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RESUMO

Existem varios defeitos congénitos que afetam a suinocultura mundial, dentre elas a
criptorquidia, pernas abertas, tremor congénito, intersexualidade, atresia anal e hérnias. A
hérnia umbilical (HU) é um dos defeitos congénitos mais comuns em suinos, ocasionado pela
protusdo do conteddo intestinal pelo canal umbilical. A presenca de hérnias causa prejuizos ao
bem-estar dos animais e pode ocasionar perdas econémicas devido ao menor crescimento e pior
conversdo alimentar. Além disto, as hérnias também podem gerar danos no momento do abate,
contaminando a carcaca caso ocorra o rompimento das algas intestinais. A etiologia deste
defeito congénito é multifatorial, envolvendo dentre eles fatores genéticos, existentes em
diferentes racas suinas. Por isto, € importante para a industria suinicola, a identificacdo de
marcadores no genoma suino que possam estar relacionados a hérnia umbilical e, possam ser
utilizados no processo de selecdo de progenitores, evitando a ocorréncia da anomalia. O
desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova geracgdo levou a identificacéo de
muitos polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), tornando possivel estudos de analise de
associacdo genémica ampla (GWAS), que envolvem milhares de variantes em todo o genoma,
utilizadas para identificar as associadas com caracteristicas de interesse. Para este tipo de
estudo, varias metodologias podem ser utilizadas, entre elas a de inico marcador que avalia 0
efeito individual de cada SNP e a de multiplos marcadores, que analisa os haplétipos. Desta
forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar regides gendémicas associadas ao desenvolvimento
de hérnia umbilical em suino por meio de duas metodologias estatisticas, utilizando Unico e
multiplos marcadores. Foram avaliados e genotipados 325 animais (92 casos e 233 controles)
advindos de granjas de Santa Catarina, sendo hibridos da genética Agroceres Pic®, utilizando
GGP Porcine Bead Chip (Neogen, Lincon, NE, EUA). Foram encontrados 10 SNPs
significativos pela andlise de Unico marcador contando com 23 transcritos de conhecimento
bioldgico na extensdo das regides. Com a analise de multiplos marcadores foram observados
401 SNPs distribuidos em 51 regides do genoma contando com 116 transcritos conhecidos. Os
processos bioldgicos significativamente associados a estes genes foram aqueles relacionados
ao desenvolvimento da musculatura esquelética, a ocorréncia da angiogénese, bem como o
recrutamento de citocinas para combate inflamatério e cicatrizacdo umbilical. De acordo com
nossos resultados foram considerados fortes candidatos ao desenvolvimento de hérnia umbilical
em suinos segundo a metodologia utilizando Unico marcador, 0os genes MTM1 e MTMRL,
segundo a metodologia de multiplos marcadores, os genes EP300, MSTN e EYA2, e por ambas
as metodologias os genes GJAS5, BCL9, ACP6 e WARS2. Assim, pode-se conhecer melhor os
fatores genéticos associados a hérnia umbilical, demonstrando que genes relacionados ao
desenvolvimento da musculatura esquelética, e processos ligados a matriz extracelular e ao
sistema imune, podem estar intimamente relacionados a disturbios que levam a predisposicao
da ocorréncia de hérnia umbilical em suinos comerciais.

Palavras-chave: Defeito congénito. Genes candidatos. Marcadores geneticos. Producgéo suina.



ABSTRACT

There are several birth defects that affect pig farming worldwide, including cryptorchidism,
splay legs, congenital tremor, intersexuality, anal atresia and hernias. Umbilical hernia (UH) is
one of the most common congenital disabilities in pigs caused by the protrusion of the intestinal
contents by the umbilical ring. The presence of hernias can cause economic losses due to the
damage caused to the welfare of the animals, which results in reduced growth and poor feed
conversion. Moreover, hernias can also cause damage in the moment of slaughter,
contaminating the carcass if a rupture of the intestinal loops accurs. For this reason, it is
essential for the pig industry, the identification of markers in the swine genome, which may be
associated to umbilical hernia to be used in the selection process, preventing the occurrence of
this anomaly. The development of new generation sequencing technologies has led to the
identification of many single nucleotide polymorphisms (SNPs), making genome-wide
association studies (GWAS) possible which involves thousands of variants across the genome
used to identify those associated with traits of interest. For this type of study, several
methodologies are available, such as single marker that evaluates the individual effect of each
SNP and that of multiple markers, which analyzes the haplotypes. Thus, the objective of this
study was to identify genomic regions associated with the development of umbilical hernia in
pigs, using two statistical methodologies: single and multiple markers. A total of 325 crossbred
pigs (92 cases and 233 controls), hybrids of the Agroceres Pic® genetics, from farms located
in Santa Catarina State were evaluated and genotyped, using GGP Porcine Bead Chip (Neogen,
Lincon, NE, EUA). Ten significant SNPs were found with the single marker analysis,
comprising 23 transcripts of biological knowledge in the extension of the regions. With the
multiple marker analysis, 401 SNPs were also observed distributed in 51 genomic regions, with
116 transcripts biologically known. The biological processes significantly associated with these
genes were those related to the development of skeletal muscle, the occurrence of angiogenesis,
as well as the recruitment of cytokines to fight inflammation and umbilical healing. According
to our results, strong candidates for the development of umbilical hernia in pigs were considered
according to the methodology using a single marker, the MTM1 and MTMRL1 genes, according
to the multiple marker methodology, the EP300, MSTN and EYA2 genes, and by both
methodologies the genes GJA5, BCL9, ACP6 and WARS2. Thus, it was possible to better
understand the genetic factors associated with umbilical hernia, demonstrating that genes
related to the development of skeletal muscle, and processes linked to the extracellular matrix
and the immune system, may be closely related to disorders that lead to predisposition of
occurrence of umbilical hernia in commercial pigs.

Keywords: Congenital defect. Candidate genes. Genetic markers. Swine production.
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CAPITULO 1 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1  INTRODUCAO

A hérnia umbilical (HU) representa um dos defeitos congénitos de desenvolvimento
mais comuns em muitas espéecies de mamiferos, como humanos, equinos, caes, bovinos e suinos
(LIAO et al., 2015). Em suinos, a prevaléncia relatada para defeitos congénitos varia de 0,11%
a 4,96% (PARTLOW et al., 1993), o que é considerada alta (MATTSSON, 2011). A
prevaléncia para hérnia umbilical possui o relato de moderada de 1,8% (MATTSSON, 2011).
Desta forma, a HU apresenta uma participacdo percentual relevante em criacdes de suinos,
sendo considerada um problema que traz efeitos adversos a atividade suinicola, relacionada ao
bem-estar animal e a diminuicdo do desempenho produtivo, ocasionando perdas econdmicas
severas para a industria (DAETWYLER et al., 2014).

No primeiro trimestre de 2020, o Brasil abateu aproximadamente 11,88 milhdes de
suinos (IBGE, 2020), dos quais, 0,81% a 4,55% deles poderiam estar acometidos por hérnia
umbilical, conforme frequéncia meédia e méaxima, respectivamente, da ocorréncia de hérnia
umbilical mencionada na literatura por Petersen (2008). Essa representativa parcela de animais
acometidos gera riscos de contaminacao no processo de abate, devido a ruptura do intestino, o
gue exige maiores cuidados para diminui¢do do risco de condenacdo da carcaca, que pode
chegar a mais de 50% de animais com hérnias de tamanho maior (BOYLE; LEMOS
TEIXEIRA, 2010). Devido as perdas na criagdo como maiores taxas de mortalidade e, também
no momento do processamento das carcacas, a hérnia umbilical em suinos resulta em perdas
significativas ao setor (STRAW; BATES; MAY, 2009).

O referido defeito congénito ocorre pela passagem do conteddo abdominal no local da
saida dos vasos umbilicais, o umbigo (GRINDFLEK et al., 2018). A origem da hérnia umbilical
é multifatorial, necessitando de estudos para melhor entendimento dos fatores responsaveis pela
anomalia, esclarecendo quais possam ser advindos de componentes genéticos e ndo genéticos,
ou ainda, da interacdo entre eles (LIAO et al., 2015). Referindo-se aos fatores ambientais, 0
manejo inadequado pode ocasionar lesdes fisicas desde o momento do parto, como o
estiramento do umbigo ou umbigo amarrado muito préximos ao abdémen, o que pode afetar o
fechamento total do anel umbilical (MONSANG, 2014). Além desses fatores, a presenca de
hérnia umbilical em animais pertencentes & mesma familia e a diferenga de incidéncia entre

diferentes racas, torna provavel que o fator genético seja preponderante para a ocorréncia da
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hérnia umbilical (RUTTEN-RAMOS; DEEN, 2006). Ainda ndo existe um embasamento
genético totalmente claro, que possa explicar fatores genéticos associados a hérnia umbilical
(LI et al., 2019). Dessa maneira, recomenda-se a identificacdo de genes causais e marcadores
genéticos relacionados a susceptibilidade do animal para hérnia umbilical, propiciando a
selecdo de linhas maternas e paternas para maior efetividade no controle da hérnia umbilical.
Com isso, estudos que identifiguem regifes no genoma suino associadas a genes
causadores ou relacionados a hérnia umbilical sdo fundamentais para um melhor entendimento
das relacBes genéticas vinculadas a essa desordem (LEPSHIN; SAZHENOVA; LEBEDEV,
2014). Sendo assim, no intuito de melhorar a acurécia na selecdo através da utilizacdo de
informacdes gendmicas, busca-se identificar genes e regides no genoma associados e essa
anomalia através da analise de associacdo gendmica para hérnia umbilical em suinos comerciais

utilizando as abordagens de marcadores unicos e maltiplos.

1.2 REVISAO DE LITERATURA

1.2.1 Cadeia Produtiva de Suinos

A origem dos suinos domeésticos se deu através do Javali Eurasiano (Sus Scrofa), visto
que ambas espécies advém de ancestrais em comum (GIUFFRA et al., 2000). Em busca da
adaptacdo desses animais as necessidades humanas, ha aproximadamente 800 a 1000 anos, 0s
primeiros direcionamentos da selecdo genética visual, de caracteristicas desejaveis foram
realizados pelo homem (KADARMIDEEN; VON ROHR; JANSS, 2006). Mais recentemente,
no inicio dos anos 60, iniciou-se a utilizacdo de cruzamentos para melhorar a eficiéncia
alimentar e a producgdo de carne magra em programas de melhoramento genético, resultando
em distintas linhagens genéticas (MERKS, 2000). Ja nos anos 70, iniciaram-se 0s estudos de
genética que incrementavam as informacdes advindas do fendtipo com as informagdes contidas
no DNA, tornando a selecéo de animais com genotipos superiores mais eficiente (COUTINHO;
ROSARIO; JORGE, 2010). Nos ultimos anos, estudos do genoma suino através dos avangos
das tecnologias genéticas moleculares que tornaram o sequenciamento do DNA mais barato e
acessivel, possibilitaram a utilizacdo da selecdo gendmica como uma nova ferramenta para
aumentar o ganho genético na criacdo dos animais, através da selecdo mais rapida e acurada
(STOCK; REENTS, 2013).

Mediante evolucdo no processo de selecdo, a carne suina tornou-se a principal fonte

proteica de origem animal, sendo a mais consumida mundialmente e com consumo crescente
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anualmente (HWANG et al., 2019). De acordo com o Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica - IBGE, no primeiro trimestre de 2020 o Brasil abateu 11,8 milhdes de cabecas de
suinos, representando um aumento de 5,2% quando relacionado ao mesmo periodo do ano de
2019 (IBGE, 2020). A maior contribuicdo para obtencdo desses numeros foi dos estados de
Santa Catarina, Mato Grosso, Minas Gerais, Mato Grosso do Sul, Parand, Goias e S&o Paulo
(IBGE, 2020).

Devido a importancia da cadeia produtiva de suinos brasileira, é relevante que haja
constante aumento dos indices produtivos do setor. Para isto, torna-se necessario amplo
investimento em novas estratégias de producdo através de manejos de exceléncia,
desenvolvimento de técnicas relacionadas ao bem-estar animal e alto rigor sanitério
(COLPOYS etal., 2014). Objetivando-se atender essas necessidades, e em busca de adequacéo
da cadeia produtiva ao atendimento destes critérios, um dos fatores preocupantes séo os defeitos
congénitos, dentre eles a hérnia umbilical, que causam grande impacto econémico para a
indastria (MATTSSON, 2011).

1.2.2 Defeitos Congénitos em Suinos

O grupo de anomalias consideradas como defeitos congénitos compreende a
criptorquidia, pernas abertas, tremor congénito, intersexualidade, atresia anal e hérnia escrotal
e umbilical (MATTSSON, 2011). Ainda nao é totalmente desvendada pela ciéncia a etiologia
dos defeitos congénitos em suinos, existindo a necessidade de estudos que apresentem
informacdes sobre este assunto. No trabalho realizado por Mulley e Edwards (1984), em que
estudaram a prevaléncia de anomalias congénitas em suinos, associando a incidéncia destes
defeitos ao numero de partos da fémea e ao tamanho das leitegadas, observaram que quanto
maior o numero de partos e/ou maior a quantidade de leitbes nascidos por leitegada, também a
incidéncia de defeitos congénitos eram maiores. Porém, estudos como o relatado néo
evidenciam fatores genéticos associados a ocorréncia de defeitos congénitos em suinos, mas
sim a fatores extrinsecos.

Mattsson (2011) avaliou defeitos congénitos em vérias ragas de suinos em 17 rebanhos
comerciais, onde observou a proporcdo média de leitegadas com a presenca de pelo menos um
defeito congénito de 7,0% em animais Hampshire, 12,0% em Landrace e 16,8% em Yorkshire,
a qual, a hérnia umbilical teve ocorréncia em 2% dos 17 rebanhos estudados. Atualmente, com
0s avancos da tecnologia, tem se buscado identificar regides no genoma suino responsaveis pelo

controle desses defeitos (SEVILLANO et al., 2015). O conhecimento de regiGes geneticamente
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associadas a anomalias tem despertado o interesse da industria, por apresentar o potencial de
aplicacdo em programas de melhoramento genético que permitam a selecdo contréaria ao
acometimento destes defeitos, contribuindo também para o bem-estar animal (SEVILLANO et
al., 2015).

1.2.3 Hérnia Umbilical

As hérnias em suinos sdo classificadas como escrotais, inguinais e umbilicais
(SEVILLANO et al., 2015; GRINDFLEK et al., 2018). Na espécie suina, as hérnias umbilicais
sdo detectadas geralmente em torno da sétima a décima quarta semana de vida (RUTTEN-
RAMOS; DEEN, 2006; SEARCY-BERNAL; GARDNER; HIRD, 1994). A incidéncia de
hérnia umbilical em suinos pode levar a morbilidade e até mesmo a mortalidade dos animais
no campo (DING et al., 2009). Animais afetados apresentam menor ganho de peso diario em
comparagdo aos animais que ndo apresentam o defeito, em decorréncia do desconforto gerado,
que interfere no bem-estar animal, fazendo com que os animais se alimentem menos, retratem
menor eficiéncia no consumo alimentar e em decorréncia apresentem um crescimento retardado
(STRAW; BATES; MAY, 2009).

As perdas econbmicas geradas pela ocorréncia de hérnia umbilical vao além dos
periodos de criacdo dos animais. No momento do abate, animais acometidos pela enfermidade
necessitam de cuidados dobrados, uma vez que a aderéncia do intestino ao tecido abdominal
aumenta a tendéncia da ruptura do intestinal, contaminando a carcaca e levando a sua
condenagdo em mais de 50%, diminuindo o seu preco (STRAW; BATES; MAY, 2009). Assim,
perdas econdmicas consideraveis sdo geradas pela incidéncia de hérnia umbilical para a cadeia
suinicola, sendo ainda importante considerar a reducdo do bem estar dos animais afetados.

Referente a patogenia, explica-se que, durante a gestacéo, o feto é ligado & mée atraves
do corddo umbilical que, por sua vez, se liga a placenta (MATTSSON, 2011). A formagé&o do
corddo umbilical ocorre pela juncdo da veia umbilical, das duas artérias umbilicais, do Uraco e
de vestigios do saco vitelino (BOSSELMANN; MIELKE, 2015). Ap6s o0 nascimento, o corddo
umbilical se rompe e o anel umbilical normalmente se fecha, caso contrario, s& 0 mesmo
permanecer aberto ou ndo se fechar completamente, surge o risco para a ocorréncia de hérnia
umbilical (BENIRSCHKE et al., 2012). Uma das explica¢des para o incorreto fechamento do
tecido conjuntivo abdominal ao redor do anel umbilical é devido ao fendmeno que ocorre da
sexta & sétima semana de crescimento fetal, quando o intestino cresce e se projeta em direcéo
ao corddo umbilical (RADHAKRISHNA et al., 2012).
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1.2.4 Formag&o da Hérnia Umbilical

Mesmo que alguns fatores fisiologicos ja tenham sido apontados como
desencadeadores de hérnia umbilical em suinos, as causas deste defeito ainda ndo séo
totalmente esclarecidas. Alguns trabalhos buscando explicar a ocorréncia de hérnia umbilical
através da analise da interferéncia de fatores anatémicos, bioquimicos, quimicos, patoldgicos e
genéticos, identificaram como causa principal o metabolismo anormal de colageno
(BENDAVID, 2004). Verificou-se que animais acometidos por hérnias abdominais possuem
uma proporcao alterada das fibras de colageno tipo I e 111 (ELANGO et al., 2017). Esse fator
também é observado em humanos com a presenca de hérnia inguinal, em que estudos
demonstraram a alteracdo do colageno devido ao aumento da vascularizacdo e celularidade
(BENDAVID, 2004) e aos defeitos da matriz celular e extracelular (FRANZ, 2008).

A formacdo do colageno tipo | se da através da modificacdo pos-traducional da sua
proteina precursora, o procolageno (PROCKOP; KIVIRIKKO, 1995). O tropocolageno pode
se agregar com outras moléculas de tropocolageno para formar moléculas de colageno ricas em
hidroxilisina e hidroxiprolina (QING, 2017). Ap6s a ocorréncia dessas rea¢fes bioquimicas,
sucede o desenvolvimento de fibrilas de colageno em situacdes como cicatrizacéo de feridas,
onde o colageno forma ligagdes cruzadas com outro colageno intramolecular e intermolecular,
resultando em maior forga de resisténcia na cicatrizagdo dos ferimentos (QING, 2017).

Os genes de colageno do tipo | e Ill codificam as principais proteinas da matriz
extracelular, as quais possuem relagdo com a cicatrizacdo (MARTIN et al., 1990) e,
consequentemente, podem estar relacionados a hérnia umbilical. Quando ocorre a reducéo da
proporcao dos colagenos tipo | e 111 nos tecidos, observa-se a alteragdo do arranjo geométrico
e do didmetro das fibras de colageno, diminuindo o nimero de ligag¢fes cruzadas, o que gera a
reducdo da estabilidade do tecido conjuntivo (BIRK et al., 1997). Vérios estudos apontam que
a diminuicdo do colageno do tipo I, ou 0 aumento do colageno do tipo Ill, levam a uma
susceptibilidade para hérnia umbilical por alterar a matriz de colageno na regido abdominal
(HENRIKSEN et al., 2015).

O colageno do tipo | possui alta resisténcia e sustentabilidade muscular devido a sua
formacé&o consistir em fibras mais espessas e organizadas em feixes, conferindo uma estrutura
resistente em locais com a deposicao deste tipo de coldgeno (JUNGE et al., 2004). De forma
contréria, o colageno tipo Il é bastante instavel por ndo ser polimérico e soltvel, sendo mais
observado nos estagios iniciais de cicatrizagdes (JUNGE et al., 2004). A relacdo do colageno

tipo I e 111 determina a solidez do filamento do colageno, o didmetro da fibrila e a arquitetura
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do feixe (LEIMAN et al.,, 2017). Quando ocorrem falhas fisiol6gicas, esses fatores
relacionados ao metabolismo do colageno podem ocasionar alteragdes na fibrilogénese que
regula o didmetro da fibrila do colageno e, em alguns casos, podem tornar os tecidos incapazes
de suportar pressdes exercidas sobre o mesmo, como ocorre no acometimento de hérnias
(LORENTZEN et al., 2018).

Propondo que o desenvolvimento de hérnia umbilical pode estar relacionado ao
metabolismo de colageno, a associacdo dessas informagdes a mecanismos genéticos pode trazer
grandes beneficios para o entendimento de ocorréncias de hérnia umbilical congénitas em
suinos. Estudos com pacientes com o desenvolvimento de hérnias relatam alteracfes na
expressdo génica de colageno, porém, ainda ndo foram totalmente esclarecidas as variacGes
genéticas em genes relacionados ao colageno do tipo | e I11, que por sua vez sdo associados a
hérnia (JANSEN; KLINGE; MERTENS, 2006).

1.2.5 Influéncia Genética sobre o Desenvolvimento de Hérnia Umbilical em Suinos

A identificacdo de mutacGes causais relacionadas a susceptibilidade a hérnia umbilical
pode trazer grandes beneficios para a industria de suinos (TORE et al., 2011). Acredita-se na
influéncia genética sobre a ocorréncia da hérnia umbilical congénita em suinos, uma vez que
0s animais podem nascer e/ou desenvolver-se com a anomalia em questdo (RUTTEN-RAMOS;
DEEN, 2006). Esses estudos sdo importantes para a industria de suinos, pois 0 aumento da
producdo e produtividade se da através de melhorias no bem-estar animal, nutricdo, sanidade,
manejo e também pelo melhoramento genético, aumentando assim os indices econdémicos da
atividade (SEVILLANO et al., 2015).

