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NESTRO EM LEITOAS

Devido as altas taxas de reposigao praticadas no sistema de

produgéo de suinos (variando de 40 a 60%), a categoria de

leitoas representa o maior percentual de fémeas do plantel,
compondo de 17 a 21% dos grupos de cobertura. Leitoas selecionadas,
apresentando boas condic¢bes clinicas, a partir de 150-160 dias de idade j&
possuem capacidade de expressar o estro puberal, principalmente quando
submetidas ao manejo de estimulagéo didria com um macho sexualmente
maduro. Porém, 10 a 25% dos animais selecionados (saudaveis e subme-
tidos ao manejo reprodutivo) acabam por ndo expressar sinais de estro
dentro do perfodo estimado (~40 dias apds o inicio da estimulagdo com
o macho). A auséncia de expressao de estro nestas condi¢des configura o
quadro de anestro que, fisiologicamente, é caracterizado pelos reduzidos
niveis circulatérios do horménio foliculo estimulante (FSH) e do horménio
luteinizante (LH). Este quadro decorre da liberacdo irregular do hormo-
nio liberador de gonadotrofina (GnRH) pelo hipotdlamo ou presenca de
foliculos com nimero insuficiente de receptores para o LH.
Em nivel populacional, a frequéncia de casos de anestro em leitoas €
variavel e uma das principais limitagdes envolvendo esse tema é a determi-
nagao de sua causa. De fato, alguns casos podem estar associados a falhas
no manejo de estimulagdo do estro com o macho e/ou na identificacdo
dos sinais caracteristicos, implicando em quadros falsos de anestro. J4d em
relacéo aos casos verdadeiros, os principais fatores de risco envolvidos
sdo: deficiéncias nutricionais, limitagdes de ambiéncia e genética. Para
alguns destes casos, melhorias de manejo sdo suficientes para corrigir
o problema. Porém, para as situagdes relacionadas a fatores genéticos
0 problema podera persistir apesar dos ajustes de manejo realizados.
De forma geral, os casos "diagnosticados” como anestro nas granjas
sao destinados ao descarte, sejam falsos ou verdadeiros, independente-
mente da real causa. Nesse sentido, a ocorréncia de anestro em leitoas
representa significativo impacto econdmico e produtivo para a indistria
suinicola. O investimento estimado em uma leitoa de reposicdo é de
aproximadamente US$320,00. Além disso, estima-se que o descarte
destes animais implique no acumulo de ~57 dias ndo produtivos. Deve-
-se pontuar, ainda, o prejuizo diretamente associado aos indicadores
produtivos e econémicos das granjas, considerando a falta de leitoas
em estro para atender as metas de cobertura e sua influéncia no nimero

de leitdes entregues.

FATORES GENETICOS E O ANESTRO EM LEITOAS

Considerando os casos verdadeiros de anestro, porém indeterminados
(sem associagdo com falhas de manejo), é de extrema importancia
ponderar sua possivel relacdo com fatores genéticos. Uma forma de
verificar a presenca de um componente genético é por meio da analise
de mutagdes nas sequéncias de DNA que podem estar associadas ao

desenvolvimento do anestro. Estas mutagdes ocorrem normalmente no
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ESTUDOS DA EMBRAPA

organismo e podem estar dentro ou proximas a regioes
responsaveis pela producéo de proteinas ou horménios
envolvidos com a manifestagdo de estro e sdo comumente
conhecidas como genes.

Neste cendrio, uma possibilidade de abordagem prética
de diagnéstico de anestro em suinos seria o rastreamento
de animais portadores da alteragdo genética que possam
perpetuar individuos com o problema. Porém, até o mo-
mento, nao foram identificados marcadores que permitam
indicar com precisdo quais leitoas teriam predisposi¢ao
ao anestro. Nesse sentido, destaca-se o potencial uso das
ciéncias 6micas, as quais permitem analisar milhares de
variacdes genéticas, genes, proteinas e metabolitos ao
mesmo tempo e, portanto, fornecem informagodes asso-
ciadas a resposta biolégica. A aplicagdo de tecnologias
Omicas na reproducéo animal ainda é recente, contudo,
apresenta significativo potencial para avangar no melhor

entendimento sobre a ciclicidade e o anestro em leitoas.

