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RESUMEN

El sistema osteoarticular esta formado por los huesos, articulaciones y ligamentos. Su funcion es
permitir la estabilidad del cuerpo y la movilidad de sus diferentes partes. Las alteraciones en su
desarrollo pueden conllevar a las enfermedades osteoarticulares hereditarias. Estas constituyen
un grupo heterogéneo de trastornos que se caracterizan por el crecimiento, desarrollo y
remodelacion anormales de los huesos y los cartilagos. Tras décadas de desarrollo de la
genética y gracias a los recientes avances tecnoldgicos, se han descubierto los mecanismos
moleculares involucrados en numerosas de estas enfermedades, asi como también los defectos
genéticos subyacentes. La medicina de precisién basada en el ADN que utiliza métodos de
vanguardia, como la secuenciacién del genoma (WGS) y del transcriptoma completo (RNA-seq),
se ha utilizado con éxito en los ultimos afios para el diagndstico rutinario tanto en medicina
humana como veterinaria. El descubrimiento de las variantes causantes de enfermedades
permite a los criadores de perros y gatos evitar la propagacion de dichas mutaciones en la raza
afectada, mejorando en ultima instancia la salud de toda la poblacién mediante una mejor gestiéon
de la cria. Adicionalmente, la identificacion de biomarcadores permite un diagndstico mas preciso
en fase temprana de la enfermedad, mejorando asi el bienestar animal y evitando pérdidas
econdmicas en medicina veterinaria. Muchos trastornos osteoarticulares en humanos tienen una
contraparte muy similar en los animales domésticos. Los modelos espontaneos en animales de
raza pura, como los perros y gatos, que tienen una estructura poblacional Unica y una similitud
fisica con los humanos son modelos valiosos para el desarrollo de nuevas estrategias

terapéuticas en humanos.

En esta tesis, se ha realizado el analisis de tres enfermedades osteoarticulares en animales de
compafia aplicandose diferentes enfoques genéticos, con la ayuda de tecnologias de
secuenciacion de nueva generacion (NGS). El uso intensivo de ciertos reproductores ha
conducido a un alto grado de parentesco entre perros y gatos de pedigri y, por lo tanto, a altos
indices de consanguinidad facilitando la propagacion de rasgos genéticos indeseables dentro de

numerosas razas.

La metodologia utilizada para el estudio de las dos displasias esqueléticas investigadas se basé
en estudios de familia y se trata de patologias heredadas como rasgos monogénicos
autosdmicos recesivos. Se identificd una variante homocigota en un sitio de empalme (splice site)

en el gen PRKGZ2 en dogos argentinos afectados desde edad infantil por una forma de enanismo



desproporcionado, mediante un estudio de analisis de ligamiento y mapeo de homocigosidad v,
WGS de un animal afectado. PRKG2 codifica la proteina quinasa cGMP dependiente tipo 2, un
conocido regulador de la diferenciacién de los condrocitos. Las variantes de pérdida de funcién
de PRKGZ2 han sido asociadas previamente a enanismo desproporcionado en humanos, bovinos,
ratones y ratas. La variante PRKG2:c.1634+1G>T identificada en esta tesis es el primer reporte
en animales de compania. En la familia de britanico de pelo corto estudiada, dos gatitos
compaferos de camada presentaron a los dos meses de edad paraparesia severa, hernia
cerebelosa y coprostasis debido a malformaciones esqueléticas complejas. Los datos de WGS
de ambos casos revelaron una variante homocigota de tipo corrimiento del marco de lectura
(frameshift) en el gen LTBP3, codificante de la proteina 3 de unién al factor de crecimiento
transformante latente B (TGF-B), regulador clave de TGF-B implicado en la morfogénesis y
remodelacion 6sea. Alteraciones en el gen LTBP3 se han observado previamente en displasias
esqueléticas similares en humanos. Hasta la realizacion de esta tesis, la variante descubierta en
la raza britanico de pelo corto representa el primer reporte en animales domésticos. Finalmente,
mediante un estudio de tipo caso-control en ovejeros alemanes, utilizando RNA-seq de sangre
periférica como tejido indicador, se identificd el gen THBS4 como posible biomarcador circulante
de la osteoartritis (OA) en perros. Estudios previos han reportado un incremento significativo en

los niveles de expresion de THBS4 en humanos y modelos murinos con OA avanzada.

En conclusion, los resultados obtenidos con el desarrollo de este trabajo de tesis doctoral
contribuyen a la identificacion de variantes genéticas candidatas a causar dos tipos de displasia
esqueléticas y un gen candidato a biomarcador circulante de la OA. Se han aplicado diferentes
enfoques genéticos, con la ayuda de tecnologias de NGS. Estos datos facilitan las pruebas
genéticas que permitirian evitar la cria no intencionada de mascotas afectadas y aportan nuevas

evidencias sobre el perfil de expresion de la OA canina.
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INTRODUCCION



Animales de compainia como modelo en enfermedades genéticas

Los animales de compafiia o mascotas mundialmente mas populares son el perro y el gato, y
como tales, son objeto de afecto y cuidados sin precedentes en nuestra sociedad. Las
enfermedades naturales o espontaneas que los pueden afectar presentan una gran variabilidad
en la susceptibilidad entre las distintas razas. Esto refleja las diferencias en la composicion
genética, la fisiologia, el estilo de vida y el entorno, tal como sucede en las poblaciones humanas
(Kol y col., 2015).

En el caso de los perros, una de las principales razones por las que son un foco de investigacion
dentro del campo de la genética esta relacionada con la estructura especifica de la poblacién
qgue se ha creado en los ultimos 150-200 afos (Larson y col., 2012). Mientras que la seleccién
natural se produce de forma involuntaria cuando los animales se adaptan a un entorno
cambiante, la seleccion artificial es un proceso llevado a cabo por el hombre para domesticar a
los animales salvajes (Nielsen, 2005). Los perros domesticados fueron sometidos a una rigurosa
seleccion de cria, por ejemplo, por rasgos de comportamiento y/o caracteristicas morfolégicas
especificas, lo que condujo a la creacién de cientos de razas de perros capaces de pastorear,
proteger, cazar o guiar (Larson y col., 2012). Este proceso de seleccion se intensificé en los dos
ultimos siglos y dio lugar a poblaciones genéticas aisladas de razas caninas (Parker y col., 2010).
Mientras que la variacion genética entre las distintas razas permanecié intacta, la reducida
variabilidad genética dentro de las razas funcioné como un amplificador genético y ofrece un
"microscopio de diseccién genética" para la investigacion (Lindblad-Toh y col., 2005; Parker y
col., 2010; Larson y col., 2012; Van Steenbeek y col., 2016). Junto con la seleccion de rasgos
unicos surgié un mayor riesgo de desarrollo de trastornos hereditarios especificos dentro de las
razas, lo que proporcion6 modelos fisioldgicamente relevantes correspondientes a las
condiciones humanas. El corto tiempo generacional y la endogamia para mantener los
estandares raciales de las razas caninas condujeron a una mayor tasa de aparicion de
enfermedades recesivas hereditarias en comparacion con los humanos. Los mutantes
espontaneos en poblaciones de raza pura con una estructura tan singular hacen del perro un
valioso modelo para el estudio de los trastornos que afectan también a los humanos (Andersson,
2016). Las variantes genéticas relacionadas a enfermedades como la distrofia muscular de
Duchenne, la narcolepsia y la osteogénesis imperfecta se identificaron por primera vez en

caninos y posteriormente en humanos (Ostrander y col., 2000).



La iniciativa "One Health" ha reconocido que la salud de los seres humanos, los animales
domeésticos y el medio ambiente estan estrechamente vinculados y tiene como objetivo "romper
la barrera de las especies" en un impulso hacia un mejor vinculo entre la investigacion médica y
veterinaria para el beneficio del paciente humano y veterinario (Christopher, 2015). Al igual que
los humanos, la esperanza de vida de los animales de compania va en aumento. La medicina
veterinaria ha hecho grandes avances en los Uultimos veinte afios con el desarrollo de
especialidades y subespecialidades, como el diagndstico por imagen de ultima tecnologia, la
cirugia minimamente invasiva y reconstructiva, el trasplante de 6rganos y los protocolos
avanzados de quimioterapia y radioterapia, que son paralelos a la expansion de la medicina
humana (Kol y col., 2015). Adicionalmente, se han secuenciado y anotado los genomas
completos del perro (Parker y col., 2004) y del gato (Tamazian y col., 2014), lo que proporciona
una poderosa herramienta para estudiar la predisposicion genética y los patrones de expresion

geénica en las enfermedades que se producen de forma natural en estas especies.

La base molecular de los trastornos genéticos en los animales de compafiia se reconoce cada
vez mas en especies y razas animales especificas (Kol y col., 2015). Se han identificado muchas
enfermedades genéticas de origen natural en animales domésticos que a menudo estan
causadas por una mutacion en un gen ortélogo y conducen a un fenotipo clinico comparable al
observado en los pacientes humanos, incluyendo las alteraciones patoldgicas a nivel bioquimico
y celular (Lairmore y Khanna, 2014; Kol y col., 2015). El catalogo publico Online Mendelian
Inheritance in Animals registra actualmente 842 rasgos o trastornos caninos y 395 felinos, de los
cuales 542 y 260 se clasifican como modelos potenciales de enfermedades humanas, con 324 y
99 variantes genéticas causales conocidas, respectivamente (OMIA, https://www.omia.org,
consultado el 9 de julio de 2022).

Muchos de estos trastornos genéticos se comparten entre perros y humanos (Tsai y col., 2007).
Sin embargo, en comparacion con los humanos, la identificaciéon de una variante causante en los
perros es generalmente mas sencilla por las siguientes razones: en primer lugar, existe una gran
diversidad de razas con caracteristicas bien definidas, lo que permite estudios dentro de la raza
y entre ellas. En segundo lugar, si la enfermedad es especifica 0 mas frecuente en una raza vy,
por lo tanto, en una poblacion relativamente pequefia, es probable que solo haya un alelo de la
enfermedad que sea idéntico por descendencia en todos los casos afectados. En tercer lugar, la
diversidad genética dentro de una raza es baja y el desequilibrio de ligamiento en las razas
caninas es aproximadamente cien veces mayor que en los humanos, lo que significa que se

requieren menos marcadores genéticos en los estudios de asociacion, lo que los convierte en


https://www.omia.org/

una herramienta poderosa (Lindblad-Toh y col., 2005; Sutter y col., 2004). En cuarto lugar, las
familias numerosas y la informacion genealdgica disponible también facilitan los métodos

basados en la familia.

Aligual que ocurre en la genética clinica humana (Ashley, 2016), la medicina de precision basada
en el ADN y que utiliza la informacion genémica disponible ha demostrado ser adecuada para el
diagnéstico de enfermedades raras en la medicina veterinaria (Jagannathan y col., 2019), debido
al nivel de atencién médica sin precedentes de que disponen los animales de compania. Por lo
tanto, la medicina humana y la veterinaria pueden beneficiarse mutuamente de la investigacién

que aplica el enfoque "One Health".

Enfermedades osteoarticulares hereditarias

Las enfermedades osteoarticulares hereditarias son un grupo heterogéneo de alteraciones del
desarrollo del sistema esquelético. Estan caracterizadas por el crecimiento, desarrollo y
remodelacion anormales de los huesos y los cartilagos (Krakow, 2015). Abarcan un espectro de
fenotipos amplios, desde embrionarios letales como la displasia tanatoférica, displasias
esqueléticas graves como la osteogénesis imperfecta, a fenotipos leves como la baja estatura

aislada o la enfermedad articular degenerativa prematura.

El esqueleto se forma durante dos procesos distintos: la osificacidén endocondral y la osificacion
membranosa. La osificacion endocondral es responsable de la formacion de la mayor parte del
esqueleto apendicular de los mamiferos e implica una secuencia de procesos de desarrollo
cuidadosamente orquestados. Estos incluyen el inicio de la yema de la extremidad embrionaria
y su crecimiento a partir del mesodermo de la placa lateral, la especificacion de las células
mesenquimales para los futuros elementos de la extremidad, las condensaciones
mesenquimales que desencadenan la diferenciacion del cartilago, la osificacion de los huesos
en desarrollo y, por ultimo, su crecimiento y maduracion adecuados en el periodo postnatal
(Provot y Schipani,2005; Hall y Miyake, 2000). La osificacion membranosa es el acontecimiento
del desarrollo en el que las células mesenquimales que se condensan progresan casi
directamente a células éseas. Los huesos del craneo, la clavicula lateral y el pubis se forman
mediante la osificacion mesenquimal. En el periodo postnatal, el crecimiento continda a través
de la placa de crecimiento del cartilago, en la que los condrocitos en reposo proliferan, sufren
hipertrofia y luego apoptosis, convirtiéndose en el andamiaje de crecimiento del hueso (Ballock

y O'Keefe, 2003). Multiples mecanismos moleculares subyacen a la formacion del esqueleto y



las perturbaciones de estos procesos altamente regulados pueden dar lugar a displasias

esqueléticas.

La constitucién genética es un factor relevante en el desarrollo de la mayoria de las
enfermedades, incluidas las de los huesos y las de las articulaciones. La variacién fenotipica de
los rasgos y las enfermedades del esqueleto son el producto de factores genéticos y ambientales.
El grado en que la genética influye en el fenotipo varia en funcion de las distintas enfermedades
del esqueleto. Sin embargo, el componente genético de los rasgos esqueléticos es grande y varia
entre el 30%, en la osteoartritis (OA), y el 80%, en la densidad mineral 6sea. Esto no significa
gue no haya ningun efecto del entorno. De hecho, estas variantes de la secuencia del ADN
forman la plantilla sobre la que los factores ambientales pueden influir en el fenotipo (van Meurs
y col., 2019). No sdlo los genes que codifican proteinas especificas del tejido 6seo o articular son
fundamentales para la formacion y el mantenimiento de los huesos y los cartilagos sino también
otras proteinas que desempenan un papel mas ubicuo, como la regulacion de la transcripcion de
genes, la division celular o la regulacion del transporte intracelular, las cuales representan otra
causa bien establecida de los trastornos 6seos (Cammarata-Scalisi, 2020). La comprension de
estos genes permite delinear la extension del espectro de la enfermedad asociada con un
trastorno particular, proporciona un servicio de diagnéstico basado en el modo de herencia, asi
como un avance en la comprension de las vias implicadas en el desarrollo y el mantenimiento

del esqueleto (Krakow, 2015).

Displasias esqueléticas

Las displasias esqueléticas comprenden el grupo mas grande y diverso de fenotipos entre las
enfermedades 6seas hereditarias. Dan lugar a una forma y tamafo anormales del esqueleto y a
una desproporcion de los huesos largos, la columna vertebral y la cabeza. Con frecuencia se
presentan en el periodo neonatal con desproporcion, anomalias radiograficas y, ocasionalmente,
anomalias de otros sistemas de érganos (Krakow, 2015). Presentan todas las formas de herencia
mendelianas, siendo la autosémica recesiva y la autosdmica dominante las mas frecuentes
(Warman y col., 2010). Debido a su heterogeneidad, la clasificacion puede basarse en la causa
genética, la letalidad o la afectacion de partes del esqueleto similares. El Comité de Nosologia
de la Sociedad Internacional de Displasias Esqueléticas reconoce 461 enfermedades diferentes,
que se clasifican en 42 grupos en funcién de sus fenotipos clinicos, radiograficos y moleculares.

Las tecnologias de secuenciacion de nueva generacién (NGS) han permitido identificar las
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variantes causales que afectan a 437 genes diferentes en 425 de los 461 trastornos descriptos
(Mortier y col., 2019).

El fenotipo y denominacion mas comun de las displasias esqueléticas es el enanismo, término
médico utilizado para denotar la baja estatura, y segun la Online Mendelian Inheritance in Man

(OMIM; https://www.omim.org/, consultado el 10 de febrero de 2022) existen mas de 200 tipos

diferentes de displasias esqueléticas subyacentes en pacientes con fenotipos de enanismo
primario o secundario. En funcién del fenotipo especifico, el enanismo puede clasificarse como
proporcionado o desproporcionado. En el enanismo proporcionado, se conservan las
proporciones corporales normales, mientras que la estatura total se reduce. El enanismo
desproporcionado implica alteraciones de la longitud relativa de las extremidades y cambios en
las proporciones corporales (Sewell y col., 2015; Jain y Saber, 2021). Las displasias esqueléticas
se presentan tipicamente como estatura baja desproporcionada en la infancia (Jain y Saber,
2021). Las mas comunes son la osteogénesis imperfecta, la acondroplasia y la osteopetrosis
(Krakow, 2015).

En los animales domésticos se conocen varias enfermedades esqueléticas genéticas similares
a los fenotipos humanos. Sin embargo, su descripcion y clasificacion esta lejos de ser tan precisa.
La disponibilidad cada vez mas amplia de técnicas de NGS ha revolucionado también el
reconocimiento de las mutaciones que causan estas enfermedades en los animales (Dittmer y
Thompson, 2015). La base de datos OMIA enumera actualmente alrededor de 41 desérdenes
esqueléticos hereditarios con variantes causales conocidas en diversas especies domésticas
(Tabla S1). Aunque la mayoria de las displasias esqueléticas de los animales domésticos se
consideran enfermedades, en algunos casos, la seleccion de atributos anatomicos deseados
durante la domesticacion y cria ha llevado a la fijacién genética de malformaciones esqueléticas
que se han convertido en estandares de la raza (Haase y col., 2016; Bannasch y col., 2020;
Westworth y Sturges, 2010). En ciertos animales de ganado, algunos fenotipos de enanismo
forman parte del estandar racial, como en los cerdos miniatura Banna chinos (Deng y col.,2011),
los ponis Shetland (Rafati y col, 2016), el ganado Dexter (Cavanagh y col., 2007) y las cabras
enanas de Africa Occidental (Bemji y col., 2018). A menudo, los animales heterocigotos son los
que producen el enanismo deseado, mientras que los mutantes homocigotos son inviables

(Boegheim y col., 2017).

Los perros representan la especie de mamiferos con la mayor diversidad fenotipica del
esqueleto. Desde su domesticacion, han sido objeto de una seleccion humana basada en

diferentes tamafos y morfologias esqueléticas. Algunas alteraciones en la longitud de las
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extremidades, que dan lugar a un enanismo desproporcionado, son resultado de la seleccién
positiva en algunas razas (Bannasch y col., 2020). Durante el desarrollo de la raza, las
extremidades desproporcionadamente cortas eran deseables por una serie de razones. Los
perros con patas mas cortas eran mas lentos y la gente de a pie los encontraba mas faciles de
usar para la caza, lo que dio lugar a los sabuesos de patas cortas. También eran capaces de
seguir a los animales en pequenos agujeros y madrigueras, de ahi que muchos terriers tengan
las patas mas cortas (Morris, 2002; Young y Bannasch, 2006). Las alteraciones de la longitud de
las extremidades cambian el aspecto y la finalidad de los perros y, por lo general, son invariables

dentro de sus razas (Bannasch y col., 2020).