Com relagdo a selecdo genética de progenitores superiores, considerava-se
basicamente o desempenho fenotipico e as informagdes de pedigree em programas de
melhoramento geneético, ndo considerando especificamente os genes que afetam cada
caracteristica, ou ainda, o efeito de cada gene (MA et al., 2018). Atualmente, destaca-se a
importancia do uso das informagdes moleculares aliadas a sele¢do de caracteristicas de interesse
econdmico. Especial atencdo € atribuida ainda para caracteristicas que apresentam baixa
herdabilidade, dificil mensuracdo como aquelas que necessitam do abate do animal para serem
medidas, ou ainda aquelas que sdo expressas em apenas um sexo, porém, tanto a mae quanto o
pai transmitem genes que influenciam no desenvolvimento da caracteristica (ROTHSCHILD;
PLASTOW, 2008).
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A influéncia genética através da hereditariedade para hérnias em suinos € importante,
uma vez que se pode verificar a ocorréncia da mesma em diferentes ragas e maior
susceptibilidade em algumas racas e linhagens suinas (SEARCY-BERNAL; GARDNER,;
HIRD, 1994). A herdabilidade de 0,37, observada para esta anomalia, € considerada moderada
indicando a forte atuacdo de fatores genéticos atuando sobre a predisposicdo desta anomalia
(LARZUL et al., 2008). No trabalho de Searcy-Bernal, Gardner e Hird (1994), os autores
acompanharam animais desde o nascimento a creche, contando com um nimero de 378 leitGes
da raca Duroc, em que foram observados 10 animais acometidos pela enfermidade, filhos do
mesmo reprodutor. Outro estudo avaliou a ocorréncia de hérnia umbilical em diferentes
linhagens e observou-se que o desenvolvimento da anomalia foi relacionado a linhagem
genética (RUTTEN-RAMOS; DEEN, 2006). Em linhagens cruzadas, a ocorréncia de hérnia
umbilical pode ser menor em decorréncia de uma maior variabilidade genética no rebanho
(RUTTEN-RAMOS; DEEN, 2006).

Adicionalmente, nota-se 0 crescimento no nimero de trabalhos conduzidos para
identificar regides do genoma suino que podem estar ligados a ocorréncia de hérnia umbilical.
Ding et al. (2009), avaliando possiveis locos responsaveis pela susceptibilidade para hérnia
umbilical em suinos F2, obtidos pelo cruzamento de suinos das ragas Duroc e Erhualian,
observaram regifes com associacdo sugestiva nos cromossomos SSC1, SSC2, SSC3, SSC4,
SSC6, SSC7, SSC8, SSC10, SSC11, SSC13, SSC14 e SSC15, sendo que os marcadores mais
relevantes foram encontrados no SSC7 e SSC10.

Em estudos mais recentes, como o realizado por Grindflek et al. (2018), utilizando a
analise de associacdo gendmica ampla (GWAS), foram encontrados trés genes candidatos, OSM,
LIF e MIF, localizados em regibes de QTL no SSC14, sugerindo o sistema imunolégico como
responsavel pelo desenvolvimento de hérnia umbilical, devido tais genes serem responsaveis
por fatores de respostas inflamatorias e reparacdes de lesGes e infeccBes (LIU et al., 2015;
AMARAL, 2016; GRINDFLEK et al., 2018).

1.2.6 Estudos Gendmicos na Espécie Suina

Os estudos moleculares em suinos iniciaram-se de forma mais ampla na década de
1990 com o desenvolvimento internacional do projeto PigMap, assim como projetos em
universidades dos Estados Unidos (EUA) e o Departamento da Agricultura dos Estados Unidos
(USDA) (ROTHSCHILD; HU; JIANG, 2007). As analises com énfase gendmica objetivaram

inicialmente a identificacdo de mutacdes causais para caracteristicas quantitativas, as quais séo
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dificeis de serem encontradas e, consequentemente comprovadas, por possuirem poucos
exemplares disponiveis no genoma (QIAO et al., 2015). Inicialmente com relagdo aos estudos
de marcadores moleculares tipo microssatélites, estes normalmente apresentavam-se em
grandes quantidades, distribuidos em todo o genoma, de modo que pudessem mais facilmente
estarem associados a caracteristicas de interesse econémico (DEKKERS; HOSPITAL, 2002).

A principio, dois mapas de ligacao genética estavam disponiveis (ARCHIBALD et al.,
1995; ROHRER et al., 1996), sendo que o maior possuia mais de 1.200 marcadores
microssatélites, também chamados de repeticbes de sequéncias simples (SSRs)
(ROTHSCHILD; HU; JIANG, 2007). Estes mapas foram de notavel importancia para o
mapeamento de locos que controlam caracteristicas quantitativas (QTL) com marcadores
microssatélites, uma metodologia muito utilizada no inicio dos estudos com marcadores
moleculares. Essa forma de mapeamento foi muito importante para a analise da variacao
genética de caracteristicas com alta importancia econémica, sendo que milhares de QTLs para
essas caracteristicas foram identificados (ERNST; STEIBEL, 2013).

O mapeamento de QTL é um método efetivo para identificar regibes do genoma que
co-segregam para determinada caracteristica (KORTE; FARLOW, 2013). Porém, devido a
maioria dos estudos de QTL cléssicos, utilizando marcadores microssatélites, apresentarem
baixa resolu¢do, tornou-se dificil detectar genes importantes para caracteristicas de interesse
zootécnico, baseando apenas nesta informacdo (ZHANG et al., 2012). Desta forma, com a
evolucdo das tecnologias, as analises de QTL passaram a ser realizadas utilizando-se painéis de
alta densidade compostos por Polimorfismos de Base Unica (SNP - Single Nucleotide
Polymorohism) (ERNST; STEIBEL, 2013).

Os marcadores microssatélites sdo marcadores codominantes que consistem em
repeticGes simples da sequéncia com comprimento variando entre um a seis pares de bases
(FISCHER et al., 2017). Esse método detecta a variabilidade do genoma através da atividade
da DNA polimerase durante a replicacdo, levando a formacao de alelos mais curtos ou mais
longos (ELLEGREN, 2004). A genotipagem utilizando marcadores microssatélites possuia a
desvantagem relacionada com a dependéncia da técnica de eletroforese, o que podia gerar
inferéncia equivocada limitando a utilizacdo da genotipagem por microssatélites (ZHAN et al.,
2017). Ja os polimorfismos do tipo SNPs sdo marcadores bi-alélicos, portanto, apresentam
menor quantidade de informagdes por locus comparado aos marcadores microssatélites, que
por sua vez, sdo multialélicos (HAASL; PAYSEUR, 2011).

Os microssatélites foram muito utilizados, por algum tempo, porém, nos ultimos anos
vem sendo substituidos pelos marcadores do tipo SNPs (PUTMAN; CARBONE, 2014). Os
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SNPs apresentam vantagens sobre os marcadores tipo microssatélites, como maior abundancia
nos genomas, menores taxas de erros de genotipagem, maior comodidade a genotipagem de
alto rendimento e, potencialmente menor custo (GUICHOUX et al., 2011). Estudos ressaltam
a grande quantidade de SNPs, principalmente em humanos (ALLENDORF; LUIKART, 2007),
justificando o crescimento da utilizacdo de SNPs em pesquisas genéticas nos ultimos anos,
mostrando a maior eficiéncia desse tipo de marcador (SMITH et al., 2011).

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento de nova geracdo levou a
identificacdo de muitos SNPs (VAN BERS et al., 2010; RAMOS et al., 2011). Essas
tecnologias de nova geracdo sdo imprescindiveis para estudos em genética e gendmica, para a
identificacdo de varia¢fes genéticas no genoma suino e também de outras espécies (RAMOS
etal., 2009). Em um estudo visando a identificacdo de SNPs de importancia para rastreabilidade
populacional em suinos, foram identificados o total de 10.816 SNPs para a ragca Duroc, 5.236
SNPs para a raca Landrace, 6.592 para a raca Large White, 4.612 para a raca Pietran e também
4.441 para Javali selvagem, demonstrando que novas tecnologias de sequenciamento s&o
eficientes para indicar possiveis SNPs especificos de cada raca (RAMOS et al., 2011). Dentre
as caracteristicas abordadas em estudos com suinos, foram encontrados SNPs relacionados ao
desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos, sendo relatado por um estudo o total de 129
SNPs relacionados a caracteristica (GRINDFLEK et al., 2018).

Para a espécie suina, sdo relatados atualmente 30.580 QTLs representando 687
caracteristicas diferentes, destes 55 QTLs associados a hérnia umbilical em suinos
(https://www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb/SS/index - 16/07/2020). A maioria destes
QTLs observados para a espécie suina foram mapeados através de microssatélites, porém,
conforme mencionada a evolugdo de tecnologias de sequenciamento de nova geracdo, alguns
destes ja foram mapeados utilizando SNPs. Desta forma, é possivel observar estudos de GWAS
para diferentes caracteristicas em suinos, a qual, foram encontradas varias regiées gendmicas
indicando a importancia da utilizacdo desta ferramenta na selecéo genética de suinos (ZHANG
et al., 2015).

1.2.7 Andlise de Associacdo Gendmica Ampla e suas Aplicacdes em Suinos

A utilizacdo de estudos de Associacdo Gendmica Ampla (GWAS) visa aumentar a
acuracia da associacdo através da busca de mecanismos ligados a biologia molecular de
importancia para caracteristicas quantitativas, identificacdo de genes e a anélise funcional dos

mesmos, acelerando desta forma o melhoramento genético para caracteristicas de interesse
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econdmico (FAN et al., 2011). Com a utilizagdo deste método, torna-se mais eficiente o
melhoramento genético em decorréncia das analises de GWAS envolverem milhares de
variantes em todo o genoma, para identificar aquelas associadas as caracteristicas de interesse
(HINDORFF et al., 2009).

A utilizacdo da andlise de GWAS com marcadores tipo SNP reduziu o tempo de
genotipagem e consequentemente da analise gendmica, sendo uma forma eficiente para detectar
QTLs importantes associados a caracteristicas econdmicas, quando comparado com as analises
préviamente utilizadas (WANG et al., 2014). Mesmo sendo um método eficiente de andlise
genbmica, no inicio da sua utilizacdo acreditava-se que o GWAS era um método que poderia
ter resultados imparciais (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER, 2010). Esse pensamento era em
decorréncia deste método detectar variacdes no genoma com frequéncias superiores a 1%, e
algumas caracteristicas que possuem a frequéncia menor que 1% nédo teriam marcadores
identificados associados a elas, uma vez que o sucesso de GWAS é a deteccdo de SNPs que se
encontram em desequilibrio de ligacdo com o QTL (CANTOR; LANGE; SINSHEIMER,
2010).

Para que as analises de GWAS sejam realizadas sem a ocorréncia de falsos positivos,
€ necessario utilizar um numero grande de amostras dentro de uma populacdo de modo que
fornecam informacgdes reais, 0s gendtipos possuam alelos polimorficos que possam ser
genotipados de maneira barata e eficiente e, que sejam empregados métodos analiticos
estatisticamente eficientes para identificar essas associacGes genéticas (CANTOR; LANGE;
SINSHEIMER, 2010). Segundo a mesma fonte, o sequenciamento em grande escala que era
extremamente caro, tem se tornado mais viavel economicamente, sendo uma 6tima opcao
dentro de programas de melhoramento genético animal. Para a realizacdo da andlise de
associacdo genémica é necessario a realizacdo de quatro etapas, as quais consistem na coleta
da informac&o do fendtipo de interesse de estudo, genotipagem e avaliagdo da qualidade das
amostras e dos SNPs, e por fim, a analise de associacgao entre 0 gendtipo, ou seja, 0s SNPs e a
caracteristica avaliada, (PEARSON; MANOLIO, 2008).

Vérias metodologias sdo utilizadas para realizar analise de associacdo genémica
ampla, dentre elas uma mais simplificada que consiste na associacdo de um unico marcador,
considerando o efeito individual de cada SNP. A metodologia de marcadores Unicos utiliza
testes de hipotese entre o fendtipo e o marcador na tentativa de detectar associagdes
estatisticamente significativas com a caracteristica em estudo (LEDUR; NAVARRO; PEREZ-
ENCISO, 2009). Outra metodologia disponivel se baseia na associacdo de multiplos
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marcadores com a caracteristica de interesse, ou seja, com a construcdo de haplétipos, visando
a deteccéo e reducéo de falsos positivos (LI; ZHOU; ELSTON, 2006).

Os estudos envolvendo GWAS com a utilizacdo de painéis de alta densidade se
mostraram muito eficientes em identificar marcadores e genes candidatos, relacionados a
caracteristicas importantes economicamente (CAETANO, 2009; GUO et al., 2017). Diversos
estudos através desse método tém identificado genes relacionados a caracteristicas importantes
em suinos (ZHANG et al., 2019). Entre estes, estdo genes relacionados a caracteristicas
produtivas, uma delas é o consumo alimentar residual (RFI - Residual Feed Intake), para a qual
foram identificados os genes candidatos MAP3KS5 e PEX7 no SSC1, ENSSSCG00000022338
no SSC9 e DSCAM no SSC13 (DO et al., 2014). Estudando o crescimento e deposicdo de
gordura em suinos, foram identificados no SSC7 o gene candidato HMGAL relacionado a
deposicdo de gordura, no SSC4 o gene PLAGL associado a espessura de toucinho e no SSC2 o
gene IGF2 relacionado ao metabolismo de gordura (QIAO et al., 2015). Também ja foram
identificados genes candidatos associados a qualidade de carne, uma caracteristica muito
importante na producdo de suinos, sendo que 0s genes com maiores efeitos em suinos
comerciais foram MC4R, IGF2, CAST e PRKAG3 (ROHRER et al., 2012).

A maioria dos estudos realizados na espécie suina esta relacionada as caracteristicas
de producgdo. Contudo, nos ultimos anos, estudos gendmicos relacionados a salde dos suinos
vém sendo conduzidos, dentre eles estudos relacionados aos defeitos congénitos. No entanto,
foram evidenciados na literatura genes associados apenas a algumas dessas caracteristicas,
dentre elas, se destacam as hérnias por serem defeitos com grande frequéncia em suinos
(SEVILLANO et al., 2015). Através de estudos de analise de associacdo genémica ampla
(GWAS), foram associados a hérnia escrotal e inguinal os genes RHOA, CYP19A1, EGF, LEF1
observados por Sevillano et al. (2015), UST e CDKALL1 por Ruan et al. (2014). Para a hérnia
umbilical, estudos como estes identificaram os genes SRC (LIAO et al., 2015), OSM, LIF,
VCAN, MMP13, PYCRL1 e VIM (GRINDFLEK et al., 2018), TBX15, WARS2, LIPI e RBM11
(FERNANDES et al., 2018) e CAPN9 (LI et al., 2019).

Outra metodologia como a do transcriptoma, também revelou os genes candidatos
MYBPCL1, BOK, SLC25A4, SLC8A3, DES, TPM2, MAP1CL3C e FGF1 relacionados a hérnia
escrotal em suinos (ROMANO et al., 2020), e também através da mesma metodologia foi
possivel obter genes candidatos associados a hérnia umbilical, sendo eles ACAN, MMPs, COLs,
EPYC, VIT, CCBE1 e LGALS3 (SOUZA et al., 2020). Esses resultados demonstram que varios

genes estdo relacionados com a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos.
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Desta forma, a partir de analises de GWAS ¢é possivel detectar e identificar QTLs
importantes e genes que controlam e explicam determinados fen6tipos como a hérnia umbilical
em suinos, selecionando animais que nao apresentem a predisposicao a anomalia. Essa técnica
tem como objetivo, explorar a diversidade genética e identificar novas combinacdes alélicas de
genes ligados a caracteristicas complexas (NICOLAE et al., 2010). A descoberta destes QTLS
associados com informacOes de genes encontrados nestas mesmas regides, fornecem
informacdes que podem ser incorporadas na selecéo assistida por marcadores e/ou na selecédo
gendmica, auxiliando nos programas de melhoramento genético suino (SHARMA et al., 2015).
Esse auxilio se da através da insercdo de novos marcadores encontrados, associados a
caracteristica de interesse, em chips de genotipagem, possibilitando a identificacdo de futuros
reprodutores que gerem progénies mais produtivas, ou menos propensas a determinadas

doencas e anomalias.

1.2.8 Analise de Associacdo Gendmica Ampla Uilizando Marcadores Unicos e Mltiplos

O surgimento dos painéis de SNPs de alta densidade para espécies de animais
domésticos permitiu a deteccdo de QTLs para caracteristicas importantes economicamente
através de estudos de associacdo, com maior precisdo do que as andlises utilizadas
tradicionalmente (LEDUR; NAVARRO; PEREZ-ENCISO, 2009). Nestes estudos, a forma
mais simplificada para realizar analises de associacdo gendmica ampla, € através da associacao
de um Unico marcador (LEDUR; NAVARRO; PEREZ-ENCISO, 2009). Também podem ser
utilizados multiplos marcadores nas analises de associacdo, que podem atuar diminuindo o
namero de falsos positivos e aumentando o poder de deteccdo de SNPs associados a
caracteristica estudada (LI1; ZHOU; ELSTON, 2006).

As analises de GWAS baseiam-se em encontrar variantes genéticas associadas a
caracteristicas fenotipicas (FREIMER; SABATTI, 2007). O teste de associacdo gendmica
ampla mais simples é a regresséo de marcador Unico, e o marcador mostra a evidéncia estatistica
mais fortemente associada em uma regido genémica (Janela de 2 Mb centralizada no locus, por
exemplo) (YANG et al., 2012). Esse teste ndo consegue realizar a associacdo sem Viés, caso
varios SNPs préximos estejam relacionados a uma variante causal devido ao desequilibrio de
ligagdo (LD) (SANNA et al., 2011). Também pode haver diversas variantes causais em uma
mesma regido. Normalmente, um SNP apenas ndo pode ser responsavel por todo LD entre as
variantes causais desconhecidas, no entanto, a variacao total que poderia ser explicada em um

locus pode ser subestimada se apenas 0 SNP mais significativo da regido for selecionado
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(YANG et al., 2012). Uma opcao para diminuir esses problemas seria o ajuste para a anélise de
regressdo multipla (YANG et al., 2012).

Com os avancos nas tecnologias de genotipagem, os SNPs tornaram-se os marcadores
mais comumente utilizados. No entanto, estes sdo geralmente bi-alélicos, fornecendo um menor
contetdo de informacéo polimorfica (PIC) quando comparados a marcadores como SSRs, que
sdo multi-alélicos, necessitando uma maior densidade do marcador tipo SNP para obtencdo de
resultados coerentes (N’DIAYE et al., 2017). Desta forma, a analise de associacdo genémica
ampla utilizando multiplos marcadores, além de sanar o viés com relacdo a analises utilizando
um Unico marcador, pode ser uma alternativa para diminuir essa limitacdo através da
transformacdo de SNPs em hapl6tipos (LU et al., 2012). Para a utilizacdo da metodologia
utilizando multiplos marcadores, devido as variacGes genéticas no genoma serem herdados em
blocos de ligacdo, os marcadores sdo agrupados em haplotipos, o que ndo € realizado em
analises de GWAS com marcadores Gnicos (BROWNING; BROWNING, 2011). A justificativa
para utilizacdo de hapldtipos é que os marcadores podem se encontrar em maior LD com 0s
QTLs do que os marcadores Ginicos, em que o r? entre 0 QTL e o hapl6tipo € maior, sendo maior
0 poder de deteccdo da metodologia (HAYES, 2013).

Existem alguns programas especificos que podem ser utilizados para as duas
metodologias, podendo ser utilizando o software PLINK e Blossoc, para analise de associa¢do
de Unico e mdltiplo marcador, respectivamente (PURCELL et al., 2007; MAILUND;
BESENBACHER; SCHIERUP, 2006).

O software Plink (PURCELL et al., 2007) utiliza um método estatistico eficiente para
testar hipOteses quando as variaveis apresentam duas condi¢Ges, como em estudos de
associacdo entre caso-controle, mostrando e detalhando as informacgdes de diferencas
encontradas (MCHUGH, 2013). Esse programa apresenta algumas fungbes como o
gerenciamento dos dados, estatisticas resumidas, estratificacdo populacional, analise de
associacdo e estimativa de identidade por descendéncia (PURCELL et al., 2007). Essas
caracteristicas permitem detectar e corrigir estratificagdes populacionais e identificar variantes
importantes que sdo raras (PURCELL et al., 2007). O mesmo permite que os limiares de
significancia sejam ajustados pelo teste de Bonferroni, que € um método muito utilizado para
ajuste dos niveis de significancia em testes multiplos, consistindo em rejeitar as hipoteses nulas
com valor de p menores que a divisdo do nivel de significancia esperada pelo nimero de testes
realizados (GLICKMAN; RAO; SCHULTZ, 2014). Dentre as principais vantagens desse

software, encontra-se a facilidade de manuseio por possuir uma metodologia simples, analise
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de um namero grande de amostras o que torna rapido o processo da anélise (PURCELL et al.,
2007).