ESTUDOS DE ASSOCIAGAO GENOMICA

AMPLA - GWAS

Nos ultimos anos, foram desenvolvidos Estudos de As-
sociagdo Gendmica Ampla (Genome-Wide Association
Studies), conhecidos como GWAS. Estes estudos levam
em consideracdo a similaridade genética entre individuos
que dividem a mesma caracteristica, ou seja: parte-se da
ideia de que uma caracteristica comum entre individuos
est4 associada a variagdo genética comum entre eles.
A partir da andlise de GWAS é possivel identificar e
comparar populages (grupos) de individuos quanto as

Leitoas em anestro
e (casos)

. (cgnt;ole)
Leitoas ciclicas

Figura 1: Esquematizagéo da comparagéo entre o grupo de leitoas em anestro
com o grupo de leitoas ciclicas para identificar possiveis marcadores moleculares

relacionados & ocorréncia desta falha reprodutiva. Fonte: Autores.
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regides gendmicas que apresentam alguma variacao na
sequéncia de DNA, como a substituigdo de uma tnica base
do DNA por outra (variagao do tipo Single Nucleotide
Polymorphism; SNP ou polimorfismo de Unica base do
DNA). Assim, sdo localizadas regides gendmicas e genes
que potencialmente participam na expressao de caracte-
risticas de interesse (fendtipos), mesmo que sua expressao
seja regulada por muitos genes.
E valido ressaltar que estes estudos permitem nédo so-
mente identificar associagoes entre milhares de SNPs
e caracteristicas fenotipicas, mas também quantificar a
significancia de tais associagdes a partir de estratégias
estatisticas aplicadas as comparagbes entre populagoes.
A ocorréncia dessas variagdes pode ter diferentes efeitos
na funcdo de um gene ou de uma regido regulatéria do
genoma. Portanto, a principal vantagem do GWAS é pos-
sibilitar a identificagao de SNPs ou genes que controlam
o desencadeamento de determinada condigdo sem a
necessidade de conhecimento genético prévio.
Na medicina humana, a metodologia de GWAS é ampla-
mente utilizada e j4 permitiu a identificacdo de milhares de
regides do DNA associadas a susceptibilidade a doengas
e a compreensao de caracteristicas genéticas complexas.
Em suinos, a abordagem ja vem sendo aplicada e, até o
momento, foram investigadas caracteristicas como: efici-
éncia alimentar, qualidade da carne, motilidade esperma-
tica, puberdade, nimero de leitdes nascidos vivos, entre
outras. Em relagdo a marcadores relacionados a ciclici-
dade ou ao anestro de leitoas, poucos estudos foram con-
duzidos, sendo ainda necessario investigar o efeito dos fa-
tores genéticos sobre
essa caracteristica.
SNP Neste sentido, nossos
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contradas com maior
frequéncia em leito-
as que apresentem o
quadro de anestro em
comparacao as leitoas

ciclicas (Figura 1).



Em um de nossos estudos, foram coletadas informagoes
de dois grupos de leitoas de reposi¢do com base no
fendtipo de interesse: leitoas em anestro e outro grupo
de fémeas contemporaneas que demonstraram estro e
foram inseminadas. O anestro foi confirmado ao abate
através da inspecéo do trato reprodutivo. De cada animal,
uma amostra de tecido da orelha foi coletada (Figura 2),
realizando-se a extracdo de DNA do material seguida
de genotipagem com um painel de 50 mil marcadores
tipo SNE para realizar a associagdo entre o fendtipo e o
gendtipo.

Uma série de andlises foi realizada para garantir

a qualidade dos gendtipos e, em seguida, fez-se a compa-
ragéo entre os dados de gendtipo e fenétipo, verificando-se
se existem variagdes no DNA que estejam de fato associa-
das a caracteristica fenotipica de anestro. Até o momento,
foi possivel encontrar SNPs localizados em trés diferentes
cromossomos (3, 7 e 9) possivelmente associados com a
ocorréncia de anestro na populagdo estudada (Figura 3).
As andlises funcionais, a partir da identificacao das regi-
Oes assocladas com o anestro, estdo sendo conduzidas
no momento e possibilitardao a identificagdo de genes

candidatos que estdo mapeados em tais regides e que

podem influenciar a variacéo deste fendtipo.