Un ejemplo de enanismo desproporcionado en perros, fijado por la seleccion positiva, es la
condrodisplasia comun causada por una insercion del retrogen FGF4 en el cromosoma 18 en el
dachshund, el basset hound y muchas otras razas de patas cortas (Parker y col., 2009). Sin
embargo, también hay formas de enanismo desproporcionado que no son deseadas, o que estan
asociadas a problemas de salud y representan problemas para el bienestar animal. Por ejemplo,
otra insercion retrogénica del FGF4 en el cromosoma 12 causa condrodistrofia, que se asocia
con la calcificacion anormal de los discos intervertebrales y un riesgo enormemente mayor de
prolapsos discales (Brown y col., 2017; OMIA 000157-9615). Una forma de condrodisplasia y
extremidades cortas desproporcionadas esta causada por una variante sin sentido (nonsense)
en el gen ITGA10 presente en los perros oso de Carelia y en los elkhounds noruegos (Kyostila y
col., 2013; OMIA 001886-9615). La displasia esquelética 2 (SD2) es una forma leve de enanismo
desproporcionado en los labradores retriever, y el defecto genético causante es una variante con
cambio de sentido (missense) en el gen COL11A2 (Frischknecht y col., 2013; OMIA 001772-
9615). La osteocondrodisplasia se produce por una deleciéon de 130 kb en el gen SLC13A1 en
los caniches miniaturas (OMIA 001315-9615). Los perros mutantes se caracterizan por laxitud
articular, displasia epifisaria, cuerpos vertebrales y luxacién de la articulacion lumbosacra, asi
como opacidades corneales (Neff y col., 2012). La disostosis espondilocostal se caracteriza por
un acortamiento del tronco, hemivértebras extensas y anomalias en las costillas en los
schnauzers miniaturas y esta causada por una variante de tipo frameshift en el gen HES7 (Willet
y col., 2015; OMIA 001944-9615). Una delecion de mas de 20kb en el gen COL9A2 (OMIA
001523-9615), una insercion de menos de 20kb y una variante de tipo sin sentido (nonsense) en
el gen COL9A3 (OMIA 001522-9615) estan asociadas a displasia 6culo-esquelética 2, en la raza
samoyedo, y displasia 6culo-esquelética 1 en labrador retriever e inuit del norte. Los trastornos

relacionados con las variantes en estos genes del colageno son observables a las pocas
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semanas de nacer y dan lugar a fenotipos de extremidades cortas, ademas de displasia vitrea
(Goldstein y col., 2010).

Los gatos también pueden verse afectados por displasias esqueléticas. Individuos con
extremidades cortas, pero con tamafio normal del cuerpo y la cabeza se han descrito
independientemente en todo el mundo (Haase y col., 2016). Los gatos han sido criados
selectivamente para generar fenotipos enanos desde mediados del siglo XX, el gato munchkin
se considera como la raza enana original (The International Cat Association; https://tica.org/
(consultado el 10 de febrero de 2022). En la actualidad, los cruzamientos entre gatos munchkin
con otras razas dan lugar a gatos de extremidades cortas en una gama de diferentes razas. Una
forma extrema de enanismo desproporcionado es el squitten o el gato canguro. Estos gatos
tienen una hipoplasia radial-pulgares trifalangicos que que presenta un acortamiento variable de
ambas extremidades anteriores con la ausencia casi completa de hueso en los casos graves.
Los casos muy leves imitan un fenotipo de polidactilia con tres falanges en lugar de dos en el

pollex o primer dedo (Lockwood y col., 2009).

En los gatos, sélo se han caracterizado unas pocas displasias esqueléticas a nivel molecular. La
osteocondrodisplasia en los gatos scottish fold esta causada por una variante missense en el
gen TRPV4 (OMIA 000319-9685; Takanosu y col., 2008; Gandolfi y col., 2016). Una forma de
condrodisplasia que representa el estandar de la raza, en los antes mencionados gatos munchkin
de patas cortas, esta causada por una gran delecién en el gen UGDH que codifica la UDP-
glucosa 6-dehidrogenasa (OMIA 000187-9685; Buckley y col., 2020; Struck y col., 2020). La
braquicefalia extrema de los gatos birmanos se debe, en parte, a una delecién de 12 pb en el
gen ALX1 que codifica la proteina homeobox 1 ALX (OMIA 001551-9685; Lyons y col., 2016). La
polidactilia en los gatos esta causada por las variantes de un solo nucleétido no codificantes en
una regién reguladora del gen SHH que codifica el homdélogo Sonic hedgehog, un gen
morfogénico del desarrollo (OMIA 000810-9685; Lettice y col., 2011). Una variante missense en
el gen ACVR1 que codifica el receptor de activina A tipo | es la causa de fibrodisplasia osificante
y malformaciones esqueléticas secundarias en gatos domésticos de pelo corto (OMIA 000388-
9685; Casal y col., 2019). Adicionalmente, hay varias razas de gatos, como pixie bob, kurilian
bobtail, american bobcat, japanese bobcaty manx, con colas acortadas o dobladas. Las variantes
causantes de estas malformaciones espinales se han identificado en los genes TBXT (OMIA
000975-9685; Buckingham y col., 2013) y HES7 (OMIA 001987-9685; Lyons y col., 2016; Xu y
col., 2016).
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Osteoartritis

La osteoartritis (OA) o enfermedad articular degenerativa es el trastorno articular degenerativo
mas comun en humanos y animales de compania (Mele, 2007; Martel-Pelletier y col., 2016;
Cimino Brown, 2017). Segun Lancet Commission on Osteoarthritis mas de 500 millones de
personas en todo el mundo estaban afectadas por esta enfermedad en el afio 2020 (Hunter y
col., 2020). La etiologia implica la alteracion metabdlica del cartilago articular, el hueso
subcondral, los ligamentos, la capsula y la membrana sinovial; lo que conduce a la pérdida del
cartilago articular, la esclerosis del hueso subcondral y la inflamacion. La progresién de estas
alteraciones estructurales provoca la insuficiencia articular, la pérdida de movilidad, el dolor y el
detrimento de la calidad de vida (Zheng, 2005; Martel-Pelletier y col., 2016). Aunque la OA puede
afectar a cualquier articulacion, las mas frecuentemente afectadas son la cadera, rodilla, mano,
pie y columna vertebral (O'Neill y col., 2018). Los factores de riesgo asociados a la OA son
heterogéneos; por ejemplo, la edad, el género, la obesidad, la biomecanica articular y los
antecedentes genéticos son los mas descritos (Martel-Pelletier y col., 2016; Abramoff y Caldera,
2020). La OA suele aparecer de forma secundaria a la displasia de cadera, la rotura del ligamento
cruzado de la rodilla y la necrosis avascular del fémur (Jacobsen y Sonne-Holm, 2005; Kim, 2012;
Simon y col., 2015).

Los modelos caninos se han utilizado durante mucho tiempo para estudiar los trastornos
articulares, especialmente la OA, cuyos modelos se agrupan en espontaneos o inducidos
quirargicamente (Mccoy, 2015). Las formas espontaneas de OA en perros son muy similares a
las de los humanos y representan un problema de bienestar en la poblaciéon canina mundial. La
prevalencia descripta en la literatura presenta valores contradictorios. Las estimaciones basadas
en datos de atencion primaria han oscilado entre el 2,5% y el 6,6% (Anderson y col., 2018; O’Neill
y col., 2014, respectivamente) y las basadas en datos de remision se encuentran en el 20%
(Pettitt y German, 2015) en la poblacion canina del Reino Unido. La enfermedad se describe a
menudo como secundaria, por o que se estima que una anomalia articular primaria previa, como
la rotura del ligamento cruzado o la luxacién rotuliana en la rodilla, la displasia de cadera en la
articulacion coxofemoral, la fragmentacion de la apdfisis medial en el codo y la osteocondrosis
disecante en el hombro predispone al desarrollo posterior de la OA (Alam y col., 2011; Anderson
y col., 2018). Aunque los factores de riesgo entre humanos y perros son similares, los defectos
hereditarios relacionados con la conformacién del esqueleto de ciertas razas caninas se han
asociado con el desarrollo de la enfermedad en estas ultimas (Anderson y col., 2018). Las razas

medianas y grandes, como el border collie, el bull mastif, el dogo de Burdeos, el pointer aleman,
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el ovejero aleman, el golden retriever, el labrador retriever, el old English sheepdog, el rottweiler,
el collie escocés y el springer spaniel han mostrado mayor probabilidad de diagnéstico de OA
que las razas pequenas y mixtas, incluso en los primeros afios de vida (Anderson y col., 2018;
O'Neill y col., 2020).

El diagndstico de la OA en medicina humana y veterinaria suele realizarse mediante un examen
clinico y una radiografia simple. En algunos casos, las imagenes por resonancia magnética y la
tomografia computarizada (TC) son extremadamente utiles para identificar lesiones condrales
tempranas y, por lo tanto, los factores que predisponen a la OA, como las lesiones meniscales y
del ligamento cruzado (Abramoff y Caldera, 2020). A diferencia de los humanos, el diagnéstico
de la OA en los perros no puede evaluarse basandose en los sintomas del paciente y, por lo
general, cuando los propietarios detectan el desequilibrio de los movimientos de las extremidades
y el dolor en sus mascotas, el estadio de la enfermedad ya esta avanzado (Cimino Brown, 2017;
Meeson y col., 2019). La duracion de la OA en perros no esta bien documentada en la literatura
debido a la dificultad de precisar el inicio exacto de la enfermedad y a la limitada disponibilidad
de datos clinicos de cohortes a largo plazo sobre casos confirmados. (Pettitt y German, 2015).
Se ha reportado que el diagndstico de la OA se ha realizado usualmente cuando los perros eran
mayores. En los casos con fechas disponibles de diagndstico y muerte, la proporcion media de
vida afectada por la OA fue del 11% (Anderson y col., 2018). Por lo tanto, la identificacién de la
degradacion articular temprana es el reto mas importante en la investigacion y la atencion clinica
de la OA.

Aunque la etiologia de la OA es compleja, los estudios genéticos y genémicos publicados en la
ultima década han hecho avanzar la comprensién de los procesos moleculares que subyacen a
esta enfermedad, y con ello la identificacion y el uso de biomarcadores en el diagndstico ha
ganado interés (Reynard y Barter, 2020; Munjal y col., 2019; Mobasheri y Henrotin, 2010).
Estudios de RNA-seq junto con el analisis de enriquecimiento de vias metabdlicas en perros han
revelado que los genes implicados en la estructura de la matriz extracelular, la transicion epitelial
a mesenquimal, la miogénesis, la sefalizacién del factor de crecimiento transformante beta (TGF-
B), ARNs no codificantes largos (INcCRNA) y microARNs (miRNA) estaban enriquecidas en tejidos
osteoartriticos (Todhunter y col., 2019; Reynard y Barter,2020; Yamazaki y col., 2021). En los
perros, los pacientes naturales y los modelos de OA inducida experimentalmente se han utilizado
ampliamente para identificar los biomarcadores asociados a la enfermedad (Meeson y col.,
2019). Es dificil estudiar a los pacientes naturales, ya que muchos factores, como la raza, la

edad, el nivel de actividad y la gravedad y duracion de la enfermedad, no estan estandarizados
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(de Bakker y col., 2017). Sin embargo, dado que las regulaciones éticas en la investigacién con
animales se han vuelto mas importantes, los pacientes representan el modelo mas factible (The

NC3Rs, https://www.nc3rs.org.uk/). Los tejidos y biofluidos mas utilizados en la identificacion de

biomarcadores de OA son el cartilago, el liquido sinovial, la sangre y la orina (Munjal y col., 2019).
Por ejemplo, en el liquido sinovial, las citoquinas, la proteina C reactiva y las metaloproteinasas
de la matriz se han correlacionado con la fase inicial de la inflamacién o la destruccién del tejido.
Mientras que, en el cartilago, los productos de sintesis y degradacion del colageno tipo Il, los
proteoglicanos, el acido hialurénico y la proteina de la matriz oligomérica del cartilago se asocian
a la fase larga del dafio articular (de Bakker y col., 2017). Los biomarcadores sistémicos (suero
u orina) ofrecen un método alternativo potencial para cuantificar la carga corporal total de la OA
(Kraus y col., 2010), siendo la sangre la mas adecuada debido a su facil recogida en pacientes y
controles sanos, y al papel en muchas de las vias metabdlicas, incluyendo la osteoclastogénesis

y la resorcién ésea (Munjal y col., 2019).

Hasta ahora, dada la naturaleza heterogénea de la enfermedad y la falta de validacién clinica
suficiente, ningun biomarcador de OA canina se destaca como el gold standard (de Bakker y col.,
2017). En este sentido, hay un enfoque creciente en el desarrollo de un panel de biomarcadores
que podria cubrir una gama de efectos fisiopatologicos, como la sintesis y la degradacion del
cartilago, la sinovitis y la inflamacién. La combinacion de los biomarcadores existentes podria
mejorar la precision del prondstico y ayudar a identificar a los pacientes de riesgo (Williams,
2009). Por tanto, la identificacion de biomarcadores en sangre periférica, junto con el diagndstico
por imagen establecido, permitiria un diagndstico mas preciso de la OA mejorando el bienestar

canino.

En comparacion con los perros, los gatos pueden tener algunas ventajas cuando se trata de
trastornos articulares degenerativos, ya que su menor peso corporal reduce el impacto mecanico
de los trastornos hereditarios relacionados con el desarrollo de los huesos y los cartilagos (Haase
y col., 2016). En los ultimos afios, ha habido una mayor conciencia de las implicaciones clinicas
de la OA en los gatos (Robertson, 2019). Sin embargo, la evaluacién molecular de esta

enfermedad en gatos esta fuera del alcance de estudio de esta tesis.


https://www.nc3rs.org.uk/
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Pruebas genéticas en medicina veterinaria

Desde sus inicios, a principios de la década de 1990, el diagnéstico basado en el ADN en
animales ha evolucionado hasta convertirse en un mercado en constante crecimiento con un
valor econémico anual de millones de ddlares en la actualidad. Las primeras aplicaciones incluian
analisis de identificacion y control de parentesco, examenes citogenéticos y pruebas para
detectar alelos deletéreos conocidos que causan enfermedades hereditarias. El conocimiento
cada vez mas amplio de las correlaciones genotipo-fenotipo ha dado lugar al desarrollo de un
numero cada vez mayor de aplicaciones de diagnéstico. En la actualidad, se ha convertido en
una practica rutinaria el analisis de animales domésticos para determinar su parentesco, la
presencia de alelos de enfermedades, los loci con influencia conocida en el rendimiento y

también los genotipos que controlan rasgos morfolégicos (Leeb, 2012).

En animales domésticos el mayor niumero de trastornos hereditarios se ha reportado en perros,
seguidos de los gatos. Dado que muchos de estos trastornos se heredan de forma recesiva y
ocurren con alta frecuencia en razas especificas o relacionadas debido a las practicas comunes
de endogamia, representan un grave problema de salud para los animales de compafiia. Para
abordar esta cuestién, es un tema prioritario la investigacién exhaustiva de los trastornos
hereditarios, desde las caracteristicas clinico-patolégicas hasta la base genética molecular de la
enfermedad (Slutsky y col., 2013). El descubrimiento de variantes causales permite el desarrollo
de pruebas genéticas, que son utilizados por los criadores de perros de todo el mundo para
detener la propagacion de enfermedades hereditarias y mejorar la salud general de las
respectivas razas, al tiempo que se mantiene la diversidad genética que existe dentro de la raza
(Leeb, 2012). Siguiendo esta linea, los progenitores utilizados en los programas de cria deben
ser examinados para las mutaciones mas comunes reconocidas para esa raza. Dos individuos
portadores de la misma mutacion recesiva no deben ser criados, para protegerlos de la
produccion de descendientes homocigotos afectados. Sin embargo, a menudo se fomenta la cria
de portadores a no portadores para mantener la diversidad genética dentro de una raza. En estos
cruces, se espera que aproximadamente la mitad de la descendencia sea portadora
heterocigética. Por lo tanto, la descendencia debe ser examinada para detectar las mutaciones
de los padres y cualquier portador debe ser criado sélo con individuos homocigotos de tipo
salvaje en el futuro. Este tipo de cria responsable puede conservar las caracteristicas fisicas y
de comportamiento deseadas para una raza al tiempo que controla la aparicién y la propagacion
de enfermedades hereditarias dentro de ella (Ramirez y col., 2017; Shaffer y col., 2019). De

manera adicional, los criadores también pueden utilizar las pruebas genéticas para conocer los
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genotipos de muchos rasgos deseados que forman parte del estandar racial, como el color y tipo
de pelaje, aumentando asi la probabilidad de producir mascotas con ciertas cualidades deseadas
por los compradores y convirtiéndose potencialmente en criadores mas eficientes a la vez que
reducen los costos y el exceso de produccion de mascotas. Por estas razones, el laboratorio no
so6lo proporciona informacion relevante sobre la salud animal, sino que también ofrece resultados
utiles que apoyan los programas de cria, contribuyendo a garantizar generaciones sucesivas mas
sanas (Lyons, 2010; Lyons, 2012; Shaffer, 2019).

En la actualidad se dispone de diversas pruebas genéticas para los animales de compafia que
apoyan la atencién sanitaria veterinaria, la gestiéon de la raza, la identificacion de la especie y las
investigaciones forenses. Numerosos laboratorios privados y académicos de todo el mundo
ofrecen estos servicios. En el caso de los perros, existen alrededor de 70 pruebas de
enfermedades y 8 de rasgos genéticos. Para los gatos, el nUmero es menor con 25 pruebas de
enfermedades y 15 de rasgos correspondientes al color de pelaje. Ademas, se han desarrollado
varios paneles comerciales de rasgos, parentesco y enfermedades, los cuales relinen numerosos
marcadores que son aplicables a todas las razas (Veterinary Genetics Laboratory, University of
California, Davis; PennGen Laboratories, University of Pennsylvania; World Small Animal

Veterinary Association; VetGen).

Métodos y tecnologias seleccionadas en los analisis genéticos

Los analisis genéticos, tal y como los conocemos hoy, comenzaron con la secuenciacion del ADN
en los afos 70 (Padmanabhan y col., 1972) y los avances con la secuenciacion de Sanger
(Sanger y col., 1977). Esto hizo posible la secuenciacion de genes candidatos para un fenotipo
concreto, lo que podria revelar la causa genética subyacente. Otro avance importante tuvo lugar
en 1983 con la invencién de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) por parte de Mullis
(Saiki y col., 1985), lo que facilit6 aun mas la secuenciacion dirigida mediante la PCR y la
secuenciacién de Sanger. En la década de 1990 se popularizé la clonacion posicional para
localizar la regiéon cromosdmica de genes asociados a enfermedades. Una gran ventaja es su
funcionamiento incluso sin conocimiento o hipétesis sobre la base bioldgica del trastorno, lo que
lo convirtié en un método dominante para el descubrimiento de genes de enfermedades (Collins,
1995). Dos importantes métodos ampliamente aplicados, que comprende la clonacidn posicional,
son el andlisis de ligamiento (Vink y Boomsma, 2002) y el mapeo de homocigosidad
(Vahidnezhad y col., 2018).
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Mas recientemente, las matrices de polimorfismo de nucleétido Unico especificas para cada
especie, basadas en el genotipado simultdneo de miles de marcadores con posiciones
cromosomicas conocidas, se han convertido en una herramienta rutinaria en el campo de la
genética (Karlsson y Lindblad-Toh, 2008). Esto ha permitido el mapeo de un gran niumero de
rasgos mediante métodos de ligamiento (Leegwater y col., 2007), homocigosidad (Drégemidiller
y col., 2009) y estudios de asociaciéon de todo el genoma (GWAS) (Karlsson y col., 2007;
Drogemdiller y col., 2008). Por ultimo, las grandes mejoras en biologia molecular e informatica
del siglo XXI permitieron que las tecnologias de secuenciacion del genoma (WGS) se convirtieran
en una poderosa herramienta de rutina en la medicina personalizada y de precision para los
seres humanos, asi como para los animales de compania (McGinn y Gut, 2013; Drogemdller y
col., 2014).

En esta tesis, se ha utilizado una combinacion de métodos para el mapeo, la deteccion y la
validacion de variantes genéticas putativas causantes de diferentes tipos de displasia
esquelética, asi como de potenciales biomarcadores para el diagnéstico de OA en animales de

compania. En los siguientes parrafos se describiran brevemente los métodos utilizados.

Matrices de genotipado de polimorfismo de un solo nucleétido

Los genetistas caninos fueron de los primeros en impulsar la produccion de matrices de
genotipado de polimorfismo de un solo nucleétido (SNP) de alta calidad para animales de
compania. Los SNP polimérficos se seleccionaron a partir de un mapa de 2,5 millones de ellos
generado como parte del proyecto del genoma canino (Lindblad-Toh y col., 2005) y permitieron
la aparicion de varias plataformas de genotipado de SNP a gran escala. Estas plataformas
posibilitaron estudiar la estructura de la poblacién dentro de las distintas razas de perros y entre
ellas, asi como la variacion genética asociada a enfermedades comunes y raras de relevancia
para los humanos. Las primeras versiones de matrices creadas en torno al afo 2007 contenian
tan soélo 1.500 marcadores de SNP, y posteriormente fueron ampliadas a 22.000, 27.000 0 49.000
por diferentes fabricantes. En 2011, se desarrollé un array de SNP de alta densidad con 172k
SNPs en colaboraciéon con el consorcio LUPA (Lequarré y col., 2011). Las versiones mas
comunes utilizadas actualmente tienen 220k (CanineHD BeadChip, Illlumina, San Diego, CA,
Estados Unidos) o 710k marcadores (Axiom CanineHD Array, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, Estados Unidos). Ademas, la imputacion de genotipos desde microarrays de baja densidad

a matrices SNP de alta densidad o incluso a una densidad de secuenciacion del genoma
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completo es posible con una alta precision y se ha demostrado con éxito en perros (Friedenberg
y Meurs, 2006; Hayward y col., 2019).