O software Blossoc realiza analises de associacdo utilizando a metodologia de
maultiplos marcadores com o mapeamento da associacdo atraves do desequilibrio de ligagéo,
por meio da anélise de haplétipos, sendo esta uma das principais vantagens por diminuir o
nimero de falsos positivos (LEDUR; NAVARRO; PEREZ-ENCISO, 2009). Esse método
utiliza a abordagem Bayesiana, ndo gerando o valor de p e consiste em construir arvores
filogenéticas perfeitas para cada SNP e os pontua de acordo com o agrupamento ndo aleatério
dos individuos afetados (caso), julgando as areas de maior escore como provaveis candidatas a
conter a variante causal (DASHAB et al., 2012). Para a anélise dos dados nesse programa &
necessario que sejam removidos 0os SNPs distribuidos nos cromossomos sexuais e aqueles que
ainda nao possuem localizacdo no genoma. Esse procedimento é realizado, pois essa
metodologia utiliza um conjunto de SNPs que vem do pai e da mée (Hapl6tipo) que sao testados
concomitantemente e verificados os seus efeitos. Dessa forma, ndo é possivel realizar a anélise
com SNPs sem localizacdo nem com os localizados nos cromossomos sexuais. O Blossoc visa
principalmente a eficiéncia computacional, deduzindo em suas analises as genealogias contidas
na populacdo estudada, mostrando vantagens sobre as analises de marcador Unico com relagdo
a precisdo e localizagdo de regides relacionadas as caracteristicas estudadas (SAHANA et al.,
2011).
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CAPITULO 2 - ANALISE DE ASSOCIACAO GENOMICA PARA HERNIA
UMBILICAL EM SUINOS COMERCIAIS UTILIZANDO ABORDAGENS DE
MARCADORES UNICOS E MULTIPLOS

RESUMO

A hérnia umbilical (HU) € um dos defeitos congénitos mais comuns em suinos, ocasionado pela
protusdo do conteldo intestinal pelo umbigo. A presenca de hérnias afeta o bem-estar dos
animais e pode ocasionar perdas econdémicas devido ao menor crescimento e pior conversdo
alimentar. Além disto, as hérnias também podem gerar danos no momento do abate,
contaminando a carcacga caso ocorra 0 rompimento das alcas intestinais. Por isto, € importante
para a industria suinicola, a identificacdo de marcadores no genoma suino que possam estar
relacionados a hérnia umbilical e serem utilizados no processo de selecdo de progenitores,
evitando a ocorréncia da anomalia. O objetivo deste trabalho foi identificar regides genémicas
associadas ao desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos por meio de duas metodologias
estatisticas: analise com marcadores Unicos e multiplos. Foram avaliados e genotipados 325
animais (92 casos e 233 controles) hibridos da genética Agroceres Pic® advindos de granjas de
Santa Catarina, utilizando GGP Porcine Bead Chip (Neogen, Lincon, NE, EUA). Foram
encontrados 10 SNPs significativos com a analise de Unico marcador, contando com 23
transcritos de conhecimento bioldgico na extensdo das regibes. Com marcadores multiplos,
foram observados 401 SNPs distribuidos em 51 regides do genoma, contando com 116
transcritos conhecidos. Os processos bioldgicos significativamente associados a estes genes
foram relacionados ao desenvolvimento da musculatura esquelética, a ocorréncia da
angiogénese, bem como o recrutamento de citocinas para combate inflamatério e cicatrizacéo
umbilical. De acordo com nossos resultados foram considerados fortes candidatos ao
desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos segundo a metodologia utilizando Unico
marcador, os genes MTM1 e MTMR1, segundo a metodologia de mdltiplos marcadores, 0s
genes EP300, MSTN e EYA2, e por ambas as metodologias os genes GJA5, BCL9, ACP6 e
WARS2. Assim, pode-se conhecer melhor os fatores genéticos associados a hérnia umbilical,
demonstrando que genes relacionados ao desenvolvimento da musculatura esquelética, e
processos ligados a matriz extracelular e ao sistema imune, podem estar intimamente
relacionados a disturbios que levam a predisposicdo a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos
comerciais.

Palavras-chave: Defeito congénito. Genes candidatos. Marcadores geneéticos. Producgéo suina.

ABSTRACT

Umbilical hernia (UH) is one of the most common congenital disorders in pigs caused by the
protrusion of the intestinal contents by the navel. The presence of hernias can cause economic
losses due to the damage caused to the welfare of the animals, which results in less growth and
worse feed conversion. Besides, hernias can also cause damage in the moment of slaughter,
contaminating the carcass if the intestinal loops rupture. For this reason, it is essential for the
pig industry the identification of markers in the pig genome related to umbilical hernia, which
could be used in the selection process, to reduce the occurrence of this anomaly. The objective
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of this study was to identify genomic regions associated with the development of umbilical
hernia in pigs, using two statistical methodologies: single and multiple marker analyses. Three
hundred twenty-five crossbred animals (92 cases and 233 controls) from farms located in Santa
Catarina State were genotyped, with the GGP Porcine Bead Chip (Neogen, Lincon, NE, EUA).
Ten significant SNPs were found from the single marker analysis, with 23 transcripts of
biological knowledge located in the extension of the regions. With the multiple marker analysis,
401 SNPs were observed distributed in 51 genomic regions, with 116 transcripts biologically
known. The biological processes significantly associated with those genes were related to the
development of skeletal muscle, the occurrence of angiogenesis, as well as the recruitment of
cytokines to fight inflammation and umbilical healing. According to our results, strong
candidates for the development of umbilical hernia in pigs were considered according to the
methodology using a single marker, the MTM1 and MTMR1 genes, according to the multiple
marker methodology, the EP300, MSTN and EYA2 genes, and by both methodologies the genes
GJA5, BCL9, ACP6 and WARS2. Thus, it was possible to better understand the genetic factors
associated with umbilical hernia, demonstrating that genes related to the development of
skeletal muscle, and processes linked to the extracellular matrix and the immune system, might
be closely related to disorders leading to predisposition of umbilical hernia occurrence in
commercial pigs.

Keywords: Congenital defect. Candidate genes. Genetic markers. Swine production.

2.1  INTRODUCAO

Na suinocultura a ocorréncia de defeitos congénitos € comum, dentre eles a hérnia
umbilical, inguinal e escrotal (GRINDFLEK et al., 2018). A hérnia umbilical (HU) apresenta
prevaléncia na criacdo de suinos de 0,13 a 2,25% em distintas racas e sistemas de criacdo
(PETERSEN et al., 2008; LI et al., 2019). A ocorréncia deste defeito afeta 0 bem-estar animal
e gera perdas econdmicas significativas, uma vez que animais afetados apresentarem baixo
crescimento, piores taxas de conversdo alimentar e qualidade da carne inferior (LIAO et al.,
2015).

Geralmente, a visualizagdo clinica deste defeito ocorre em torno da 9% a 14 semana de
vida dos suinos (SEARCY-BERNAL; GARDNER; HIRD, 1994). O diagnostico é realizado
pela ocorréncia da protusdo intestinal, através do orificio umbilical, geralmente em decorréncia
do enfraquecimento dos musculos ao redor do anel umbilical, impedindo o total fechamento do
mesmo e a projecdo dos intestinos para fora do abdémen (GRINDFLEK et al., 2018). A
etiologia deste defeito congénito é multifatorial, envolvendo dentre eles fatores genéticos,
existentes em diferentes racgas suinas (LIAO et al., 2015). Adicionalmente, este fator também
pode ser observado quando avaliado os efeitos da utilizacdo de animais com hérnia umbilical
como reprodutores e suas implicacdes nas caracteristicas reprodutivas, verificando-se diferenca

para filhos de reprodutores portadores de hérnia umbilical com relacdo a populagéo controle
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com relagdo ao periodo de gestacdo, nimero de leitdes nascidos vivos e peso ao nascimento e
aos 21 dias de idade, sugerindo a existéncia da heranga genética (HAN et al., 2017). Embora a
HU em suinos apresente fator hereditario, ainda ndo foram amplamente identificados os genes
envolvidos no processo de formacdo desta desordem.

Nos ultimos anos, estudos foram realizados a fim de entender a contribuicdo da
genética no desenvolvimento de hérnias em suinos, visando a identificacdo de regides do
genoma que possuam susceptibilidade a esta anomalia (FERNANDES et al., 2018;
GRINDFLEK et al., 2018). Apo6s o advento da biologia molecular, um maior nimero de
pesquisas relacionadas ao entendimento da relacdo genética com o desenvolvimento de
diferentes anomalias vem sendo realizado, possibilitando, inclusive, a identificagcdo de genes
que implicam no desencadeamento de hérnia umbilical em suinos (POMMEREHN et al., 2014;
SOUZA et al., 2020).

Ding et al. (2009), utilizando andlise de ligagdo com marcadores microssatélites,
obtiveram associacdo significativa para HU em 12 cromossomos da espécie suina (SSC).
Posteriormente, estudos de associacdo global do genoma (GWAS) utilizando painéis densos de
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNP) (SU et al., 2014; LIAO et al., 2015; GRINDFLEK
etal., 2018; FERNANDES et al., 2018; L1 et al., 2019) e variagdo no nimero de copias (CNV)
(LONG et al., 2016), encontraram regiGes no genoma suino com susceptibilidade para o
desenvolvimento de hérnia umbilical. Ainda, novos genes relacionados a susceptibilidade a HU
foram mencionados, como no trabalho de Fernandes et al. (2018), em que 0s genes candidatos:
TBX15 (T-box 15), WARS2 (tryptophanyl-tRNA syntetase 2), LIPI (lipase 1) e RBM11 (RNA
Binding Motif Protein 11), foram apontados como cruciais para o desenvolvimento de
condicBes bioldgicas e fisioldgicas que aumentem a propensdo ao acometimento da referida
anomalia.

Os estudos de associagéo global do genoma séo fundamentais para o apontamento de
regibes gendmicas associadas ao desenvolvimento de diferentes caracteristicas de interesse
econémico, mostrando-se como uma boa ferramenta para a identificacdo de genes candidatos
(VISSCHER et al., 2017). No entanto, existem diferentes abordagens metodoldgicas vinculadas
as analises de GWAS, dentre as quais, uma que consiste na analise de um unico marcador por
vez, que considera o efeito individual dos SNPs (BADER, 2004), e outra que realiza a analise
de associacdo com multiplos marcadores, ou seja, com base na construcdo de haplotipos (LI;
ZHOU; ELSTON, 2006). Quando utilizada a metodologia de Gnicos marcadores, uma das
vantagens é conseguir analisar um grande nimero de marcadores, porém podem apresentar viés,

qguando abordadas caracteristicas que s@o controladas por varios loci principais, seguidos de
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varios outros de pequeno efeito que podem nao ser detectados. Outro problema seria a corregdo
para o valor limite do teste de significancia, pois a corre¢do tipica de Bonferroni costuma ser
mais conservadora e muitos SNPs importantes podem ndo atingir o critério do teste de
significancia (WANG et al., 2016b). Desta forma, a metodologia utilizando multiplos
marcadores é uma op¢do para melhorar a qualidade das analises de associacdo, podendo-se
encontrar um maior numero de regides associadas a caracteristicas complexas (LEDUR,;
NAVARRO; PEREZ-ENCISO, 2009).

Neste contexto, a abordagem proposta neste trabalho foi realizar a analise de
associacao gendmica para hérnia umbilical em suinos comerciais, utilizando marcadores Unicos
e multiplos, comparando posicionalmente e funcionalmente regides no genoma prospectadas

em cada metodologia utilizada.

2.2  MATERIAL E METODOS

2.2.1 Animais Utilizados e Coleta de Amostras

Foram utilizados neste estudo 325 animais hibridos da genética Agroceres Pic®, 165
machos e 160 fémeas, com idade entre 8 a 21 semanas, provenientes de trés granjas produtoras
de suinos de elevado rigor sanitario, localizadas no estado de Santa Catarina, Brasil. Para a
correta identificacdo do feno6tipo foi realizado o diagnostico clinico através da palpacdo para
confirmacdo da presenca de hérnia umbilical, evitando-se desta maneira, equivocos com
abcessos. Do total, foram utilizados 92 animais afetados (casos — 36 machos e 69 fémeas) e 233
animais normais (controle — 129 machos e 91 fémeas), coletando-se de cada individuo amostras
entre 25 a 100 mg do tecido da orelha, as quais foram devidamente identificadas, armazenas

em sacos plasticos e mantidas a -20°C em freezer até 0 momento da extracdo do DNA.

2.2.2 Isolamento de DNA e Genotipagem de Amostras

O preparo e a extracdo de DNA das amostras foram realizados na Embrapa Suinos e
Aves, Concordia, SC, utilizando-se o PureLink® Genomic DNA Mini Kit (Life Technologies)
para extracdo de DNA do tecido, de acordo com as instru¢es do fabricante. O tecido foi

submetido ao tampéo para a lise das células por um periodo de 4 horas. Apds essa etapa, 0 DNA
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foi aderido a coluna de silica e centrifugado a 10000 xg durante 1 minuto. O mesmo
procedimento foi repetido, adicionando-se a solucdo 2 de lavagem. Para finalizar, foi
adicionado 100 uL de tampéo TE (Tris-EDTA) a coluna para a elui¢do do DNA.

A qualidade, integridade e concentracdo do DNA foram avaliadas por
espectofotometria (ND-2000 NanoDrop Technologies, Wilminggton, DE, EUA). Desta
maneira, apenas amostras que apresentaram razéo 260/280 entre 1,8 e 2,0 foram utilizadas para
analises. Amostras de 500 ng de DNA foram encaminhadas para genotipagem pela empresa
Neogen (Aracatuba, SP, Brasil) com 0 GGP Porcine Bead Chip (Neogen, Lincon, NE, EUA),
que contém 51.558 marcadores SNPs distribuidos no genoma suino, deste total, 50.703 SNPs
se encontraram disponiveis para a analise de associacdo. Antecedendo o controle de qualidade,
foi utilizado o software CrossMap (ZHAO et al., 2017) para converter 0 mapa da versao do

genoma suino 10.2 para o da verséo 11.1.

2.2.3 Controle de Qualidade dos Dados

2.2.3.1 Controle de qualidade das amostras

Foram removidas as informagOes que apresentaram eficiéncia da genotipagem
amostral (Call rate) < 90%, heterozigosidade média de +3 desvios padrdao e IBD (ldentity by
descente) > 98%. As amostras também foram removidas pela anélise visual da estratificacdo
populacional, dada pelo grafico de Escalonamento Multidimensional (Multidimensinal Scaling
—MDS). Para a geracéo das coordenadas do grafico, foram utilizados somente os SNPs que ndo
se encontravam em desequilibrio de ligacdo (LD - linkage desiquilibrium) (r2 < 0,2). Para tal,
foi adotado o comando --cluster —-mds_plot com 4 dimens6es através do software PLINK versdo
1.9 (PURCELL et al., 2007). O grafico MDS foi gerado por meio do software R (R core Team,
2018). O grafico MDS permitiu a observacgdo de amostras que se apresentaram isoladas e estas
foram removidas das demais (Anexo A).

Ap0s a remogdo das amostras que ndo passaram pelos critérios de heterozigosidade,
IBD e estratificacdo populacional visual através do MDS, o controle de qualidade foi reiniciado,
repetindo este procedimento até a obtencdo de um conjunto de dados que satisfizesse esses
critérios e ndo houvesse mais a necessidade de remover amostras. Para a estratificacdo da
populacdo, as amostras que ndo passaram pelo controle de qualidade também foram removidas

reiniciando-se o controle de qualidade.
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2.2.3.2 Controle de qualidade dos SNPs

Para o controle de qualidade dos SNPs foi aplicado o critério de eficiéncia de
genotipagem (Call rate), sendo removidos os SNPs que apresentaram eficiéncia de
genotipagem < 98% e a anélise de frequéncia do alelo menos comum (Minor allele frequency
- MAF), sendo excluidos SNPs com MAF < 5%. Também foram removidos SNPs que possuiam
posicOes idénticas no genoma, permanecendo 0s que apresentaram maior valor de MAF. Ainda,
para a analise de associacdo utilizando mdltiplos marcadores pelo software Blossoc
(MAILUND; BESENBACHER; SCHIERUP, 2006), foram removidos SNPs localizados nos
cromossomos sexuais e também os sem posi¢do definida no genoma.

Apds o controle de qualidade das amostras (individuos) e dos SNPs (marcadores), foi
utilizado o software FImpute versdo 2.2 (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2014),
com a finalidade de realizar o faseamento dos haplo6tipos necessario para prosseguir com as

andlises utilizando a metodologia de multiplos marcadores.
2.2.4 Analise de Associacdo Genbmica
2.2.4.1 Anélise de associacdo gendmica utilizando a abordagem de Gnico marcador

A andlise de associagdo caso-controle utilizando Gnicos marcadores foi realizada
através do Software PLINK 1.9 (PURCELL et al., 2007), a qual ndo considerou 0 cromossomo
sexual Y. Para a analise de associagdo foi utilizado o teste qui-quadrado (X?), adotando-se o

modelo alélico, dado pela seguinte equacao:

r c 2
=y ZM
1 =1 Eyj

i=

Onde,

0ij = frequéncia observada do alelo do marcador na i ™ |inha e na j ™ coluna;
Ej = frequéncia esperada do alelo do marcador na i ™ linha e na j ™ coluna;

r = nimero de linhas na tabela de contingéncia;

¢ = numero de colunas na tabela de contingéncia.
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Para andlise da significancia foram considerados diferentes limiares, estimados por
o/N, em que a=0,05 ¢ N € o nimero de SNPs independentes, ou seja, que ndo se encontraram
em desequilibrio de ligago, foram dados: limiar alto e sugestivo, 6,384x10°, (o/N =0.05/7.832)
e 1,277x10* (o/N=1/7.832), respectivamente, gerados pela correcio de Bonferroni, e o limiar
de significancia moderado de 5x107°, seguindo as recomendaces do Wellcome Trust Case
Control Consortium (WTCCC, 2007). O grafico de Q-Q plot foi gerado com o software R (R
core Team, 2018) e o grafico de Manhattan foi construido com sua funcdo interna, wgplot,
escrita por Matt Settles (COLEMAN et al., 2016).

2.2.4.2 Andlise de associagdo gendmica utilizando a abordagem de multiplos marcadores

A segunda abordagem utilizada neste estudo foi baseada na formacéo de haplotipos,
realizada através do Software Blossoc (MAILUND; BESENBACHER; SCHIERUP, 2006). A
metodologia se baseia na construcdo de uma arvore filogenética perfeita ao redor de cada
marcador, utilizando tantos marcadores quanto possivel para ajustar uma Unica arvore
filogenética. Para isso, um modelo de sitios infinitos € assumido (cada sitio segregante tem uma
Unica mutacdo), o que equivale a definir uma regido ao redor de cada marcador focal, assim
todos os marcadores da regido devem ser compativeis com o marcador focal de acordo com o
teste dos quatro gametas. ApOs essa etapa, diferentes medidas de agrupamento dos
cromossomos caso sao aplicadas na filogenia assim definida. Desta forma, a filogenia perfeita
¢ tratada como uma arvore de decisdes e mensura quao bem ela explica a classificacdo do
fenotipo caso-controle. Se a arvore explicar bem a classificacao, entdo ha uma associacao entre
a topologia da arvore e a doenca, caso contrario, a associacao € inexistente.

Devido ao numero de amostras disponiveis para a analise, a medida de agrupamento
do cromossomo caso adotada foi a fungdo de pontuacédo denominada Prob score. Esse método
consiste em pontuar as arvores observando apenas as subarvores que possuem a super
representacdo mais significativa dos individuos afetados. Essa probabilidade é pequena se ha
uma significativa super representacdo de individuos afetados em um agrupamento. A
probabilidade de uma subarvore composta por n individuos ter no minimo m individuos
afetados é dada por (MAILUND; BESENBACHER; SCHIERUP, 2006):

n

Ps = z (Tll) pla)t.p)™

I=m
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Onde:
p(a) — Fracao de individuos afetados

p(u) — Fracéo de individuos controle

Em todo o conjunto de dados, a pontuacao de uma arvore T é realizada a partir de uma
subarvore de menor p-valor: (MAILUND; BESENBACHER; SCHIERUP, 2006):

Score(T) = s¢oibtreerry (—InPs + depth(s))

Onde, depth(s) é a profundidade da subarvore na arvore, ou seja, € o numero de marcadores
necessarios para determinar a subarvore. Quanto maior for a magnitude do escore, maior sera
sua significancia.

Para a escolha dos limiares de significancia foram assumidas a priori que 1%, 0,5% e
0,1% dos SNPs mais significativos estariam associados a caracteristica, sendo a associacao
classificada em diferentes intensidades, sugestiva, moderada e alta, respectivamente. Desta
maneira, obtiveram-se os escores de 4,52487 para associacdo sugestiva, 5,1164 para associacao
moderada e 6,63656 para associagdo altamente significativa (Figura 1).

Posteriormente, foram utilizadas no estudo para analise dos genes relacionados a
hérnia umbilical em suinos, especificamente apenas as regides que apresentaram SNPs com
escore de significancia alta e moderada. Dois algoritmos in house foram utilizados, um
algoritmo foi criado para formar regides de SNPs com alta e moderada significancia. Para que
a adicdo de um dado SNP em uma determinada regido ocorra, este deve estar localizado no
mesmo cromossomo e a uma distancia méxima de 300 kb do Gltimo SNP adicionado nessa
regido, caso contrario, 0 SNP ir& pertencer a uma nova regiao. Esta distancia fisica foi definida
observando-se estudos que analisaram o padrdo do LD de 8 populagdes de suinos comerciais,
cuja media de LD foi de 0,29 a uma distancia de 200-250 kb, aproximando para 300 kb como
considerado um padrédo adequado de extensdo de LD entre 0,2 a 0,3 (VERONEZE et al., 2014).
Apds essa etapa, outro algoritmo foi utilizado com o objetivo de automatizar a busca de genes
que se encontravam dentro dessas regides ou proximos a elas por meio da extenséo de 100 Kb

(50 kb a direita e a esquerda da regido).
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Figura 1 — Gréfico de distribuicdo dos escores obtidos pela analise de associagdo com multiplos
marcadores (Blossoc) mostrando os escores utilizados para definir o limiar de significancia para
declarar um SNP como associado a hérnia umbilical.
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Linha vermelha: limiar de significancia alta com escore de 6,63656 (41 SNPs).
2Linha preta: limiar de significAncia moderada com escore de 5,1164 (162 SNPs).
3Linha azul: limiar de significancia sugestiva com escore de 4,52487 (198 SNPs).

