios iniciais de OC em suinos,
amostras da cartilagem articular distal do fémur de 3 marrds normais (controle) e 3 afetadas com OC
latens foram coletadas, submetidas a andlise histolégica e extracdo total do RNA. As bibliotecas de RNA
foram preparadas e sequenciadas em equipamento HiSeq 2500 (2x100pb). As sequéncias foram
submetidas ao controle de qualidade e 98% delas foram mapeadas no genoma do suino (Ensembl 84). A
expressdo diferencial foi obtida utilizando-se o EdgeR e a anotacdo funcional foi realizada com a
ferramenta DAVID. Um total de 11.231 genes foi expresso na cartilagem do fémur e 2.019 genes foram
diferencialmente expressos, sendo 1.040 mais expressos e 979 menos expressos no grupo afetado com
OC, incluindo genes codificantes, lincRNA e miRNAs. Considerando a analise funcional, diversos
processos biolégicos foram encontrados, tais como regulacdo da matriz extracelular, ossificacdo, ativacdo
endotelial e estresse oxidativo. Novos mecanismos envolvidos na manifestacdo da OC latens foram
evidenciados, contribuindo para o melhor entendimento desta condigdo em suinos e outras espécies de
mamiferos que apresentam problemas locomotores como similares a osteocondrose.
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Identification of genetic pathways involved with osteochondrosis latens in pigs

Abstract: Osteochondrosis (OC) is a major cause of lameness in sows and finisher pigs, affecting up to
80% of the animals, leading to economic losses and reducing the animal welfare. Aiming to identify
genes and genetic mechanisms involved in the early stage of OC in pigs, samples of the distal femoral
articular cartilage of 3 gilts (5 months of age) with OC latens and 3 normal gilts (control) were collected,
submitted to histological analysis and total RNA extraction. RNA-Seq libraries were prepared and
sequenced in HiSeq 2500 equipment (2x100pb). The reads were processed, cleaned and 98% were
mapped to the pig genome (Ensembl 84). Differential expression (DE) was obtained using EdgeR and
functional annotation was performed with the DAVID database. A total of 11.231 genes was expressed in
femoral cartilage and 2.019 were DE, being 1.040 upregulated and 979 downregulated in the OC group,
including coding genes, lincRNA and miRNAs. Considering the functional analysis, several biological
processes were found, such as those related to regulation of extracellular matrix, ossification, endothelial
activation and oxidative stress. We demonstrated novel pathways involved with OC latens contributing to
the understanding of its pathophysiology in swine and other mammalian species.
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Introducédo
A osteocondrose ¢ uma desordem de crescimento dsseo que afeta a cartilagem e ocorre em
diversas espécies de animais, incluindo suinos, sendo considerada uma das principais causas de leg
weakness e claudicacdo (Nakano; Brennan; Aherne, 1987), sendo um dos principais problemas na
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producéo de suinos (Laenoi et al., 2010). Esta condicdo apresenta correlagdo negativa com caracteristicas
de desempenho como longevidade das reprodutoras, taxa de crescimento, conversdo alimentar e
rendimento de carcaca (Jorgensen;Nielsen, 2005). Devido a natureza e complexidade das lesdes, a
etiologia da osteocondrose é considerada de ordem multifatorial e ndo estd totalmente estabelecida
(Laenoi et al., 2010). Entretanto, diferengas encontradas na prevaléncia dessa condi¢do entre diferentes
racas e linhagens de suinos indicam fortemente que ha um componente genético envolvido na ocorréncia
de osteocondrose (Etterlin et al., 2017). Desta maneira, o objetivo deste trabalho foi identificar genes e
mecanismos genéticos envolvidos na manifestagdo da osteocondrose latens em suinos por meio da analise
de sequenciamento de RNA.