El disefio del array felino se beneficio de los resultados de los disefios para perros, vacas, cerdos
y caballos (Gandolfi y col., 2018). En el momento de la seleccién de SNP, el ensamblaje del
genoma del gato no era tan robusto como el de estas otras especies. Sin embargo, la seleccion
de razas de gatos muy diversas y de gatos domésticos de diversas regiones del mundo apoy? la
identificacion de mas de 10 millones de SNPs para el diseio del array (Mullikin, 2010). La dltima
version del array felino contiene aproximadamente 63K variantes (lllumina Infnium iSelect cat
array, San Diego, CA, Estados Unidos), siendo esta densidad mayor al nimero de SNPs
incluidos en los microarrays de primera generacion de equinos de (54,6K), caninos (49,6K) y
bovinos (58,3K) (Matukumalli y col., 2009; Bannasch y col., 2010; McCue y col., 2012). Esta
matriz de SNP de mediana densidad ha permitido que el mapeo de enfermedades y rasgos
felinos evolucione de los analisis de ligamiento basados en familias a los GWAS para rasgos
simples y poligénicos (Li y col., 2016). La matriz felina también ha permitido comprender la
variacion genética intra e inter poblacional de las razas felinas, realizar descripciones de alta
resolucion de huellas de seleccion en el genoma, y contar con un modelo comparativo mas

perfeccionado para la investigacion biomédica humana (Gandolfi y col., 2018).

Analisis de ligamiento

El analisis de ligamiento genético es un enfoque de mapeo utilizado para examinar la
segregacion de un rasgo concreto en un pedigri determinado para identificar las regiones
cromosdémicas donde se localiza el gen responsable del rasgo estudiado. La fase de enlace y la
recombinacion son conceptos clave en el analisis de ligamiento paramétrico y no paramétrico
(Teare y Santibanez Koref, 2014). El ligamiento genético se produce cuando dos loci se heredan
juntos debido a su proximidad, con mas frecuencia de la esperada por el azar. Dos loci separados
por un centimorgan (correspondiente a aproximadamente un millén de pares de bases) tienen
una probabilidad del 1% de separarse durante un evento de recombinacioén en una meiosis. Con
cada separacion, la asociaciéon no aleatoria de los alelos de dos loci (el desequilibrio de
ligamiento) disminuye y solo persiste a lo largo de las generaciones si los dos loci estan
fisicamente muy cerca el uno del otro (Ott y col., 2015). En el andlisis de ligamiento basado en
parametros, la co-segregacion de los marcadores genéticos y un rasgo se estudian bajo un

modelo especifico basado en informaciéon conocida sobre el modo de herencia y la penetrancia.
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El analisis de ligamiento sin parametros estudia la probabilidad de que los alelos sean idénticos
por descendencia y no requiere que se especifique un modo de herencia (Teare y Santibanez
Koref, 2014).

El poder de ligamiento entre el rasgo y los loci marcadores se evalua habitualmente mediante el
valor de LOD (logaritmo de las probabilidades). Simplificadamente, se calcula mediante el
logaritmo en base 10 de la probabilidad de observar los datos debido a un enlace verdadero
(hipotesis alternativa) dividido por la probabilidad de observar los datos por azar (hipétesis nula).
Tradicionalmente, un valor de LOD de 3 o superior se considera una prueba de ligamiento,

mientras que una puntuacion LOD de -2 o inferior permite excluir el ligamiento (Ott y col.,2015).

Mapeo de regiones de homocigosidad

El mapeo de homocigosidad, también llamado mapeo de autocigosidad, es un potente método
para localizar variantes causales, bajo la premisa de ser idénticas por descendencia. EI método
funciona para los rasgos autosémicos recesivos (monogénicos), ya que se basa en la suposicion
de que un individuo afectado ha heredado dos copias idénticas de las regiones cromosémicas
que portan el alelo de la enfermedad de un ancestro, al que es consanguineo (Figura 1). En
perros y gatos, la endogamia y el alto grado de parentesco dentro de las razas contribuyen a un

elevado numero de regiones genémicas largas que son homocigéticas (Sams y Boykom, 2019).

Figura 1. Segregacion de un alelo recesivo

de una enfermedad en un pedigri. El

individuo afectado ha heredado dos copias

del alelo de la enfermedad (estrella). Dado

que el alelo es idéntico por descendencia,

esta incluido en una regién extendida de
homocigosidad en el individuo afectado.
Reproducido de Vahidnezhad y col. (2018).
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El locus putativo de la enfermedad suele estar flanqueado por unas pocas kilobases (kb) hasta
varios megabases (Mb) de marcadores idénticos por descendencia porque las regiones
cromosomicas tienden a transmitirse juntas. Tanto los datos de genotipado de matrices de
polimorfismo de nucleétido uUnico como los de secuenciacién del genoma pueden ser
investigados en busca de tales regiones extendidas de homocigosidad, también conocidas como

runs of homozygosity (ROH) (Vahidnezhad y col., 2018).

En raras ocasiones, una enfermedad puede estar causada por variantes dominantes en un
pedigri consanguineo, en cuyo caso el enfoque de mapeo de homocigosidad no dara los
resultados esperados (Ott y col., 2015). Ademas de la deteccién de variantes deletéreas
compartidas por los individuos afectados, la caracterizacion de las regiones extendidas de
homocigosidad se utiliza en genética de poblaciones. Su longitud disminuye con la distancia
genética debido a los eventos de recombinacion y, por lo tanto, puede ser utilizada como una
indicacion de la endogamia reciente o antigua en la historia de la poblacion de la raza estudiada.
Los coeficientes de consanguinidad gendmica estimados a partir de las regiones extendidas de
homocigosidad han demostrado ser mas fiables y precisos que los coeficientes basados en el
pedigri, especialmente en caso de informacién incompleta, poco fiable o ausente en el pedigri
(Curik y col., 2014).

Secuenciaciéon de nueva generacion (NGS)

La primera generacion de la técnica de secuenciacidon comenzé con la invencidn inicial de la
secuenciacion del ADN (Padmanabhan y col., 1972) y avanza con la secuenciacién de Sanger
(Sanger y col., 1977). Esta técnica de secuenciacion de primera generacion se sigue aplicando
hoy en dia para la secuenciacion selectiva de genes candidatos y la validacion de los resultados
obtenidos mediante la secuenciacion de nueva generacion. La razon es que produce resultados
muy precisos de alrededor de una kilobase de longitud por un precio experimental relativamente
bajo (Djakow y col., 2016).

Con el desarrollo de las técnicas de NGS (segunda y tercera generacién) se hizo posible la
secuenciacion de alto rendimiento. Esto supuso una reduccion del coste, el tiempo y el esfuerzo
de la secuenciacion (Koboldt y col., 2013), pero a menudo requirié una potencia computacional
avanzada para manejar los grandes conjuntos de datos producidos (Gauthier y col., 2019). Estos
meétodos de secuenciacion revolucionaron la gendmica, ya que la secuenciacion de ADN y ARN

se hizo factible para todo el mundo, permitiendo su uso para la investigacion y el diagnéstico
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(Djakow y col., 2016; McGinn y Gut, 2013; Heather y Chain, 2016). Las diferentes plataformas
de secuenciacion de nueva generacion no solo se diferencian en las tecnologias utilizadas, sino
también en otros factores como la velocidad, la longitud de lectura y el rendimiento (Suzuki y col,
2011). En la actualidad, la tecnologia NGS de segunda generacién mas utilizada es /llumina (San
Diego, California, Estados Unidos), seguida de lon Torrent (Gilford, Nuevo Hampshire, Estados
Unidos) (Rothberg y col, 2011).

lllumina es el lider actual en la secuenciacion de lectura corta que utiliza la secuenciacién paralela
masiva por sintesis con llamada de base o6ptica, que genera lecturas de extremo simple o
emparejado de aproximadamente 150 pb de media. Una de las principales desventajas de esta
tecnologia es la incapacidad de resolver de forma fiable las regiones repetitivas y detectar
variantes estructurales de mayor tamafio en el genoma. Las tecnologias de lectura larga, como
la secuenciacién de una sola molécula en tiempo real de Pacific Biosciences (Menlo Park,
California, Estados Unidos) o la secuenciacion por nanoporos de Oxford Nanopore Technologies
(Oxford, Reino Unido) tratan de superar estos problemas. Ambas plataformas producen lecturas
largas o ultralargas (>1 kb a 2 Mb) que permiten no solo el analisis de variantes estructurales

sino también ensamblajes gendmicos de novo de alta calidad (Kumar y col., 2019).

En la presente tesis, todos los datos procedentes de secuenciacion del genoma y de

transcriptoma completo fueron producidos exclusivamente en instrumentos /llumina.

Secuenciacién del Transcriptoma Completo (RNA-seq)

La tecnologia de RNA- seq se desarrollé hace mas de una década (Emrich y col., 2007) y desde
entonces se ha convertido en una herramienta omnipresente en la biologia molecular que esta
dando forma a casi todos los aspectos de nuestra comprension de la funcién gendmica. La
secuenciacion de ARN se utiliza sobre todo para analizar la expresién génica diferencial (DGE).
Alrededor de cien métodos distintos se han derivado del protocolo estdndar de RNA-seq

(Mumina.com,https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/products/res

earch_reviews/rna-sequencing-methods-review-web.pdf (2022).

El flujo de trabajo estdndar comienza en el laboratorio, con la extraccion de ARN, seguida del
enriguecimiento del ARNm o la reduccion del ARN ribosdmico, la sintesis del ADNc y la
preparacion de una biblioteca de secuenciacién ligada a un adaptador. A continuacion, la
biblioteca se secuencia con una profundidad de lectura de 10-30 millones de lecturas por muestra

en una plataforma de alto rendimiento (normalmente /llumina) (Figura 2) (Stark y col., 2019).


https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/products/research_reviews/rna-sequencing-methods-review-web.pdf
https://www.illumina.com/content/dam/illuminamarketing/documents/products/research_reviews/rna-sequencing-methods-review-web.pdf
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o secuenciacion directa
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fragmentacion sintesis ligadura de amplificacion  purificacion  secuenciacion
de ARN de ADNc adaptadores por PCR

Figura 2: Tecnologias y flujos de trabajo de secuenciacion de ARN directa (azul), de lectura corta (negro)
y de lectura larga (verde). La complejidad y los pasos de la preparaciéon de las bibliotecas varia segun el
método especifico utilizado. Los métodos de lectura corta y de lectura larga comparten varios de los pasos
en sus protocolos, pero todos los métodos requieren un paso de ligadura del adaptador, y todos se ven
afectados por la calidad de la muestra y los problemas computacionales antes de la preparacién de la

biblioteca y después de prepararla. Adaptado de Stark y col. (2019).

Los ultimos pasos son computacionales: alineacién y/o ensamblaje de las lecturas de
secuenciacion a un genoma de referencia, cuantificacion de las lecturas que se superponen a
los transcriptos, filtrado y normalizacion entre muestras, y modelizacion estadistica de los
cambios significativos en los niveles de expresion de genes individuales y/o transcritos entre

grupos de muestras (Figura 3) (Stark y col., 2019).

—> :gel;?ﬁrqe(:om | —>» (IMMorother ) —>

Fase 1: alineamiento Fase 2: cuantificacion Fase 3: normalizacion Fase 4: modelacion de
expresion de genes

Genes o transcriptos diferencialmente expresados

Figura 3: Un tipo de flujo de trabajo de andlisis de datos de secuenciacion del transcriptoma entero (RNA-

seq) para la expresion génica diferencial (DGE). El analisis computacional de la DGE comienza con
lecturas de secuenciacion de ARN sin procesar en formato FASTQ. Los alineadores como TopHat, STAR

o HISAT?2 utilizan un genoma de referencia para mapear las lecturas a las ubicaciones gendémicas y luego
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las herramientas de cuantificacion, como HTSeq y featureCounts, asignan las lecturas a los genes.
Después de la normalizacién (que se realiza normalmente utilizando métodos integrados en las
herramientas de cuantificacién o modelizacion de la expresion), la DEG se modela utilizando herramientas
como edgeR, DESeq2 y limma+voom, y se genera una lista de genes o transcriptos expresados

diferencialmente para su posterior visualizacion e interpretacion. Adaptado de Stark y col. (2019).

La secuenciacion de lectura corta se ha convertido en el método de facto para detectar y
cuantificar la expresion génica de todo el transcriptoma, en parte porque es mas barata y facil de
implementar que los microarrays, pero sobre todo porque genera datos completos y de alta
calidad que capturan los niveles de expresién cuantitativa en todo el transcriptoma. Sin embargo,
hay una serie de puntos en el proceso, tanto en la fase de preparacion de la muestra como en la
de analisis computacional, en los que se pueden introducir imperfecciones y sesgos (Stark y col.,
2019).

Pacific Biosciences y Oxford Nanopore ofrecen tecnologias alternativas de lectura larga que
permiten la secuenciacion de moléculas individuales completas de ARN tras su conversion en
ADNc (Sharon y col., 2013; Cartolano y col., 2016; Oikonomopoulos y col., 2016). Al eliminar la
necesidad de ensamblar lecturas cortas de ARN, estos enfoques superan algunos de los
problemas asociados a los analisis de lectura corta. Por ejemplo, se reduce la ambigledad en el
mapeo de las lecturas de la secuencia y se pueden identificar transcripciones mas largas, lo que
conduce a una captura mas completa de la diversidad de isoformas. También se reduce la alta
tasa de falsos positivos en la deteccion de empalmes por parte de muchas herramientas
computacionales de ARN-secuencias cortas (Engstrém y col., 2013). Aunque los métodos de
secuenciacion del transcriptoma completo de lectura larga tienen actualmente costes
experimentales mas elevados, pueden detectar isoformas que los métodos de lectura corta no
detectan, especialmente en regiones dificiles de secuenciar, pero clinicamente relevantes (Stark
y col., 2019).

La utilizacion de la secuenciacion de ARN ha contribuido a que conozcamos muchos aspectos
de la biologia, por ejemplo, al revelar el alcance del empalme de ARNm (Wang y col., 2008) y la
regulacion de la expresion génica por los ARN no codificantes (Djebali y col., 2012; Morris y
Mattick, 2014) y los ARN potenciadores (Li y col., 2016). En la actualidad, los ARN codificantes
de proteinas han sido los mas estudiados, a pesar de que solo representan una minoria de todas
las moléculas de ARN en el transcriptoma. En cambio, el papel de los ARN no codificantes,
incluidos los miARN, los INncCARN y los circARN, en el proceso de desarrollo de las enfermedades

s6lo ha empezado a surgir en los ultimos quince anos (Mortazavi y col., 2008). Los miARN
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regulan negativamente la expresion de los ARNm vy, por lo tanto, interfieren en la regulacion
postranscripcional en varias enfermedades (Marioni y col., 2008). Del mismo modo, los INcCARNs
participan en los procesos celulares influyendo en las vias epigenéticas, postranscripcionales y
traduccionales (Cloonan y col., 2008). Con la comprension progresiva del papel de los ARN no
codificantes en varias enfermedades, se han propuesto numerosos ARN no codificantes como
prometedores biomarcadores de diagnostico. Las ventajas de los ARN no codificantes como
biomarcadores incluyen la facilidad de deteccién en los fluidos corporales, los patrones de
expresion especificos del tipo de célula y las fluctuaciones en los niveles de expresion en
respuesta al estrés o a la enfermedad mediante el uso de varios enfoques de cribado. Las
moléculas de ARN identificadas en los fluidos corporales pueden ser validadas en grandes
cohortes de muestras de pacientes y ser desarrolladas como nuevos biomarcadores de
enfermedades (Lu y Thum, 2019).

Descubrimiento de variantes privadas, compartidas, raras o especificas de la raza

Utilizando los datos de secuenciacion del genoma, es posible identificar las variantes causales
putativas, incluso sin estrategias de mapeo previas, en los casos en los que sélo se dispone de
un unico animal afectado o de un numero limitado de ellos. Los datos de secuenciacion de lectura
corta pueden ser analizados para revelar una gran parte de la variacién genética que comprende
variantes de un solo nucleétido (SNV) e inserciones-deleciones (indels) de pocos pares de bases.
El nimero de variantes de un solo nucleétido identificadas supera ampliamente el numero de
marcadores incluidos en las matrices de genotipado (Jagannathan y col., 2019; Koboldt y col.,
2013). Este amplio conjunto de datos de variantes de un solo nucledétido representa una parte de
la variacion normal de un individuo. Sin embargo, también puede contener la variante genética
causante de la enfermedad hereditaria que padece el individuo. Las variantes patogénicas
pueden identificarse comparando diferentes conjuntos de datos individuales entre si.
Especialmente en el caso de las enfermedades monogénicas raras, este enfoque es muy eficaz
y ha llevado a un rapido aumento del numero de variantes causales identificadas (Koboldt y col.,
2013).

Para encontrar estas variantes, las lecturas obtenidas de secuenciacion del genoma tienen que
ser filtradas, deduplicadas y alineadas con una secuencia gendmica de referencia.
Posteriormente, las variantes de un solo nucledtido y las inserciones-deleciones son llamados,

filtrados por calidad, y anotados para predecir el impacto de cada variante en el nivel de la
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proteina (Depristo y col., 2011; McKenna y col., 2010). Una herramienta de vanguardia para
detectar variantes de un solo nucledtido y pequefias inserciones-deleciones es el
HaplotypeCaller del Genome Analysis Toolkit (GATK) (McKenna y col., 2010).

Este enfoque suele aplicarse a un conjunto de animales tipo caso y control, y genera millones de
variantes en todo el genoma. Por lo tanto, se utilizan estrategias de filtrado jerarquico para reducir
el niumero de variantes. La Figura 4 ilustra las opciones de filtrado mas usadas cuando se utiliza

un gran conjunto de variantes detectadas a partir de datos de secuenciacion de genoma.

Figura 4. llustracion de las diferentes estrategias utilizadas al filtrar las variantes detectadas a partir de un
gran conjunto de secuencias del genoma completo. Los perros de color rojo y gris representan los casos
y los controles, respectivamente. Los perros rayados representan perros de control que también podrian
ser portadores de las variantes. (A) Deteccion de variantes privadas exclusivas del caso o compartidas por
varios casos, y ausentes en los controles. (B) Deteccién de variantes raras o enriquecidas presentes en
uno 0 mas casos, asi como en un subconjunto de controles. (C) Deteccién de variantes especificas de la
raza presentes en todos los animales de una raza y ausentes en todas las demas razas. Reproducido de
Letko (2021).

Por lo general, uno o mas casos se comparan con los controles, que pueden estar representados
por animales no afectados conocidos para el fenotipo dado o por controles de la poblacién incluso
con un estado de salud desconocido de la misma raza, o por todos los genomas disponibles,
incluyendo diferentes razas (Figura 4A). En el caso de variantes raras y enriquecidas, la
frecuencia alélica alternativa en todos los genomas puede calcularse para detectar variantes
asociadas a la enfermedad que son potencialmente compartidas por varios controles de raza
debido, por ejemplo, a una penetrancia reducida o al estado de portador en rasgos recesivos, 0

animales de otras razas relacionadas debido a su historia compartida (Figura 4B). Para detectar
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variantes fijas especificas de la raza, todos los animales de una raza analizados,
independientemente de su fenotipo, se comparan con todos los animales de otras razas
disponibles (Figura 4C). Para reducir aun mas la lista de variantes asociadas a un rasgo, a
menudo se realiza un filtrado basado en el modo de herencia, especialmente en los conjuntos de
datos basados en trios, en una lista conocida de genes candidatos, en la region de interés a partir

de enfoques de mapeo anteriores, o basado en la estimacion de los impactos funcionales.

