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Resumo: Hérnias escrotais em suinos sdo preocupantes para a indistria suinicola devido a perdas
econdmicas significativas e ao impacto negativo no bem-estar animal. A aplicacdo de chips de SNPs ndo
oferece a oportunidade de expandir os estudos de associacdo para variantes de DNA ndo incluidas no chip,
nem para descobrir novas variantes. O sequenciamento de éxons é um método Util e poderoso para a
descoberta de variantes em regiBes codificantes. Nessa perspectiva, objetivou-se, através do
sequenciamento do exoma, prospectar variantes associadas ao acometimento da hérnia escrotal em suinos.
Foram utilizados 8 suinos da raca Landrace (4 normais e 4 com hérnia escrotal) para descoberta de novas
variantes por meio da ferramenta GATK. Aproximadamente 479 mil variantes foram encontradas entre as
amostras avaliadas. Destas, 676 mutacBes foram diferentes entre os animais dos dois grupos sendo
identificadas em 154 genes. As mutagdes localizadas nos genes NFKBIA, TAK1 e ADAMTS19 indicam que
estes genes sdo possiveis candidatos a ocorréncia hérnias escrotais em suinos.
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Discovery of variants involved in the occurrence of scrotal hernia in pigs using exome analysis

Abstract: Scrotal hernias in pigs are a concern to the pig industry due to significant economic losses and
the negative impact on animal welfare. The application of SNP panels does not offer the opportunity to
expand the association studies for DNA variants not included in the chip, nor to discover new variants.
Exon sequencing is a useful and powerful method for the discovery of variants in coding regions. From this
perspective, the objective of this work was to elucidate possible new variants associated with the
involvement of scrotal hernia in pigs through the exome sequencing. Eight Landrace pigs (4 normal and 4
affected with scrotal hernia) were used for variant discovery using the GATK tool. Approximately 479
thousand variants were found among the evaluated samples. From those, 676 mutations were different
between groups and were identified in 154 genes. Mutations located in the NFKBIA, TAK1 and ADAMTS19
genes indicate that those are possible candidates for the occurrence of scrotal hernias in pigs.
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Introducao

A hérnia escrotal é uma das doengas congénitas importantes que acometem suinos comerciais. Esta
condicdo ocorre quando parte do conteldo abdominal passa para o saco escrotal. Os animais afetados
possuem indices zootécnicos reduzidos, bem-estar animal comprometido, alta mortalidade e elevada
frequéncia de condenacdes no abate. Assim, animais herniados exigem cuidados adicionais com a saude e
possuem valor de venda menor, causando perdas econdmicas significativas para o setor suinicola.
Estimativas de herdabilidade moderadas (0,26) ja foram relatadas (Sevillano et al., 2015). Entretanto, os
ganhos genéticos obtidos com a selecdo ndo vém sendo satisfatérios para a eliminagao deste problema nos
plantéis. Alguns estudos identificaram regiGes gendmicas e genes candidatos associados a esse defeito
(Sevillano et al., 2015; Zhao et al., 2009). Embora esses estudos tenham fornecido informag6es importantes
para o melhoramento animal, a etiologia desse problema ainda néo foi evidenciada.
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Painéis de SNPs de alta densidade sdo uma ferramenta poderosa para estudos de associacdo, além
de serem relativamente baratas e faceis de usar. No entanto, a aplicacdo dessas plataformas nao oferece a
oportunidade de expandir os estudos de associacdo para variantes de DNA néo incluidas no painel, nem
para descobrir novas variantes. O sequenciamento de éxons é um método Util e poderoso para a descoberta
de variantes em regides codificantes, possuindo precisdo para identificar mutacdes raras e comuns,
possibilitando a prospeccdo de genes candidatos para doencas importantes (Guo et al., 2012). Nessa
perspectiva, objetivou-se, através do sequenciamento do exoma, descobrir variantes potencialmente
associadas ao acometimento da hérnia escrotal em suinos.

Material e Métodos

Para a extragdo do DNA gendmico foram coletadas amostras do tecido da orelha de oito suinos
machos da raca Landrace, com aproximadamente 60 dias de idade, provenientes de uma mesma granja
nlcleo. Destes, quatro animais eram acometidos com hérnia escrotal e quatro pertenciam ao grupo controle,
os quais foram selecionados a partir de familias sem histérico de ocorréncia de hérnias nas Gltimas 3
geracBes. O DNA foi extraido utilizando o kit PureLink Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies),
segundo as recomendagdes do fabricante. A quantificagdo, qualidade e integridade do DNA total foram
avaliadas em equipamento Biodrop (Biodrop). Para o preparo das bibliotecas de sequenciamento de DNA
exdmico, aproximadamente 1 g de DNA total foi fragmentado em sonicador Bioruptor (Diagenode). Apds
a fragmentacdo, o kit de preparo da biblioteca exdmica de suinos SeqCap EZ Library SR
(NimbleGen/Roche) foi utilizado seguindo as instruc6es do fabricante. Em seguida, as bibliotecas foram
quantificadas por gPCR e enviadas para sequenciamento em equipamento HiSeq 2500 (lllumina) no Centro
de Gendmica Funcional da ESALQ/USP. O sequenciamento realizado foi do tipo paired-end (2x100 pb).
As sequéncias geradas passaram pelo processo de controle de qualidade no software SeqyClean
(https://github.com/ibest/seqyclean) e, posteriormente, foram mapeadas no genoma referéncia do suino
(Sus Scrofa, montagem 11.1) com o software BWA-MEM (http://bio-bwa.sourceforge.net/). A descoberta
das variantes foi realizada com a ferramenta Genome Analysis Tool Kit (GATK)
(https://software.broadinstitute.org/gatk/). A anotacdo das variantes encontradas foi realizada utilizando a
ferramenta Variant Effect Predictor, disponivel na base de dados do Ensembl versao 92. Foram selecionadas
variantes que possuiam genotipos diferentes entre os grupos e suas funcdes e ontologias génicas foram
verificadas na plataforma DAVID 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/summary.jsp).