Figura 2: Coleta de amostra do tecido da orelha de leitoas, ciclicas ou diagnosticadas em anestro,

para realizagdo de estudo de associagdo gendmica ampla (Gwas). Imagem & esquerda: preparo do

instrumento de coleta (unidades de amostragem de tecido, TSU). Imagem & direta: realizagéo da coleta.

Fonte: Autores.

)
3 ©
©
T 0 .
2 . N
S
~
8 o
=
y [ ]
= = [ ]
o - L

Cromossomo

Figura 3: Grafico de Manhattan da andlise de associagdo gendmica ampla entre o -logl0(p-valor) e

o loci do SNP, em ordem sequencial por cromossomo para o anestro em leitoas. Linha superior: limiar

de signific@ncia de 5% no genoma, com escore de probabilidade de 5,1950. Linha inferior: limiar de

significAncia sugestiva, com escore de probabilidade de 3,8940.
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ANALISE DO TRANSCRIPTOMA PELO
SEQUENCIAMENTO DO RNA (RNA-SEQ)

A descoberta de regides gendmicas associadas ao anes-
tro é de extrema relevancia para melhor compreender
a influéncia genética sobre a ocorréncia de anestro em
leitoas. Contudo, ainda é necessdrio obter informagoes
sobre a diferenca na regulagdo dos genes, assim como
0 seu impacto na expressao fenotipica da caracteristica
de interesse (o anestro). Para isso, estudos de expressao
génica em tecidos ou células responsaveis pelo desen-
cadeamento de determinada caracteristica permitem
identificar e quantificar os genes que estao sendo expres-
sos de forma a obter uma visdo global dos mecanismos
moleculares envolvidos na manifestacao do anestro.
Um exemplo de estudo de expressao génica € a anélise
do transcriptoma, ou seja, de todos os RNAs que estao
sendo produzidos no tecido de interesse, através do
sequenciamento do RNA (RNA-Seq). Esta metodologia
tem sido amplamente usada na medicina humana para
comparar tecidos, tipos e respostas teciduais a uma va-
riedade de condigdes e doengas. Na produgédo animal,
sua aplicagao tem possibilitado melhor compreensao
acerca da regulacdo da expressdo génica de fémeas
suinas em estro, influéncias de microRNAS no processo

de placentagdo e da identificacdo de genes diferen-

cialmente expressos nos ovarios; colaborando também

para o entendimento de algumas falhas reprodutivas.
Considerando que um dos principais fatores fisiolégicos
associados ao anestro é a liberacéo irregular de GnRH
pelo hipotadlamo, nossos estudos tém focado na compa-
racdo do transcriptoma do hipotdlamo de fémeas em
anestro e ciclicas, utilizando a abordagem de RNA-Seq.
Até o momento, foi realizada a coleta do hipotdlamo
destes animais (Figura 4) e as etapas de verificacdo de
genes diferencialmente expressos entre os dois grupos,
que permitirdo identificar os mecanismos moleculares
envolvidos na ocorréncia do anestro em leitoas, ainda

estdo em andamento.

CONSIDERAGOES FINAIS

As técnicas de biologia molecular, como as baseadas na
genotipagem (GWAS) e no sequenciamento do transcrip-
toma (RNA-Seq), podem ser utilizadas para a identificacao
de marcadores moleculares associados a fertilidade e
as falhas reprodutivas de fémeas suinas. A identificagdo
dos marcadores pode ser uma alternativa para otimizar
o processo de selegdo de fémeas, de forma a mitigar
custos tornando o processo mais eficaz. Além disso, a
caracterizacdo de genes e vias metabdlicas envolvidos
na ocorréncia do anestro em leitoas podera subsidiar es-
tratégias para mitigar esta falha reprodutiva, por meio de

ajustes na nutricao, sanidade e ambiente, por exemplo. @

Hipotalamo

paraventricular

Estruturas
relacionadas
a reprodugac

Quiasma dptico

Hipéfise

Da arvéria cardtida

. Hipsfise anterior
.+ ou Adenchipéfise

Tecidoalva |

Hipéfise posterior
ou Neurohipéfise

Figura 4: Coleta do hipotdlamo e hipoéfise de leitoas, ciclicas ou diagnosticadas em anestro, para

andlise do transcriptoma. A) localizagdo da estrutura na base do encéfalo. Fonte: Autores. B) Esquema

demonstrando as estruturas de hipotdlamo e hipdfise. Fonte: Adaptado de Senger, 2015.
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