La estimacién del impacto funcional sigue siendo un reto, ya que las variantes genéticas pueden
tener diferentes efectos, desde variantes que cambian las proteinas y alteran la funcion del gen
hasta variantes no codificantes sin un impacto claro. Las variantes de un solo nucleétido mas
faciles de detectar y evaluar son las alteraciones de los codones de inicio/parada y los cambios
de marco de lectura, seguidos de los cambios de aminoacidos no sinénimos. Sin embargo, la
mayor parte del conjunto de datos de polimorfismos consiste en variantes no codificantes. La
evaluacién del impacto potencial de las variantes de un solo nucleétido sinbnimas o no

codificantes requiere de un procesamiento bioinformatico avanzado (Dunham vy col., 2012).

Ademas de las variantes de un solo nucledétido y las inserciones-deleciones cortas, las variantes
estructurales (SVs) juegan un papel prominente e importante no sélo en la evolucion fenotipica
sino también en los rasgos asociados a las enfermedades (Auton y col., 2015). Dichas variantes
estructurales incluyen duplicaciones, deleciones, inversiones, translocaciones y variantes en el
numero de copias (CNV), que abarcan mas de 50 bp (Andersson, 2013). Las SVs mas grandes
son generalmente mas dificiles de detectar usando datos de lecturas cortas, ya que no se
reportan en los programas de llamado y filtrado de variantes de un solo nucleétido e inserciones-
deleciones cortos (Alkan y col., 2011). Ademas de las herramientas de llamada de variaciones
estructurales disponibles, por ejemplo, BreakDancer (Chen y col., 2009) o CNVfinder (Fiegler y
col., 2006), el enfoque mas fiable para detectarlas es la inspeccion visual de las alineaciones de
lecturas cortas de regiones gendmicas limitadas mediante softwares como el Integrated Genome
Browser (IGV; Robinson y col., 2011).

En esta tesis, las variantes patogénicas identificadas corresponden a variantes de un solo
nucleotido.
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Objetivo e hipotesis de la tesis

El objetivo general de esta tesis fue caracterizar genéticamente desordenes osteoarticulares en
animales de compafnia e identificar las variantes genéticas causales y posibles biomarcadores
circulantes de las enfermedades estudiadas. Se espera que los resultados obtenidos puedan
colaborar en la mejora del estado de salud de las razas caninas y felinas estudiadas mediante la
cria selectiva contra las variantes deletéreas identificadas y, el empleo a futuro de los

biomarcadores identificados en el diagndstico clinico.
Para el desarrollo de la presente tesis se tuvieron en cuenta las siguientes hipotesis:

1. Tanto el enanismo desproporcionado como la displasia esquelética compleja tienen una
herencia mendeliana simple.

2. El perfil transcriptémico de sangre periférica es una buena herramienta para identificar
biomarcadores de la osteoartritis canina.

Para tal fin, se investigaron en detalle los siguientes desordenes osteoarticulares:

1. Enanismo desproporcionado en perros de la raza dogo argentino.
2. Displasia esquelética compleja en gatos de la raza britanico de pelo corto.

3. OA en perros de la raza ovejero aleman.



RESULTADOS
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En esta seccién se compilan tres trabajos independientes, con objetivos, metodologias y
resultados diferentes. Los primeros dos fueron publicados en la revista Genes y el tercero esta
en proceso de edicidon para publicacion. Debido a la compleja metodologia bioinformatica
empleada, parte del material suplementario correspondiente a estos estudios es muy extenso e
imposible de adjuntar en el cuerpo de esta tesis. La numeracion de dicho material no es continua
con el resto de las figuras y tablas de la tesis, cabe aclarar que se mantuvo la numeracion original
publicada en los repositorios en linea por lo que el lector podra acceder faciimente mediante el

hipervinculo correspondiente (*).
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1. Variante sitio de empalme (splice site) en el gen PRKG2 en perros de la raza dogo
argentino con enanismo desproporcionado.

Trabajo publicado en la revista Genes (Basel). 2021 Sep 24; 12(10):1489.
DOI: 10.3390/genes12101489

Resumen: Los fenotipos de enanismo se dan en muchas especies y pueden estar causados por
factores genéticos o ambientales. En este trabajo se estudié una familia de nueve perros dogos
argentinos, en la que dos perros estaban afectados por enanismo desproporcionado. Las
radiografias de un perro afectado revelaron una disminucion del nivel de osificacion endocondral
en sus placas de crecimiento y un cierre prematuro de las fisis distal del cubito. El pedigri de los
perros presentaba evidencias de una herencia autosémica recesiva monogénica; el mapeo
combinado de analisis de ligamiento y homocigosidad asigné la posicién mas probable de un
posible defecto genético en 34 segmentos del genoma, con un total de 125 Mb. Se secuencio el
genoma de un perro afectado y se comparé con 795 genomas controles. La priorizacion de las
variantes privadas revelé una clara variante candidata principal para el enanismo observado.
Esta variante, PRKG2:XM_022413533.1:¢c.1634+1G>T, afecta el sitio donante de empalme
(splice site donor) y, por lo tanto, se predice que interrumpe la funcién del gen PKRG2 que
codifica la proteina quinasa dependiente de cGMP tipo 2, un conocido regulador de la
diferenciacion de los condrocitos. Los genotipos de la variante PRKG2 fueron perfectamente
asociados con el fenotipo en la familia de perros estudiada. Previamente se ha reportado que las
variantes de pérdida de funcion de PRKG2 causan un enanismo desproporcionado en humanos,
bovinos, ratones y ratas. Junto con los datos comparativos de otras especies, estos resultados
sugieren robustamente que PRKG2:¢.1634+1G>T es una variante candidata a causar el fenotipo

de enanismo observado en los perros dogo argentino.

El objetivo de este estudio fue caracterizar el fenotipo e identificar un posible defecto genético

subyacente para dicho caso.

Metodologia

> Declaracion ética

Todos los perros de este estudio eran de propiedad privada y fueron examinados con el
consentimiento informado de sus propietarios. El "Cantonal Committee for Animal Experiments"

aprobd la toma de muestras de sangre (Cantdn de Berna; permiso 71/19).


https://doi.org/10.3390/genes12101489

32

> Muestras

Se investigd una familia de dogos argentinos, compuesta por tres padres no afectados, tres
abuelos no afectados, dos crias afectadas y una cria no afectada. Los dos cachorros medio
hermanos afectados, un macho y una hembra, presentaban deformidades esqueléticas. Se

tomaron muestras de sangre de todos los perros.
» Diagnostico por imagen

Se adquirieron imagenes radiograficas de los miembros anteriores distales y de las articulaciones
de la cadera utilizando una unidad de rayos X de alta frecuencia (Raffaello HF/40, ACEM s.p.a,
Italia) montada con el sistema DR (Carestream DRX, Carestrem Health, Milan, Italia). Se
obtuvieron proyecciones neutras mediolaterales y craneocaudales del radio y el cubito, asi como
una proyeccioén ventrodorsal de las articulaciones de la cadera con una abduccién de los fémures.
Las imagenes radiograficas se grabaron en formato DICOM y se transfirieron a un ordenador. Se
utilizé un software de procesamiento de imagenes (OsiriX Lite-Version 11, Pixmeo SARL, 2019)
para visualizar las imagenes y realizar la evaluacion. La TC de cuerpo entero se realizé bajo
anestesia general utilizando un escaner de TC de 64 cortes (Brilliance CT 64 channel Philips
Medical Systems Nederland) en pacientes en decubito esternal. Los parametros de adquisicion
y el algoritmo de filtrado se ajustaron en funcion de las diferentes regiones del cuerpo. Las
imagenes de TC se transfirieron a una estacion de trabajo utilizando un software de visualizacién
de imagenes DICOM disponible en el mercado (OsiriX Lite-Version 11, Pixmeo SARL, 2019) para
su evaluacion. Para la TC de los miembros anteriores y posteriores, se realizé una reconstrucciéon

multiplanar para obtener imagenes transversales, sagitales y dorsales de reformateo.
> Extraccion de ADN

ElI ADN gendmico se purifico a partir de las muestras de sangre con EDTA a través del kit Maxwell
RSC Whole Blood Kit utilizando un instrumento Maxwell RSC (Promega, Dibendorf, Suiza).

» Mapeo del genoma mediante analisis de ligamiento y homocigosidad

La familia de dogos argentinos fue genotipada con el microarray Illlumina canine_HD BeadChip
que contiene 22.853 marcadores (Neogen, Lincoln, NE, USA). Los genotipos de variantes de un
solo nucleétido en crudo estan disponibles en el archivo S1 (*). Los datos genotipicos se utilizaron
para un andlisis de vinculacion paramétrica. Utilizando el programa PLINK v 1.09 (Purcell y col.,
2007), se excluyeron los marcadores que estaban localizados en los cromosomas sexuales, o

que faltaban en cualquiera de los nueve perros, que contenian errores mendelianos o que tenian
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una frecuencia alélica menor a 0,01. Para el analisis de ligamiento paramétrico se utilizé un
modelo de herencia autosémica recesiva con penetrancia completa, una frecuencia alélica de la
enfermedad de 0,5 y el software Merlin (Abecasis y col., 2002). Se consideraron todos los
intervalos con a = 1 como regiones ligadas que podrian albergar posibles defectos genéticos
causantes. Los datos del genotipo de los dos hermanastros afectados se utilizaron para el mapeo
de homocigosidad. Se excluyeron los marcadores con genotipos ausentes. Se utilizé la opcién -
-homozyg-group en PLINK para obtener grupos de segmentos superpuestos y potencialmente
coincidentes. Los intervalos de salida se compararon con los intervalos del andlisis de ligamiento
utilizando hojas de calculo de Excel para encontrar regiones superpuestas, que se consideraron
intervalos criticos. Los resultados del analisis de ligamiento y del mapeo de homocigosidad se

presentan en la Tabla S1 (*).
» Secuenciacion del genoma completo de un perro afectado

Se preparo una biblioteca de ADN lllumina TruSeq libre de PCR con un tamafo de insercion de
aproximadamente 400 pb de un dogo argentino afectado. Se obtuvieron 221 milliones 2x150 bp
de lectura de tipo apareadas (paired-end) en un instrumento NovaSeq 6000. Esto resultdé en una
cobertura de 25.3 X. Las lecturas fueron mapeadas contra el genoma de referencia del perro
CanFama3.1 segun Jagannathan y col., (2019). Los datos de la secuencia se depositaron bajo el
numero de acceso del estudio PRJEB16012 y de la muestra SAMEA8157167 en el Archivo

Europeo de Nucledtidos (https://www.ebi.ac.uk).

> Llamado y filirado de variantes

La identificacion de variantes fue realizada segun Jagannathan y col., (2019). Se utilizé el
software SnpEff (Cingolani y col., 2012), junto con la versién 105 de la anotacién del NCBI del
genoma de referencia CanFam 3.1, para predecir los efectos funcionales de las variantes
identificadas. Para realizar el filtrado de variantes, se utilizaron 795 genomas controles. Se
empled un enfoque de filtrado estricto para identificar las variantes en las que el perro afectado
era homocigoto para el alelo alternativo (1/1), mientras que los 795 genomas controles eran
homocigotos para el alelo de referencia (0/0) o un genotipo ausente (./.). El resultado del filtrado
de variantes se muestra en la Tabla S2 (*). Los numeros de acceso de todas las secuencias

gendémicas utilizadas para el analisis se recopilan en la Tabla S3 (*).

Las variantes privadas en el perro afectado se priorizaron segun el conocimiento funcional. El
analisis se concentré en las variantes que se predijo que cambiarian una proteina codificada

(impacto SnpEff alto o moderado). Se realizd una priorizacién adicional basada en busquedas en


https://www.ebi.ac.uk/
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bases de datos online OMIA, OMIM, MGI (http://www.informatics.jax.org/) y en la literatura

cientifica.
> Analisis de genes

Se utilizé el genoma de referencia del perro CanFam3.1 y la versiéon 105 de la anotacion del
NCBI. La numeracion del gen PRKGZ2 canino corresponde a los numeros de acceso NCBI
RefSeq XM_022413533.1 (ARNm) y XP_022269241.1 (proteina).

» Secuenciacion por el método de Sanger

La variante PRKG2:XM_022413533.1:¢.1634+1G>T se genotipificé utilizando la secuenciacion
Sanger directa de los amplicones de la PCR. Se amplificd un producto de PCR de 195 pb a partir
de ADN gendmico utilizando AmpliTaqGold360Mastermix (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, Estados Unidos.) junto con los siguientes primers: 5'-TGC TTA GGT GGG GAG CTA TG-3'
(primer F) y 5'-AAG AAA ACA CCA AAC ACC ATC A-3' (primer R). La PCR se llevo a cabo con
una desnaturalizacion larga inicial de 10 minutos a 95 C°, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion de 30 s a 95 C°, 30 s de alineamiento a 60 C° y 60 s de polimerizacién a 72
C°. Al final se realizé una extensién final de 7 minutos a 72 C°. Se utilizé6 un analizador de
fragmentos 5200 para el control de calidad de los productos de la PCR (Agilent, Santa Clara, CA,
Estados Unidos). Tras el tratamiento con fosfatasa alcalina de camardn y exonucleasa |, los
amplicones de la PCR se secuenciaron en un analizador de ADN ABI 3730 (Thermo Fisher
Scientific). Las secuencias obtenidas se analizaron con el software Sequencher 5.1 (GeneCodes,
Ann Arbor, MI, Estados Unidos).

Resultados
> Investigacion clinica y descripcion del fenotipo

Un criador de perros de la raza dogo argentino identificé dos cachorros medio hermanos, un
macho y una hembra, con deformidades esqueléticas que se hicieron evidentes a los 2 meses
de edad. El fenotipo de enanismo en el cachorro macho nacido en el afio 2018 era bastante

grave, y requirié multiples intervenciones quirurgicas (Figura 5).
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Figura 5. Morfologia del perro macho afectado a los 2 afios de edad. El caso (a la izquierda) y un dogo
argentino tipico (a la derecha) segun el estandar de la Federacion Cinoldgica Internacional (FCI). Nétese
que el perro afectado ya habia sido sometido a correcciones quirdrgicas de las extremidades anteriores
antes de que se tomaran las fotos. (A) Vista lateral: La altura a la cruz del caso es de 58,5 cm en
comparacion con el estandar de la raza de 60-68 cm (altura ideal 64-65 cm). La longitud del cuerpo en el
perro afectado también es mas corta. (B) Vista desde un angulo de 45 grados: son evidentes las anomalias
angulares de la cabeza y de las extremidades anteriores desproporcionadamente grandes. (C) Surco

vertical pronunciado entre los ojos del perro afectado.

A los 3 meses de edad, las anomalias mas evidentes en el caso del macho consistian en un
acortamiento de las extremidades con un aumento de las deformidades angulares que se
manifestaban en los miembros anteriores, que estaban rotados hacia fuera (carpo valgo) (Figura
6A). Las anomalias del esqueleto de los miembros anteriores ya habian provocado anomalias
en la marcha. Por lo tanto, el perro fue presentado a un cirujano veterinario ortopédico que

diagnostico un cierre bilateral prematuro de la fisis cubital distal. Los hallazgos radiograficos eran
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indicativos de una asincronia de crecimiento entre el radio y el cubito que causaba una
incongruencia humero-cubital. La radiografia demostr6 una calcificacion insuficiente en la placa
de crecimiento durante la formacion del hueso. Para corregir esta situacion, el perro fue sometido
a una cirugia correctiva que consistido en la elongacion del cubito mediante una osteotomia
dinamica proximal del cubito, seguida un mes después de una hemiepifisiodesis de las fisis

proximal y distal del radio (Figura 6B).

Figura 6. Hallazgos radioldgicos en el perro macho afectado. (A) Radiografias ortogonales del plano frontal
(izquierda) y sagital (derecha) del miembro anterior derecho a los tres meses de edad. Deformidades
angulares representadas por el acortamiento del cubito y la subsiguiente flexién del radio que causan
incongruencia de la articulacién del codo y carpo valgo. (B) Radiografias tomadas después de la correccion
quirargica a los cuatro meses de edad. Evidencia de la cirugia correctiva que incluye la ostectomia del
cubito en la diafisis media y la presencia de placas y tornillos para cerrar las placas de crecimiento del
radio. (C-F) Tomografia computarizada de todo el cuerpo a los 2 afios de edad. Imagenes de
reconstruccion multiplanar en 3D que destacan la morfologia de (C, D) el craneo y las extremidades

delanteras, y (E, F) las extremidades traseras.

Cuando el perro tuvo diez meses, se desarrollaron signos de displasia de cadera con cojera de
la extremidad posterior izquierda y atrofia muscular moderada. El examen radiografico mostré un

grave remodelado de la articulacion de la cadera y se llevo a cabo su sustitucion total.
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Ademas de las anomalias apendiculares ortopédicas, otros signos de enanismo
desproporcionado se hicieron evidentes durante la adolescencia. A los 2 afios de edad, el
fenotipo se caracterizé por unas piernas cortas y un cuerpo y cuello proporcionalmente mas
cortos. La cabeza habia desarrollado una cara relativamente ancha, una nariz ligeramente girada
hacia arriba y un stop del arco cigomatico bien delimitado. También era evidente un pronunciado
surco vertical entre los ojos (Figura 5C). La alteracién de la morfologia de la cabeza y la cara se
reflejaba también en la alteracion de las dimensiones del craneo. La distancia entre el punto mas
lateral del arco cigomatico era mayor que para el estandar de la raza del perro (Tabla S4*, Figura
6C).

La media hermana afectada también naci6 en 2018. Su fenotipo fue diagnosticado en base a las
fotografias clinicas (Figura 7), pero el propietario no aceptdé el examen clinico y radiolégico
detallado de la perra.

Figura 7. Fenotipo clinico de la perra afectada (DG0005). (A) Esta perra tenia extremidades cortas con
deformidades angulares y una rotacion hacia fuera de las patas. (B) Vista frontal de las extremidades
delanteras acortadas.
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> Analisis genético

Los dos medios hermanos con enanismo desproporcionado procedian de una familia muy
endogamica. Los cachorros afectados nacieron de padres normales. Las relaciones del pedigri
sugerian un modo de herencia monogénico autosdémico recesivo del trastorno (Figura 8). El
analisis de ligamiento de esta familia reveld 48 segmentos gendmicos ligados que comprendian
711 Mb en total. Posteriormente, se aplicé un enfoque de mapeo de homocigosidad a dos medios
hermanos afectados. Estos animales compartieron 78 regiones homocigoticas en todo el
genoma. La interseccion de los intervalos ligados y homocigotos consistia en 34 segmentos del
genoma con un total de 125 Mb que correspondian aproximadamente al 5% del genoma del
perro de 2,4 Gb (Tabla S1%).

DG0006
GIG
DG0007
DG0008 G?I' 0
GIG

DGO0001 DG0002 DG0004
GIT GIT GIT
DG0003 DG0009 DG0005
4T G/T TIT

Figura 8. Pedigri de la familia de dogo argentino investigada. Los simbolos negros y blancos representan
los perros afectados y no afectados, respectivamente. Los identificadores de laboratorio y los genotipos

de la variante PRKG2:c.1634+1G>T se indican para todos los perros.

Para obtener una visién general de todas las variantes en el intervalo critico, el genoma completo
de un perro afectado fue secuenciado con una cobertura de 25.3 *. Las variantes de un solo
nucledtido y las inserciones-deleciones cortas fueron identificados con respecto al ensamblaje
del genoma de referencia CanFam3.1. Luego estas variantes fueron comparadas con los datos
de la secuencia del genoma completo de 9 lobos y 786 perros controles de razas genéticamente

diversas (Tabla 1).
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Tabla 1. Variantes detectadas por la re-secuenciacion del genoma completo de un perro afectado.