Resultados e Discusséo

As bibliotecas sequenciadas produziram em média 31,4 milhdes de reads/amostra. Apds o controle
de qualidade, 99,85% das reads foram mapeadas no genoma referéncia do suino. Aproximadamente, 479
mil variantes totais foram encontradas entre as amostras avaliadas, independente dos grupos estudados.
Considerando apenas as variantes diferentes entre os dois grupos (normal e afetado), 676 mutagdes foram
identificadas, as quais estdo localizadas em 154 genes. Do total de variantes, 577 ja haviam sido descritas
no dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/snp_summary.cgi) e 99 foram identificados pela
primeira vez neste estudo. Dos SNPs identificados, 53% estavam localizados em regides intronicas e 14%
em regides exdmicas. Apesar de se esperar apenas a presenca de exons, outras regides podem ser
sequenciadas devido a similaridade das sondas e também a atualizagGes da anotagdo do genoma (Guo et
al., 2012).

Variantes foram identificadas em genes que participam da obliteracdo do processo vaginal e
apoptose do musculo liso, os quais estdo relacionados com hérnia escrotal (Sevillano et al., 2015; Zhao et
al., 2009). Dentre elas, 0 SNP rs340792589 (A>T) no SSC7, no intron 5 do gene NFKBIA (Nuclear Factor
Kappa-B Inhibitor Alpha), pode estar associado a hérnia escrotal. Este gene é responsavel pela producéo
da proteina IxBa, a qual ¢ inibidora da atividade do gene NFKB. O gene NFKB é responsavel por suprimir
as cascatas apoptoticas celulares (Spink et al., 2006). Dessa forma, variantes no NFKBIA podem afetar a
expressédo do gene, reduzindo os niveis de IkBa, apoptose e, assim, favorecer a ndo obliteracéo do processo
vaginal, predispondo os animais a hérnia escrotal.

Outra variante (rs80923458) foi encontrada na regido 5’UTR do gene TAB1 (TAK1-Binding Protein
1), no SSC5, também relacionado ao processo de apoptose. Este gene é essencial para a ativagdo do gene
TAK1 (factor-B-activated kinase 1) em resposta ao estresse osmotico, que por sua vez possui a funcdo de
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regulador central da apoptose celular, sendo ativado através de um conjunto diversificado de estimulos intra
e extracelulares (Mihalyet al., 2014).

Além da ndo obliteracdo do processo vaginal, a fraqueza da regido inguino-abdominal é outro
processo fisioldgico que pode ocasionar hérnia escrotal, possivelmente devido a alteracdo das proporcdes
entre diferentes tipos de colageno (Zhao et al., 2009). Algumas das variantes identificadas neste estudo
estdo localizadas em genes que participam do metabolismo do colageno e possivelmente estao relacionados
a fragilidade do anel inguinal. Neste trabalho, a variante rs345457300 no SSC2, localizada no gene
ADAMTS19 (ADAM Metallopeptidase With Thrombospondin Type 1 Motif 19), pode indicar possivel
associacdo com a manifestacao dessa patologia. Embora este gene possua fungdo pouco conhecida, pertence
a familia ADAMTS, que codifica proteinas que participam da manutengdo da matriz extracelular por meio
da clivagem de pro-coldgeno e proteoglicanos (Demircan et al., 2014). Assim, variantes podem alterar a
expressdo génica nos animais afetados, prejudicando a proporg¢éo de coldgeno, diminuindo a resisténcia e
aumentando a flexibilidade do tecido, favorecendo o aparecimento da hérnia escrotal.

Concluséo
Um conjunto de variantes foi identificado a partir do sequenciamento exdmico de suinos normais e
afetados com hérnia escrotal. Algumas variantes estéo localizadas em genes com fungdes nos principais
processos anatdmicos e fisiologicos que predispdem o acometimento de hérnia em suinos e outras espécies.
As mutaces localizadas nos genes NFKBIA, TAK1 e ADAMTS19 sdo consideradas possiveis candidatas
para futuros estudos relacionados a hérnia escrotal em suinos.
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