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UMBILICAL

Marina Eduarda Auler?, Mayla Regina Souza?, Débora Ester Petry Marcelino®, Adriana Mércia
Guaratini Ibelli*®, Jane de Oliveira Peixoto® e Ménica Corréa Ledur?®
1Graduanda em Farmacia, Universidade do Contestado-UnC, Campus Concérdia, Bolsista CNPg/PIBIC na
Embrapa Suinos e Aves, marina.auler89@gmail.com
2Programa de Pés-Graduag&do em Zootecnia, Universidade do Estado de Santa Catarina-UDESC Oeste,
Chapeco
3Graduanda em Agronomia, Faculdade Concordia, Bolsista CNPg/PIBIC na Embrapa Suinos e Aves
4Analista da Embrapa Suinos e Aves, Concoérdia, SC
5Professora na Universidade do Contestado, Campus Concoérdia, SC
SPesquisadora da Embrapa Suinos e Aves, Concérdia, SC

Palavras-chave: Expressédo génica, qPCR, metalopeptidase.

INTRODUCAO

No decorrer das ultimas décadas, a suinocultura evoluiu de forma notavel destacando-se no cenario mundial da
producdo de carnes. Isto se deveu aos incrementos tecnolégicos nas éareas de reproducdo, patologia,
epidemiologia, terapéutica, nutricdo e principalmente em genética com o desenvolvimento dos programas de
melhoramento genético aplicados aos suinos (1). Com esses incrementos, a produ¢édo de suinos aumentou e
também resultou em suinos com um maior ganho de peso e maior desenvolvimento de carcaca. Porém, também
houve aumento na incidéncia de problemas ligados a produgdo como, por exemplo, a maior incidéncia de hérnias
e criptorquidismo. A alta incidéncia de hérnia umbilical (HU) gera perdas produtivas e econdmicas significativas
para o setor da suinocultura. A HU é caracterizada pela protrusdo de parte do intestino através do anel umbilical,
ocasionando aumento de volume na area ventral do abdémen, estando relacionada com o enfraquecimento dos
musculos em torno do umbigo. Esta € uma condicdo multifatorial e seu desenvolvimento pode estar associado a
infec¢gbes bacterianas, manejo e fatores genéticos (2). Problemas no tecido conectivo e expressao de colageno
influenciam para que a abertura do anel umbilical ndo feche corretamente, de modo que 0s intestinos projetam-se
para a parede abdominal (2). Em muitas espécies, o gene metalopeptidase de matriz 13 (MMP13) esta associado
a degradacdo da matriz extracelular em processos fisiologicos normais, como desenvolvimento embrionario,
reproducdo e remodelacao tecidual. Este gene codifica uma proteina responsavel pela clivagem do colageno tipo
Il mais eficientemente do que a clivagem dos tipos | e 1l (3). Contudo, ndo hé relatos sobre a atuacéo deste gene
no desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos. Portanto, no presente estudo buscou-se avaliar a expressao
do gene MMP13 em suinos normais e afetados pela hérnia umbilical.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo, foram utilizadas 16 fémeas suinas com 90 dias de idade provenientes de uma empresa comercial,
das quais 8 eram normais e 8 afetadas pela hérnia umbilical. Foram coletadas amostras teciduais do anel umbilical,
gue em seguida foram congeladas em freezer -80°C para manter a integridade do material genético. O RNA total
foi extraido utilizando-se o reagente Trizol em coluna de silica (Qiagen), seguindo as recomendagfes dos
fabricantes. A concentracéo foi obtida pelo equipamento de espectrofotdmetro (BioDrop) e em gel de Agarose 1%
para avaliar a integridade do RNA. Posteriormente, foi realizada a sintese de cDNA utilizando-se o kit SuperScript®
Il First- Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Para a quantificagéo relativa da expressdo do gene MMP13 foi
utilizada a técnica de PCR quantitativa (QPCR) no equipamento QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems). O gene
MMP13 foi escolhido por ter sido diferencialmente expresso entre animais normais e afetados por HU em uma
analise prévia de RNA-Seq conduzida por nossa equipe. Os iniciadores para o gene MMP13 foram desenhados
na jungdo exon-exon no programa Primer-BLAST do NCBI: Primer F: 5-AAGAGCATGGAGACTTCTACCC-3 e
Primer R: 5"-GGAGGAAAAGCATGAGCCAA-3’. Como normalizadores foram utilizados os genes constitutivos
RPL32 e H3F3A. Para as reacdes de qPCR foram utilizados: 7,5 pL de Master Mix (GoTag® qPCR Master Mix 2x,
Promega), 1 pL de cada primer (2uM), 2 uL de cDNA e agua ultrapura para completar 15 pL da reagéo. Apos isso,
os valores de Ct (cycle threshold) gerados pelo equipamento foram coletados e entéo foi feita a analise de dados
pelo programa GraphPad (Prism8) utilizando-se a analise estatistica Mann-Whitney.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O gene MMP13 apresentou amplificacéo no tecido do anel umbilical, iniciando no ciclo 20,77 da gPCR e foi 1,7
vezes (~0,58 log2FC) menos expresso no grupo afetado quando comparado ao grupo normal (p=0,57) (Figura 1),
ndo sendo diferencialmente expresso entre os dois grupos estudados. Apesar da expressao deste gene nao diferir
entre animais normais e afetados aos 90 dias de idade, existe a necessidade de se aprofundar nos estudos do
gene MMP13 em idades mais precoces, pois 0 mesmo esta relacionado a quebra da matriz extracelular em
processos fisioldgicos normais, atuando na cicatrizacdo de feridas, na remodelacdo 6ssea e no desenvolvimento
do esqueleto (4,5). Em roedores, o gene MMP13 tem um papel fundamental na formagao de fibras de colageno.
Além do remodelamento do colageno, a deficiéncia de MMP13 na fibrose tem apresentado fenétipos contraditérios
nas respostas inflamatérias e fibréticas apés a lesdo pulmonar dos roedores (6). Em humanos, o gene MMP13
também exerce funcéo na ligacéo ao ion calcio, ligagdo as proteinas dependentes do calcio e ligagdo ao colageno
(4,5). Dessa forma, estudos que envolvam a andlise funcional do gene MMP13 em suinos com idades mais jovens
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sdo necessarios para o melhor entendimento da atuagéo deste gene sobre o desenvolvimento da hérnia umbilical
em suinos.

CONCLUSOES

O gene MMP13 néo foi diferencialmente expresso entre fémeas suinas normais e afetadas pela hérnia umbilical
avaliadas aos 90 dias de idade, ndo sendo possivel verificar o envolvimento deste gene com essa anomalia em
leitoas nesta idade.
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Figura 1. Razdo de expresséo do gene MMP13 no tecido do anel umbilical entre leitoas normais e afetadas com hérnia umbilical,
normalizada pelos genes referéncias RPL32 e H3F3A (p>0,05).

13