Pasos de filtrado Variantes

Variantes homocigotas en todo el genoma 2.625.704
Variantes homocigotas privadas (ausentes en los 795 genomas controles) 2,007
Variantes homocigotas privadas en los 125 Mb del intervalo critico 196

Variantes con impacto en nivel proteina en el intervalo critico 3

Sélo se identificaron tres variantes privadas con impacto en nivel proteina en las regiones ligadas
y homocigotas (Tabla 2). La priorizacion de estas variantes, segun el conocimiento funcional de
los genes afectados reveld una variante candidata principal para el enanismo desproporcionado
observado, la variante PRKG2:XM_022413533.1:¢c.1634+1G>T. Las otras dos variantes

afectaban a genes sin funcién conocida en el desarrollo o el crecimiento del esqueleto.

Tabla 2. Detalles de las tres variantes candidatas con impacto en nivel proteina.

Chr. Posicion Ref. Alt. Gen HGVS-c HGVS-p
12 1.411.804 C A NELFE c.7G>T p.Val3Leu
23 50.457.119 G C LEKR1 c.206G>C p.Arg69Thr
32 5.299.068 C A PRKG2 c.1634+1G>T

El gen PRKG2 codifica la proteina quinasa dependiente del GMPc tipo 2. La variante de PRKG2
en los perros afectados representaba una variante splice site donor que anularia completamente
la funcion de PRKG2. Esta variante fue validada mediante secuenciacién Sanger (Figura 9) en
todos los perros de la familia estudiada. Los dos casos fueron homocigotos para el alelo mutante,
mientras que los padres, un abuelo y el medio hermano no afectado eran portadores
heterocigotos. Los demas familiares no afectados no fueron portadores del alelo mutante (Figura
8).
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Figura 9. Electroferogramas Sanger representativos de un control, un portador y un perro afectado que

ilustran la variante PRKG2:c.1634+1G>T. La linea vertical discontinua indica el limite exén/intrén.

» Discusion

En este estudio, se identificé una nueva forma de enanismo desproporcionado en perros de la
raza dogo argentino. La introduccion de esta raza argentina en Europa se produjo hace unos 50
anos y soOlo hay unos pocos criaderos en Europa (dogo argentino-breeders and Kennels-
EuroBreeder.com). Esto puede haber contribuido a un nivel particularmente alto de endogamia

en la poblacion europea y promovido la aparicion de una nueva enfermedad recesiva.

Utilizando un enfoque de genes candidatos posicionales junto con la secuenciacién del genoma
completo, identificamos la variante de tipo splice site PRKG2:c.1634+1G>T como la variante
causante mas probable de un enanismo desproporcionado heredado en la familia dogo argentino

estudiada.

En los vertebrados mandibulados hay dos formas de la proteina quinasa dependiente del GMPc,
los tipos 1y 2, que estan codificados por genes distintos, PRKG1 y PRKG2, respectivamente.
En los seres humanos, la PRKG2 se expresa en gran medida en los huesos (osteoblastos y
condroblastos), el intestino, el cerebro y el rindn (Orstavik y col., 1996). Este gen representa un
buen candidato funcional para el fenotipo de enanismo desproporcionado debido a su rol en la

organizacion de la placa epifisaria. La formacion 6sea se produce a través de dos mecanismos



41

diferentes: la osificacidn membranosa y la endocondral. La mayoria de los huesos craneofaciales
se desarrollan a través de la osificacion membranosa. En cambio, el crecimiento longitudinal de
los huesos largos y de las vértebras ocurre mediante el proceso de osificacion endocondral en la
placa epifisaria, que es el resultado de la proliferacion e hipertrofia de los condrocitos y de la
sintesis de la matriz cartilaginosa (Kronenberg, 2003). En la placa epifisaria, PRKG2 se expresa
predominantemente en los condrocitos proliferativos tardios y pre-hipertréficos y favorece su

diferenciacion hipertréfica (Yuasa y col., 2010).

La sefalizacion de PRKG2 conduce a la fosforilacion del factor de transcripcién SRY-box 9
(SOX9) y consecuentemente la inhibicién de su entrada al nucleo celular. SOX9, miembro de la
familia SOX, es un potente inhibidor de la diferenciacion hipertréfica de los condrocitos y, por
tanto, regula la condrogénesis (Akiyama y col., 2002). La forma no fosforilada de SOX9 activa la
expresion del colageno tipo Il, una de las principales proteinas de la matriz del cartilago. Tras la
fosforilacion de SOX9, la expresion de colageno cambia del colageno tipo Il (estado proliferativo)
al colageno tipo X (estado hipertrofico) (Koltes y col., 2015). Estudios inmunohistoquimicos han
demostrado la ausencia de SOX9 en la zona hipertréfica de la placa epifisaria normal, mientras
que la localizacion nuclear de SOX9 era visible en la capa intermedia de la placa epifisaria
anormal (Chikuda y col., 2004). Por lo tanto, PRKG2 desempefia un papel de interruptor
molecular, acoplando el cese de la proliferacion de condrocitos y el inicio de las fases de
crecimiento hipertréfica y de diferenciacion, mediante la fosforilacion de SOX9 (Koltes y col.,
2015).

Diaz-Gonzalez y colaboradores (2020) identificaron dos variantes en estado homocigotas, de
tipo mutacion sin sentido (nonsense) y de cambio en el marco de lectura (frameshift), que
causaron la pérdida de funcion del gen PRKGZ2 en dos nifias no emparentadas. Las pacientes
presentaban una estatura desproporcionada severa debido a varios factores, como acortamiento
acromesomélico de las extremidades, braquidactilia, platispondilia de leve a moderada y
aumento progresivo de alteraciones metafisarias de los huesos largos. Los progenitores de
ambas nifias eran portadores heterocigotos en cada caso de estas mutaciones del gen PRKG2.
Estos hallazgos también fueron apoyados por analisis de nonsense-mediated mRNA decay

(Diaz-Gonzalez y col., 2020).

El enanismo desproporcionado en la raza bovina Angus americano estd causado por una
variante de tipo sin sentido en el gen PRKG2 (OMIA: 001485-9913). La transfeccién de células
de hepatoma humano con el alelo bovino mutante redujo la capacidad de PRKGZ2 para inhibir la

expresion del colageno tipo Il mediante la regulacion de SOX9 (Koltes y col., 2009).
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Por otro lado, se ha reportado que los ratones homocigotos nulos para Prkg2 desarrollan
enanismo con una morfologia anormal del craneo y  extremidades y vértebras cortas, el cual
es causado por un grave defecto en la osificacion endocondral en la placa epifisaria (Pfeifer y
col., 1996; Miyazawa y col., 2002). Adicionalmente, la rata miniatura Ishikawa de Komeda es un
mutante natural causado por una mutacion autosémica recesiva que involucra una delacién de

220 pb que abroga la funcién del dominio quinasa de Prkg2. Estudios histologicos e
inmunohistoquimicos en estas ratas mostraron la placa epifisaria expandida y una alteracion de
la cicatrizacion 6sea con una acumulacién anormal de condrocitos no hipertréficos conduciendo

a un retraso del crecimiento 6seo longitudinal (Chikuda y col., 2004).

La variante PRKG2:¢.1634+1G>T identificada en los perros dogo argentino muy probablemente
conduce a una pérdida completa de la funcién de la proteina codificada por este gen. Analisis
experimentales a nivel de transcripcion o proteina para proporcionar pruebas funcionales de esta
hipétesis no pudieron ser realizados debido a la ausencia de muestras de tejido adecuadas de
los perros afectados y controles. Sin embargo, los genotipos en la variante de tipo splice site co-
segregaron con el enanismo desproporcionado en la familia estudiada, y el alelo mutante estaba
ausente en 795 genomas de perros y lobos genéticamente diversos. Estos datos, junto con el
conocimiento sobre el efecto funcional de las variantes de PRKG2 en humanos, bovinos, ratones
y ratas con fenotipos de enanismo desproporcionado, sugieren robustamente que
PRKG2:c.1634+1G>T es efectivamente la variante causante del fenotipo de enanismo

observado en los perros dogo argentino.

En resumen, se describe una nueva forma de enanismo desproporcionado heredado en perros
dogo argentino y se proporciona la variante de tipo splice site PRKG2:c.1634+1G>T como
variante causal candidata. El fenotipo se hereda como un rasgo autosémico recesivo y muestra
paralelismos con las formas de enanismo desproporcionado previamente reportadas en
pacientes humanos y en el ganado Angus americano. Nuestros datos facilitan la realizacion de
pruebas genéticas en perros dogo argentino para evitar la cria no intencionada de mas cachorros

afectados.

> Materiales suplementarios

En https://www.mdpi.com/article/10.3390/genes12101489/s1 estan disponibles: Archivo S$1:

Genotipos de variantes de un solo nucleétido de nueve perros dogos argentinos. Tabla S1: Datos

de ligamiento y homocigosidad. Tabla S2: Variantes privadas en el genoma del dogo argentino


https://www.mdpi.com/article/10.3390/genes12101489/s1
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afectado DG0003. Tabla S3: Numeros de acceso de 787 secuencias del genoma de perros y 9
de lobos. Tabla S4: Medidas cefalométricas calculadas mediante reconstrucciones 3D por TC
del perro afectado DGO0003 a los dos afos de edad. (*) Este material no sigue la numeracién
consecutiva de la tesis, con el objetivo que el lector pueda encontrarlas con su numeracion

original en el sitio online de la revista donde fue publicado.

2. Variante frameshift en el gen LTBP3 en gatos de la raza britanico de pelo corto con

displasia esquelética compleja

Trabajo publicado en la revista Genes (Basel). 2021 Nov 29;12(12):1923.
DOI: 10.3390/genes12121923

Resumen: En este estudio se investigd una familia de gatos de la raza britanico de pelo corto
altamente consanguinea, en la que dos crias estaban afectadas por paraparesia deteriorada
debido a malformaciones esqueléticas complejas. Las radiografias de ambos gatos afectados
revelaron deformaciones vertebrales con una marcada estenosis del canal vertebral desde T11
hasta L3. Ademas, se encontré compresion de la médula espinal, hernia cerebelosa, coprostasis
e hipogangliosis. El pedigri sugeria una herencia autosémica recesiva monogénica de la
patologia. Se secuencié el genoma completo de un gato afectado y se comparé con 62 genomas
felinos controles. El andlisis de los datos arrojé 55 variantes privadas con impacto en el nivel
proteina, de las cuales sélo una estaba localizada en un probable gen candidato funcional,
LTBP3. La variante ¢.158delG o p.(Gly53Alafs*16) es una delecién de 1 pb que produce un
corrimiento en el marco de lectura que produce la pérdida del 95% de la proteina codificada por
este gen. LTBP3 codifica la proteina de unién al factor de crecimiento B latente, que es un
conocido regulador clave del factor de crecimiento transformante 8 (TGF-) y esta implicado en
la morfogénesis y remodelacion 6sea. Los genotipos de la variante LTBP3:c.158delG co-
segregaron perfectamente con el fenotipo en la familia investigada. Los datos experimentales
disponibles, junto con los conocimientos actuales sobre las variantes de LTBP3 y su impacto
funcional en pacientes humanos y ratones, sugieren a LTBP3:c.158delG como la variante
candidata causante de las malformaciones esqueléticas observadas en los gatos britanicos de
pelo corto. Hasta donde se sabe, este estudio representa el primer informe de displasia

esquelética compleja relacionada con LTBP3 en animales domésticos.
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El objetivo de este estudio fue caracterizar el fenotipo clinico y radioldgico e investigar un posible

defecto genético subyacente.

Metodologia

> Declaracion ética

Todos los gatos de este estudio eran de propiedad privada y fueron examinados con el
consentimiento informado de sus propietarios. El "Cantonal Committee for Animal Experiments"

aprobd la toma de muestras de sangre (Cantdén de Berna; permiso 71/19).
» Muestras

Se investigaron dos gatos de la raza britanico de pelo corto afectados por malformaciones
esqueléticas complejas. Los gatos afectados, un macho y una hembra, eran companeros de
camada. Ademas, se obtuvieron muestras de sangre de ambos padres, de seis gatos de la misma

raza no relacionados y de 90 gatos de otras razas diversas.
> Examenes clinicos

Se realiz6é un examen clinico y neurolégico general a los dos gatos afectados y a sus padres. Se
obtuvieron radiografias de térax y abdomen de ambos gatos en proyecciones latero-lateral y
ventro-dorsal. En el gato macho eutanasiado se realizé6 una TC (Philips Brilliance CT, Philips
Medical Systems, Cleveland, OH, USA) y una resonancia magnética (RM, Phillips Achieva 3
Tesla RM Scanner, Phillips Medical Systems). Se obtuvieron imagenes de CT sagital y
transversal e imagenes ponderadas en T1 y T2 (RMN). Se tom¢ liquido cefalorraquideo (LCR)

post mortem mediante puncién suboccipital y se analizé.
> Necropsia y examen histopatolégico

Se realizé una necropsia completa del gato macho siguiendo el protocolo estandar. Se tomaron
muestras de tejido de todos los 6rganos y se fijaron en formol neutro al 10% durante 24 horas.
Los tejidos fijados con formol se recortaron y se incrustaron en parafina, antes de realizar la
histologia rutinaria, la tincién con Luxol-Fast-Blue y la inmunohistoquimica en secciones de tejido

de 2-3 ym de grosor.
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> Inmunohistoquimica

Para la inmunohistoquimica, las secciones de tejido se desparafinaron y rehidrataron por
inmersion en Roticlear (Carl Roth, A538.1, Karlsruhe, Alemania), seguido de isopropanol y etanol
al 96% durante 2 minutos cada uno. La peroxidasa endogena se bloqued con una solucion de
etanol al 85% con 0,5% de H2O, durante 30 minutos a temperatura ambiente, antes de la
recuperacion del antigeno por ebullicion durante 20 minutos en tampon citrato 10 mM (pH 6) en
el microondas. Los enlaces inespecificos se bloquearon con suero de cabra (dilucién 1:5) durante
20 minutos. Los anticuerpos primarios (proteina precursora de Alzheimer A4, a.a. 66-81 de APP
(N-terminal), clon 22C11, Merck Millipore, Darmstadt, Alemania; MAB348; dilucion 1:2000; mAb
de ratén marcador de neurofilamentos anti-pan-neuronal SMI-311, Merck Millipore; NE1017,
dilucién 1:1000) se incubaron a 4 °C durante la noche. El anticuerpo secundario (IgG antiraton
de cabra biotinilado, Vector BA9200; dilucion 1:200) se incubd durante 1,5 horas, y las sefiales
positivas se visualizaron utilizando el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ABC Kit, Vectastain,
PK6100, Vector Laboratories, Burlingame, CA, Estados Unidos) y 0,1 g de hidrato de 3,3'-
diaminobenzidina-tetrahidrocloruro (DAB) en 200 mL de PBS con 0,03% de H20.. Los tejidos se
deshidrataron en alcohol y se montaron con Roti-Histokit 1l (Carl Roth, Karlsruhe, Alemania,
T160.1).

> Extraccion de ADN
Se realizé el mismo procedimiento descripto en la seccion 1 de Resultados y Discusion.
» Secuenciacion del genoma completo de un gato afectado

Se preparo una biblioteca de ADN /llumina TruSeq libre de PCR con un tamafio de insercion de
aproximadamente 400 pb de un gato afectado. Se colectaron 296 millones 2x150 pb de tipo
apareado (paired-end) en un instrumento NovaSeq 6000 (32.3x de cobertura). Las lecturas
fueron mapeadas contra el genoma de referencia del gato Felis_catus_9.0 segun Jagannathan
y col. (2019). Los datos de la secuencia se depositaron bajo el numero de acceso del estudio
PRJEB7401 y de la muestra SAMEA8609185 en el Archivo Europeo de Nucleétidos

(https://www.ebi.ac.uk).

» Llamado y filtrado de variantes

La identificacion de variantes y la prediccion de los efectos funcionales de dichas variantes fueron
realizadas segun se describe en la seccion 1 de Resultados y discusion, con la diferencia que en

este estudio se utilizé la versién 104 de la anotacion del NCBI para el genoma de referencia


https://www.ebi.ac.uk/

46

Felis_catus_9.0. Para el filtrado de variantes se utilizaron 62 genomas de controles (Tabla S1*).
El enfoque de filtrado estricto se realizdé segun se describe en la seccion 1 de Resultados y
discusion. El resultado del filtrado de variantes se muestra en la Tabla S2*. Las variantes privadas

en el gato afectado se priorizaron segun se describe en la seccion homoéloga del estudio 1.
> Analisis de genes

Se utilizé el genoma de referencia del gato Felis_catus_9.0 y la versién 104 de la anotacién del
NCBI. La numeracion del gen LTBP3 felino corresponde a los numeros de acceso NCBI RefSeq
XM_023240055.1 (ARNm) y XP_023095823.1 (proteina).

> Genotipado dirigido y secuenciacién por el método de Sanger

La variante LTBP3:c.158delG se genotipd mediante secuenciacion Sanger directa de los
amplicones de la PCR. Se amplificé un producto de PCR de 557 pb a partir de ADN gendémico
utilizando AmpliTaqgGold360Mastermix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos)
junto con los primers 5'-CGCTTCCTGTTCCTCC-3' (primer F) y 5-~AGACCCTACCACCAGGTA-
3' (primer R). La PCR y la reaccién de secuenciacion se realizé segun se describe en la seccion
1 de resultados y discusién. La variante CAPN7:c.1295G>A se genotipé con la misma
metodologia y los siguientes primers para la amplificacion por PCR: 5'-
CCTCCTAGCCACCTTCTG-3' (primer F) y 5- GTTCGGTGATCGTGAT-3' (primer R).

Los genotipos de las variantes de CAPN1y LTBP3 también se extrajeron del archivo gvcf del 99

Lives Consortium (versién con 340 gatos) segun (Buckley y col., 2020).

Resultados
> Descripcién del fenotipo

Se investigaron dos comparieros de camada de la raza felina britanico de pelo corto, un macho
y una hembra, con paraparesia deteriorada, y sus padres no afectados. La camada estaba
formada por dos gatos afectados y tres no afectados. El criador observé los primeros signos de
paraparesia en las extremidades traseras en los gatitos afectados a las 8 semanas de edad. A
las 10 semanas de edad, un examen clinico y neurologico demostré lordosis y escoliosis,
mielopatia T3-L3 y reduccién de la motilidad del intestino. Ambos gatitos mostraban paraparesia
ambulatoria (Video S1*). Los analisis de hematologia y de liquido cefalorraquideo fueron

inconspicuos. La radiografia demostré graves deformaciones de la columna vertebral y una
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marcada coprostasis (Figura 10 y Figura S1 *). Debido a la gravedad de los signos clinicos,

ambos gatos fueron eutanasiados.

Figura 10. Fenotipo clinico. (A) Fotografia de la gata afectada. (B) Radiografia en proyeccién latero-lateral
de la gata. (C) Radiografia en proyeccion ventro-dorsal de la gata. Obsérvese la lordosis, la malformacion

de la columna vertebral en la regién toracica y el agrandamiento del abdomen debido a la coprostasis.

El examen post mortem del gato afectado mediante CT y RM confirmé la deformacion de
multiples cuerpos vertebrales toracicos. De T11 a L3, habia una estenosis moderada a marcada
del canal vertebral (estrechamiento lateral), asi como una compresion secundaria del tejido de la
meédula espinal, que podria haber provocado la mielopatia T3-L3. Las imagenes de resonancia
magnética también revelaron una dilatacion ascendente y descendente del canal central de la

médula espinal (hidromielia) y una hernia cerebelosa (Figura 11).
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Figura 11. Imagenes de TC/RM del gato afectado. (A) TC de la regién toracica en vista dorsal. (B) RM
sagital de la columna vertebral. (C) TC transversal del cuerpo vertebral a nivel de Th13. (D) Imagen de TC
transversal del cuerpo vertebral a nivel de L5. (E) RM sagital del cerebro con hernia cerebelosa (flecha

blanca).

En la necropsia se corroboraron las multiples malformaciones esqueléticas con piernas
acortadas, desviaciones de la columna vertebral y aplanamiento del occipucio con
estrechamiento de la fosa craneal caudal. Partes del cerebelo caudal y del vermis estaban
irreversiblemente dislocados en el foramen magnum con una prominente deformacion indentada
(Figura 12).

