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Perfil transcricional de RNAs nao codificantes em amostras
do tecido subcutaneo dorsal adiposo de duas ragas de
suinos

Transcriptional profile of the non-coding RNA in the dorsal
adipose subcutaneous tissue samples of two swine breeds

RESUMO

A crescente demanda por alimentos reflete na necessidade de abordagens para aumento
da produtividade e qualidade de alimentos, onde a genética possui papel protagonista.
Pesquisadores no mundo todo tém se dedicado em estudos de RNAs reguladores para o
entendimento de sua contribuicdo em diferentes organismos. Este trabalho objetivou
analisar a expressdo diferencial de transcritos (mMRNA, ncRNA e IncRNA) entre duas ragas de
suinos, através de métodos computacionais de analise de transcriptoma. Para isso, foram
coletadas as informagdes e mapeadas a partir de um genoma de referéncia.
Posteriormente, foram identificados os transcritos presentes e analisado a expressao
diferencial dos mesmos, selecionando os 10 RNAs regulados positivamente e 10 regulados
negativamente. Com os resultados, foi possivel detectar RNAs codificantes e nado
codificantes com um nivel de expressao diferencial semelhante e possivelmente intrinsecos
a racga de suinos. Assim, essas analises poderdo trazer base para futuras pesquisas para
abranger a co-expressdo desses RNAs e confirmar se estdo na mesma via de regulagao.

PALAVRAS-CHAVE: Genomica funcional. Bioinformatica. RNAs regulatodrios.
ABSTRACT

The growing demand for food reflects the need for an approach to increase productivity
and quality of food, where genetics has a leading role. Researchers around the world have
dedicated themselves to studies of regulatory RNAs to understand their contribution in
different organisms. This work aimed to analyze a differential expression of transcripts
(mRNA, ncRNA and IncRNA) between two pig breeds, using computational methods of
transcriptome analysis. For this, the information was collected and mapped from a
reference genome. the transcripts present and analyze their differential expression,
determining the 10 positively regulated and 10 negatively regulated RNAs. With the results,
it was possible to detect coding and non-coding RNAs with a similar level of differential
expression and possibly intrinsic to the swine breed, these analyzes provide a basis for
future research to cover the co-expression of these RNAs and confirm whether they are on
the same path of regulation.

KEYWORDS: Functional genomic. Bioinformatics. Regulatory RNA.
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INTRODUGCAO

De acordo com a ONU, a populacdo mundial ird aumentar significativamente
em 2050, ultrapassando os 9 bilhdes de habitantes no mundo (ONU, 2015). Com o
aumento da demanda por alimentos (FAO, 2017), ferramentas de genética serdo
um dos principais pilares para a melhoria da cadeia produtiva da suinocultura
(KHATIB, 2014).

Nos ultimos anos, estudos mostraram a importancia de RNAs ndo codificantes
(ncRNAs) em mecanismos de regulagdo de células animais (DO et al., 2017). Essas
moléculas podem influenciar em diversas caracteristicas de importancia produtiva
como qualidade do leite, susceptibilidade a mastite (TONG et al., 2017), deposi¢do
de gordura e crescimento muscular (WANG et al., 2015).

Os ncRNAs sdo caracterizados como um conjunto de transcritos que ndo
detém capacidade de codificar para proteinas (RAO, 2017; BORGA; MEERAN;
FASSAN, 2019). Diferengas como tamanho e fung¢do sdo algumas das caracteristicas
de distingdo entre essas moléculas, que podem compor sequéncias maiores ou
menores de 200 nucleotideos. Dada a diversidade de ncRNAs, o local e a dindmica
celular de sua atuag¢do também podem variar (BORGA; MEERAN; FASSAN, 2019).
Os ncRNAs se dividem em dois grandes grupos, estruturais (RNA ribossémico —
rRNA e RNA de Transferéncia - tRNA) e reguladores (pequenos RNAs e RNAs
longos) (MENCK; VAN SLUYS, 2017).

