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INTRODUCAO

A osteocondrose (OC) é uma condigdo que acomete a cartilagem em diversas espécies de animais, sendo
considerada uma das principais causas de claudicacdo em suinos, afetando até 80% dos animais reprodutores e
de produgéo, causando perdas econdmicas e reduzindo o bem-estar animal (1). Esta condi¢&o é considerada uma
enfermidade nao inflamatdria que afeta animais em fase de crescimento, caracterizada por uma alteragcdo na
diferenciacéo celular da cartilagem em desenvolvimento, causando falhas no processo de ossifica¢cdo endocondral
(2). A etiologia da osteocondrose ndo € totalmente conhecida, mas um componente genético j4 foi associado a
esta condicdo (3). Dependendo da severidade da lesdo, a osteocondrose pode ser classificada em trés tipos: 1)
latens, a forma subclinica, inicial, observada apenas microscopicamente; 2) manifesta, caracterizada pela
presenca de uma falha focal da cartilagem da ossificacdo endocondral visivel macroscopicamente e por exames
radiogréficos e 3) dissecans, quando ha a formac¢do de fissura na cartilagem necrética e com possivel
desprendimento de fragmentos de cartilagem, com subsequente inflamacgdo, aumento do liquido sinovial e
osteoartrose (4). Além da genética, ttm se observado que mecanismos de regulacdo epigenética, como a
metilacdo de DNA, estdo associados ao desenvolvimento de problemas locomotores, como por exemplo,
osteoporose, osteoartrite e até mesmo OC em diversas espécies (5). No entanto, pouco se sabe sobre o
envolvimento destes mecanismos com OC em suinos. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi identificar regides
gendmicas metiladas no cromossomo 6 de suinos envolvidas em estagios iniciais de OC.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas amostras de cartilagem articular distal do fémur de 3 porcas normais e 3 afetadas com OC latens,
com aproximadamente 150 dias de idade, provenientes da Embrapa Suinos e Aves, que foram coletadas e
submetidas a extracdo do DNA. Posteriormente, as bibliotecas de DNA metilado foram preparadas utilizando a
técnica de MEDIP (DNA metilado imunoprecipitado) e, em seguida, sequenciadas em equipamento HiSeq 2500
(2x100pb). As sequéncias foram submetidas ao controle de qualidade no programa Trimmomatic 0.38 (6) e
mapeadas no software BWA-MEM (7) contra o genoma do suino (susScrll) disponivel na base de dados do UCSC
Genome Browser. A metilacdo diferencial foi obtida utilizando-se o pacote MedipsR (6) e a anotac¢ao funcional foi
realizada com as ferramentas DAVID 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/) e Biomart do Ensembl versao 95.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sequéncias obtidas foram mapeadas em 98,6% no genoma do suino, com média de 30,5 milhdes de sequéncias
por amostra. Um total de 120 janelas de 100 bp foram diferencialmente metiladas no cromossomo 6 entre as
fémeas normais e afetadas com OC. Estas foram agrupadas em 48 regifes diferencialmente metiladas (DMRs).
Considerando a anotacao funcional, nestas DMRs foram localizados 10 genes e 8 regides intergénicas. Destes
genes, cinco foram hipermetilados no grupo afetado (ZFHX3, LILRAG, LILRB3, DNAJC6 e FGGY) e cinco foram
hipermetilados no grupo controle (CLPTM1, SLC7A3, MAN1C1, LDLRAD4 e NOLP). A maioria destes genes ainda
nao foi relacionada com osteocondrose. Alguns destes, como o ZFHX3, ja haviam sido associados a doengas
Osseas em diversas espécies (8), de forma que podem estar envolvidos na manifestacdo da osteocondrose em
estagios iniciais. Outro gene interessante € o DNAJC6, um gene da familia de proteinas DNAJ/HSP40, que foi
hipermetilado no grupo afetado em relacéo ao controle. Estudos prévios indicam que este gene foi associado com
osteonecrose na cabeca do fémur de humanos (9). O DNAJC6 também se apresentou altamente expresso em
células tronco mesenquimais provenientes da regeneracdo da osteonecrose da cabeca do fémur (10), sendo,
assim, um importante gene candidato funcional para o desenvolvimento da OC. Além disso, considerando a
anotacao funcional, foi verificado que os genes identificados participam de diversos processos biolégicos, tais
como regulagao da matriz extracelular e ossificagdo, mecanismos chave no processo de ossificacdo endocondral.
Ademais, este é o primeiro trabalho em suinos que objetivou verificar a presenca de mecanismos epigenéticos
utilizando sequenciamento de DNA metilado entre animais normais e afetados com niveis iniciais de OC, o que
possibilitou uma melhor caracterizagdo da funcdo dos genes encontrados e sua relagdo com esta condigdo.
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CONCLUSOES

Novos genes envolvidos na manifestacdo da OC latens foram evidenciados no cromossomo 6 de suinos com
diferentes padrdes de metilag&o entre animais normais e afetados, contribuindo para o melhor entendimento desta
condicdo em suinos e outros mamiferos.
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