Figura 12. Gato afectado, cerebro dorso-caudal y
cerebelo. El cerebelo muestra compresion dorsal

(flechas) y herniacion del vermis cerebeloso.
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La columna vertebral toracica mostraba una leve curvatura dorsal (cifosis) con una siguiente
deformacién ventral moderada (lordosis) y una desviacion lateral menor (escoliosis) acompafiada
de una estenosis focal del canal espinal en T11-12. El hueso laminar cortical ventral de los
cuerpos vertebrales mostré un aumento de la densidad y un engrosamiento de hasta 1 mmy el
hueso primario del cuerpo vertebral y del fémur estaba dispuesto de forma irregular (Figuras 13
y 14).

Figura 13. Gato afectado, corte longitudinal de la columna vertebral con las costillas. (A) Cifosis (flecha
negra) y lordosis (flecha blanca) de la columna vertebral toracica. (B) Ampliacion de Th9 con cuerpo
vertebral en forma de reloj de arena. (C) Tincién HE correspondiente de Th9 con representacién de la

estructura 6sea.
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C : D

Figura 14. Corte longitudinal de la columna vertebral toracica del gato afectado (A) y un gato no afectado
(B) de la misma edad. Cabeza del fémur del gato afectado (C) y control (D). (A) Gato afectado con cuerpos
vertebrales en forma de reloj de arena. Las crestas marginales con placas de crecimiento y discos
intervertebrales muestran una prominente expansién dorsal y ventral. El hueso laminar cortical ventral
muestra un aumento de la densidad y un engrosamiento de hasta 1 mm (*). El hueso entretejido del cuerpo
vertebral muestra una disposicion irregular. (B) Columna vertebral toracica de un gato europeo de pelo
corto de la misma edad con cuerpos vertebrales normales. El hueso laminar cortical es delgado con
formacién 6sea incompleta en la seccion y cartilago conservado. Las trabéculas del hueso entretejido
muestran una orientacién longitudinal general con puentes cruzados ocasionales. Aumento 1,03x, HE. (C)
La cabeza femoral del gato afectado muestra una forma irregular del hueso epifisario con ondulacion del
cartilago de la placa epifisaria. El hueso trabecular de la metafisis muestra una osificaciéon regular. Sin
embargo, en comparacion con la arquitectura 6sea del gato de control, las trabéculas parecen estar
dirigidas de forma mas bien aleatoria con una densidad equitativa en toda la metafisis. (D) EIl fémur del
gato control muestra una arquitectura regular de la cabeza femoral con un crecimiento direccional y una
mayor densidad de hueso trabecular en las proximidades del hueso cortical (remodelacion). Aumento
0,59x, HE.

A excepcién de la compresion del cerebelo caudal, el examen histopatolégico del cerebro no
presentd ninguna anomalia. La compresién de la médula espinal toracica estaba asociada a un
dafo de la mielina acentuado en los funiculos dorso-laterales, pero también se observaba en los

aspectos ventrales con dilatacion de las vainas de mielina, hinchazén axonal (formacién de
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esferoides) y degeneracion (Figura 15). La coprostasis fue causada por constricciones anulares

del colon y del recto con distension de los aspectos anteriores (Figura 16).

Figura 15. Gato afectado, médula espinal toracica,
funiculo dorso-lateral. (A) Desprendimiento de mielina
(#) con dilatacion de las vainas de mielina e hinchazoén
axonal "esferoides" (flechas). Aumento 20x, barra 50
pm, HE. (B) Acumulacion de proteina precursora de
beta-amiloide (beta APP) en el axoplasma (flechas).
Aumento 20x, barra 50 uym, IHC, beta-APP.
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Figura 16. Gato macho afectado, colon y recto. (A) Dilatacidon del colon con constricciones anulares
(flechas blancas) y contraccion distal del recto. (B) Colon y recto abiertos con aumento del grosor de la

pared intestinal y arrugamiento de la mucosa en las zonas constrefiidas (flechas blancas).

Las zonas constrenidas del intestino mostraban una marcada hipertrofia de la capa muscular
(Figura 17) con pérdida de neuronas en el plexo submucoso y mientérico (hipoganglionosis). El
engrosamiento de la pared intestinal se acompafiaba de la proliferacién de tejido conectivo
fibroso vascularizado (tejido de granulacion) en la submucosa, entre las capas musculares, asi
como en la subserosa. A pesar de la pérdida de neuronas, habia una proliferacién excesiva de
fibras nerviosas entrelazadas en el tejido de granulacién y que atravesaban las capas musculares
(Figura 18).
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Figura 17. Gato afectado, colon. (A) Zona dilatada
del colon con grosor normal de las capas
A — musculares intestinales (doble flecha: ~980 um) y

mucosa normal (~500 um). (B) Zona constrefiida
del colon con marcada hipertrofia y engrosamiento
de las capas musculares (doble flecha: ~3290 pm)
e inflamacién con formacion de tejido de
granulacién entre las capas musculares (véase
también la Figura S8). La mucosa muestra un
grosor normal (~525 ym). Aumento 2x, barras 500
pm, HE.

Figura 18. Gato afectado, hipoganglionosis,
colon. (A) Una sola neurona en el plexo
mientérico. (B) Cuatro neuronas en el plexo
submucoso. Aumento 10x, barras 100 ym, IHC,
n-NF. El engrosamiento de la pared intestinal se
acompafo de la proliferacion de tejido conectivo
fibroso vascularizado (tejido de granulacién) en
la submucosa, entre las capas musculares (*) asi
como subserosa (*). A pesar de la pérdida de
neuronas, habia una proliferacién excesiva de
fibras nerviosas entrelazadas en el tejido de
granulacién (#) y que atravesaban las capas

musculares.
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> Analisis genético

Los dos gatos afectados procedian de una familia muy endogamica. El padre y la madre eran
medios hermanos. Las relaciones del pedigri sugerian un modo de herencia autosémico recesivo

monogeénico del rasgo (Figura 19).

N L

T Y

wt/del wt/del

MO OO0

del/del del/del

Figura 19. Pedigri de la familia de gatos investigada. Los simbolos negros indican los gatos afectados y
los simbolos blancos indican los gatos no afectados. Los cuadrados y los circulos representan machos y
hembras, respectivamente. Nétese los multiples bucles de consanguinidad en este pedigri. Los genotipos

de la variante LTBP3:c.158del se muestran en los gatos de los que se disponia de muestras.

El genoma del gato macho afectado se secuencié con una cobertura de 32,3x y se llamaron las
variantes con respecto al genoma de referencia Felis_catus_9.0. Posteriormente, se buscaron
variantes homocigéticas privadas en el genoma del gato afectado que no estaban presentes en
los 62 genomas controles. Se detectaron 55 variantes privadas con impacto en el nivel proteina

en 28 genes (Tabla 3).
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Tabla 3. Variantes homocigdticas detectadas por la re-secuenciacion del genoma completo de un gato

afectado.
Pasos de filtrado Variantes
Variantes en todo el genoma 5.759.180
Variantes privadas (ausentes en los 62 genomas controles) 7398
Variantes privadas con impacto en nivel proteina 55

A continuacién, se priorizaron las 55 variantes que cambian las proteinas segun los
conocimientos funcionales sobre los genes alterados. Dos variantes cercanas en el cromosoma
D1 afectaban a genes con potencial relevancia para el fenotipo observado. El gato afectado tenia
una variante de tipo mutacion sin sentido (missense) en el gen CAPNT,
XP_023095818.1:p.(Arg432His), y una de tipo de corrimiento del marco de lectura (frameshift)
en el gen LTBP3 (Figura 20). La variante LTBP3 se consideré la causa mas probable del fenotipo
observado (véase la discusion). Esta variante candidata, una delecién de 1 pb en el primer exén
del gen LTBP3, puede designarse como ChrD1:110,690,432delC (genoma de referencia
Felis_catus_9.0). Esta variante frameshift, XM_023240055.1:¢.158delG, se prevé que trunca el
95% del marco de lectura abierto, XP_023095823.1:p.(Gly53Alafs*16).
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Figura 20. Detalles de la variante LTBP3:c.158delG, p.(Gly53Alafs*16). Arriba, captura de pantalla del
Visor de Gendmica Integrativa (IGV) que muestra las alineaciones de lectura corta del gato afectado y de
un gato de control en la posicién de la delecidn, que afecta a la parte codificante del primer exéon. Nétese
que en la captura de pantalla de IGV, la base 110.690.428 esta eliminada, lo que representa la primera
posicion posible de la delecién. Teniendo en cuenta la regla 3' de la nomenclatura HGVS, la designacién
correcta de la variante es ChrD1:110,690,432delC (genoma de referencia Felis_catus_9.0). Abajo,
representacion esquematica de los dominios estructurales de Ila proteina LTBP3 felina
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?seqinput=XP_023095823.1). La variante
p.(Gly53Alafs*16) se localiza al inicio de la proteina y predice la ablacion de 1234 aa de los 1302 aa totales

de la proteina de tipo salvaje.

Posteriormente, se realiz6 el genotipado de las variantes CAPN1y LTBP3 en los padres y en los
dos gatos afectados mediante secuenciacion Sanger. Los dos casos fueron homocigotos para el

alelo mutante, mientras que los padres eran portadores heterocigotos. La segregacion de los


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi?seqinput=XP_023095823.1
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genotipos fue compatible con un modo de herencia monogénico autosémico recesivo. También
se genotiparon las dos variantes en otros 6 gatos de la misma raza y en otros 90 gatos
genéticamente diversos. Los alelos mutantes CAPN1 y LTBP3 estaban ausentes en todos los

gatos de control no emparentados analizados (Tabla 4).

Tabla 4. Asociacion de los genotipos en las variantes CAPN1 y LTBP3 con la malformacién esquelética.

CAPN1:¢.1295G> LTBP3:c.158delG

Fenotipo A

Casos (n=2) A/A del/del
Padres no afectados (n = 2) G/A wt/del
Gatos de la misma raza no afectados (n = 6) G/IG wit/wt
Gatos de razas diversas (n = 90) G/G wi/wt

Finalmente se extrajeron los genotipos de estas dos variantes de 340 genomas de gatos del 99
Lives Consortium. Un total de 8 gatos de razas diversas de los 340 gatos portaban el alelo
mutante CAPN1 en estado heterocigoto (frecuencia alélica 1,2%), mientras que ninguno de los

gatos portaba el alelo mutante LTBP3.

Discusion

Este trabajo describe los hallazgos clinicos y patolégicos de una nueva forma de displasia
esquelética heredada en dos gatos hermanos de la raza britanico de pelo corto. La malformacién
craneal detectada, con indentacion del hueso occipital y hernia cerebelosa a través del foramen
magnum  se asemeja a la "malformacion tipo Chiari" de los perros (Rusbridge y Knowler, 2003;
Minato y Baroni, 2018; Rusbridge, 2020; Driver y col., 2013). Dado que el examen histopatolégico
del cerebelo y del tronco cerebral no presentaba ningun signo de siringomielia, es probable que
la ataxia en los gatos afectados no fuera causada Unicamente por la protrusién del vermis
cerebeloso en el foramen magnum. Es mas probable que la ataxia y la debilidad de las
extremidades traseras que se han descrito sean consecuencia de los procesos degenerativos de

la médula espinal toracica y se deban a la compresion de la médula espinal.

La densidad y la orientacion del hueso trabecular eran anormales, lo que podria indicar

problemas de remodelacién fisioldégica. No obstante, no esta claro si una posible alteracion de la
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remodelacion dsea es totalmente responsable de las deformaciones esqueléticas o si la postura
corporal y la marcha anormales de los gatos pueden haber contribuido a la orientacién aberrante

del hueso trabecular.

El examen histopatolégico del colon reveld una hipoganglionosis segmentaria y distal con
hipertrofia de la musculatura y de las fibras nerviosas, asi como una inflamacioén crénica con
formacion de tejido de granulacion. Estos hallazgos se asemejan a otro informe de un caso de
un gato con hipoganglionosis coldnica congénita (Roe y col., 2010) y a los criterios de diagnéstico
del megacolon congénito, conocido como "enfermedad de Hirschsprung" (HSCD) en humanos
(Szylberg y Marszatek, 2014). La aganglionosis, observada en la HSCD, se ve ocasionalmente
junto con malformaciones esqueléticas complejas (Amiel y Lyonnet, 2001) y podria estar causada
por una migracion y diferenciacion alteradas de las células madre neurales de la cresta neural
(Jaroy y col.,2011). Sin embargo, en los gatos estudiados, un defecto primario de la cresta neural
parece poco probable. Los datos obtenidos sugieren que la displasia esquelética causé dafos

neuronales secundarios durante el desarrollo pre y postnatal.

El analisis genético revelé dos variantes privadas de cambio de proteina estrechamente
vinculadas en el gato afectado, una mutacién sin sentido (missense) en el gen CAPN1 y una
variante que produce un cambio en el marco de lectura (frameshift) en el gen LTBP3. CAPN1
codifica la proteina calpaina 1, una proteasa ampliamente presente en el SNC. La calpaina 1
esta implicada en la plasticidad sinaptica, la reestructuracion sinaptica y la maduracion y el
mantenimiento de los axones (Chandramohanadas y col., 2009). Las variantes de pérdida de
funcién en CAPN1 provocan paraplejia espastica autosémica recesiva-76 en pacientes humanos
(Gan-Or y col., 2016) y ataxia espinocerebelosa en perros de la raza Parson Russell Terriers
(Formany col., 2013). Ademas, ratones, zebrafishy C. elegans knockout para Capn1 exhiben un
fenotipo similar (Gan-Ory col., 2016; Su y col., 2021). Sin embargo, en este estudio no esta claro
si la variante CAPN1:p.Arg432His en el gato afectado tiene algun impacto en la funcion de la
calpaina 1. Incluso si la funcién de la calpaina 1 estuviera comprometida, esto no explicaria el
fenotipo esquelético, pero podria haber contribuido al fenotipo neurolégico. Como el alelo
mutante CAPN1 también estaba presente en una frecuencia baja en el repositorio de datos de
99 Lives Consortium, considero que el impacto funcional importante de la variante CAPN1 seria

improbable.

Por otro lado, LTBP3:c.158delG representa una excelente candidata como variante causal del
fenotipo esquelético observado. Esta variante es una delecion de 1 par de bases en el primer

exon del gen, conduce a un codén de terminacién prematuro y se predice que trunca el 95% del
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marco de lectura abierto. Por lo que se considera que los gatos mutantes homocigotos no podrian
expresar una proteina LTBP3 funcional. LTBP3 codifica la proteina de union al factor de
crecimiento transformante B latente 3, que se expresa de forma ubicua. Hay 4 isoformas de
LTBPs y tienen un papel clave en la sefalizacion del factor de crecimiento transformante beta 1

y la homeostasis 6sea (Robertson y col., 2015; Rifkin y col., 2018).

TGF-B, con sus tres isoformas codificadas por los genes TGFB1, TGFB2 y TGFB3, es una
importante citoquina que interviene en el crecimiento y la remodelacién de los huesos y muchos
otros tejidos (Koli y col., 2001). El TGF-f3 se sintetiza como una molécula precursora inactiva que
se escinde proteoliticamente en el reticulo endoplasmico para producir un homodimero de TGF-
B en complejo con el péptido asociado a la latencia (LAP). Este complejo se denomina complejo
latente pequeno (SLC). LTBP3 y otros miembros de la familia LTBP se unen al SLC, formando
enlaces disulfuro covalentes con el LAP (Chen y col., 2001; Tzavlaki y Moustakas, 2020) y dan
lugar al gran complejo latente (LLC). El LLC se procesa posteriormente en el aparato de Golgi,
se exporta de la célula y finalmente se deposita en la matriz extracelular (Figura 21) (Zilberberg
y col., 2012; Tzavlaki y Moustakas, 2020). La activacion de la sefalizacion de TGF-3 requiere la
degradacién del LAP o la liberacion de homodimeros de TGF-B activos desde el LLC mediante
proteasas de la matriz extracelular (Rifkin y col., 2018; Koli y col., 2001; Chen y col., 2001,
Tzavlaki y Moustakas, 2020). Luego, TGF- activo se asocia a los receptores de sefalizacién
tipo | y tipo Il formando un complejo heteromérico (Figura 22). Finalmente, este complejo activa
la cascada de sefializacion SMADs por fosforilacién. EI complejo SMADs se traslada al nucleo
donde se asocia con factores de transcripcion de alta afinidad que se unen al ADN (Figura 23)
(Tzavlaki y Moustakas, 2020).

La homeostasis 6sea se mantiene mediante ciclos continuos de resorcion ésea por parte de los
osteoclastos y de formacién de hueso nuevo por parte de los osteoblastos y los osteocitos. La
sefializaciéon mediada por TGF-B regula este proceso. TGF-B puede actuar como quimio
atrayente y reclutar tanto a los pre-osteoblastos como a los pre-osteoclastos a las zonas de
remodelacion ésea y también promueve la proliferacion, diferenciacion y supervivencia de los
osteoclastos (Tzavlaki y Moustakas, 2020). En dosis bajas, TGF-f aumenta la secrecién de
RANKL (receptor activador del ligando NF-kB) y suprime la expresion del inhibidor OPG
(osteoprotegerina), promoviendo asi la osteoclastogénesis mediante la activacion de la
sefalizacién RANK en los pre-osteoclastos. A dosis elevadas, suprime a RANKL y aumenta la
expresion de OPG, inhibiendo asi la osteoclastogénesis. Este efecto bifasico limita la

degradacidén 6sea excesiva en presencia de altos niveles de TGF-B activo derivados de la
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conversion del TGF-f latente por las proteasas y el acido secretado por los osteoclastos durante
la degradacion 6sea) (Tzavlaki y Moustakas, 2020). La deficiencia de LTBP3 reduce la activacion
del TGF-B vy, por tanto, puede disminuir la proliferacién celular asociada y la diferenciacién

osteogénica (Koli y col., 2008).
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Figura 21. Biosintesis y deposicion extracelular de TGF-B. Tomado de Tzavlaki y Moustakas (2020).
doi:10.3390/biom10030487.
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Figura 22. Activacion del TGF-3 latente. Tomado de Tzavlaki y Moustakas (2020).

doi:10.3390/biom10030487.
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Figura 23. Via de sefalizacion celular TGF-B/SMAD. Tomado de Tzavlaki y Moustakas (2020).
doi:10.3390/biom10030487.

La desregulacion de la via de sefializacion de TGF-3 esta asociada a numerosas enfermedades
humanas con una destacada afectacion del sistema esquelético (MacFarlane y col., 2017).
Alrededor de 17 variantes patogénicas en el gen LTBP3 han sido reportadas en humanos y
asociadas con varios desoérdenes incluyendo, displasia acromélica (ACMICD; OMIM #102370),
displasia geleofisica 3 (GPHYSD3; OMIM #617809), y anomalias dentales y estatura corta
(DASS; OMIM #601216) (Figura 24). El DASS se hereda como un rasgo autosémico recesivo y
las caracteristicas clinicas pueden incluir oligodoncia, amelogénesis imperfecta, baja estatura,
braquiolmia y escoliosis, platispondilia, epifisis en forma de cono, infratubulacién de los huesos
largos y, en algunos casos, también defectos cardiacos (Noor y col., 2009; Huckert y col., 2015;
Dugan y col., 2015; Kaur y col., 2015; Kaur y col., 2020; Stanley y col., 2021). El fenotipo
autosémico dominante de GPHYSD3 y ACMICD se solapa con el de DASS e incluye estatura
baja, braquidactilia, movimientos restringidos en las articulaciones del codo y la mufieca, y rasgos

faciales dismorficos (Mclnerney-Leo y col., 2016; Marzin y col., 2021).
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(1) .1324elG (6) ¢.2033_2041delinsCTT (7) ¢2071_2084deITACCGGCTCAAAGC
(p.Prod5Argfs*25) (p. Asn678_Gly681delinsThrCys) (p-Tyr691Leufs*95)
(5) ¢.1858_185%insG (8) ¢.2216_2217delG (11) €.2356_2357delG Out- of ~frame
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Figura 24. Representacion esquematica del gen LTBP3 y de los dominios estructurales de la proteina
LTBP3 en humanos. Las mutaciones identificadas estan indicadas con triangulo (DASS), circulo (ACMICD)
y cuadrado (GPHYSD3). Tomado de Intarak y col (2019).