2.2.5 Analise Funcional e de Enriquecimento de Vias

Objetivando a anotacao dos marcadores (SNPs) significativos encontrados pela analise
de um unico marcador, foi utilizada a ferramenta Preditor de efeito da variante (Variant effect
predictor -VEP) no Ensembl 98 (https://www.ensembl.org/Sus_scrofa). No VEP foram
determinados os efeitos destes SNPs, obtendo as variantes estruturais em genes e a localizagédo
das variantes (MCLAREN et al., 2016) do Ensembl 98
(https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html). Posteriormente, a partir destas
informacdes foram estendidas 150 kb dowstream e upstream (Regido com 300 kb de extensdo)
de cada variante significativa, para verificar a presenca de genes proximos (HERMAN-
IZYCKA; WLASNOWOLSKI; WILCZYNSKI, 2017). Genes distribuidos nestas regides de
300 kb também foram anotados através da ferramenta BioMart (KINSELLA et al., 2011) do
Ensembl 98 (https://www.ensembl.org/Sus_scrofa). Para a analise de associagdo utilizando a
metodologia de marcadores multiplos, foi gerada uma extensédo de 50 kb dowstream e upstream
das regides (Regido de 100 kb de extensdo) utilizando como referéncia as regides geradas pelo


https://www.ensembl.org/info/docs/tools/vep/index.html
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script em perl desenvolvido na Embrapa Suinos e Aves. Essas regides foram utilizadas para
anotacdo génica utilizando o BioMart (KINSELLA et al., 2011) do Ensembl 98
(https://www.ensembl.org/Sus_scrofa).

A analise de agrupamento funcional dos genes encontrados nestas regides foi realizada
inicialmente através do enriquecimento funcional e da andlise das ontologias génicas (Gene
Ontology — GO), através do base de dados DAVID (Database for Annotation, Visualization
and Integrated Discovery), versdo 6.8 (https://david.ncifcrf.gov/), disponibilizando os
respectivos processos biologicos (Biological processes - BP). O resultado das anotacfes
funcionais advindos do DAVID, como os processos bioldgicos, as ontologias génicas (GO) e
os p-values, foram submetidos a analise de agrupamento no REViGO (Reduce + Visualize Gene
Ontology) (http://revigo.irb.hr), organizando os processos bioldgicos ligados aos genes em
forma de treemaps (SUPEK et al., 2011). Os parametros utilizados para a formacdo dos
treemaps foram: similaridade permitida = 0,7 (Média); p-valores; banco de dados da espécie

suina e medida de similaridade semantica SimRel.

2.2.6 Anadlise de Redes de Interacdo Proteina-Proteina (PPI)

A andlise de rede génicas foi realizada utilizando-se a ferramenta STRING
(db.org/cgi/about.pl?footer_active_subpage=references), que busca informacdes de banco de
dados e indica genes e suas interaces (ZHOU et al., 2019). Para aumentar a possibilidade de
encontrar mais interacdes entre os genes, foi permitida a associacao de até 5 genes distintos dos
genes encontrados nos resultados das anélises de associagdo, limitados a espécie “Sus scrofa”,
considerando as regides estendidas para a analise de associacdo. Além disso, também foi
realizado o enriquecimento funcional dos genes com o programa NetworkAnalyst 3.0 (ZHOU
et al., 2019). A plataforma InnateDB (http://www.innatedb.com) foi utilizada para gerar a
interacdo entre genes (BREUER et al., 2013). Para verificar os genes diferentes e semelhantes
entre os dados advindos da anélise utilizando um Unico marcador e multiplos marcadores, foi
utilizada a ferramenta InteractiVenn (HEBERLE et al., 2015).


https://david.ncifcrf.gov/
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2.3 RESULTADOS
2.3.1 Controle de Qualidade para a Anélise de Unico Marcador

Na analise de call rate e de heterozigosidade nenhuma amostra foi removida. Duas
amostras foram removidas por apresentaram IBD > 98% e 37 amostras foram removidas pelo
critério de estratificagdo populacional (Tabelal). Apo6s o término da analise do controle de
qualidade das amostras, foram descartadas no total 39 amostras, permanecendo 286 animais,

sendo 146 machos (34 casos e 112 controles) e 140 fémeas (49 casos e 91 controles), com um

total de 83 casos e 203 controles.

Tabela 1 — Amostras removidas pelos critérios de controle de qualidade de machos e fémeas dentro
dos grupos caso e controles.

N° total de N° de N° de N° de N° de
amostras amostras amostras  amostras amostras
machos fémeas machos fémeas
€asos €asos controles controles
Total de amostras 325 36 56 129 104
iniciais
Call rate 0 0 0 0 0
Heterozigosidade 0 0 0 0 0
IBD 2 0 0 2 0
Estratificacdo 37 2 7 15 13
Amostras 39 2 7 17 13
removidas totais
Total de amostras 286 34 49 112 91
apos CQ

CQ: Controle de qualidade.

No controle de qualidade dos SNPs, conforme os critérios aplicados, 1.288 e 1.030
SNPs foram removidos por ndo passarem nos critérios de call rate e MAF, respectivamente.
Desta maneira, ap6s a concluséo do controle de qualidade dos SNPs, foram descartados no total

2.318 SNPs, permanecendo 48.385 SNPs dos 50.703 iniciais.
2.3.2  Analise de Associacido Gendmica Utilizando a Metodologia de Unico Marcador

Para verificar o ajuste do modelo adotado nas analises, foi realizada a plotagem de um
gréfico de probabilidade Quantil (Q-Q plot) (Figura 2) onde se pode verificar a ndo ocorréncia

da formacdo de subestrutura da populacéo entre as amostras.
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Figura 2 - Grafico de probabilidade Quantil-Quantil (Q-Q plot).
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Vvalores de -log (p-valor) esperado em relagéo ao observado para a caracteristica de hérnia umbilical
em suinos.

Os valores observados estdo distribuidos uniformemente sobre quase toda a diagonal
(hipétese de nulidade) com o valor de Lambda (A) igual a 1,0682 muito proximo ao valor de
referéncia 1,0. Além disso, ao final da curva, nota-se um desvio dos valores observados em
relacdo aos esperados, indicando a existéncia de associacdo entre marcadores e a HU. Na
sequéncia, os resultados da andlise de associa¢do gendmica com a hérnia umbilical em suinos
hibridos sdo apresentados na Figura 3.

Mediante analise de GWAS, foi verificada a ocorréncia de dois SNPs altamente
significativos pelo método de Bonferroni (6,384x107), considerando o nivel de significancia
moderada (5x107°), foram identificados trés SNPs significativos e com significancia sugestiva
(1,277x104), mais cinco SNPs foram identificados (Tabela 2).
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Figura 3 - Grafico de Manhattan com resultados da analise de associacdo genémica com Unico
marcador, em ordem sequencial por cromossomo, para hérnia umbilical em suinos hibridos.
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= SignificAncia sugestiva (Bonferroni): 1,277x104(1/7.832).
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Quando avaliados os 10 SNPs oriundos da analise com um Gnico marcador, 7 destes
foram encontrados proximos a genes, perfazendo um total de 8 genes candidatos relacionados
a hérnia umbilical nessas regides (Tabela 2). O gene KCNS3 (Potassium voltage-gated channel
modifier) e um ainda ndo caracterizado (ENSSSCG00000047121) foram encontrados no SSC3,
ambos proximos do SNP rs338601989, ja no SSC4 foi encontrado o gene RIPK2 (Receptor
interacting serine/threonine kinase 2) proximo ao SNP rs80895706, estes SNPs citados
apresentaram-se altamente associados (P < 6,384 x 10°) a hérnia umbilical. Ainda no SSC4 foi
observado dois genes préximos a SNPs de sugestiva significancia, sendo eles o BCL9 (BCL9
transcription coactivator) e WARS2 (Triptofanil RNAt sintetase 2 mitocondrial). Dois genes
em regido sugestiva foram encontrados no SSC13, sendo eles o gene THRB (Thyroid hormone
receptor beta) e ROBO2 (Roundabout guidance receptor 2). No cromossomo sexual foi
encontrado o gene CD99L2 (CD99 molecule like 2) também em regido sugestiva. Quando
considerada a regido de 150 upstream e 150 dowstream em relagdo aos SNPs significativos,
foram encontrados 37 genes, dos quais apenas 23 estavam anotados no genoma suino (Tabela
3).
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Tabela 2 - SNPs significativos para hérnia umbilical em suinos hibridos, identificados na analise de marcadores
Unicos.

Chr Posi¢do em ID SNP AI_eIo p-valor Sig Gene Loc
pb variante
KCNS3 Upstream

3 119.994.088 rs338601989 A/C  2,52x 106 Alta ENSSSCG00000047121 Dowstream
4 47.044.201 rs80895706 A/C  9,73x 108 Alta RIPK2 intron

4 99.981.776 rs344348324 AI/G 6,78 x 10° Baixa BCL9 intron

4 101.887.188 rs334706328 A/G  553x10° Baixa WARS2 Dowstream

6 10.727 rs81337222 G/T  2,14x10° Moderada - Intergénica
11 33.903.831 rs80813241 A/G  1,15x10° Moderada - Intergénica
13 11.126.421 rs340738255 G/A  1,20x 10* Baixa THRB intron
13 178.935.022 rs337360700 T/C  6,81x10°  Baixa ROBO2 intron
15 35108861 90880633 A/G  4,74x10° Moderada - Intergénica
X 122.518.025 rs81258181 CIT 1,23 x 10* Baixa CD99L2 intron

Valor de p para a associagdo sugestiva = 1,277x10* (1/7.832), associagcdo moderada = 5x10° e associacdo alta
6,384x10° (0.05/7.832).

Quando avaliados os 10 SNPs oriundos da analise com um Gnico marcador, 7 destes
foram encontrados proximos a genes, perfazendo um total de 8 genes candidatos relacionados
a hérnia umbilical nessas regides (Tabela 2). O gene KCNS3 (Potassium voltage-gated channel
modifier) e um ainda ndo caracterizado (ENSSSCG00000047121) foram encontrados no SSC3,
ambos proximos do SNP rs338601989, ja no SSC4 foi encontrado o gene RIPK2 (Receptor
interacting serine/threonine kinase 2) proximo ao SNP rs80895706, estes SNPs citados
apresentaram-se altamente associados (P < 6,384 x 10°) a hérnia umbilical. Ainda no SSC4 foi
observado dois genes proximos a SNPs de sugestiva significancia, sendo eles o BCL9 (BCL9
transcription coactivator) e WARS2 (Triptofanil RNAt sintetase 2 mitocondrial). Dois genes
em regido sugestiva foram encontrados no SSC13, sendo eles o gene THRB (Thyroid hormone
receptor beta) e ROBO2 (Roundabout guidance receptor 2). No cromossomo sexual foi
encontrado o gene CD99L2 (CD99 molecule like 2) também em regido sugestiva. Quando
considerada a regido de 150 upstream e 150 dowstream em relacdo aos SNPs significativos,
foram encontrados 37 genes, dos quais apenas 23 estavam anotados no genoma suino (Tabela
3).



Tabela 3- Genes observados nas regides associadas a hérnia umbilical em suinos pela metodologia de marcadores

Unicos.
ID SNP Chr Pos da regido em pb Anotacdo Ensembl Gene
ENSSSCG00000031905 KCNS3*
ENSSSCG00000047121 ENSSSCG00000047121*
ENSSSCG00000040752 ENSSSCG00000040752
rs338601989 3 119.844.088 — 120.144.088 ENSSSCG00000026538 MSGN1
ENSSSCG00000047252 ENSSSCG00000047252
ENSSSCG00000008613 GEN1
ENSSSCG00000008614 SMC6
ENSSSCG00000006127 NBN
rsg80895706 4  46.894.201 —47.194.201 ENSSSCG00000021184 OSGINZ
ENSSSCG00000024096 RIPK2*
ENSSSCG00000050986 ENSSSCG00000050986
ENSSSCG00000006696 GJA5
rs344348324 4  99.831.776 — 100.131.776 ENSSSCG00000006697 ACP6
ENSSSCG00000006698 BCL9*
ENSSSCG00000006720 HAO2
rs334706328 4 101.737.187 — 102.037.187 ENSSSCG00000027153 WARS2*
ENSSSCG00000006725 ENSSSCG00000006725
ENSSSCG00000047181 ENSSSCG00000047181
ENSSSCG00000026662 PRDM7
ENSSSCG00000002633 GAS8
rs81337222 6 0-160.726 ENSSSCG00000029761 ENSSSCG00000029761
ENSSSCG00000042740 ENSSSCG00000042740
ENSSSCG00000002637 DBNDD1
ENSSSCG00000002640 DEF8
180813241 11  33.175.052 _ 33.475.052 ENSSSCG00000041240 ENSSSCG00000041240
ENSSSCG00000041286 ENSSSCG00000041286
rs340738255 13  10.976.421 -11.276.421 ENSSSCG00000036033 THRB*
rs3373607000 13 178.785.021 —179.085.021 ENSSSCG00000012002 ROBO2*
ENSSSCG00000015748 CSMD1
ENSSSCG00000046992 ENSSSCG00000046992
rs80880633 15 34.958.861 —35.258.861 ENSSSCG00000043206 ENSSSCG00000043206
ENSSSCG00000041555 ENSSSCG00000041555
ENSSSCG00000041369 ENSSSCG00000041369
ENSSSCG00000012742 MTM1
rs81258181 X 122.368.025 — 122.668.025 ENSSSCG00000012743 MTMR1
ENSSSCG00000012744 CD99L2*
ENSSSCG00000035908 HMGB3

1Genes marcados com * sdo os identificados bem préximo aos SNPs associados.



51

2.3.3 Anadlise de Enriquecimento Funcional para os Genes ldentificados pela Metodologia de
Unico Marcador

Nas andlises de ontologias génicas utilizando o DAVID com os 23 genes associados
com a anomalia, foram encontrados 18 processos biologicos (BP), sendo os principais estao
relacionados a modificacdo lipidica, desenvolvimento de tecido muscular estriado,
desenvolvimento de tecido muscular, desfosforilacdo do fosfatidilinositol, desfosforilacdo
fosfolipidica, processo metabolico do fosfatidilinositol, desenvolvimento de tecidos,
desenvolvimento de tecido muscular esquelético, desenvolvimento de drgdos musculares
esqueléticos, processo metabdlico lipidico celular e crescimento (Tabela 4). Os genes
identificados na analise de associacdo podem estar relacionados com processos ligados ao
desenvolvimento da musculatura esquelética e até mesmo a fatores relacionados com a
cicatrizagdo, como proteinas pertencentes a matriz extracelular e ao sistema inflamatorio, que
podem estar relacionados a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos. Para visualizacdo das
principais fungdes, os BP foram agrupados com o REViIGO em cinco macroprocessos, sendo
eles: resolution of recombination intermediates, lipid modification, striated muscle tissue

development, single organism process e growth (Figura 4).

Tabela 4 - Enriquecimento funcional para processos bioldgicos dos genes encontrados pelo método de Unico
marcador.

Grupo Gene
Modificacdo lipidica HAO2, MTM1, MTMR1
Resolucdo de intermediarios de recombinacdo GENL, SMC6

Recombinacdo mitotica

Desenvolvimento do tecido muscular estriado
Desenvolvimento do tecido muscular

BCL9, GJA5, MTM1

Desfosforilagdo do fosfatidilinositol
Desfosforilagdo fosfolipidica

MTM1, MTMR1

Processos organismos simples

HAO2, OSGIN2, GJA5, MSGN1, WARS2, ACP6,
GAS8, BCL9, DEF8, GEN1, SMC6, MTML1,
MTMR1

Regulacdo da segregacdo cromossdmica
Reparo de quebra de fita dupla por meio de
recombinagdo homoéloga
Reparo recombinacional

GEN1, SMC6

Processo celular de organismo simples

WARS2, ACP6, OSGINZ2, BCL9, GAS8, HAO?2,
DEF8, GJA5, GEN1, SMC6, MTM1, MTMR1

Processo metabdlico do fosfatidilinositol
Desenvolvimento de tecidos
Desenvolvimento de tecido muscular esquelético
Desenvolvimento de 6rgdos musculares
esqueléticos

BCL9, MTM1

Processo metabdlico lipidico celular

HAO2, MTM1, MTMR1

Crescimento

MTM1, BCL9, MTMR1
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Figura 4 — TreeMap com os processos hioldgicos associados a genes relacionados a hérnia umbilical, através da
metodologia de Unico marcador.

Na rede de genes gerada pelo STRING, alimentada por informacdes de dados de
enriquecimento funcional, observou-se a ocorréncia de quatro grupos de genes (Clusters),
agrupando 15 genes encontrados no estudo que abrangem os BP ligados a angiogénese,
fosforilacdo de proteinas na modificacdo pds-traducional, proliferacdo celular, combate
inflamatorio, estabilidade e maturacdo do tecido muscular. Dentro desses clusters, salienta-se
a presenca de dois grupos que apresentaram maior interacdo demonstrada pelo maior nimero
de linhas que conecta os genes indicando maior for¢a de interacdo génica. Entre estes se
encontram os genes BCL9, SMC6 e GEN1 (Figura 5). Os clusters agruparam os genes WARS2,
TBX15, GJA5, BCL9, ACP6 e RIPK2 em um grupo de genes associados ao desenvolvimento
de hérnia umbilical em suinos. PRDM9, GAS8 e DEF8 formaram o segundo cluster, CD99L2
e MTMR1 o terceiro cluster, e o quarto cluster foi formado pelos genes MSGN1, SMC6, GEN1
e NBN. Além destes genes agrupados que eram da prdpria analise, mais 5 genes (de cor cinza)
foram acrescentados advindos de banco de dados do STRING e foram vinculados aos grupos
de genes ja existentes.

A analise de enriquecimento através do NetworkAnalyst mostrou uma rede montada
com base no conjunto de interagdes, dividindo a rede em unidades densamente conectadas,
permitindo a identificacdo de genes que se mostraram com maior atividade devido a maior

interacdo. Estes genes encontram-se destacados nos locais de adensamento de genes (Figura 6).
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Figura 5 — Rede de interacdes de proteinas construida com o STRING utilizando os genes obtidos
a partir da analise de associagdo com nico marcador relacionados a hérnia umbilical em suinos.
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ICirculos: representam as proteinas. Os coloridos indicam os genes fornecidos na analise e os
cinzas, 0s genes que interagiram com 0s genes propostos, mas ndo foram encontrados no estudo.
2Linhas: indicam a interacdo entre os genes e a cor da linha o tipo de evidéncia usado nas
predicBes de associacdo. A cor azul claro indica a evidéncia de base de dados curada, a rosa
evidéncia experimental, a verde de genes na vizinhanga, a vermelha de fuséo génica, azul escuro
co-ocorréncia génica, verde claro de mineragdo textual, preto co-expressdo génica e cinza
homologia proteica.

Os genes centralizados nas redes demonstram importantes ligagdes para o
desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos, quando representadas suas fungdes biologicas.
Destacam-se, ao total, 11 genes como centrais dessas unidades de densidade, sendo que estes
genes apresentam uma ordem de relevancia através das suas conectividades. Os genes RIPK2,
THRB e HMGB3 apresentaram-se como genes nucleos e de grande importancia devido a sua
maior conectividade. Os demais genes que também apresentaram notoriedade devido a sua
conectividade foram SMC6, BCL9, MTM1, KCNS3, OSGIN2, DEF8, GEN1 e CD99L2,
mostrando grande importancia funcional para o desenvolvimento de hérnia umbilical em

suinos.
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Figura 6 — Rede de interacdo génica construida com o software NetworkAnalyst 3.0 com o0s
genes associados com a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos pelo método de Unico
marcador.
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10 grau de relagdo dos genes inicia com a cor verde escuro, representando 0s genes centrais com
uma maior relacdo a outros genes. Os tons de verde ficam mais claros conforme vai diminuindo
o nimero de ligagBes desses genes, e comega tons claros da cor rosa até o rosa mais escuro, que
indica nenhuma relacéo a outros genes.

2.3.4 Controle de Qualidade para a Analise de Multiplos Marcadores

No controle de qualidade da analise de multiplos marcadores, inicialmente foram
removidos 1.974 SNPs distribuidos nos cromossomos sexuais e 4.915 SNPs que ainda nao
foram localizados no mapa 11.1 do genoma suino. Posteriormente, foi aplicado o controle de

gualidade amostral utilizando os mesmos parametros usados para 0 QC com Unico marcador,
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obtendo 0s mesmos resultados descritos na Tabela 1. Na andlise do controle de qualidade dos
SNPs, foram removidos 977 SNPs com call rate < 98%, 807 SNPs que apresentaram MAF <
5% e 12 SNPs que se encontravam com a mesma localizacdo no genoma, excluindo-se o SNP
com menor MAF. Foram também removidos 2.118 SNPs ndo inferidos pela imputagéo
realizada através do software FImpute (SARGOLZAEI; CHESNAIS; SCHENKEL, 2014).
Desta maneira, ao final da aplicacdo dos critérios do controle de qualidade foram
removidos 10.803 SNPs do total de 50.703 SNPs que se apresentavam antes do controle de
qualidade. Assim, 39.900 SNPs restantes foram utilizados nas analises de marcadores

maltiplos, utilizando somente os SNPs mapeados (Tabela 5).

Tabela 5 - Namero de SNPs removidos pelos critérios utilizados no controle de qualidade.