Os mecanismos envolvidos em caracteristicas intrinsecas a carne de suinos,
como a gordura intramuscular, incluem a associacdio de RNAs longos ndo
codificantes (IncRNA). Apesar de serem pouco descritos na literatura, os IncRNAs,
podem regular a via de sinaliza¢do de adipocitoquinas, deposicdo e degradagao de
gordura (ZOU et al., 2018). A mesma relagdo ocorre com pequenos RNAs, como o
caso de micro RNAs (miRNA) no musculo de suinos que atuam na dindmica da
adipogénese (SUN et al., 2019), metabolismo de lipidios e crescimento muscular
(WANG et al., 2015).

Portanto, o objetivo do trabalho foi analisar a expressdo diferencial de
transcritos, com enfoque em mRNA, ncRNA, e IncRNA de acordo com a raca de
suinos (Sus scrofa), através de métodos computacionais de andlise de
transcriptoma.

METODOLOGIA

Os dados selecionados para as andlises derivam de experimentos realizados
por Albuquerque et al. (2020) depositados no banco de dados publico National
Center for Biotechnology Information - NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) sob
0 cddigo de identificagdo GSE145956. A biblioteca de RNAseq compdem o
sequenciamento de RNA por metodologia lllumina Hiseq 2000 paired de duas racgas
de suinos (Alentajano e Bisaro) com oito réplicas bioldgicas. Todas as corridas
foram submetidas a analise de qualidade, com remocdo de sequéncias com baixa
gualidade e adaptadores, com auxilio das ferramentas FastQC e Trim Galore na
plataforma Galaxy Europe (https://usegalaxy.eu/).0 mapeamento foi feito com a
ferramenta Hisat2 (KIM; LANGMEAD; SALZBERG, 2015) com parametros de analise
padrdo utilizando o genoma de referéncia Sus scrofa 11.1 (GCA_000003025.6)
depositado no banco de dados Ensembl (WARR et al.,, 2020). Os arquivos de
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mapeamento (extensdo BAM) gerados pelo Hisat2 foram utilizados para
guantificacdo de cada transcrito, através da ferramenta Htseq-count (ANDERS;
PYL; HUBER, 2014) com sua respectiva indexacdo pelo arquivo de anotacdo
Sus_scrofa.Sscrofal1.1.100 (WARR et al., 2020). As analises de expressdo
diferencial foram realizadas com o pacote de analises edgeR (ROBINSON;
MCCARTHY; SMYTH, 2009).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados de contagem de reads de mRNA, ncRNA e IncRNA, foram submetidas
a analise de expressado diferencial, a fim de verificar o perfil transcricional sob a
influéncia das diferengas entre as ragas na deposicao de gordura subcutdnea
dorsal. Em analise dos dados de expressao diferencial, foi possivel identificar maior
numero de transcritos diferencialmente expressos para mRNAs codificantes, em
comparacao a transcritos de ncRNAs e IncRNA.

Ao todo foram encontrados 21.303 transcritos de mRNA codificante, 8.979
transcritos de ncRNAs e 9.374 transcritos de IncRNA. Um resumo detalhado da
analise de transcritos para cada classe sdo apresentados no Quadro 1. Nota-se que
os IncRNAs (classe especifica dentro de ncRNA) apresenta maior nimero de
transcritos que ncRNA (classe maior e mais genérica), isso se deve ao fato de que
existem IncRNAs que sdo derivados de por¢des génicas codificantes, sendo assim
processados pelo maquindrio de regulacdo pds-transcricional. A abundancia e
expressao diferencial de ncRNAs e IncRNAs, indica uma importante participacao
dessas classes de RNAs em processos regulatérios que podem ser intrinsecos a
nivel intraespecifico.

Quadro 1 —Total de transcritos diferencialmente expressos por classe, em analise
comparativa entre as racgas Alentajano e Bisaro.