Adicionalmente, el fenotipo de los ratones Ltbp3’ homocigotos nulos se ha caracterizado por
huesos endocondrales mas cortos y un tamano total menor en comparacion con sus compafneros
de camada de tipo salvaje. Los ratones Ltbp3’" también desarrollaron malformaciones
craneofaciales y curvatura de las vértebras toracicas/cervicales (escoliosis). Ademas, el examen
histologico de los esqueletos de los ratones Ltbp3™ reveld un aumento de la masa 6sea y la
persistencia de restos de cartilago en el hueso trabecular, lo que indica un defecto en la resorcion
Osea. Se ha sugerido que la falta de Ltbp3 provoca una disminucion de los niveles de TGF-3 en
el hueso y el cartilago, lo que altera la funcion de los osteoclastos y el recambio 6seo en los

ratones mutantes (Dabovic y col., 2002; Dabovic y col., 2002; Dabovic y col., 2005).

La variante de LTBP3, c.158delG, p.(Gly53Alafs*16), en los gatos britanicos de pelo corto de este
estudio conduce a un codén de terminacion prematuro muy temprano. Consideramos, por tanto,
poco probable que se exprese alguna proteina LTBP3 funcional en los gatos mutantes
homocigotos. No se pudo realizar una confirmaciéon experimental a nivel de transcripcién o
proteina, ya que no se disponia de muestras de tejido adecuadas. Sin embargo, la co-
segregacion genotipo-fenotipo en la familia junto con el conocimiento existente sobre el efecto

funcional de las variantes de LTBP3 en humanos y ratones con fenotipos de displasia esquelética
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apoyan a LTBP3:c.158delG como variante candidata causante del fenotipo esquelético en los

gatos afectados.

En resumen, se ha caracterizado una nueva forma de displasia esquelética con herencia
autosdmica recesiva en gatos britanicos de pelo corto y se ha identificado una variante que
produce un corrimiento en el marco de lectura (frameshift) en el gen LTBP3, c.158delG, como
candidata causante de la displasia esquelética compleja. Estos datos permiten realizar pruebas
genéticas para evitar la cria involuntaria de mas gatos afectados y proporcionan un modelo
potencial de animales grandes espontaneos para la displasia esquelética relacionada con
LTBPS3.

Materiales suplementarios

En https://www.mdpi.com/article/10.3390/genes12121923/s1 estan disponibles: Tabla S1:

Numeros de acceso de 63 genomas felinos. Tabla S2: Variantes privadas en el genoma del gato

afectado secuenciado. Video S1: Fenotipo clinico de la gata afectada. (*) Este material no sigue
la numeracién consecutiva de la tesis, con el objetivo que el lector pueda encontrarlas con su

numeracion original en el sitio online de la revista donde fue publicado.

3. Biomarcadores en sangre periférica de la osteoartritis en perros de la raza ovejero

aleman: un enfoque transcriptémico

Resumen: Las formas caninas de OA son muy similares a las de los humanos y representan un
problema de bienestar en la poblacién canina mundial. En este estudio, se investigd el perfil
transcriptomico de sangre periférica en perros de la raza ovejero aleman para identificar
biomarcadores de OA. El experimento de bulk RNA-seq se realizé en una cohorte de 12 perros
adultos, 5 afectados y 7 no afectados. Las radiografias de los perros afectados revelaron OA
avanzada en las articulaciones de la cadera, el codo y la rodilla. Se identificaron un total de 23.284
genes expresados, de los cuales 14.977 presentaron mas de 10 lecturas en todas las muestras.
De acuerdo a este filtro, se realizé el analisis de componentes principales (PCA) el cual no separé
los grupos casos y controles. Adicionalmente, el andlisis de expresion mostr6 3 genes
expresados diferencialmente (DEGs), THBS4 y LOC106559672 sobre expresados vy

LOC106559235 sub expresado en comparacion con los perros controles P ajustada (FDR) (<
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0,05). El gen THBS4 codifica a la proteina de la matriz extracelular trombospondina 4, implicada
en la regulacion de la remodelacion de tejidos. Estudios previos han identificado un incremento
significativo de la expresion de trombospondina-4 (TSP-4) en cartilago articular de pacientes con
OA severa, en comparacion con el cartilago de donantes sanos. Basado en el previo
conocimiento funcional, y en la evidencia de la sobre expresiéon de THBS4 en ovejeros alemanes
aportada en este estudio, sugerimos a THBS4 como gen candidato a biomarcador para la OA
canina. Sin embargo, son necesarios futuros estudios a niveles de expresion génica (RT-PCR) y
proteina, en un mayor nimero de individuos para la validacion de THBS4 como biomarcador de

diagndstico.

El objetivo de este estudio fue identificar el perfil transcriptobmico de la sangre periférica en

ovejeros alemanes con OA, y nuevos biomarcadores putativos de esta enfermedad.

Metodologia

> Declaracion ética

Los perros de este estudio eran de propiedad privada y fueron examinados con la aprobacion de
los propietarios.La "Comision Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio" de
la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata, Argentina, aprobd la
toma de muestras de sangre y las radiografias (008-00-17). Todos los perros eran pacientes del
hospital de pequefios animales de la Facultad de Veterinaria de la Universidad Nacional de La
Plata.

» Cohorte de animales y diagnéstico por imagen

En este estudio se incluyeron 12 perros de la raza ovejero aleman. Se utiliz6 un examen
radiologico (GBA-Mobilex 150 HF, Argentina y Fujifilm FCR PRIMA |l Image Reader / FCR PRIMA
Console, Japdn) para evaluar los signos de OA en los perros. Se tomaron radiografias
mediolaterales estandar de las articulaciones del codo y la rodilla. Ademas, se tomd una vista
ventro-dorsal extendida de la pelvis para evaluar las articulaciones coxofemorales. Se realizaron
estudios radiograficos de multiples articulaciones para registrar el estado general de cada perro
(Carrig, 1997). Se registraron los signos inespecificos de la OA, como la formacion de entesofitos
y osteofitos, la alteracion patoldgica del hueso subcondral (formacion de quistes, esclerosis 6sea
y remodelacion) y los espacios articulares de grosor variable (Allan y Davies, 2018). Segun el

diagnéstico radioldgico, los animales se agruparon en casos (N = 5) y controles (N = 7). El umbral
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de edad se establecid por encima de los tres afios en los perros controles. Se registraron datos
de peso corporal, edad, sexo y estado de esterilizacion de cada perro mediante un examen

clinico.
» Extraccion de ARN y construccion de librerias

El ARN se aislé de sangre conservada en RNAlater con el kit RiboPure™-Blood (Ambion, Life
Technologies, CA, Estados Unidos) segun las instrucciones del fabricante. El control de calidad
del ARN se evalu6 con un Bioanalizador (DEDAE00884, Agilent, Santa Clara, CA, E). Se utilizo
1 ug de cada muestra de ARN de alta calidad (numero de integridad del ARN (RIN) > 8) para la
preparacion de librerias de ADNc de tipo non-stranded y paired-end (NEBNext Ultra Il RNA
Library Prep, lllumina). Las librerias de ADNc total multiplexadas se secuenciaron en un carril
utilizando el instrumento NovaSeq 6000 2x150 bp. Los archivos de salida de NovaSeq Xp se
convirtieron en formato FASTQ y se desmultiplexaron. Las lecturas de secuencias se recortaron
(trimming) utilizando el programa fastp v0.12.5 (Chen y col., 2018). Las secuencias filtradas se
combinaron en un archivo FASTQ utilizando el programa FastQC v0.11.7

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Las secuencias fastq, los datos

procesados y los metadatos estan disponibles en el repositorio Gene Expression Omnibus del
NCBI con el numero de acceso GSE191273.

» Mapeo contra el genoma de referencia

Todas las lecturas que pasaron el control de calidad fueron mapeadas al genoma de referencia
canino CanFam3.1 utilizando la versidén 105 de la anotacion del NCBI, con el alineador HISAT2
v2.1.0 (Kim y col., 2015). Las lecturas se alinearon utilizando los parametros por defecto. Los
archivos sam de salida de HISAT2 fueron transformados en archivos binarios bam utilizando
SAMtools v1.8 (Li y col., 2009). La abundancia de lecturas se calculd utilizando el algoritmo

featureCounts (Liao y col., 2014) como parte del paquete Subread v2.0.1.
> Expresion diferencial

Se utilizé el paquete DESeq2 (Love y Huber, 2014) para leer la matriz de conteo obtenida por el
featureCounts. Los transcriptos con menos de 10 lecturas en todas las muestras fueron excluidos
de los analisis posteriores. Los datos de reconteo se sometieron a una transformacién logaritmica
regularizada y se realiz6 un analisis de componentes principales (PCA) para visualizar la
agrupacion de los grupos casos y controles. Posteriormente se utilizd el programa DESeq2

v1.26.0 para evaluar la expresion diferencial entre grupos. DESeq2 aplica un modelo lineal
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generalizado (GLM) a los datos de recuento asumiendo una distribucion binomial negativa. Para
cada gen, los recuentos de lecturas se ajustaron a un GLM con modelo de disefio (~condicion)
donde la condicién era el factor de interés con dos estados: OA afectados y controles. Se
considero que los transcriptos tenian una expresioén diferencial si P adjustada era menor a 0,05.
DESeq2 calcula el valor de P adjustada mediante el método de Benjamini-Hochberg false

Discovery rate (FDR) para ajustar las pruebas de hipétesis multiples.

Resultados
» Descripcion fenotipica

En este estudio se utilizé una cohorte de 12 perros ovejero aleman, incluyendo 5 perros con OA
(1 hembra intacta, 2 hembras castradas y 2 machos intactos; perros entre 1 y 8 afos de edad) y
7 perros de control sanos (1 hembra intacta, 1 hembra castrada, 3 machos intactos y 2 machos
castrados; perros entre 3 y 6 anos de edad). Una hembra castrada con OA tenia sobrepeso; el
resto de los perros tenia un peso corporal normal. El examen radiografico demostré la afectacion
de la articulacion de la cadera en 3 perros, la afectacién de la articulacion del codo y la rodilla en
un perro y la afectacion de la cadera y el codo en otro. Los signos radiolégicos de los perros con
la cadera afectada incluian incongruencias articulares como luxacion y subluxacion coxofemoral,
formacion de osteofitos pericondrales, remodelacion de la cabeza y el cuello del fémur, esclerosis
Osea subcondral, aplanamiento del acetabulo y formacion de osteofitos en el margen acetabular
craneal. Los perros con afectacion del codo mostraban formacién de osteofitos y entesofitos
pericondrales, esclerosis y remodelacion del hueso subcondral, aumento de la opacidad y
borrosidad sobre la apdfisis coronoides medial y adelgazamiento del espacio articular (Figura
25B). El perro con OA de rodilla mostraba formacion de entesoéfitos en el margen ventral de la
rétula. Todos estos hallazgos correspondian a signos graves de OA. En las historias clinicas no
se encontraron registros de lesiones articulares anteriores al diagndstico de OA. Sin embargo,
no podemos excluir formalmente la existencia previa de una displasia de cadera de inicio
temprano. Por el contrario, las articulaciones sanas mostraban superficies 6éseas subcondrales
y margenes articulares bien definidos. Las zonas periarticulares, donde se unen los ligamentos
y los tendones, presentaban un contorno cortical liso. El espacio articular aparecia como una
zona radiolucida entre las superficies de las placas 6seas subcondrales adyacentes (Figura 25A).
Los datos del fenotipo y los hallazgos radioldgicos de todos los perros se indican en la Tabla 5y

el archivo S1(*).
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Tabla 5. Datos fenotipicos de los ovejeros alemanes utilizados en este estudio. La edad y el peso corporal
se muestran en afos y kilogramos (kg), respectivamente. Se indican el sexo y el estado de esterilizacion.

Se muestra los hallazgos radiolégicos de los 5 casos, todos presentaban un estado progresivo de OA.

Muestra | Edad Peso corporal Sexo Articulacién afectada por OA
1 3 35 Macho entero -
2 3 37 Macho entero -
3 3 24 Macho entero -
4 8 37 Macho castrado -
5 3 36 Macho castrado -
6 6 31 Hembra castrada -
7 4 30 Hembra castrada -
8 8 45 Macho entero Ambas  articulaciones del codo

mostraban formacién de osteofitos y
entesofitos pericondrales, esclerosis
O0sea subcondral, remodelacion del
hueso subcondral, adelgazamiento del
espacio articular y aumento de la
opacidad y borrosidad sobre la apofisis
coronoides medial. La articulacion de la
rodilla derecha presentaba formacion
de entesofitos en los margenes de la

rétula.

9 1 36 Macho entero La articulacién coxofemoral derecha
presentaba luxacion y aplanamiento del
acetabulo. La articulacion coxofemoral
izquierda presentaba subluxacion,
remodelacion del cuello femoral,
esclerosis  6sea  subcondral y
aplanamiento del acetabulo. Se
observé la formacion de osteofitos en el

margen acetabular craneal.

10 8 24 Hembra castrada Subluxacién coxofemoral bilateral.
Remodelacion de la cabeza y el cuello
del fémur, formaciéon de osteofitos

pericondrales, esclerosis oOsea
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subcondral y formacién de osteofitos en

el margen acetabular craneal.

11 7 40 Hembra castrada | Ambas  articulaciones del codo
presentaban un aumento de la
opacidad y borrosidad sobre la apofisis
coronoides medial. Articulaciones de la
cadera con remodelacion de la cabeza
y el cuello del fémur en las
articulaciones de la cadera, formacion
de osteofitos pericondrales, esclerosis
del hueso subcondral y aplanamiento
del acetabulo y formacion de osteofitos
en el margen acetabular craneal.

Subluxacion coxofemoral izquierda.

12 8 34 Hembra entera La articulacion izquierda presentaba
remodelacion de la cabeza y el cuello
del fémur, formacién de osteofitos
pericondrales y esclerosis ¢ésea

subcondral.

Figura 25. Radiografias de la articulacién del codo de dos perros de la raza ovejero aleman. (A) Proyeccion
mediolateral de la articulacion normal del codo derecho de un macho de 3 afios. (B) Proyeccion

mediolateral de la articulacion del codo derecho de un macho de 8 afios con una marcada OA. Se observa
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la formacion de hueso nuevo periarticular en la apoéfisis coronoides y en el margen caudal de la tréclea

humeral. Notese el adelgazamiento del espacio articular y la remodelacion de las superficies articulares.

» Secuenciacion y genes expresados diferencialmente

Se registraron entre 20,3 y 36,3 millones de lecturas unicas y duplicadas por muestra. Se
identificaron un total de 23.284 genes expresados, de los cuales 14.977 presentaron 10 lecturas

en todas las muestras. La matriz de conteo cruda de salida del featureCounts se encuentra

disponible en el archivo S2*.

La Figura 26 muestra la agrupacion de las muestras en funcion de sus perfiles de expresioén. El
PCA no separé las muestras controles de las afectadas. Sin embargo, se aplico el modelo GLM,

asumiendo que un pequeno conjunto de genes podria expresarse diferencialmente entre casos

y controles.
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Figura 26. Analisis de componentes principales de las muestras en el espacio de los dos primeros
componentes. Las muestras se representan en los dos componentes mas variables (PC1 y PC2). Las

muestras no se agruparon segun la condiciéon de controles y afectados.

Utilizando el enfoque del modelo GLM se identificaron 3 DEGs, P adjustada (FDR) (< 0,05),
THBS4 y LOC106559672 sobre regulados y LOC106559235 sub regulado en perros con OA
(Figura 27). Entre ellos, LOC106559672 fue eliminado por el NCBI debido a que fue no detectado
en el uUltimo ensamblaje del genoma de referencia UU_Cfam_GSD_1.0 y, LOC 106559235
representa un RNA no codificante sin ortélogos determinados aun. El gen THBS4, que codifica
la proteina de la matriz extracelular trombospondina 4, esta implicado en el mecanismo de

reparacion del cartilago durante el proceso de patogénesis de la OA. Segun la evidencia
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funcional consideramos a THBS4 como gen candidato a biomarcador (véase discusion). La Tabla
S1* muestra el resultado del analisis de expresion diferencial con los 14.977 genes de salida del
DESeq?2.
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Figura 27. Grafico Volcano de los genes expresados diferencialmente (DEGs) entre casos y controles. El
grafico visualiza las diferencias entre las transcripciones en ambos grupos ordenadas por log2FoldChange
y -log10 del valor P. Los puntos rojos representan los 3 DEGs sobre y sub regulados P adjustada (FDR) <
0,05.

Discusion

En este estudio, se utilizaron datos de RNA-seq obtenidos de sangre periférica de perros de la
raza ovejero aleman afectados por OA y de controles sanos, para detectar el perfil de expresion
génica e identificar posibles biomarcadores de OA. Se utilizaron muestras de sangre teniendo en
cuenta que las células sanguineas periféricas circulantes son un tejido sustituto que contiene
perfiles transcripcionales que se correlacionan con la patogénesis de la OA (Rockett y
Burczynski, 2006), evitando asi la toma de muestras mas invasivas como el liquido sinovial o la
biopsia de cartilago, y siguiendo las directrices de “The National Centre for the replacement,
refinement, and reduction of animals in research”. Los estudios de expresion génica en sangre
han indicado redes de transcripciones coexpresadas con diferentes niveles de abundancia entre
la OA y los controles sanos en humanos, caballos y ratas (Kamm y col., 2013; Ramos y col.,

2014; Korostynski y col., 2017; Shi y col., 2019). Esta evidencia apoya que los perfiles de
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expresion sanguinea pueden ser Utiles para la evaluacién de marcadores moleculares que

ayuden en el diagnéstico de la OA en perros.

El PCA mostré que los casos y controles no se separaron segun la condicion establecida. Esto
puede deberse a que solo un pequefo conjunto de datos entre los 14.977 transcriptos
expresados con mas de 10 lecturas en todas las muestras se expresa de forma diferencial entre
los grupos. Para identificar los DEGs se utilizé un valor de P adjustado y FDR < 0,05 siendo el
minimo recomendado para analisis de RNA-seq (Koch y col., 2018). Se utilizaron estos dos filtros
estrictos para minimizar el efecto de heterogeniedad entre los grupos y el pequefio nimero de
muestras. Subsecuentemente, se identificaron solo 3 DEGs en los perros afectados por OA.
Entre ellos, el unico gen con ortélogos y funcion descripta en el NCBI fue THBS4. En
consecuencia, se investigd su posible rol en la patogénesis de la OA de acuerdo con el

conocimiento funcional existente.

Se considerd que el gen THBS4 es un buen candidato a biomarcador de OA. Es un gen
conservado que codifica a la TSP-4, un importante regulador de la organizacién y produccién de
la matriz extracelular y de la remodelacion de los tejidos durante la respuesta a las lesiones
(Stenina-Adognravi y Plow, 2017). En el tejido 6seo TSP-4 se expresa en la zona de condrocitos
hipertréficos del cartilago transitorio durante la osificacion endocondral (Andres Sastre y col.,
2021; Jeschke y col., 2015). En humanos se ha demostrado la sobre regulacion de TSP-4 en
cartilago durante la OA severa, sugiriéndose que TSP-4 activa mecanismos para proteger y

reparar la matriz extracelular en el cartilago articular (Maly y col., 2019; Maly y col., 2021).

Experimentos realizados con ratones thbs4’ han revelado una clara relacion entre este gen y el
proceso de patogénesis de la OA. Los estudios histologicos mostraron una reduccion significante
del volumen y el grosor del cartilago articular en ratones deficientes de thbs4 en comparacion
con los animales controles. Ademas, los analisis por micro CT del hueso subcondral de ratones
thbs4’- indicaron un aumento significativo de la degradacién de la superficie 6sea, y una
disminucion del grosor y la densidad mineral 6sea. Finalmente, en contraste con los ratones
thbs4""* la deficiencia de thbs4 impidio6 la capacidad de inhibir la degradacion del cartilago en

el modelo murino osteoartritico (Maumus y col., 2016; Jeschke y col., 2015).