N° de SNPs
Total de SNPs iniciais 50.703
Cromossomos sexuais 1.974
SNPs ndo mapeados 4.915
Call rate 977
MAF 807
SNPs com as mesmas posi¢des 12
SNPs néo inferidos pela 2.118
imputacdo
SNPs removidas totais 10.803
Total de SNPs restantes 39.900

2.3.5 Anadlise de Associacdo Gendmica Utilizando a Metodologia de Mdltiplos Marcadores

Os resultados de GWAS com multiplos marcadores podem ser observados na Figura
7. No total, 401 SNPs foram associados a hérnia umbilical. Destes, 37 foram altamente
significativos, 204 associados moderadamente e 160 SNPs tiveram associacdo sugestiva.
Considerando apenas SNPs com alta e moderada significancia, 51 regides foram formadas
utilizando-se algoritmo “in house”, das quais 3 regides foram altamente significativas e 44
moderadas. Outras 4 regides apresentaram significancias altas e moderadas concomitantemente
(Anexo C). Nessas regi0es, 188 transcritos foram localizados, sendo 116 transcritos com

conhecimento biologico (Anexo D).
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Figura 7 - Gréfico de Manhattan com resultados da analise de associacdo gendmica com marcadores
multiplos, em ordem sequencial por cromossomo, para hérnia umbilical em suinos hibridos.
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Pode-se observar que os cromossomos 4, 5, 13 e 15 foram fortemente associados a
hérnia umbilical pela analise de associagdo com marcadores multiplos (Figura 7). Nestas
regibes com maior notabilidade, os principais genes observados no SSC4 foram SHC1 (SHC
Adaptor Protein 1), RBM8A (RNA Binding Motif Protein 8A), PIAS3 (Protein Inhibitor Of
Activated STAT 3), GJA5 (Gap Junction Protein Alpha 5), ACP6 (Acid Phosphatase 6,
Lysophosphatidic), BCL9 (BCL9 Transcription Coactivator), WARS2 (Tryptophanyl TRNA
Synthetase 2, Mitochondrial), TSPAN2 (Tetraspanin 2) e TRIM33 (Tripartite Motif Containing
33), no SSC5 os genes RANGAP1 (Ran GTPase Activating Protein 1), EP300 (E1A Binding
Protein P300), ATF4 (Activating Transcription Factor 4), CCT2 (Chaperonin Containing
TCP1 Subunit 2) e TNFRSF1A (TNF Receptor Superfamily Member 1A), no SSC13 o gene
EIF1B (Eukaryotic Translation Initiation Factor 1B) e no SSC15 o gene MSTN (Myostatin)
(Anexo D).

2.3.6 Analise de Enriquecimento Funcional para os Genes Identificados pela Metodologia de

Mdltiplos Marcadores

Para a realizacdo do enriquecimento funcional dos genes através da base de dados
DAVID, do total de 738 genes, sendo 643 genes distribuidos em regides sugestivas, foram
utilizados 95 genes advindos das regides com SNPs de alta e moderada significancia (Tabela
6).
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Tabela 6 - Enriquecimento funcional para processos bioldgicos dos genes encontrados pelo método de maltiplos

marcadores.

Grupo

Genes

Processo metabdlico de molécula pequena

DCTD, INPP1, TNFRSF1A, CYP24Al, WARS2,
ENTPD3, PMVK, FLAD1, LPIN1, SLC25A17,
TPH2, AMPD1

Desenvolvimento de tecido muscular estriado
Desenvolvimento do tecido muscular

EYA2, EP300, MSTN, GJA5, BCL9

Processo metabdlico de composto ciclico
organico

NCBP1, CYP24A1, PDGFA, WARS2, CCT2,
PMVK, SYCP1, TNFRSF1A, RBM8A, ENTPD3,
PMS1, BCLY, ELP4, DCTD, L3MBTL2, MSTN,
POLR3C, LPIN1, AMPD1, XPA, ATF4, EYA2,

EP300, FLAD1, TPH2

Processo metabolico de compostos nitrogenados
celulares

NCBP1, PDGFA, CCT2, WARS2, SYCP1,
TNFRSF1A, RBM8A, ENTPD3, PMS1, BCL9,
ELP4, DCTD, TRHDE, L3MBTL2, MSTN,
EIF1B, POLR3C, LPIN1, AMPD1, XPA, ATF4,
EYA2, EP300, FLAD1, TPH2, SLC25A17

Via de sinalizacdo apoptdtica intrinseca em
resposta a danos no DNA

TNFRSF1A, XPA, EP300

Processo metabdlico de composto de nitrogénio

NCBP1, PDGFA, CCT2, WARS2, SYCP1,
TNFRSF1A, RBM8A, ITIH5, ENTPD3, PMS1,
BCL9, ELP4, DCTD, TRHDE, L3MBTL2, MSTN,
EIF1B, POLR3C, LPIN1, AMPD1, XPA, ATF4,
EYA2, EP300, FLAD1, TPH2, SLC25A17

Exocitose regulada por ions célcio

CACNALI, SYT13, SYT6

Processo metabdlico de heterociclo
Processo metabolico de compostos aromaticos
celulares

ELP4, DCTD, NCBP1, L3MBTL2, PDGFA,
MSTN, CCT2, WARS2, POLR3C, SYCP1, LPIN1,
AMPD1, XPA, TNFRSF1A, ATF4, EP300, EYAZ2,
RBMS8A, ENTPD3, FLAD1, PMS1, TPH2, BCL9

Via de sinalizagdo da proteina tirosina quinase do
receptor transmembranar

RNF115, PDGFA, MSTN, SHC1, FRS2

Processo metabdlico de organofosfato

DCTD, INPP1, PDGFA, ENTPD3, PMVK,
FLAD1, AMPD1

Regulacéo positiva da transcricdo do promotor de
RNA polimerase 1l envolvido na resposta celular
a estimulos quimicos

ATF4, EP300

Regulacéo positiva do processo metabolico
composto contendo nucleobase

TNFRSF1A, ATF4, EYA2, EP300, PDGFA,
MSTN, CCT2, LPIN1, BCL9

Processo metabolico composto contendo
nucleobase

ELP4, DCTD, NCBP1, L3MBTL2, PDGFA,
MSTN, CCT2, WARS2, POLR3C, SYCP1, LPIN1,
AMPD1, XPA, TNFRSF1A, ATF4, EP300, EYAZ2,

RBMS8A, ENTPD3, FLAD1, PMS1, BCL9

Processo metabolico do composto hidroxi
orgénico

INPP1, CYP24A1, PMVK, TPH2

Resposta celular ao estimulo de dano ao DNA

TNFRSF1A, XPA, EYA2, EP300, SYCP1, PMS1

Desenvolvimento de tecido muscular esquelético
Desenvolvimento de 6rgdos musculares
esqueléticos

EP300, MSTN, BCL9

Localizacdo de RNA

NCBP1, RBM8A, CCT2

Regulacdo positiva do processo metaholico de
compostos nitrogenados

TNFRSF1A, ATF4, EYA2, EP300, PDGFA,
MSTN, CCT2, LPIN1, BCL9

Fertilizacdo SPEF2, CCT2, SYT6
Despolarizagéo da ms;nl;ggga durante o potencial CACNALIL GJAS

Via de sinalizacdo apoptética

TNFRSF1A, XPA, EYA2, EP300, SCG2

Exocitose de neurotransmissor regulada por ions
de célcio

SYT13, SYT6
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Foram encontrados 25 BP ao total, se destacando o desenvolvimento de tecido
muscular estriado, desenvolvimento de tecido muscular, via de sinalizagdo apoptoética intrinseca
em resposta a danos no DNA, regulacdo positiva da transcricdo do promotor de RNA
polimerase Il envolvido na resposta celular a estimulos quimicos, desenvolvimento de tecido
muscular esquelético e desenvolvimento de ¢rgdo muscular esquelético, indicando a
importancia desses processos no desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos. Os 25 PB
foram agrupados em nove grandes grupos pelo REVIGO, divididos em macroprocessos que
atuam sobre os bioprocessos de organic cyclic compound metabolismo, membrane
depolarization during action potential, cellular response to DNA damage stimulus, RNA
localization, striated muscle tissue development, organic hidroxy compound metabolism,

fertilization, nitrogen compound metabolism e small molecule metabolismo (Figura 8).

Figura 8 — TreeMap com os processos biolégicos associados a genes relacionados a hérnia umbilical, através da
metodologia de multiplos marcadores.

Na rede de genes gerada pelo STRING, demonstrada na Figura 9, alimentada por
informagdes de dados de enriquecimento funcional, observou-se a ocorréncia de dois grandes
grupos de genes, além de duas redes com maior espessura de linhas, podendo indicar maior
forca de interacdo. Dentro destes dois grandes agrupamentos, alguns genes apresentaram
interacbes maiores, possivelmente por possuirem fungdes semelhantes ou por apresentarem
dependéncia entre si. Estes genes podem ser observados pelo maior nimero de linhas de
interacdo proteina-proteina formando outros subgrupos. Dentre os subgrupos com mais
interacdes destacam-se o primeiro formado pelos genes CCT2, CCT4, CCT5e CCTS8, o segundo
pelos genes SHC1, GRB2 e FHS2, e o terceiro subgrupo pelos genes NCBPL, SNRPF e RBMBA.
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Este dltimo agrupou também em seu subgrupo genes do banco de dados externo, nédo
provenientes dos nossos resultados, mas enriquecidos na analise com o STRING, sendo eles:
SNRPC, SNRPE, SNRPD1, SNRPG e SNRPD3. Outros genes foram importantes
funcionalmente, porém, ndo formaram grupos, podendo demonstrar tal importancia por

influéncia do tipo de interagéo entre 0s genes.

Figura 9 — Rede de interacdes de proteinas construida com o STRING utilizando os genes obtidos a partir da
analise de associacdo com multiplos marcadores relacionados a hérnia umbilical em suinos.

ICirculos: representam as proteinas. Os coloridos indicam os genes fornecidos na analise e os cinzas, 0s genes que
interagiram com os genes propostos, mas ndo foram encontrados no estudo.

2Linhas: indicam a interagdo entre os genes e a cor da linha o tipo de evidéncia usado nas predigdes de associagao.
A cor azul claro indica a evidéncia de base de dados curada, a rosa evidéncia experimental, a verde de genes na
vizinhanca, a vermelha de fusdo génica, azul escuro co-ocorréncia génica, verde claro de mineragéo textual, preto
co-expressao génica e cinza homologia proteica.

A andlise de enriquecimento através do programa NetworkAnalyst mostrou varias
regibes com adensamento de genes, permitindo a identificacdo de 13 genes com maior
interacdo, apresentando-se no ndcleo do adensamento de genes (Figura 10). Seguindo a ordem
de relevancia devido ao nimero de conectividade com os demais genes, destacaram-se EP300,
TNFRSF1A, SHC1, EIF1B, CCT2, TRIM33, ATF4, PIAS3, UBC, ST13, NCBP1, RBM8A e

RANGAP1, respectivamente, da maior para a menor conectividade (Figura 10). Ainda,
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destacam-se 0s genes que apresentaram grande notabilidade devido as suas respectivas
conectividades, na seguinte ordem: EP300, CCT2, SHC1, TNFRSF1A, EIF1B, RANGAP1,
ATF4, TRIM33, NCBP1, RBM8A e PIAS3. Além destes genes com maior conectividade, devido
ao grande numero de genes associados a hérnia umbilical pela metodologia de multiplos
marcadores, 0s demais genes adensados nas varias redes também podem estar relacionados ao

aparecimento dessa anomalia em suinos.

Figura 10 — Rede de interacdo génica construida com o software NetworkAnalyst 3.0 com os genes
associados com a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos pelo método de Unico marcador.
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0 grau de relagdo dos genes inicia com a cor verde escuro, representando 0s genes centrais com
uma maior relacdo a outros genes. Os tons de verde ficam mais claros conforme vai diminuindo o
namero de ligacBes desses genes, e comega tons claros da cor rosa até o rosa mais escuro, que indica
nenhuma relacdo a outros genes.

Na analise de associacdo utilizando a metodologia de maltiplos marcadores, 13 genes
foram diagnosticados como importantes posicionalmente e funcionalmente. Foram encontrados
com maior notabilidade os genes EP300, MSTN, EYA, ATF4, NCBP1, RBM8A, CCT2, SHC1,
RANGAP1, TRIM33, PIAS3, TNFRSF1A e E1F1B. Observa-se que o gene CCT2 estad
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localizado em uma regido de alta significancia, e os genes RBM8A, PIAS3, TRIM33 e EIF1B
em regides de alta e moderada significancia, podendo ser genes de elevada influéncia para o

desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos.

2.3.7 Semelhancas Encontradas entre as Metodologias de Associagio com Unico e Multiplos

Marcadores

Alguns dos resultados foram similares entre as duas metodologias (Unico e multiplos
marcadores), em particular 5 genes especificos podem ser destacados (Figura 11), localizados
a aproximadamente 100 Mb no SSC4 (Tabela 3 e 4, Anexo D). Os genes mencionados foram
GJA5, ACP6, BCL9, WARS2 e ENSSSCG00000006725 (sem conhecimento bioldgico), todos
estes localizados em regides com associagdo sugestiva pela analise de associacdo genémica por
um Unico marcador. Porém, na analise de associacdo utilizando multiplos marcadores os genes
GJA5, ACP6 e BCL9 encontraram-se em uma regido com alta e moderada significancia, e
WARS2 e ENSSSCG00000006725 em uma regido com alta associacdo a hérnia umbilical em

suinos (Anexo D).

Figura 11 — Diagrama de Venn com o conjunto de genes prospectados advindos das andlises de associacdo
utilizando as metodologias de Unico e multiplos marcadores.

Metodologia utilizando tinico marcador Metodologia utilizando muiltiplos marcadores
(40 genes) (196 genes)
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Figura 12 — Rede de interacGes de proteinas construida com o STRING utilizando os genes obtidos a partir das

analises de associacao de Unico e multiplos marcadores relacionados a hérnia umbilical em suinos.
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ICirculos: representam as proteinas. Os coloridos indicam os genes fornecidos na anélise e os cinzas, 0s genes que
interagiram com os genes propostos, mas ndo foram encontrados no estudo.

2Linhas: indicam a interagdo entre os genes e a cor da linha o tipo de evidéncia usado nas predigfes de associacéo.
A cor azul claro indica a evidéncia de base de dados curada, a rosa evidéncia experimental, a verde de genes na
vizinhanca, a vermelha de fusdo génica, azul escuro co-ocorréncia génica, verde claro de mineracéo textual, preto
co-expressao génica e cinza homologia proteica.
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Por fim, observa-se na Figura 12 a rede de associagéo do enriquecimento funcional
construida com o STRING. Foram utilizados os genes das regides de 300 kb da anélise de
associacdo realizada pelo método de Unico marcador, e 0s genes encontrados nas regides com
SNPs de alta e moderada significancia observados no método de multiplos marcadores. Neste

agrupamento foi possivel detectar seis agrupamentos de genes interligados por redes génicas.

2.4  DISCUSSAO

A hérnia umbilical em suinos pode ser desencadeada por disturbios no fechamento na
regido do coto umbilical, ou pela ligacdo entre a regido umbilical e o intestino (LI et al., 2019).
Esse fechamento incorreto, devido ao enfraquecimento muscular ao redor do umbigo, permite
a projecdo intestinal, resultante de processos como a apoptose e regeneracdo das células
musculares (GRINDFLEK et al., 2018; HAUERSLEYV et al., 2012). Sugere-se que a hérnia
umbilical também esteja associada a fraqueza do tecido conjuntivo, através de proteinas da
matriz extracelular, como o colageno e proteinas envolvidas no seu metabolismo
(HENRIKSEN et al., 2016). Assim como o colageno, outros componentes ndo celulares que
compde a matriz extracelular estdo presentes em todos os tecidos e 6rgaos, regulando muitos
processos celulares que podem influenciar o crescimento, migracdo, diferenciacao,
sobrevivéncia, homeostase e morfogénese (THEOCHARIS et al.,, 2016; FRANTZ;
STEWART; WEAVER, 2010). Tais fatores podem ser considerados participantes do
crescimento e regeneracdo do tecido muscular esquelético, além de atuarem em processos que
compde o sistema imune, embriogénese e respostas inflamatorias a lesdes e infeccGes
(BRAUN; GAUTEL, 2011; CHODOROWSKA; GLOWACKA; TOMCZYK, 2004).
Grindflek et al. (2018) destacam em seu trabalho que muitos dos processos supracitados foram
associados ao desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos, o que corrobora com 0s
resultados obtidos neste estudo.

Neste estudo, foi realizada a analise de associacdo genémica em suinos cruzados,
utilizando as metodologias de marcadores Unicos e multiplos, e a analise funcional para
identificar regides do genoma e, posteriormente, genes funcionais responsaveis pela
susceptibilidade a hérnia umbilical em suinos. Alguns resultados foram similares entre as duas
metodologias utilizadas, localizando um importante grupo de genes a aproximadamente 100
Mb no SSC4 (Tabela 2 e 3, Anexo D). Os genes destacados foram GJAS, ACP6 e BCL9, estes
que participam de processos bioldgicos da matriz extracelular e o gene WARS2, relacionado a
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PB envolvendo o sistema imune. Todos estes genes apresentaram-se na analise de associa¢do
por um unico marcador, proximos a SNPs com associa¢do sugestiva a hérnia umbilical em
suinos (Tabela 3 e 4), ja quando utilizada a metodologia de associacao por multiplos marcadores
0s genes GJA5, ACP6 e BCL9 encontraram-se em uma regido com alta e moderada associagéo,
e WARS2 apresentou-se em uma regido com alta associacdo a hérnia umbilical em suinos
(Anexo D), mostrando a importancia da utilizacdo associada das metodologias de associacdo
utilizando Unico e multiplos marcadores. Esses resultados, demonstram a grande importancia
destes genes, uma vez que foram confirmados por ambas as metodologias, enaltecendo a
associagao dos mesmos com o desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos.

Na analise de associacdo utilizando a metodologia de Unico marcador, 11 genes foram
descritos como importantes. Além dos quatro genes que também foram similares para a
metodologia de multiplos marcadores e ja descritos acima, foram encontrados os genes MTM1
(SSCX) e MTMR1 (SSCX) relacionados ao tecido muscular esquelético, KCNS3 (SSC3),
HMGB3 (SSCX), GEN1 (SSC3), OSGIN2 (SSC4), SMC6 (SSC3) e THRB (SSC13) associados
a processos da matriz extracelular e RIPK2 (SSC4), CD99L2 (SSCX) e DEF8 (SSC6) ao
sistema imunoldgico. Os SNPs rs338601989, rs80895706, rs340738255 e rs81258181,
encontraram-se  dispostos proximos aos genes, KCNS3, RIPK2, THRB e CD99L2,
respectivamente. Destaca-se a proximidade dos SNPs com alta significancia, rs338601989 a
KCNS3 e rs80895706 ao gene RIPK2, demonstrando sua relevancia posicional para a
ocorréncia de HU.

De forma a obter mais informac6es sobre a ocorréncia desde defeito congénito, foi
realizada a andlise de associacdo utilizando a metodologia de maltiplos marcadores, onde se
observou mais 13 genes importantes que ndo foram diagnosticados pela metodologia de Unico
marcador. Foram encontrados os genes MSTN e EYA2 relacionados ao tecido muscular
esquelético, os genes EP300, ATF4, NCBP1, RBM8A, CCT2, SHC1 e RANGAP1 relacionados
a matriz extracelular e os genes TRIM33, PIAS3, TNFRSF1A e E1F1B ao sistema imunoldgico.
Observa-se que 0os SNPs na regido 13 do SSC4 (rs339261815, rs321389839 e rs81380101)
estdo mapeados préximo ao gene TRIM33, na regido 18 no SSC5, os SNPs mapeados
apresentam alta significancia (rs345043801, rs80841312, rs80786392, rs80964888,
rs80989707, rs80837106 e rs80845463) e apresentaram-se proximos ao gene CCT2.

Desta maneira, pode-se verificar a importancia da utilizagédo destas duas metodologias
de GWAS, pois além de permitir a comparacdo de genes que se apresentaram tanto na
metodologia de Unico marcador quanto na de maultiplos marcadores, também foi possivel

identificar genes que ndo foram encontrados pela metodologia de Unico marcador, pela possivel
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causa de serem genes de menor efeito, mas que foram detectados pela metodologia de multiplos
marcadores (LEDUR; NAVARRO; PEREZ-ENCISO, 2009), de forma que uma metodologia
complemente a outra.

Referente aos genes encontrados na analise GWAS e usados na analise funcional, dos
18 e 25 processos bioldgicos observados, respectivamente para as metodologias de Unico e
multiplos marcadores, destacam-se 0s processos relacionados ao tecido muscular esquelético,
matriz extracelular e sistema imunologico. Desta forma, foi possivel observar genes com maior
relacdo aos PB relacionados a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos, na populagéo avaliada,

que serédo discutidos a seguir.

Desenvolvimento do tecido muscular

Um dos fatores fisioldgicos que desencadeiam hérnia umbilical em suinos é o
enfraquecimento dos musculos abdominais. O musculo da parede abdominal possui regides que
podem apresentar fraqueza muscular quando expostas a alta pressdo, pois sdo propensas a
fragilidade do tecido, permitindo assim a manifestacao de diversos tipos de hérnias, inclusive a
hérnia umbilical (MONSANG, 2014). As células do tecido muscular apresentam proteinas
citoesqueléticas estando estas predispostas a ocorréncias fisiologicas das células, como adesao,
distendimento, migracdo, reproducao, sinalizacéo, expressao génica e na sintese de secrecdo de
proteinas (PENNISI et al., 2011). No presente estudo, seis genes foram enriquecidos em BP
relacionados ao desenvolvimento esquelético (Tabela 4 e 5), sendo eles: MTM1, MTMR1,
EP300, MSTN, EYA2, ATF4 e ROBO2 (Tabela 2 e 4, Anexo D). Dois genes muito importantes
no estudo participam de processos fisioldgicos relacionados a matriz extracelular (MEC), o
BCL9 que atua na via de sinalizagdo Wnt/B-catenina (ZHANG et al., 2017b) e 0 GJA5 atuante
sobre as jun¢des gap, operando assim sobre processos pos-traducionais (BAI, 2014; SUN et al.,
2014). Estes dois genes foram enriquecidos também em BP envolvidos no desenvolvimento da
musculatura esquelética (Tabela 4). Estes resultados podem indicar que alteracbes no
desenvolvimento da musculatura esquelética estejam relacionadas a variagdes de proteinas que
compdem a MEC.