Positivamente Normal Negativamente N° Transcritos
Codificante 2760 15942 2601 21303
ncRNA 211 8572 196 8979
IncRNA 185 9086 103 9374
Total 3156 33600 2900 39656

Fonte: Autoria prépria (2020).

Foram selecionados dez transcritos com maior fold change (positivo e
negativo) para cada classe (MRNA, ncRNA e IncRNA), com base no FDR - valor p
ajustado (> 0,05). E possivel assumir que o perfil dos dez transcritos com maior
logFC (fold change) positivamente e negativamente entre mRNA, ncRNA e IncRNA
ndo se diferem e apresentam menor variacdo tratando dos transcritos
negativamente (Figura 1). Uma andlise mais refinada, onde sugere-se inferéncia da
co-expressdo de transcritos, pode auxiliar na identificacdo de padrées na rede de
interacdo de expressdo entre transcritos codificantes e ndo codificantes.

Nossas analises sugerem que a maioria dos transcritos selecionados como
diferencialmente mais ou menos expressos (negativamente e positivamente),
apresentam expressdo caracteristica da raga, ou seja pode ter uma contribui¢do
significativa da particularidade do genoma de cada raca, com excecdo do ncRNA
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“ENSSSCG00000042134” que possui expressao significativa para ambas racas de
suinos analisadas (Figura 2)

Figura 1 — Boxplot do logFC de transcritos regulados negativamente e positivamente na
andlise de comparagdo entre ragas de suinos Alentajano x Bisaro. Transcritos filtrados

com FDR =0,05.
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Fonte: Autoria prépria (2020).

Negativamente  Positivamente

Figura 2 — Heatmap com o perfil da expressao de transcritos de RNA para duas ragas de

suinos. Transcritos filtrados com FDR = 0,05. Valores de expressdo determinados em CPM

(counts per million).
Transcritos regulados positivamente

IncRNA heatmap MRNA heatmap RERNA heatmap

e b sl B ewiiall B
22222222272 * fpgcpaznaz = BizEizEzeE 0
DO OOnnenna 40 DODODDNDDDD 200 R R 200
gorossusiag gaugyanoas ggeeegeges
95949888959 0 .
8888888888 30
L
§I382z24°388 0 EE88Eg2ss % EEEEELTE i
SRR EREE L] i ggisEehgae In .

0
Transcritos regulados negativamente

IncRNA heatmap mRNA heatmap ncRNA heatmap

Alentajano ! Alentajano Alentajano [ 80

Bisaro 15 Bisaro 20 Bisaro
EEEEEEE 2222022227 150000000
boOOBHBBOO GhhDOOODBB® bbBLBBDD B8 60
DO OD 0D DD P N 60 DDDD DD DD D
OO nnnonono 10 DOV LOLOOLOY Ao oo ana0a
EQQQEQQQQE D000 0Q0000QQ %0
TEEEEEEEE 28888882828 “ ggggggg
EE8E8882¢8 5 BBB8888888 BEEEESRE »
fgidzieaa BEREZBIEEQ 2 i EEE R
A ERELY: | sggsgaigs | SEALLLEC I B

0 0

Fonte: Autoria propria (2020).
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CONCLUSAO

Muitos transcritos de IncRNA ainda permanecem sem identificacdo em bancos
de dados, tal como Ensembl. Isto ressalta a importancia de estudar essas moléculas
e sua funcionalidade em organismos animais. A identificagdo dessas moléculas,
bem como outros ncRNAs, poderdo atingir uma visao abrangente dos mecanismos
de regulacdo transcricional em animais. Andlises de bioinformatica podem
contribuir significativamente na prospeccao e identificacdo de alvos associados as
vias de regulagao especificas, como visto em tecidos adiposos de suinos em analise
comparativa entre ragas de uma mesma espécie. Sugere-se que a partir destes
dados pilotos, sejam realizadas andlises de redes de co-expressdao com intuito de
identificar conjuntos regulatdrios destes transcritos ndo codificantes associados a
genes, para possivel classificagao funcional in silico.
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