Por otro lado, en el suero de pacientes con OA se han detectado incremento en los niveles de
TSP-4 total, y en anticuerpos IgG contra epitopos especificos. Sin embargo, los valores no han
sido significativos en comparacion con el suero de donantes controles (Maly y col.,2019; Ruthard
y col., 2018; Andres Sastre y col., 2021; Jeschke y col., 2015).
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En resumen, THBS4 se considera un marcador del cartilago e indicador de la OA en estado
avanzado, por lo que ha sido sugerido como un candidato atractivo para ser evaluado con fines
de ingenieria de tejidos 6seos. Sin embargo, su idoneidad como biomarcador circulante de la OA

necesita futuros estudios en cohortes mayores de pacientes.

Finalmente, basandonos en los valores significativos de expresién de THBS4 en nuestro estudio,
y en el conocimiento funcional sobre su rol en la OA en pacientes y modelos murinos,
consideramos este gen como biomarcador candidato de OA en caninos. Sin embargo, debido a
las limitaciones de este estudio, es necesario validar este resultado en una cohorte mayor de
perros ovejeros alemanes y otras razas susceptibles a la OA. Asi como cuantificar la expresion

de genes candidatos mediante RT-PCR.

Material suplementario

Los datos transcriptomicos utilizados en este estudio estan disponibles en GEO

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cqi?acc=GSE191273. Los siguientes archivos:

Archivo S1. Radiografias de los 12 ovejeros alemanes estudiados; Archivo S2 (featureCounts
matriz de conteo) y Tabla S1. Resultados del analisis de expresion diferencial estan disponibles
en el siguiente link: https://drive.google.com/drive/folders/1PuMo4iR0fK-
HPzdEOOHX10DWNkEanpNb?usp=sharing.



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE191273
https://drive.google.com/drive/folders/1PuMo4iR0fK-HPzdE0OHX10DWNkEanpNb?usp=sharing
https://drive.google.com/drive/folders/1PuMo4iR0fK-HPzdE0OHX10DWNkEanpNb?usp=sharing

CONCLUSIONES
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Durante mis estudios de doctorado, he realizado el analisis gendémico de tres enfermedades
osteoarticulares en animales de compafiia. Por un lado, he investigado la base molecular de dos
displasias esqueléticas hereditarias y, por el otro, el perfil transcriptdomico circulante de la OA.
Como resultado, he contribuido a la identificacion de las variantes genéticas candidatas a ser las
responsables de los fenotipos de displasias esqueléticas y he aportado nueva evidencia sobre la

expresion circulante de gen candidato a biomarcador de la OA.

En el caso de las displasias esqueléticas estudiadas, enanismo en dogo argentino y displasia
esquelética compleja en britanico de pelo corto, se realizaron estudios genéticos basados en la
estructura familiar. La hipotesis en ambos casos estaba sustentada en el analisis de pedigris que
evidenciaban una alta endogamia y sugerian una herencia autosémica recesiva de la
enfermedad. En el caso del enanismo en dogo argentino, de los 795 genomas controles
analizados, 9 correspondian a lobos y ninguno portaba el alelo mutante de PRKG2, de este modo
se podria excluir el efecto de un alelo ancestral fijado en la poblacién canina. Sin embargo,
ninguno de estos genomas controles correspondian a dogos argentinos, por lo que no se puede
descartar la presencia de este alelo en otros criaderos y poblaciones de esta raza. Por otro lado,
el alelo mutante de LTBP3 causante de la forma rara de displasia esquelética en britanico de
pelo corto, no se encontré en los 402 genomas felinos controles analizados ni en los 96
secuenciados por Sanger. Dentro de estos gatos controles estaban incluidos 10 britanicos de
pelo corto, por lo que en este caso es posible suponer que LTBP3:¢c.158delG no seria un alelo
especifico de la raza o al menos no ha tenido suficiente penetrancia en la poblacion racial. Estos
resultados sugieren que ambas variantes alélicas se habrian originado y dispersado por el
denominado efecto de reproductores populares o sire effect, siendo en consecuencia fijadas en
algunos criaderos. Posteriormente, la alta endogamia propicié la presencia del estado
homocigoto del alelo mutante y consecuentemente del fenotipo en los animales afectados. En
este sentido, esta ampliamente descripto en perros y gatos con pedigri, que el alto grado de
parentesco general subraya el elevado riesgo de aparicién de enfermedades mendelianas
recesivas. Por otra parte, la fijacion o el enriquecimiento de muchos alelos no caracterizados en
varios genes debido al uso excesivo de unos pocos reproductores populares podria explicar la
aparicion y predisposicion general a ciertas enfermedades raras (Lindblad-Toh y col., 2005;

Matsumoto y col., 2021).

La suposicion de que el alelo responsable de la enfermedad es raro y sélo esta presente en los
animales afectados, pero no en los controles no relacionados, hace que la secuenciaciéon del

genoma, sola o combinada con el mapeo genético, sea un enfoque extremadamente poderoso,
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incluso con un pequefio numero de casos. En esta tesis, las dos familias (canina y felina)
investigadas consistian en pocos miembros y no mas de dos animales afectados. La estrategia
de mapear regiones homocigotas y ligadas mediante matrices de SNPs, junto con la
secuenciacion del genoma de un caso, permitieron la determinacion de intervalos genémicos
criticos asociados a una enfermedad mendeliana y la posterior identificacién dentro de estas
regiones de posibles variantes causales. Adicionalmente, la validacion de estas variantes en los
parientes y otros animales controles mediante secuenciacion Sanger, constituye una
combinacion muy eficaz de herramientas para detectar enfermedades recesivas monogénicas

simples.

Sin embargo, en algunos casos cuando se dispone de un solo animal afectado, sin padres ni
parientes cercanos, la probabilidad de detectar y validar el defecto genético subyacente
disminuye. Esto es particularmente asi, cuando ninguna variante de un solo nucleétido con
impacto alto en la proteina codificada es detectada en genes candidatos mediante el protocolo
de filtrado y la identificacion de variantes. Asi también, cuando no se identifican SVs en exones
de genes candidatos mediante inspeccion visual en IGV. En este sentido, durante el desarrollo
del doctorado he trabajado con otras enfermedades éseas sin poder dilucidar la causa genética,
ejemplos fueron la osteopetrosis en gatos main coon y la hiperostosis del craneo en labrador
retriever. En ambos proyectos, luego de la secuenciacion del genoma completo de los casos
unicos, se identificaron variantes heterocigotas en genes candidatos para estos fenotipos. Sin
embargo, para corroborar la aparicion de una mutacién de novo dominante, es necesario
genotiparla en ambos padres sanos y, por ende, no se pudo proseguir con la investigacion.
Adicionalmente, he investigado la osificacién incompleta del condilo humeral y el enanismo en
labradores retrievers. Las familias estudiadas estaban incompletas debido a que la muestra de
uno de los progenitores no estaba disponible. Luego de secuenciar el genoma completo de un
caso Yy no encontrar variantes candidatas, se realizo el analisis de homocigosidad entre hermanos
afectados terminando con mas de 60 regiones homocigotas de varios Kbs. Al no disponer del
genotipo de uno de los padres, no se pudo realizar analisis de ligamiento en la familia y, por
tanto, no fue posible reducir el intervalo de las regiones homocigotas a unos pocos Kbs para ser
inspeccionados visualmente en IGV. Finalmente, cuando una variante heterocigota o con bajo
impacto en la proteina en un gen candidato es detectado, existe la posibilidad de realizar
experimentos de expresién (RT-PCR, Northern blot), a nivel proteico (inmunohistoquimica,
hibridacion in situ) o edicion génica mediante CRISPR/Cas9 para comprobar la correlacién

fenotipo-genotipo. Sin embargo, se necesitan muestras adicionales de tejidos que a veces son
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de dificil o imposible acceso si el animal afectado esta vivo y, en el caso de los experimentos
funcionales los costos son muy elevados. Por tanto, la relacion costo-tiempo-beneficio es

fundamental para definir el seguimiento de una investigacion.

En el presente trabajo de investigacion, los estudios in silico de las variantes candidatas
identificadas indicaron que estas mutaciones afectaron la transcripcién y funcionalidad de la
proteina, splice site y frameshift. Ademas, estaban perfectamente asociadas con el fenotipo en
la poblacién estudiada. Esto es coherente con los trastornos mendelianos que suelen deberse a

alelos raros, deletéreos y con alta penetrancia (Di Rienzo, 2006).

En humanos se han reportado displasias esqueléticas causadas por variantes en estos dos
genes. Los fenotipos asociados a disfuncionalidad en PRKGZ2 incluyen la displasia
acromesomélica 4 (AMD4) y la displasia espondilometafisaria tipo pagnamenta (SMDP). La
AMD4 se caracteriza por baja estatura desproporcionada, platispondilia, braquidactilia,
ensanchamiento iliaco y alteraciones metafisarias de los huesos largos que aumentan
progresivamente con la edad. Mientras que la SMDP se identifica por baja estatura y ligera
platispondilia sin desproporcién entre las extremidades con cambios metafisarios leves. Estos
fenotipos coinciden parcialmente con el descripto en el dogo argentino afectado por enanismo.
Se han identificado 3 variantes patogénicas de tipo nonsense y frameshift en humanos. En el
caso de la displasia compleja en gatos de la raza britanico de pelo corto, causada por
LTBP3:c.158delG, los fenotipos y variantes causales ortélogos en humanos son mas diversos.
Se han identificado mas de 15 variantes heterogéneas en todo el gen LTBP3 relacionadas con
trastornos recesivos y dominantes, caracterizados por numerosos trastornos esqueléticos,
dentales y en ocasiones cardiacos. A diferencia del fenotipo felino investigado en esta tesis, los
trastornos en humanos causados por defectos en LTBP3 no han mostrado letalidad a edades

tempranas.

Debido al pequeno numero de pacientes humanos con enfermedades esqueléticas raras, y a las
grandes listas de variantes identificadas a partir de la secuenciacién del genoma, podria ser dificil
identificar la variante patogénica. Por lo tanto, la disponibilidad de modelos animales clinicamente
relevantes, reproducibles y representativos es crucial (Gurda y col.,, 2017). Los trastornos
hereditarios que se producen de forma natural en los perros y gatos, suelen ser ortélogos de los
que se encuentran en los seres humanos y, en comparacion con los modelos de ratdn,
proporcionan un sistema de animales grandes mas relevante que permite el desarrollo de, por

ejemplo, estudios de biodistribucion precisos debido al mayor tamario del cerebro y del cuerpo,
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o estudios de eficacia y seguridad a largo plazo debido a su mayor duracién (Gurday col., 2017).
Asimismo, la asignacion de nuevas funciones a los genes asociados a la enfermedad en los
estudios en animales de compafiia conduce al descubrimiento de nuevos candidatos funcionales
para afecciones humanas similares. Por ejemplo, la osteogénesis imperfecta relacionada con el
gen SERPINH1 en perros dachshund (Drégemiuiller y col., 2009) se caracterizé antes de que se
descubrieran las primeras variantes de este gen en pacientes humanos (Christiansen y col.,
2010), aportando pruebas adicionales a la relacion causal. Las variantes en los genes PRKG2y
LTBPS3, junto con los fenotipos aqui descritos, pueden ser tomados como modelos para entender

la herencia de los trastornos esqueléticos aun no explicados en humanos.

En cuanto a la OA, representa una enfermedad genéticamente compleja. Varios estudios han
identificado numerosos /oci de riesgo en humanos y perros, aunque el rol del componente
ambiental y genético esta aun en discusion (Boer y col., 2021; arcOGEN Consortium y col., 2012;
Steinberg y col., 2021; Mikkola y col., 2019; Mikkola y col., 2019). El objetivo de esta tesis no se
centré en encontrar la causa genética de la OA, sino en identificar nuevos marcadores que
puedan contribuir a su diagndstico en la medicina veterinaria. Para ello, se combind la
herramienta de RNA-seq con un tejido de facil acceso como la sangre, sustituyendo al hueso o
tejido articular, que, debido a las nuevas directrices éticas en investigacion veterinaria, son cada
vez mas dificiles de conseguir en pacientes. El bulk RNA-seq tiene la desventaja de no ser una
técnica especifica debido a que detecta todo transcripto expresado, independientemente de su
relacion con el trastorno estudiado. Este estudio estuvo limitado por la heterogeneidad de los
grupos y el numero de muestras, razén por lo que no se detectaron diferencias en los perfiles de
expresion entre casos y controles. Esto refleja las consecuencias de trabajar con pacientes, en
los cuales no se pueden controlar todas las variables. Consideramos que este mismo estudio
pudiera tener resultados mas favorables si se repitiera en una cohorte mayor y se utilizara la RT-
PCR como herramienta de validaciéon. Lamentablemente, en el presente estudio no hubo

muestras disponibles para experimentos de expresion.

Mas alla de la descripcidon molecular, en esta tesis el diagndstico preciso por imagen de las tres
enfermedades fue clave para la asignacién de los fenotipos y el posterior analisis genético. Las
displasias esqueléticas y la OA en mascotas resultan dificiles de diagnosticar por los duefios y
criadores, ya que muchas veces se pueden confundir con otros traumatismos. Tal fue el caso del
enanismo en el dogo argentino investigado. Como el cachorro era pequeno se creia que podia
tener algun desbalance nutricional u hormonal y luego se le realizaron varias intervenciones

quirdrgicas correctivas. No fue hasta los dos afos de edad cuando se sospechd un posible
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defecto genético y se realizé un estudio por imagenes mas profundo y certero. Para la OA, el
estudio radiogréafico de todas las articulaciones de riesgo permitié separar los grupos casos y
controles y, en los animales afectados permitié seleccionar aquellos con un estado progresivo de
la enfermedad. En este sentido, una recopilacion precisa, sistematica y, en ultima instancia,
ontoldgica de los fenotipos (fenotipado profundo) adquiere cada vez mas importancia a medida
que el numero de trastornos hereditarios conocidos aumenta muy rapidamente, junto con la
conciencia de que diferentes variantes genéticas son responsables de fenotipos confusos.
Aunque esto ya esta bien establecido en la medicina humana, la caracterizacion de los casos
clinicos atipicos en los animales tiene una importancia fundamental en la medicina veterinaria y

humana (Dragicevich y col., 2020).

En conclusién, en esta tesis se refuerza el gran potencial del diagndstico de precision basado en
la secuenciacién del genoma en medicina veterinaria utilizando grandes conjuntos de datos
producidos con técnicas de NGS asequibles. Por un lado, la combinacion de la secuenciacion
del genoma y el mapeo genético es un enfoque poderoso para identificar variantes candidatas
causantes de trastornos 6seos monogénicos en animales domésticos. Las variantes identificadas
proporcionan la base para las pruebas genéticas, pudiéndose desarrollar pruebas sencillas
basadas en la técnica de PCR para la gestiéon de la cria y la erradicacion de los trastornos
monogénicos como objetivo a largo plazo. Esta estrategia se ha adoptado con éxito en los ultimos
afnos, tal como lo demuestra el descenso del numero de perros afectados, asi como de las
frecuencias de variantes asociadas a enfermedades en varias razas, tras la disponibilidad
comercial de las pruebas de ADN (Lewis y Mellersh, 2019). En los animales de raza pura, el
analisis de las enfermedades monogénicas es sencillo debido a la arquitectura genética unica, la
estructura de la poblacién y las practicas de cria. Esto permite la identificacion de nuevos genes
candidatos para ftrastornos genéticos que no han sido reportados antes en humanos.
Adicionalmente, se analizé por primera vez el perfil transcriptomico en sangre de perros
afectados por OA, contribuyendo a la identificacién de un potencial biomarcador, que siendo
validado en estudios posteriores pudiera complementar al diagndstico por imagen de la OA. La
sangre puede ser un buen tejido indicador de OA, pero futuros estudios seran necesarios para

validarlo.

De esta manera, la investigacion de las enfermedades osteoarticulares en animales de compafiia
puede conducir a nuevos conocimientos sobre las funciones biolégicas, nuevos genes
candidatos y biomarcadores para las enfermedades osteoarticulares en humanos y otras

especies.
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ANEXOS

Tabla S1. Enfermedades hereditarias esqueléticas en animales domésticos con variante causal conocida

reportadas en OMIA.

Numero de OMIA Fenotipo Especie Gen

OMIA 002443-9913 Osteopetrosis Bos taurus/bovino SLC4A2

OMIA 001985-9913 Enanismo Bos taurus/bovino GONA4L

OMIA 002223-9913 Hiperplasia interdigital Bos taurus/bovino ROR2

OMIA 001887-9913 Osteopetrosis con Bos taurus/bovino CLCN7
hamartomas gingivales

OMIA 002381-9913 Displasia esquelética-cardio- Bos taurus/bovino MAP2K2
entérica

OMIA 001926-9913 Acondrogénesis tipo Il Bos taurus/bovino COL2A1

OMIA 002127-9913 Osteogénesis imperfecta, tipo | Bos taurus/bovino COL1A1
Il

OMIA 001703-9913 Condrodisplasia Bos taurus/bovino FGFR3

OMIA 001340-9913 Malformacion vertebral Bos taurus/bovino SLC35A3
compleja

OMIA 001271-9913 Enanismo Bos taurus/bovino ACAN

OMIA 000187-9913 Condrodisplasia Bos taurus/bovino EVC2

OMIA 001485-9913 Enanismo Bos taurus/bovino PRKG2

OMIA 002465-9615 Anomalia dental-esqueléticay | Canis lupus familiaris/perro MIA3
retinal

OMIA 001485-9615 Enanismo Canis lupus familiaris/perro PRKG2*
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OMIA 001400-9615 Condrodisplasia Canis lupus familiaris/perro SLC13A1
OMIA 000157-9615 Enfermedad del disco Canis lupus familiaris/perro FGF4retrogen en
intervertebral, tipo | Chr12
OMIA 000975-9615 Cola corta Canis lupus familiaris/perro T
OMIA 002126-9615 Osteogénesis imperfecta tipo Canis lupus familiaris/perro COL1A1
11
OMIA 002133-9615 Displasia esquelética Canis lupus familiaris/perro FGF4 retrogen
OMIA 002112-9615 Osteogénesis imperfecta Canis lupus familiaris/perro COL1A2
OMIA 001522-9615 Displasia 6culo-esquelética | Canis lupus familiaris/perro COL9A3
OMIA 001483-9615 Osteogénesis imperfecta Canis lupus familiaris/perro SERPINH1
OMIA 001944-9615 Disostosis espondilocostal, Canis lupus familiaris/perro HES7
autosémica recesiva
OMIA 001523-9615 Displasia 6culo-esquelética Il Canis lupus familiaris/perro COL9A2
OMIA 001886-9615 Condrodisplasia, extremidades | Canis lupus familiaris/perro ITGA10
cortas desproporcionadas
OMIA 001772-9615 Displasia esquelética 2 (SD2) Canis lupus familiaris/perro COL11A2
OMIA 002068-9796 Enanismo Equus caballus/caballo B4GALT7
OMIA 001271-9796 Enanismo Equus caballus/caballo ACAN
OMIA 002013-9796 Atavismo esquelético Equus caballus/caballo SHOX
OMIA 002485-9685 Displasia esquelética Felis catus/ gato domestico LTBP3*
OMIA 000187-9685 Condrodisplasia Felis catus/ gato domestico UGDH
OMIA 000975-9685 Cola corta Felis catus/ gato domestico T
OMIA 001987-9685 Cola corta y enroscada Felis catus/ gato domestico HES7
(bobtail japonés)
OMIA 000388-9685 Fibrodisplasia osificante Felis catus/ gato domestico ACVR1
OMIA 000303-9031 Enanismo autosémico Gallus gallus/chicken C1H120RF23
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OMIA 000810-9031 Polidactilia Gallus gallus/chicken sLMBR1, SHH

OMIA 000006-9031 Acondroplasia Gallus gallus/gallo IHH

OMIA 000299-9986 Enanismo Oryctolagus HMGA2
cuniculus/conejo

OMIA 001703-9940 Condrodisplasia Ovis ariesloveja FGFR3

OMIA 001400-9940 Condrodisplasia Ovis ariesloveja SLC13A1

OMIA 001718-9823 Enanismo, condrodisplasia Sus scrofalcerdo COL10A1

metafisaria de Schmid
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