O gene MTML apresentou-se em destaque com grande conectividade com outros genes
(Figura 6). O mesmo integra a familia das fosfatases (RAESS et al., 2017) e possui algumas
proteinas relacionadas, como a MTMR1 que afeta a musculatura esquelética, desempenhando
papel importante na formacdo muscular (BUJ-BELLO, 2002). Foi observado que genes da

classe MTMs podem ndo atuar diretamente nas proteinas, mas desfosforilam os
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fosfoinositideos, que sdo lipidios agrupados em subdominios especificos da membrana celular,
com atuagdo em uma gama de processos celulares, incluindo sinalizagéo e organizacgéo celular
(DONG, 2010). Em humanos, uma mutacdo no gene MTML1 foi relacionada a ocorréncia de
miopatia centronuclear ligada ao X, devido a modificacéo irregular de fosfoinositida PI(3) em
P1(4) nos endossomos (KETEL et al., 2016). Ressalta-se que as miotubularinas contém
dominios funcionais que promovem interacBes proteina-proteina ou lipideo-proteina,
demonstrando que a falta do complexo miotubularina, responsavel pela estabilidade muscular,
pode gerar a fraqueza muscular (MCENTAGART et al., 2002), uma das causas para a
ocorréncia de hérnia umbilical. Adicionalmente, durante o processo de diferenciacdo das
celulas musculares, a expressdo do MTMRL1 é regulada através da ocorréncia do splicing
negativo sobre éxons especificos, com um significativo aumento dos niveis da isoforma C do
MRNA, e uma diminuicao das isoformas A e B do mRNA na fase adulta (BUJ-BELLO, 2002).
Observou-se que quando ocorreram outras formas de splicing alternativo do pré-RNA do
MTMR1, houve interferéncia na diferenciacdo celular em humanos, evidenciando a maturacéo
tardia nos tecidos musculares, resultando em problemas relacionados ao tecido muscular e até
mesmo a fraqueza muscular como observada em humanos (AMACK; MAHADEVAN, 2004,
LAPORTE et al., 2000). Diante das evidéncias, nota-se que os genes inclusos na classe MTMs
podem exercer influéncia sobre a estabilidade e maturacao tardia do tecido muscular (AMACK;
MAHADEVAN, 2004; KETEL et al., 2016), tornando-os possiveis candidatos a propensdo a
hérnias umbilicais em suinos. A atuacdo de fatores musculares sobre o desenvolvimento de
hérnia umbilical em suinos ja foi comprovada em estudo, destacando o gene CAP9 como
associado a fatores que contribuem com a estabilidade muscular da regido abdominal
interferindo na cicatrizacdo umbilical (L1 et al., 2019).

Além disto, os genes MTM1, EP300 e ATF4 atuam sobre as principais formas de
renovacao das células musculares, no sistema ubiquitina-proteassoma (UPS), atuando sobre 0s
fatores da autofagia, que garantem a manutencdo e resisténcia da fibra muscular
(GAVRIILIDIS et al., 2018). O gene MTM1 esta envolvido, ainda, na formag&o do complexo
MTM1-UBQLN2, que reconhece proteinas citoesqueléticas como a desmina e a vimentina
(Proteinas de filamentos intermediarios tipo I1l) e direciona a degradacdo de proteinas em
células eucaridticas via proteassoma (HJERPE et al., 2016). A degradagdo mediada pelo UPS
ocorre no reticulo endoplasmatico (ARAKI; NAGATA, 2011), sendo que o acumulo de
proteinas mal enoveladas no mesmo, que geralmente incluem elementos citoesqueléticos,

ocasiona disturbios musculares (HNIA et al., 2015).
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O gene EP300 regula a expressdo génica da histona acetiltransferase, podendo
adicionar grupos acetil a residuos de lisina em proteinas alvo de histonas e ndo histonas, para
protegé-los da protedlise mediada por ubiquitina (GRONROOS et al., 2002). Funcio
semelhante foi encontrada em ATF4, que atua na transcricdo dos genes envolvidos no
metabolismo de amino&cidos e na resisténcia ao estresse oxidativo mitocondrial (KILBERG et
al., 2012). Devido a esses mecanismos, 0 EP300 pode atuar nas vias do controle do crescimento
celular, reparo do DNA, diferenciacdo celular, apoptose e supressdo tumoral (TSAI et al.,
2011). O gene ATF4 pode agir através da expressao de genes citoprotetores especificos,
reprogramando o metabolismo celular através da sintese de principais metabolitos, da
antioxidacdo e da regulacdo da apoptose (DEY et al., 2012; QUIROS et al., 2017). Desta
maneira, como as células musculares possuem vida longa, podem ser mais acometidas pelo
estresse proteotoxico e oxidativo das células, observando também relacdes entre 0 MTML1 sobre
0 estresse proteotdxico e 0 EP300 e ATF4 sobre o estresse oxidativo nas células musculares, e
AMPDL sobre a atividade metabolica muscular afetando a resisténcia muscular (GOEBEL;
BLASCHEK, 2011; TSAl et al., 2011; KILBERG et al., 2012; BALCHIN; HAYER-HARTL;
HARTL, 2016).

O gene MSTN codifica a miostatina, que por sua vez atua sobre a familia do fator de
crescimento B e outros fatores de crescimento e diferenciagcdo celular da musculatura
esquelética (MCPHERRON; HUYNH; LEE, 2009; HU et al., 2013). A miostatina desempenha
funcBes importantes sobre o desenvolvimento embrionario e manutencdo da homeostase
tecidual em animais adultos, devido a funcbes regulatérias da miogénese e diminuicdo do
crescimento muscular (HICKFORD et al., 2010). A deficiéncia de miostatina em camundongos
esta associada a redugdo no tamanho e fraqueza de tend@es, os quais sao formados por colageno
e consistem na resisténcia do tecido (MENDIAS; BAKHURIN; FAULKNER, 2008). A
regulacdo da homeostase tecidual apresenta implicagdes sobre o desenvolvimento de hérnia
umbilical em suinos, uma vez que polimorfismos que se encontram em regides do gene MSTN
foram associados com a ocorréncia de hiper muscularidade, e que em humanos foi observada a
falta de gordura e extrema muscularidade, assim como a proeminéncia umbilical (PATNI;
GARG, 2015). Ressalta-se, por fim, que a renovacdo de coldgeno (Homeostase do tecido
conjuntivo) pode, portanto, estar intimamente relacionada a ocorréncia de hérnia umbilical em
humanos, quando este processo ndo é bem regulado (HENRIKSEN et al., 2015).

Para a funcionalidade do tecido musculoesquelético, é necessario a jungdo correta
entre tenddes e masculos, para isso € necessario que durante o desenvolvimento muscular a

fibrila muscular em crescimento se projete em direcdo aos tendbes (SCHEJTER; BAYLIES,
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2010). Em nosso trabalho foi observado o gene ROBO2 com funcges relacionadas as funcdes
de ligacdo de células musculares com os tenddes, a qual foi observada sua atuacéo deste gene
sobre as conexfes musculoesqueléticas em Drosophila através da via de sinalizacao Slit-Robo
(ORDAN; VOLK, 2015). Slit-Robo fornece condicdes para interac@es célula-célula e célula-
matriz, influenciando diretamente em muitos processos fisiologicos e patoldgicos (BLOCKUS,
CHEDOTAL, 2016). Este fragmento, o Slit encontra-se nas células dos tenddes e atua como
quimiorrefecedor para guiar a migracdo das células musculares durante o desenvolvimento
(ORDAN et al., 2015). Desta forma, foi observado que a principal fun¢do de ROBO2 quando
expresso nas celulas é tornar estavel o Slit existente nas células dos tenddes (ORDAN; VOLK,
2015). Também, ja foi possivel observar relatos que a via de sinalizagdo Slit-Robo possui
funcBes sobre a angiogénese, mediando a diafonia entre células cancerigenas e as células
endoteliais em humanos (WANG et al., 2003). Desta forma, ainda que as funcdes de Slit sejam
pouco conhecidas, podemos inferir que ha a influéncia na ocorréncia da hérnia umbilical em
suinos, devido a ocorréncia de homeostase muscular abdominal atraves dos fragmentos de Slit.

Embora ndo existam muitas informacdes sobre a relacdo com musculatura ou hérnia
umbilical em estudos de respostas aos danos no DNA (DDR), o gene EYA2 foi encontrado
altamente expresso em tecidos com regeneracao celular e, especialmente, em células-tronco
(SOUSOUNIS et al., 2020). Assim, este gene de fungdo muscular pode influenciar a ocorréncia
de hérnia umbilical, uma vez que ja foi relatado que outros genes, como o LIF, que atuam sobre
a regeneracdo celular ou inflamacéo no local da anomalia, fatores que por sua vez influenciam
na cicatrizacdo, um dos principais agentes envolvidos na ocorréncia do defeito
(CHODOROWSKA; GLOWACKA; TOMCZYK, 2003; GRINDFLEK et al., 2018). A
cicatrizacdo do umbigo é necessaria para que nao ocorra a hérnia, sendo necessario o reparo
celular, granulacédo e a remodelacdo de tecidos, através de componentes da MEC como fatores
de crescimento e citocinas (BIELEFELD; AMINI-NIK; ALMAN, 2013). Embora estudos de
DDR e regeneragéo celular ndo tenham sido associados com hérnia umbilical, nossos resultados

sugerem o envolvimento destes fatores na manifestacao desta anomalia em suinos.

Matriz extracelular

A MEC ¢ o material encontrado ao redor e entre as células, sendo altamente dinamico,
sofrendo remodelagdo continua e controlada (BONNANS; CHOU; WERB, 2014). Essa
estrutura é gerada durante os estagios embrionarios iniciais, persistem durante a vida, se

remodelando e sendo reparada em casos de lesGes e doencas (LU et al., 2011). A interacdo das
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células com a MEC é influenciada pela composi¢cdo quimica, estrutural e mecénica,
promovendo eventos celulares como a adesdo, proliferacdo, apoptose, crescimento,
diferenciacéo e sobrevivéncia celular, a fim de promover a homeostase mecanica (BONNANS;
CHOU; WERB, 2014; HUMPHREY; DUFRESNE; SCHWARTZ, 2014).

Alguns genes que apresentaram maior conectividade com outros genes associados a
hérnia umbilical foram relacionados a MEC nas andlises com ambas metodologias, de
marcadores Unicos e multiplos, sendo estes: BCL9, HMGB3, GJA5, ACP6, KCNS3, OSGIN2,
GEN1, SMC6, THRB, CCT2, SHC1, RANGAP1, NCBP1 e TSPAN2 (Figuras 6 e 10). Esses
genes podem estar associados com a susceptibilidade ao desenvolvimento de hérnia umbilical
em suinos por meio da influéncia da MEC.

Acredita-se que a MEC pode desempenhar funcdes sobre o desenvolvimento de hérnia
umbilical em suinos, uma vez que esta envolvida em processos bioldgicos como, resposta
inflamatoria, angiogénese, movimento celular, crescimento e proliferacdo celular e na
protedlise (GRINDFLEK et al., 2018; TORISEVA et al., 2012). Sabe-se que enzimas como a
lisil oxidase, que realizam modificacBes pos-traducionais em diversas moléculas (Colageno,
fibronectina, elastina e fibrilinas), formam liga¢cdes cruzadas intermoleculares e as proteinases,
que clivam ligacOes peptidicas, como as metaloproteinases da matriz (MMPs), também sdo
componentes da MEC (HUBMACHER; APTE, 2013). No entanto, a fosforilacdo de proteinas
€ uma das maneiras mais comuns de modificacdo poés-traducional, ativando ou inativando
enzimas. Os genes GJA5, ACP6, CCT2, SHC1 e OSGIN2 interagem fortemente entre si e podem
estar vinculados ao processo de modificacdo pos-traducional (HUNTER, 2012).

Dos genes com maior conectividade, o GJA5, BCL9 e ACP6 apresentaram maior
enriquecimento funcional em BP relacionados principalmente ao desenvolvimento do tecido
muscular. Estes genes estdo dispostos em um mesmo cluster em ambas as metodologias
adotadas neste estudo (Figuras 5 e 9), indicando que 0s mesmos possam apresentar interagoes
funcionais entre si. Esses genes destacam-se também por estarem associados a fosforilacdo de
proteinas na modificacdo pos-traducional, compondo a MEC (Tabela 4). O gene GJAS atua
sobre as juncdes gap, que sdo canais intercelulares formados por fosfoproteinas denominadas
conexinas (Cx40), permitindo a passagem de moléculas de até <1000 kDa nas células (BAlI,
2014; SUN et al., 2014). Sugere-se que as conexinas se tornem permeaveis quando submetidas
a alguns processos, como despolarizacdo prolongada da membrana celular, estresse mecanico
e alteragdes citoplasmaticas de Ca* (EVANS; DE VUYST; LEYBAERT, 2006). O gene ACP6
regula os niveis de fosfolipideos mitocondriais (LI et al., 2013), pertencendo ao grupo de acidos

lisofosfatidicos, que atuam sobre a proliferacdo, migracdo e sobrevivéncia celular devido a
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sinalizacdo extracelular de pelo menos seis receptores acoplados a proteina G das sete
transmembranas G existentes (GOTOH et al., 2012; LI et al., 2013; YUNG; STODDARD;
CHUN, 2014). O gene ACP6 também regula a atividade celular atraves da sinalizacao
intracelular, dividindo a mesma funcéo com o BCL9 que é um sinalizador celular através da via
Whnt/B-catenina (ZHANG et al., 2017b). Em Drosophila, o BCL9 mostrou-se necessario para a
ativacdo da sinalizagdo canonica de Wnt para a regeneracdo muscular (BRACK et al., 2009).
A via de sinalizacdo Wnt ndo candnica Wnt/Ca* é muito importante para o desenvolvimento
embrionario, uma vez que a sinalizacdo de Ca* esta totalmente ligada a formacdo da regido
ventral e dorsal do embrido, muito importante no caso da formacgdo de hérnia umbilical
(CRETON; KREILING; JAFFE, 2000). O gene GJA5 também participa desta mesma func&o,
pois possui a sugestivel sinalizacdo de Ca* celular através da formacdo das Cx40 (BAI, 2014;
SUN et al., 2014), podendo estar associado ao BCL9, uma vez que ambos atuam sobre a
sinalizacdo de Ca* celular. Outro gene envolvido em processos relacionados a regulacdo pos-
traducional, que compde a MEC e apresenta funcdes relacionadas ao Ca* celular é o OSGIN2.
Este gene participa do metabolismo de metais pesados, através da fosforilacdo oxidativa e da
producdo de ATP, interferindo no crescimento celular e estando associado a apoptose
(BONAVENTURA et al.,, 2018). Foi observado em um estudo que OSGIN2 regula
positivamente a adesdo de células endoteliais da artéria coronaria humana (HCAEC),
contribuindo com o desgaste endotelial sobrejacente a placas estendicas (WHITE et al., 2018).
Este gene é um possivel alvo do miR-199a-5p, uma vez que a menor expressao desse miRNA
aumentou a morbilidade em pacientes portadores de células carcinogénicas (KEBLER et al.,
2016). Tal gene foi expresso em condicGes de hipdxia celular, situacdo esta que aumenta 0s
niveis de Ca* celular, o que pode ter relagdo com a hérnia umbilical. O aumento de niveis de
Ca* mostrou-se relacionado a ativacdo de células hepaticas, associando-se a autofagia que levou
a uma maior expressdo de colageno tipo I, situacbes estas muito importantes para o
desenvolvimento de hérnia umbilical (JIN et al., 2016; PINTO et al., 2015; KERLER et al.,
2016). Souza et al. (2020), também observaram a associacdo da hérnia umbilical em suinos
com os genes ACAN, MMPs, COLs, EPYC, VIT, CCBEL e LGALS3, todos relacionados a
processos da MEC principalmente ligados a bioprocessos do colageno.

Os outros dois genes, SHC1 e CCT2, também relacionados a fosforilagcdo e a
modificagdo pds-traducional, possuem funcdes semelhantes, relacionados a proliferacdo
celular, fungdo também associada & movimentagdo de Ca*. O gene SHC1 atua no estimulo do
fator de crescimento epidérmico (EGF) através de processos de fosforilacdo e interaces
proteicas, bem como a ubiquitinacdo (ZHENG et al., 2013). Ja 0 CCT2, que apresenta funcoes
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semelhantes aos dois genes anteriores, forma um conjunto com as subunidades de chaperoninas
CCT4 (Chaperonin Containing TCP1 Subunit 4), CCT5 (Chaperonin Containing TCP1 Subunit
5) e CCT8 (Chaperonina contendo a subunidade TCP1 8). As CCTs formam uma familia de
proteinas importantes para o dobramento de outras proteinas (CARRASCOSA; LLORCA,;
VALPUESTA, 2001). A caracteristica principal das CCTs é homeostase celular e tem como
funcdo o enovelamento das proteinas citoesqueléticas, actina e tubulina, sendo que algumas
subunidades das CCTs podem ser ativas em uma grande quantidade de func¢bes que compde a
MEC (DEKKER et al., 2008). As CCTs funcionam como auxiliadoras dos polipeptideos a
conseguir atingir a sua estrutura tridimensional estrutural (GUEST et al., 2015). Foi observado
que o gene CCT2 esta relacionado a STATS3, fator responsavel pela proliferacao celular que
pode vir a atuar sobre o ciclo do desenvolvimento de hérnia umbilical (CARR et al., 2017,
MINEGISHI; NAKAYA; TOMAREYV, 2018).

A associacao dos genes relacionados ao metabolismo de Ca* e aos demais fatores que
atuam em processos da MEC indica a probabilidade da relag&o dessa estrutura com a resisténcia
estrutural e sinais quimicos nas células dos animais (DRAGOS; KOVACS, 2017), uma vez que
Ca* é muito importante no reparo celular (MOE; GOLDING; BEMENT, 2015). Os genes
GJA5, BCL9, ACP6, OSGIN2 e SHC1 apresentam relacdo com genes pés-traducionais que
compde a MEC e com a ocorréncia de hérnias umbilicais em suinos, visto que na cicatrizacdo
do umbigo estdo envolvidos fatores que podem desencadear a referida anomalia. Assim, sugere-
se que o reparo de tecidos lesionados que envolve atividades das células locais e de
recrutamento de células em resposta a sinais locais e sistémicos, pode ser um dos fatores de
desregulacéo no processo de cicatrizacdo do umbigo (SERRANO et al., 2011). Um importante
fator decorrente da lesdo tecidual por inflamacdes € a fibrose fisiopatoldgica, que é o acimulo
excessivo de componentes da matriz extracelular, em particular, do colageno, formando
cicatrizes permanentes (MANN et al., 2011). Durante o reparo muscular apés lesdes, as fibras
danificadas ou mortas sdo removidas pelas células inflamatorias e posteriormente substituidas
por células-tronco musculares de células satélites. Essas células podem se esgotar ao longo do
tempo ou perder sua capacidade de reparo. Nesses casos, ocorre a substituicdo de tecido
muscular por tecido adiposo e fibroso (MAURO, 1961; MANN et al., 2011), podendo ser um
dos fatores predisponentes para ocorréncia de hérnia umbilical.

Conforme observado na Figura 6, 0 gene KCNS3 pode interagir com o gene RIPK2, 0
qual atua no sistema imune e influencia o ciclo de proliferagdo celular, regulando as a¢fes das
membranas celulares (O’GRADY; SO, 2005). Esse mecanismo é possivel devido aos canais de

Kv permitirem a permeabilidade celular e, consequentemente, alterarem a concentragdo de Ca™,
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atuando sobre o crescimento celular (URREGO et al., 2014). Esses fatores podem indicar que
processos inflamatérios podem atuar sobre o crescimento celular, podendo ter relagdo com o
gene THRB, que apresenta-se interligado aos genes anteriormente citados, e possui acdo sobre
a regulacdo da expressdo de transportadores de hormonios tireoidianos, atuantes
especificamente em células de tecidos (CHENG; LEONARD; DAVIS, 2010). Grindflek et al.
(2018) observaram o gene VIM com caracteristicas semelhantes a este, a qual atua sobre as
células da musculatura lisa, além de estar envolvido em processos da imunidade. Outro gene
associado a estes € RANGAPL, por apresentar modificacGes em sua expressdo quando associado
com uma proteina ubiquitina importante na regulacdo proteica (MATUNIS; COUTAVAS;
BLOBEL, 1996), sendo possivel fator a predisposicéo da ocorréncia de hérnia umbilical.

Outra condicdo importante é o reparo de danos causados no DNA por recombinagédo
homologa (HR), necessaria para a correta propagacdo dos cromossomos durante os ciclos
mitético e meidtico (CROOK et al., 2013). Foram encontrados dois genes relacionados a HR,
sendo eles GEN1 e SMC6. O GEN1 é uma endonuclease que corta as jungdes de Holliday (HJ)
(MATOS; WEST, 2014). Desta maneira, GEN1 determina o nimero de centrossomas, que sao
0s principais organizadores de microtubulos nas células, podendo resultar em maultiplos fusos
mitéticos, multinucleacdo e também na morte celular (GAO et al., 2012). J& 0 SMC6 pode
formar o complexo proteico SMC5/SMCS6, relacionado a coesina e a condensina, que também
atuam sobre a manutengéo estrutural dos cromossomos, fundamental para o desenvolvimento
fetal e proliferacdo celular (JU et al., 2013).