Material e Métodos

Para este trabalho foram selecionadas 15 marrds (5 meses de idade) com dificuldades de
locomocéo e 15 sem problemas aparentes de locomoc&o, provenientes da granja de suinos da Embrapa
Suinos e Aves, em Concordia-SC, criadas em mesmas condi¢fes de manejo. Foi realizada a necropsia, 0s
ossos do fémur foram dissecados para analise macroscépica e microscdpica da cartilagem articular para
caracterizacdo da osteocondrose e escolha dos animais dos grupos afetado e controle. Apés as analises
histolégicas, 3 amostras normais e 3 amostras afetadas foram submetidas a extragdo de RNA utilizando-se
o reagente Trizol® (Invitrogen) de acordo com as instrugGes do fabricante, associada com purificagcdo em
coluna de silica (Qiagen). A qualidade e quantidade do RNA total foram avaliadas em espectrofotdmetro
Biodrop e no Bioanalyzer Agilent 2100. As bibliotecas foram preparadas utilizando-se o kit TruSeq Total
Stranded Sample Preparation (Illumina) e o sequenciamento paired-end (2x100 bp) foi realizado em
equipamento HiSeq 2500 (lllumina) no Centro de Genémica Funcional da ESALQ-USP. As sequéncias
foram submetidas ao controle de qualidade no software SeqyClean (https://github.com/ibest/seqyclean),
mapeadas contra o genoma de referéncia do suino (Sus scrofa, Ensembl 84) no software BWA-MEM
(http://bio-bwa.sourceforge.net/) e contagem das reads no pacote HT-Seq (www-huber.embl.de/HTSeq/).
A andlise de expressdo génica diferencial foi obtida utilizando-se o0 pacote EdgeR
(http://bioconductor.org/packages/edgeR/) do Bioconductor no R. Uma vez obtidos os genes
diferencialmente expressos (DE), a anotagdo funcional foi realizada utilizando-se a base de dados DAVID
6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) e a ferramenta Revigo (http://revigo.irb.hr/) para a clusterizacdo dos
processos bioldgicos relacionados.

Resultados e Discusséo

As bibliotecas sequenciadas produziram em média 27 milhdes de reads por amostra. O controle
de qualidade removeu artefatos de PCR, sequéncias contaminantes (phiX), adaptadores de
sequenciamento da Illumina, sequéncias poly A/T, bases em regifes de qualidade Phred < 24 e reads
menores que 70 bases, totalizando a remocéo de cerca de 4 milhes de reads por amostra. As sequéncias
foram mapeadas em média em 98% do genoma suino, sendo que destas, aproximadamente 55,6%
estavam em regides génicas.

Um total de 11.231 genes foi expresso na cartilagem articular distal do fémur de suinos, sendo
que 2.019 foram DE (FDR<0.05), dos quais 1.040 foram mais expressos e 979 menos expressos no grupo
afetado com OC. Entre estes, estdo genes codificantes de proteinas, lincRNAs e miRNAs. Considerando a
analise funcional, diversos processos bioldgicos (PB) relacionados a regulacdo da matriz extracelular,
ossificacdo e ativacdo endotelial foram identificados, nos quais se destacam os genes GPM6B, RAS1,
BMPRs, TGFBR1, TCF4, ja relatados na literatura como possiveis responsaveis pelo aparecimento de
lesbes osteocondriticas (Etterlin et al., 2017). Além disso, novos PB e genes como aqueles envolvidos
com a biossintese de macromoléculas (RPLs, TRAP1), adesao celular (KDR, ROCK1), estresse oxidativo
(SOD3, ROMO1), sinalizacdo TOR (EIF4EBP2, RICTOR) e processos de transporte de mitocondria
(RHOT2, KIF1B) também foram identificados como associados a manifestagdo de OC latens em suinos
comerciais. Muitos destes genes DE contribuem para a manutengdo da homeostasia do crescimento e
desenvolvimento da cartilagem, atuando na traducdo de proteinas, sinalizacdo celular e catabolismo. A
desregulacdo destes processos bioldgicos, que pode ser desencadeada pela resposta a diferentes estimulos
enddgenos ou externos, pode afetar a atividade dos condrécitos e a formacédo da cartilagem, por exemplo,
reduzindo a angiogénese. Além disso, sabe-se que em resposta as situacdes adversas, ha um aumento do
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estresse oxidativo, formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e consequentemente, dos processos
inflamatérios nos animais. Em diversas espécies, o desbalanco em genes destas vias metabélicas ja foi
relacionado a diminuicdo da angiogénese, a formacdo de condrdcitos e diferenciacdo de osteoblastos,
podendo desencadear diversas doengas articulares e 6sseas (Mody et al., 2001; Pellegrini et al., 2017).
Desta maneira, é possivel que o aumento das ROS e a menor expressdo de genes com funcOes
antioxidantes, assim como a variagdo na expressdo dos genes envolvidos nas outras vias encontradas
neste trabalho, estejam envolvidos na manifestacdo desta condi¢do em suinos.

Concluséo
Neste trabalho, o transcriptoma da cartilagem articular do fmur de suinos normais e afetados com
osteocondrose foi obtido. Além disso, foram identificados novos mecanismos e genes diferencialmente
expressos envolvidos com a manifestacdo da osteocondrose em suinos, tais como os relacionados com
estresse oxidativo e sinalizagdo TOR, contribuindo para o melhor entendimento desta condi¢do em suinos
e outras espécies de mamiferos que também apresentam problemas locomotores similares a
osteocondrose.
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