Foram encontrados também dois genes, BCL9 e HMGB3, que séo sinalizadores da via
Whnt/B-catenina (KRAMPS et al., 2002; BIELEFELD; AMINI-NIK; ALMAN, 2013; ZHANG
et al.,, 2017b). As proteinas Wnt sdo vias sinalizadoras muito importantes durante a
embriogénese e na homeostase de tecidos em adultos, estimulando a a¢do mitogénica, a
especificacdo do destino celular e a diferenciacdo do destino celular, demonstrando as func¢des
de desenvolvimento que as proteinas Wnt possuem (LOGAN; NUSSE, 2004). A sinalizacdo
Wnt atua sobre varios processos bioldgicos, entre eles a proliferacdo, diferenciagéo,
sobrevivéncia, migracdo celular e apoptose (CHEN et al., 2006). A cicatrizacdo de feridas é
possivel através da ativacdo da via Wnt/p-catenina, visto que ocorre uma reacéo de fosforilagéo
acumulada no citoplasma, preenchendo o nucleo e recuperando o tecido danificado (PEIFER,
2000). Ma e Hottiger (2016) e Bielefeld, Amini-Nik e Alman (2013) reforcam em seus trabalhos
que as vias de sinalizacdo de Wnt/B-catenina sdo muito importantes para o desenvolvimento e
regeneracdo tecidual, fundamentais para o reparo da integridade do tecido lesionado, 0 que

corrobora com a relacdo dos genes aqui encontrados, associados a distdrbios musculares
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durante a formacdo de hérnia umbilical em suinos. Outra sinalizacdo realizada pelas proteinas
Whnt é através dos receptores Frizzled (Fz). Dentre as varias vias Wnt-Fz identificadas, uma
muito importante é a via Wnt/Polaridade celular planar, essencial em processos de
desenvolvimento e formacao citoesqueléticas (CHEN et al., 2006).

Adicionalmente, TSPAN2 foi um gene observado associado a hérnia umbilical, em que
0s TSPANSs possuem fungbes regulatorias atraves de vias de sinaliza¢do Unica, chamados de
microdominios enriquecidos com TSPANSs, organizados em cis com integrantes da membrana
desempenhando atuacdo fundamental sobre a adesdo, proliferacao, diferenciacdo e migracao
celular (HEMLER etal., 2001; HEMLER et al., 2008). Esses fatores demonstram a importancia
dos genes relacionados com a via de sinalizacdo Wnt no desenvolvimento de hérnia umbilical

em suinos.

Sistema imunolégico

O sistema imunologico é um conjunto de células e moléculas que atuam na defesa do
organismo contra infec¢cdes e malignidades, atuando sobre a cicatrizacao de feridas (DELVES;
ROITT, 2000; WEYAND; GORONZY, 2016). Existem duas maneiras distintas de respostas a
patdgenos invasores pelo sistema imune, as respostas inatas e as adquiridas (WEYAND;
GORONZY, 2016). As respostas inatas (naturais) estdo presentes desde o momento do
nascimento e sdo sustentadas por células fagociticas (Neutrofilos, mondécitos e macrofagos),
células que liberam mecanismos mediadores de inflamagbes (Basofilos, mastocitos e
eosindfilos) e células exterminadoras naturais do organismo, incluindo glicoproteinas como 0s
interferons que pertencem a classe das citocinas (DELVES; ROITT, 2000). Ja a a resposta
adquirida (adaptativa ou especifica) ocorre ap6s a primeira exposicdo a um novo antigeno,
envolvendo a proliferacdo de células B e T especificas do antigeno. As células B secretam
anticorpos como as imunoglobulinas, que atuam sobre a invasdo de patdgenos extracelulares e
as células T atuam junto as células B na secre¢do de anticorpos contra microorganismos
intracelulares, eliminando virus invasores através da ativacdo de macréfagos (MAK;
FERRICK, 1998; DELVES; ROITT, 2000). Desta forma, neste estudo, nove genes foram
enriquecidos relacionados a BP ligados ao sistema imunoldgico, sendo eles: WARS2, DEFS,
RIPK2, CD99L2, PIAS3, TRIM33, TNFRSF1A, EIF1B e RBM8A. Esses genes foram agrupados
em processos imunoldgicos relacionados a angiogénese, produgdo de leucdcitos, receptores

intracelulares NOD e complexo STAT-3.
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Os genes WARS2 e EIF1B atuam sobre a atividade mitocondrial na angiogénese
(WANG et al., 2016a). Foi observado o gene MMP13, fortemente associado a ocorréncia de
hérnia umbilical em suinos, a qual, este gene também mostrou-se atuar sobre a angiogénese
(GRINDFLEK et al., 2018). Desta forma, EIF1B apresentou fungdo de regular a metéstase,
migracdo e imunomodulacdo celular em células cancerigenas (GERAMI et al., 2015). A
angiogénese, por sua vez, exerce influéncia sobre lesbes e reparo de feridas, substituindo
capilares danificados, suprindo a exigéncia celular de oxigénio, componentes sanguineos e
nutrientes ao tecido lesionado, normalizando a normaxia e ocasionando a fibroplasia (BAUER,;
BAUER; VELAZQUEZ, 2005). O combate a inflamac6es é uma reagdo do organismo contra
danos em seus tecidos, em que leucdcitos sdo levados através do sangue para o local da lesdo
(MULLER, 2011). Quando ocorre a migracdo de leucécitos devido a inflamacgdes, 0s mesmos
sdo transportados diretamente para os locais alvo, permitindo a fixacdo dos fatores de adesao
na parede dos vasos (LEY et al., 2007). Essa interacdo permite uma melhor relagédo entre os
leucdcitos e o endotélio, possibilitando que o fluxo de leucdcitos no sangue passe a ser menor
(ZARBOCK et al., 2011). Assim, nota-se que a diapedese ou a migracao transendotelial € um
processo fundamental para respostas imunes, determinando que os leucécitos possam combater
processos de inflamacg6es, por meio da marginacéo, ativacdo, adesdo, migracdo e locomogéo
destes agentes (MARTINELLI et al., 2014).

O gene CD99L2, relacionado a MTMR1, atua na musculatura esquelética (Figura 5) e
também em processos que combatem inflamacdes (MULLER, 2007). Em camundongos, a
interacdo do antigeno CD99 com CD99L2 mostrou relacdo deste agente com a adesdo e
migracdo celular (NAM et al., 2013). A principio, a proteina CD99L2 esta relacionada com
uma glicoproteina tipo I, que é expressa em leucdécitos e células endoteliais, ou seja, agindo no
sistema imune, desempenhando fungdo importante sobre a diapedese de leucdcitos e na
emigracdo de neutrofilos e mondcitos, além de desempenhar outras funcbes no
desenvolvimento dos timécitos (SCHENKEL et al., 2007).

Apesar dos poucos relatos na literatura sobre o gene DEFS8, ele se apresentou altamente
expresso em leucocitos primarios, os quais quando apresentam suas acoes inibidas, atrasam o
processo de recuperacédo tecidual (HOTFILDER et al., 1999). Foi verificada a deficiéncia de
adesdo leucocitaria-l (LAD-I), caracterizada pela auséncia da p-2-integrina (CD18) na
superficie celular dos leucdcitos, prejudicando a movimentagdo destes para o local de
inflamacéo ou danos. Por consequéncia, a auséncia plena de leucdcitos resulta em insuficiéncia
imunologica, elevando o processo infeccioso na superficie da pele e mucosas (NEWBURGER

etal., 2001). Desta forma, CD99L2 e DEF8 podem estar relacionados a hérnias umbilicais, uma
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vez que estudos comprovam a associacdo da ocorréncia de casos de inflamagGes com a pré-
disposicdo a desenvolver a referida desordem (VAN DE VIVER; VAN DEN BERG;
KUIJPERS, 2013).

Outro gene que atua sobre o sistema imune é STAT-3, integrando sinais de varios
estimulos extracelulares e vias de cinase, bem como regula genes envolvidos em muitos
processos celulares importantes, como proliferagéo celular e apoptose (LEVY; DARNELL,
2002; SAYDMOHAMMED; JOSEPH; SYED, 2010). Foram observados os genes PIAS3 e
TNFRSF1A (Figura 10), como associados ao sistema imune, relacionados aos fatores de
transcricdo STAT-3. Estes fatores de transcri¢cdo sdo estimulados por tirosinas quinases em
reacdo a diversas citocinas e receptores de fatores de crescimento (ZHANG et al., 2017a;
EGUSQUIAGUIRRE et al., 2018). PIAS sdo proteinas reguladoras negativas da transcri¢ao de
genes mediados por STAT, dentre elas, uma das suas isoformas é a PIAS3, uma proteina
associada ao canal de potassio, além de possuirem capacidade de atividade da Ligase E3 do
modificador relacionado a ubiquitina (JACKSON, 2001). A estimulacédo de citocinas faz com
que a proteina PIAS3 se ligue a STAT-3, o ativando, e ocorre o impedimento da sua ligacdo ao
DNA (SHUALI; LIU, 2005). Adicionalmente, o gene TNFRSF1A esta relacionado ao aumento
de citocinas, as quais estdo relacionadas a processos anti-inflamatérios (CANTARINI et al.,
2014). Apesar da principal fungéo do receptor de necrose tumoral (TNFR), outra fungéo do gene
que pertence a essa classe TNFRSF1A é o controle apoptoético de células endoteliais. A
diminuicdo da expressdao do TNFRSF1A ocasionada por inflamacdes e por tumores em zebra
fish foi relacionada a uma via apoptédtica evolutivamente conservada, associada a homeostase
vascular, responsavel pelo controle da angiogénese (ESPIN et al., 2013). Corroborando com
esta informacdo, foi observado em pacientes com mutaces no gene TNFRSF1A que os
neutrofilos apresentaram resisténcia a apoptose induzida pelo fator de necrose tumoral
(D’OSUALDO et al.,, 2006). Também foi observado que o TNFRSF1A é regulado
negativamente por STAT-3, principal receptor da superficie celular da citocina TNFa, que por
sua vez, quando se liga ao fator de transcricdo NF-xB, promove a sobrevivéncia e proliferagao
de células carcinogénicas (NDLOVU et al., 2009; EGUSQUIAGUIRRE et al., 2018).

Além disso, o gene RBM8A forma um heterodimero com o gene MAGOH, que por sua
vez podem formar um complexo com o STAT-3, podendo implicar em uma nova fungéo na
transcricdo mediada por STAT-3 que ainda ndo € totalmente elucidada (MUROMOTO et al.,
2009). De acordo com estudos realizados em camundongos, MAGOH atua sobre a regulagéo
de quinase dependente de ciclina (Cdk) (INAKI et al., 2011). A Cdk é importante para a

ocorréncia da mitose celular, demonstrando que o gene MAGOH atua sobre a propagacéo
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celular (ISHIGAKI et al., 2014). O RBMB8A foi relacionado ao crescimento celular e ao
MAGOH como ja relatado (SUDO et al., 2010). Este gene atua sobre o crescimento celular por
contribuir com a maturacdo dos centrossomas, atuando diretamente sobre a divisdo celular
(SILVER et al., 2010). Um estudo com Drosophilas demonstrou que a associacdo de RBM8A
e MAGOH induziu a diminui¢do da formacéo de proteinas celulares afetando o crescimento
celular (HIR et al., 2001). Estando RBM8A e MAGOH relacionados a evolucéo do ciclo celular,
a deficiéncia destes genes pode ocasionar a apoptose celular (ISHIGAKI et al., 2014). Estes
genes que apresentam relacdo com STAT-3 possuem importancia imunoldgica sobre
desenvolvimento da hérnia umbilical em suinos, uma vez que participam do ciclo celular como
a apoptose e transcricdo celular, como fatores ja relacionados ao acometimento da anomalia em
suinos (LIAO et al., 2015).

Os genes TRIM33 (TIF1y, Ectodermin) e RIPK2 influenciam o0s processos pro-
inflamatorios através da secrecao de citocinas. Grindflek et al. (2018) observou os genes OSM
e LIF com funcbes semelhantes a de TRIM33, a qual, estes dois genes mostraram-se
relacionados a susceptibilidade a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos, ligados ao sistema
imune, com funcdes de citocinas pleiotrdpicas. A familia de proteinas TRIM desempenha
funcbes importantes na imunidade inata e na infecgdo antimicrobiana (PETIT et al., 2019).
TRIM33 pertence a sub-familia de proteinas TRIM de ligacdo a cromatina, que também inclui
TRIM24 (TIF1a), TRIM28 (TIF1B, KAPI) e TRIM66 (TIF15) (HATAKEYAMA, 2011). O
TRIM33 foi um gene observado em pacientes com miosite idiopatica (HOSHINO et al., 2010).
A miosite pode ser dividida em alguns tipos, dentre elas a polimiosite e dermatomiosite, que
sdo disturbios inflamatdrios idiopaticos que afetam principalmente os musculos e a pele, ou 0s
dois tecidos conjuntamente. Essas miopatias inflamatérias que afetam o musculo esquelético
causam inflamacdo e fraqueza muscular de moderadas a graves e estao relacionadas a distarbios
autoimunes (REED et al., 2000; TARGOFF, 2002; DALAKAS; HOHLFELD, 2003). Desta
forma, observou-se a atuacdo de TRIM33 sobre a fungdo pré-inflamatoria das células Th17, que
sdo reguladores importantes da defesa contra infeccdes, como de células produtoras de
interleucinas (IL-10) (DONG, 2008; ESPLUGUES et al., 2011). TRIM33 realiza a sinalizacéo
para a diferenciacdo e manutengdo dos linfocitos TCD4+FOXP3+, que por sua vez inibem as
respostas imunes no organismo (MALHOTRA; ROBERTSON; KANG, 2010). Este gene
também regula a diferenciacdo celular através da ligacédo das protepinas SMAD2 com TGFp,
gue também é uma citocina que participa da homeostase das células T (MALHOTRA;
ROBERTSON; KANG, 2010). TGFpB regula um gama de processos bioldgicos, como

proliferacdo, sobrevivéncia, diferenciacdo e migracao celular, e a producao de componentes da
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matriz extracelular (MEC) (MISHRA et al., 2011). Foi observado, que quando ocorreu
diminuicdo da expressdo de TGFpB também houve uma menor proliferacdo celular devido
estimular inibidores de quinases dependentes de ciclina por meio de sua via de sinalizacdo
candnica envolvendo proteinas SMAD2/3, o que pode ter impedido a progressdo de cancer
(MISHRA et al., 2011). Outra observacdo importante foi que TRIM33 possui um dominio de
ubiquitina ligase E3 que inibe a funcdo de SMAD4 (DUPONT et al., 2009), sugerindo que
processos inflamatdrios possam estar ligados a regulacdo de proteinas atraves da degradacéo
proteica mediada pela ubiquitina ligase E3 e o proteassoma (XU; ATTISANO, 2000).

O gene RIPK2 é um mediador das sinalizagcbes de NOD1 e NOD2, que pertencem a
familia dos receptores tipo NOD (NLR) que sdo componentes importantes do sistema
imunoldgico inato dos mamiferos, atuando como receptores intracelulares contra patégenos e
moléculas enddgenas produzidas por lesdes teciduais (PARK et al., 2007; FAIRHEAD et al.,
2008; CORREA; MILUTINOVIC; REED, 2012). Quando é ativada a sinalizacdo via NOD,
ocorre a ativacdo de quinases NF-kxB e MAP, ocasionando a transcri¢do de citocinas pro-
inflamatdrias, como ocorre na inducdo da autofagia (TRAVASSOS et al., 2010). Através da
sinalizacdo de NOD, o RIPK2 ¢ ubiquitilado por proteinas inibidoras da apoptose
(DAMGAARD et al., 2012). NOD1 ¢é uma proteina estimulada principalmente por
propriedades da parede celular de bactérias gram-negativas, bactérias estas presentes em grande
escala na flora intestinal (CORREA; MILUTINOVIC; REED, 2012). O gene NOD1 apresenta
funcBes sobre a movimentacdo de neutréfilos polimorfonucleares (PMN) no figado, onde os
PMNs desempenham funcdo muito importante sobre a resposta imune inata, atuando sobre
infecgBes e lesdes teciduais (DHARANCY et al., 2010). Devido a alta mobilidade e aptiddo
para liberar citotoxicos no organismo, 0os PMNs sdo responsaveis por eliminar patdégenos
invasores e remover células mortas em locais de inflamagéo, mediante a inducdo de citocinas
inflamatorias e a relacdo entre citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias (XU et al., 2018).
O NOD2 também desempenha func¢do importante sobre a imunidade inata detectando bactérias
gram-postivas e gram-negativas, e se expressa em celulas apresentadoras de antigenos (APCs),
células epiteliais, macréfagos, mondcitos, linfécitos T, células de Paneth e dendriticas (DC)
(PROELL et al., 2008; XU et al., 2018). O gene RIPK2 pode estar relacionado ao
desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos, uma vez que possui interagdo com fatores
imunologicos, pois embora a inflamagdo no umbigo ndo tenha sido previamente associada ao
desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos, foram observados aqui, resultados que

sugerem que fatores imunoldgicos estdo associados a ocorréncia da caracteristica em questao.
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Principais genes associados ao desenvolvimento de hérnia umbilical

Vaérios estudos para identificar genes associados a hérnia umbilical em suinos vem
sendo realizados, com a finalidade de entender melhor a relacdo genética com esta anomalia
(LIAO et al., 2015; LONG et al., 2016; GRINDFLEK et al., 2018). Desta maneira, estes
estudos permitiram a observacdo da associacdo da hérnia umbilical a marcadores e
posteriormente a genes responsaveis a predisposicao a esta anormalidade em suinos. No nosso
estudo foram obtidos resultados através de andlises de associacdo envolvendo duas
metodologias de GWAS, a de Unico e multiplos marcadores, mostrando que a utilizacéo
concomitante de ambas as metodologias em estudos de associa¢do € muito importante para
melhorar a confiabilidade dos resultados. Com a metodologia utilizando multiplos marcadores
foi possivel detectar um maior nimero de genes associados a hérnia umbilical em suinos. Esse
fato pode ser em decorréncia desse método apresentar maior poder de deteccdo de genes de
menor efeito para a caracteristica, ou seja, que ndo atingiram o limiar de significancia da
metodologia de associa¢do utilizando Unico marcador (WANG et al., 2016b).

Desta forma, os genes que foram observados em ambas as metodologias possuem
maior confiabilidade em influenciar o desenvolvimento de hérnias umbilical em suinos. No
entanto, também alguns genes observados em apenas uma metodologia possuem importancia
para ocorréncia a anomalia. Assim, pode-se dizer que 0s principais genes relacionados a
anomalia prospectados em ambas as metodologias foram GJA5, ACP6, BCL9 relacionados a
MEC e WARS2 ao sistema imunoldgico. Esses genes se mostraram muito préximos
posicionalmente (Tabela 4 e Anexo D) e possuiram associacdo funcional entre 0s mesmos
(Figura 5 e 9), para ambos os métodos utilizados, sugerindo que no cromossomo 4 do suino
haja uma regido responsavel a propenséo para o desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos
comerciais. Ja 0s genes prospectados pela metodologia de um tnico marcador MTM1 e MTMR1
no SSCX, e pela metodologia de multiplos marcadores EP300 no SSC5, MSTN no SSC15 e
EYA2 no SSC17, relacionados ao desenvolvimento do tecido muscular esquelético (Tabela 4 e
6), apresentaram notdvel importdncia na participagdo em bioprocessos relacionados ao
desenvolvimento do tecido muscular, cuja fragueza muscular abdominal é um dos principais
processos citados como possiveis responsaveis pelo desenvolvimento de hérnia umbilical
(MONSANG, 2014). Desta maneira, a associa¢do posicional e funcional destes genes por
ambas as metodologias, as interagcdes génicas entre eles e a participacdo em importantes PB
possivelmente relacionados a ocorréncia de hérnias indica que os mesmos estdo intimamente

ligados com o desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos.
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Devido ao fato da metodologia de andlise de associagdo utilizando mdultiplos
marcadores detectar genes de pequeno efeito, a analise de associagdo por multiplos marcadores
observou um maior namero de genes associados a hérnia umbilical em suinos, quando
relacionada a metodologia utilizando Unico marcador. Desta forma, 13 genes de grande
relevancia foram observados apenas pelo método utilizando multiplos marcadores, dentre eles
encontram-se 0s genes EP300, MSTN, EYA2 e ATF4 relacionados ao desenvolvimento do
tecido muscular, CCT2, SHC1, RANGAP1 e NCBP1 a matriz extracelular e PIAS3, TRIM33,
TNFRSF1A, EIF1B e RBM8A ao sistema imune. Estudos realizados identificando genes
responsaveis a susceptibilidade & hérnia umbilical em suinos, corroboram com esses resultados.
Uma vez que Li et al. (2019) identificou o gene CAP9 como um forte gene candidato a
desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos, estando relacionado ao desenvolvimento e
manutencdo do tecido muscular. Souza et al., (2020) por sua vez, também observaram ACAN,
MMPs, COLs, EPYC, VIT, CCBE1 e LGALS3 como genes candidatos fortemente associados ao
desenvolvimento de hérnia umbilical em suinos, uma vez que estdo relacionados a producgéo de
componentes e alteracdo da matriz extracelular, e na estabilidade do colageno. Grindflek et al.
(2018), observaram associados ao desenvolvimento de hérnia umbilical os genes LIF e MIF
relacionados ao sistema imune, PYCR1, MMP13 e VCAN envolvidos em estruturas do colageno
e consequentemente, relacionados a matriz extracelular e VIM, um gene relacionado ao

desenvolvimento do tecido muscular e ao sistema imune.

25 CONCLUSAO

Neste estudo, regides gendémicas foram associadas a manifestacdo de hérnia umbilical
em suinos. Além disso, diversos genes candidatos relacionados a hérnia umbilical foram
prospectados, muitos destes ainda ndo relatados na literatura. Nossos resultados identificam os
genes GJA5, BCL9, ACP6, WARS2, MTM1, MTMR1, EP300, MSTN e EYA2 relacionados a
bioprocessos da MEC, do sistema imune e ao desenvolvimento do tecido muscular esquelético

como fortemente associados a ocorréncia de hérnia umbilical em suinos comerciais.
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ANEXO A - GRAFICO DE ESCALA MULTIDIMENSIONAL (MULTIDIMENSINAL
SCALING - MDS) DAS AMOSTRAS PARA AVERIGUAR A ESTRUTURA DA

POPULACAO.
HU-MDS - LE SNPs
o
o @
- . G
[Gan|
- o
f= -
(=] Oey o
@ o :-'HE:_: o
o %ﬁﬁ 9, q o DE@"
[l o 2 oo o g
s o j.:' o %r Dg:ﬁ o n:l o 3
g s 55 o Bagl
G on® ;qﬁé E@ g‘ =
C;—llj CD@:‘G CI@:'C a g
o
W Oq00 O
= v o
: %
o
B
m} g}&uﬂ
] I ] I
-0.05 0.00 0.05 010

1Grafico gerado apds o QC utilizando 7.832 SNPs em linkage equilibrium (LE) (r2 < 0,2). As
amostras representadas por quadrados sdo 0s animais controle e os representados por circulo sdo

0S animais caso.

ord_mds2%5C1



96

ANEXO B - REPRESENTACAO DOS SNPs SIGNIFICATIVOS EM CADA
CROMOSSOMO PELA ANALISE DE ASSOCIACAO UTILIZANDO A
METODOLOGIA DE MULTIPLOS MARCADORES.
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ANEXO C - SNPs ENCONTRADOS NAS REGIOES COM ESCORE DE SIGNIFICANCIA
ALTO E MODERADO.

Regiio  SSC.  Pos.SNP SNP sig.snp  Alelo Pos. regido
variante
57.698.755  rs81354368 Moderada G/A
57.759.396  rs81354344 Moderada G/A
) , 517173102 rs81354354  Moderada _ C/T 57.648.755
57.800.971  rs80845539 Moderada G/A 57 970 577
57.873.684  rs80951688 Moderada G/A DR
57.920.577  rs80916220 Moderada AlG
239.433.673 rs81351336 Moderada CIA 239.383.673
2 1 -
239.495.491 rs346212105 Moderada AIG 939,545,491
17.192.362  rs81262483 Moderada CIT 17142 362
3 5 17.214.830 rs343604023  Moderada CIT i
17.231.640 rs320015354  Moderada AIG 17 293.844
17.243.844  rs81339919 Moderada T/C U
29.071.688
4 2 29.121.688  rs81356789 Moderada G/A -
29.171.688
269.884 rs333627113  Moderada G/A 219.884
5 3 290.463 rs319317542  Moderada AIG -
320.350 rs318521640  Moderada CIT 370.350
124.821.068 rs81316610 Moderada AIG
124.874.919  rs81250040 Moderada G/A 124.771.068
6 6 124.890.996 rs318621684  Moderada G/A -
124.902.556  rs81377977 Moderada GIT 124.989.107
124.939.107 rs81378077 Moderada G/A
128.471.318 rs319215576  Moderada T/G 128.421.318
7 3 -
128.568.743  rs81316038 Moderada GIT 128.618.743
69.216.389  rs80816278 Moderada T/IC
69.229.159  rs80878915 Moderada G/A 69.166.389
8 4 69.266.782  rs80848027 Moderada CIT -
69.293.090  rs80973034 Moderada CIT 69.438.194
69.388.194  rs80809599 Moderada T/IC
69.971.363  rs80893885 Moderada CIT 69.921.363
9 4 -
70.099.828  rs334044784  Moderada C/IA 70.149.828
94.815.512
10 4 94.865.512  rs80935126 Moderada CIT -
94.915.512
99.451.057 rs319035966  Moderada GIT
99.484.384  rs81382508 Moderada G/A
99.654.692 15328626336  Moderada AlG
99.670.128  rs343205058 Alta AIG
99.805.067  rs80815019 Moderada G/A
99.817.682  rs81001128 Alta G/A 99.401.057
11 4 99.841.310  rs80934838 Alta G/A -
99.864.129  rs80858549 Alta G/A 100.031.776
99.876.131  rs81000069 Alta CIA
99.915.087 rs332665353  Moderada T/IC
99.947.929  rs80971667 Moderada T/IC
99.967.847  rs80922194 Moderada A/C
99.981.776  rs344348324  Moderada G/A
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101.837.188
12 101.887.188 rs334706328 Alta AIG -
101.937.188
105.367.780  rs80838420 Moderada G/A
105.485.188  rs80935603 Moderada G/A
105.519.125  rs80956011 Moderada G/A
105.565.718 rs318583289  Moderada AIG
105.771.448 rs321649463 Alta CIA
105.851.764 rs332499931 Alta G/A
106.037.400 rs80877188 Alta CIT
106.062.165 rs339261815 Alta G/A 105.317.780
13 106.079.954 rs321389839 Alta AIG -
106.164.873  rs81380101 Alta G/A 106.621.934
106.293.182  rs80808441 Alta T/G
106.322.944  rs80788252 Alta AIG
106.354.741  rs80991781 Alta AIG
106.370.864 rs328643405 Alta AIG
106.443.342 rs331322169 Alta AIG
106.477.681  rs80829512 Alta AIG
106.571.934 rs80838764 Alta T/C
116.791.409  rs80972790 Moderada AIG 116.741.409
14 116.803.481 rs319654690 Moderada TIG 116853481
7.269.895 rs80921487 Moderada G/A
7.336.449  rs335368613  Moderada TIG
7.350.466  rs336182799  Moderada G/A 7.219.895
15 7.379.744  rs342486837  Moderada CIT -
7.618.541 rs81275045 Moderada T/C 7.724.983
7.665.916  rs330340592 Moderada T/IC
7.674.983 rs80925041 Moderada G/A
8.152.313  rs328386778 Moderada A/C
8.161.443  rs344668491  Moderada T/IC
8.186.694 rs80811565 Moderada T/IC 8.102.313
16 8.195.731  rs337712466  Moderada T/IC T
8.201.859  rs329011886  Moderada CIT 8.305.051
8.208.348  rs318253189  Moderada T/C A
8.245.684 rs80848923 Moderada G/A
8.255.051  rs340483649 Moderada G/A
8.632.144 rs80945398 Moderada G/A
8.668.121  rs345549562  Moderada G/A 8.582 144
17 8.681.385 rs80807024 Moderada T/IC R
' 8.688.864  rs341937300 Moderada CIT 8.822 762
8.694.611 rs80927783 Moderada G/A T
8.772.762 rs80975122 Moderada T/G
33.871.482  rs345043801 Alta G/A
33.897.913  rs80841312 Alta T/C
33.912.700  rs80786392 Alta AIG
33.934.311  rs80964888 Alta G/A
5 33.970407 _ rs80989707 __ Alta GIA 33.821.482
33.991.092  rs80837106 Alta T/C 34 353.955
34.022.700  rs80845463 Alta CIT R
34.122.773  rs81383707 Alta T/C
34.151.822  rs81383713 Alta CIT
34.189.654  rs80835055 Alta G/A
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34.221.053 rs81319635 Alta AlG 33.821.482
18 5 34.256.405 rs80816650 Alta T/IC -
34.303.955 rs80841410 Alta GIT 34.353.955
34.627.764
19 5 34.677.764 rs81000718 Alta CIT -
34727764
35.634.440 rs81383732 Moderada CIT
35.710.555 rs81303130 Moderada AlG
35.929.672  rs339913443 Alta CIT
36.066.415 rs81383742 Alta G/A 35.584.440
20 5 36.197.319 rs81383754 Moderada G/IA -
36.236.803 rs81315975 Moderada T/C 36.556.086
36.346.640 rs323754097  Moderada G/A
36.385.239 rs81259515 Moderada AlG
36.506.086 rs81383780 Moderada T/C
43.276.920 rs80830417 Moderada CIT 43.226.920
21 5 -
43.293.810 rs81229615 Moderada AlG 43.343.810
44.096.325 rs81323542 Moderada C/A
44.127.767 rs81331039 Moderada AlG
2 . 44133728 1581238065 Moderada A/G 44.046.325
44.228.018 rs81329660 Moderada CIT 44.514.360
44.319.617 rs81475526 Moderada AlG
44.464.360 rs81383984 Moderada CIT
64.300.471
23 5 64.350.471  rs81254499 Moderada CIT -
64.400.471
158.824.827
24 6 158.874.827 rs327393763  Moderada CIT -
158.924.827
28.572.001 rs325981114  Moderada T/IC 28.522.001
25 9 -
28.642.359  rs81408687 Moderada G/A 28.692.359
12.183.539  rs81429690 Moderada A/C 12 133.539
26 10 12.201.213  rs346235976  Moderada G/A T
12.232.435  rs81429722 Moderada GIT 12 310 482
12.260.482  rs81305942 Moderada GIT T
18.428.038  rs81336685 Moderada G/A 18.378.038
27 10 -
18.458.018 rs336306009  Moderada AlIG 18.508.018
34.265.416 rs80969522 Moderada AlIG
2 Lo 34356137 rs81423600 Moderada _CIA 34.215.416
34.574.312 rs81239671 Moderada G/A 34.649.631
34.599.631 rs81423633 Moderada CIT T
51.344.359 rs81425519 Moderada G/A 51.294.359
29 10 -
51.390.114 rs81425479 Moderada T/C 51.440 114
63.721.521
30 10 63.771.521 rs81477511 Moderada CIT -
63.821.521
65.857.747 rs330731573  Moderada C/IA 65.807.747
31 10 -
65.925.963  rs81427614 Moderada AlG 65.975.963
33.429.680  rs80886790 Moderada AIG 33.379.680
32 11 -
33.516.188 rs336061778  Moderada CIT 33.566.188
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24427529 rs334226534  Moderada T/G
24.499.189 rs80892333 Moderada AlG 24.377.529
33 13 24.508.626 rs80855745 Moderada T/IC -
24.540.944 rs344381503  Moderada T/C 24.728.816
24.678.816 rs81335253 Alta T/IC
27.264.043 rs81444283 Moderada TIG
y 3 21277134 1581444288  Moderada _ GIA 21.214.043
27.301.386 1s81444292 Moderada G/A 27 375.912
27.325.912 rs81444299 Moderada CIT T
53.542.177
35 13 53.592.177 rs81478249 Moderada C/IA -
53.642.177
55.064.930 rs81446034 Moderada T/C 55.014.930
36 13 55.071.611 rs81446033 Moderada T/C -
55.174.195 rs81446037 Moderada T/C 55.224.195
58.339.902 rs81298388 Moderada G/IA 58.289.902
37 13 58.456.118 rs80911418 Moderada G/IA -
58.469.908 rs81446113 Moderada AlG 58.519.908
59.291.803 rs327084119  Moderada T/C
59.351.990 rs80979626 Moderada G/IA 59.241.803
38 13 59.392.279 rs80877471 Moderada A/C -
59.489.784 rs81446136 Moderada G/A 59.587.559
59.537.559 rs80995462 Moderada A/C
8.107.043 rs318823001  Moderada C/A 8.057.043
39 14 -
8.134.833 rs80942235 Moderada G/IA 8.184.833
44,344,760 rs345636277  Moderada CIT
40 (5 44374300 1580069272  Moderada TIC 44.294.760
44,413.428  rs344679256  Moderada C/A 44.547 429
44.497.429 rs80864602 Moderada AlG
94.558.268 rs80859828 Moderada G/IA
94.608.820 rs345793133  Moderada AlG
94.737.785 rs81478831 Moderada AlG 94.508.268
a1 15 94,744,720  rs324359989  Moderada CIT i
94.765.099 rs81478871 Moderada G/A 05.039.604
94.839.330 rs337294454  Moderada AlG
94.923.471 rs80816554 Moderada AlG
94.989.604 rs81454056 Moderada T/C
125.369.618 rs328556701  Moderada G/A 125.319.618
42 15 -
125.374.772 rs343769895  Moderada T/IC 195.494.772
125.900.863
43 15 125.950.863 rs319218314  Moderada AlG -
126.000.863
127.690.561 rs341795928 Moderada G/A
127.705.040 rs323659725 Moderada T/IC
127.763.879 rs331863188 Alta A/G
1 (s _127.780.480 181000722  Moderada _T/G 127.640.561
127.795.307 rs330863154 Moderada T/IC 127.924.746
127.812.049 rs339891372  Moderada CIT e
127.858.713 rs321681825 Moderada CIT
127.874.746  rs80939746 Moderada T/IC
18.982.386  rs318640472  Moderada AIG 18.932.386
45 16 19.015.840  rs81465094 Moderada A/C -
19.065.198  rs81342203 Moderada AlG 19.115.198
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19.553.964 rs334843577 Moderada AIG 19.503.964
46 16 -
19.573.048  rs81315539 Moderada TIG 19.623.048
21.082.510
47 16 21.132.510  rs81311642 Moderada TIG -
21182510
75.584.545 rs333556647  Moderada G/A
75.611.451  rs81285733 Moderada AlG 75.534.545
48 16 75.680.612  rs81463457 Moderada AIG -
75.737.273  rs81463489 Moderada G/A 75.827.992
75.777.992  rs81463514 Moderada GIT
48.932.908 rs336865007 Moderada TIA 48.882.908
49 17 48.976.253  rs81313748 Moderada T/C -
49.046.378 rs320757372  Moderada T/G 49.096.378
55.090.287
50 17 55.140.287  rs80813585 Moderada CIT -
55.190.287
17.452.054  rs81472236 Moderada G/A
17.486.343  rs81330637 Moderada G/A 17.402.054
51 18 17.489.965  rs81333352 Moderada GIT -
17.506.376  rs81213998 Moderada G/A 17.602.507
17.552.507 rs329089964  Moderada G/A
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ANEXO D — GENES CANDIDATOS DISTRIBUIDOS NAS REGIOES COM ALTA E
MEDIA SIGNIFICANCIA PELO METODO DE MULTIPLOS MARCADORES.

Significancia

Crom Regido regido Anotacdo Ensembl Nome gene
ENSSSCG00000004324
ENSSSCG00000004328 MDN1
1 1 Moderada ENSSSCG00000004331 CASP8AP2
ENSSSCG00000004330 GJA10
ENSSSCG00000004332 BACH2
ENSSSCG00000005366 NCBP1
1 2 Moderada ENSSSCG00000005367 TSTD2
ENSSSCG00000005368 XPA
ENSSSCG00000031590 SYT13
2 3 Moderada ENSSSCG00000043766
ENSSSCG00000013276 PRDM11
5 4 Moderada ENSSSCG00000013321 ELP4
ENSSSCG00000046424
ENSSSCG00000041708
ENSSSCG00000048845
3 5 Moderada ENSSSCG00000046854
ENSSSCG00000007541 PDGFA
ENSSSCG00000045247
ENSSSCG00000007542 PRKAR1B
3 6 Moderada ENSSSCG00000043460
ENSSSCG00000008624 LPIN1
3 7 Moderada ENSSSCG00000043310
ENSSSCG00000042850
ENSSSCG00000042827
4 8 Moderada  ~£\5SSCG00000049754
ENSSSCG00000045879
4 9 Moderada ENSSSCG00000040677 _
ENSSSCG00000019505  ssc-mir-124a-1
ENSSSCG00000006538 FLAD1
4 10 Moderada ENSSSCG00000006539 SHC1
ENSSSCG00000006540 PBXIP1
ENSSSCG00000006535 PMVK
ENSSSCG00000026502 LIX1L
ENSSSCG00000028509 RBMSA
ENSSSCG00000006685
ENSSSCG00000006687 ITGA10
4 11 Altae ENSSSCG00000006688 ANKRD35
Moderada ENSSSCG00000006689 PIAS3
ENSSSCG00000006690 NUDT17
ENSSSCG00000006691 POLR3C
ENSSSCG00000037355 RNF115

ENSSSCG00000050955
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ENSSSCG00000043346
ENSSSCG00000006693 PDZK1
ENSSSCG00000006694
11 Altae ENSSSCG00000036921 u6
Moderada ENSSSCG00000036239 GJA8
ENSSSCG00000006696 GJAS
ENSSSCG00000006697 ACP6
ENSSSCG00000006698 BCL9
12 Alta ENSSSCG00000027153 WARS2
ENSSSCG00000006725
ENSSSCG00000043502
ENSSSCG00000006748 TSPAN2
ENSSSCG00000006749 TSHB
ENSSSCG00000006750 SYCP1
ENSSSCG00000042525
ENSSSCG00000006751 SIKE1
ENSSSCG00000006752 CSDE1
ENSSSCG00000032477 NRAS
13 Altae ENSSSCG00000006754 AMPD1
Moderada ENSSSCG00000006755 DENND2C
ENSSSCG00000006757 TRIM33
ENSSSCG00000050091
ENSSSCG00000042671
ENSSSCG00000006758 SYT6
ENSSSCG00000042123
ENSSSCG00000047541
ENSSSCG00000045712 OLFML3
ENSSSCG00000006760 HIPK1
14 Moderada ENSSSCG00000048322
ENSSSCG00000028202 RANGAP1
ENSSSCG00000000067 CHADL
ENSSSCG00000000066 L3MBTL2
ENSSSCG00000051371
ENSSSCG00000045392
ENSSSCG00000000068 EP300
15 Moderada ENSSSCG00000018737 u6
ENSSSCG00000050483
ENSSSCG00000034230
ENSSSCG00000033823 XPNPEP3
ENSSSCG00000034801
ENSSSCG00000000071 ST13
ENSSSCG00000000072 SLC25A17
ENSSSCG00000000073
16 Moderada ENSSSCG00000000078 TNRCGB
ENSSSCG00000034670 Ssc-mir-7134
ENSSSCG00000000082 CACNALlI
17 Moderada ENSSSCG00000000084 ATF4
ENSSSCG00000039538
ENSSSCG00000038126 MGAT3
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ENSSSCG00000000493 FRS2
ENSSSCG00000000496 CCT?2
ENSSSCG00000000500
ENSSSCG00000036760 LRRC10
5 18 Alta ENSSSCG00000000499 BEST3
ENSSSCG00000044473
ENSSSCG00000023936 MYRFL
ENSSSCG00000045667
ENSSSCG00000047171
ENSSSCG00000041173
ENSSSCG00000031173 KCNMB4
5 19 Alta ENSSSCG00000000504 PTPRB
ENSSSCG00000049925
ENSSSCG00000030511 LGR5
ENSSSCG00000000509 ZFC3H1
ENSSSCG00000021270 THAP2
ENSSSCG00000000510 TMEM19
5 20 Alta e ENSSSCG00000043294
Moderada  ENSSSCG00000000512 TBC1D15
ENSSSCG00000021122 TPH2
ENSSSCG00000046209
ENSSSCG00000048562
ENSSSCG00000000515 TRHDE
5 21 Moderada  ENSSSCG00000040992
ENSSSCG00000027447 TMTCL
ENSSSCG00000000540 OVCH1
ENSSSCG00000044413
5 22 Moderada  —FN555CG00000000536 ERGIC2
ENSSSCG00000000541 FAR2
ENSSSCG00000019686 U6
ENSSSCG00000000707 SCNNIA
5 23 Moderada  ENSSSCG00000000708  TNFRSFIA
ENSSSCG00000000709 PLEKHG6
ENSSSCG00000041399
6 24 Moderada  ENSSSCG00000045271
ENSSSCG00000003848 LRP8
10 26 Moderada  ENSSSCG00000010840 RGS7
10 27 Moderada  ENSSSCG00000022034 SMYD3
ENSSSCG00000046623
ENSSSCG00000051410
10 28 Moderada  —FN555CG00000044813
ENSSSCG00000051170
ENSSSCG00000050564
ENSSSCG00000050972
10 29 Moderada  —FN555CG00000051481
ENSSSCG00000047313
10 30 Moderada  ENSSSCG00000011129 ITIH5
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10

31

Moderada

ENSSSCG00000044272

ENSSSCG00000042764

11

32

Moderada

ENSSSCG00000009449

TDRD3

13

33

Alta e
Moderada

ENSSSCG00000011269

MYRIP

ENSSSCG00000046162

ENSSSCG00000011270

EIF1B

ENSSSCG00000025783

ENTPD3

ENSSSCG00000050952

ENSSSCG00000011272

ENSSSCG00000011271

ZNF619

13

34

Moderada

ENSSSCG00000050558

ENSSSCG00000045193

ENSSSCG00000050748

ENSSSCG00000044145

13

36

Moderada

ENSSSCG00000048446

ENSSSCG00000047664

ENSSSCG00000048642

13

37

Moderada

ENSSSCG00000048689

ENSSSCG00000018941

u6

13

38

Moderada

ENSSSCG00000011527

CNTN4

14

39

Moderada

ENSSSCG00000042399

ENSSSCG00000048450

15

40

Moderada

ENSSSCG00000015774

TENM3

ENSSSCG00000015775

DCTD

ENSSSCG00000051286

15

41

Moderada

ENSSSCG00000016045

PMS1

ENSSSCG00000033941

C20rf88

ENSSSCG00000041649

ENSSSCG00000016047

MSTN

ENSSSCG00000016049

HIBCH

ENSSSCG00000044720

ENSSSCG00000016050

INPP1

ENSSSCG00000050828

ENSSSCG00000016052

MFESD6

15

42

Moderada

ENSSSCG00000050467

ENSSSCG00000023032

SCG2

15

43

Moderada

ENSSSCG00000051594

15

44

Moderada

ENSSSCG00000019560

u6

ENSSSCG00000046536

16

45

Moderada

ENSSSCG00000044320

ENSSSCG00000041531

16

46

Moderada

ENSSSCG00000018535

ENSSSCG00000016816

ADAMTS12

16

47

Moderada

ENSSSCG00000016831

SPEF2

16

48

Moderada

ENSSSCG00000042382

ENSSSCG00000049835

ENSSSCG00000033070

ENSSSCG00000045602

ENSSSCG00000044693
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ENSSSCG00000041724
ENSSSCG00000033678 U6

17 49 Moderada  —£N55CG00000039038 U6
ENSSSCG00000007453 EYA2
ENSSSCG00000007486 CYP24A1

17 50 Moderada  —£N1555CG00000007487 PFDN4
ENSSSCG00000047208

18 51 Moderada  ENSSSCG00000016548
ENSSSCG00000016549 MKLNL




