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INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil ocupa o primeiro lugar na exportacao e terceiro lugar na produgéo a nivel mundial da
carne de frango (1). Isto se deve a estudos que levaram a obtencdo de aves com um maior potencial
genético, de rapido crescimento e desenvolvimento, como também a nutricdo, sanidade e manejos, o que
favoreceu a alta eficiéncia em producgéo de carne destes animais. Contudo, também aumentou a incidéncia
de problemas locomotores, pois o tecido 6sseo ndo tem acompanhado estes processos fisioldgicos (2). A
necrose da cabeca do fémur (NCF), também conhecida como Condronecrose bacteriana com osteomielite
(BCO), é o problema locomotor mais comum em frangos de corte comerciais. A NCF afeta a regido proximal
do fémur, causando a degeneracgédo da epifise femoral, ocasionando grandes perdas econémicas mundiais
pela queda no desempenho destes animais (3). A etiologia desta condi¢do ainda é pouco conhecida, mas
muitos fatores associados séo de origem nutricional, ambiental e principalmente genética (4). Um dos genes
expressos no tecido cartilaginoso femoral é o gene ADA, responsavel por codificar uma proteina presente
em células do sistema imunoldégico (5). Outros genes expressos neste tecido sdo AVBD2, ANGPTL7, FBN2
e OPG. O gene AVBD2 conhecido como beta defensina aviéria 2, também é um componente do sistema
imunoldgico e apresenta um efeito anti-bacteriano (6). O ANGPTL7 codifica uma proteina anti-angiogénica
(7). O fibrilina 2 (FBN2) desempenha uma fungéo estrutural fornecendo substratos para a adeséo celular,
sendo componentes amplamente distribuidos nas matrizes extracelulares na formacao de elastina (8). Ja o
OPG, membro da superfamilia de receptor de TNF11B, possui interacdo com o ativador do receptor ligante
do fator nuclear kappa B (RANKL) e desempenha papel dominante na osteoclastogénese. (9). A maioria
dos estudos com NCF séo realizados com tecido 6sseo, contudo o tecido cartilaginoso femoral € de grande
importancia para integridade do sistema locomotor. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a
expressdo dos genes candidatos ADA, AVBD2, ANGPTL7, FBN2 e OPG em amostras do tecido
cartilaginoso femoral de frangos de corte normais e afetados com necrose da cabeca do fémur aos 21 dias
de idade.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 16 frangos de corte de uma linhagem comercial com 21 dias de idade, sendo 8 normais e
8 afetados com necrose de cabeca do fémur. As amostras foram colhidas da cartilagem femoral e
submetidas a extra¢@o de RNA total utilizando o reagente Trizol (Invitrogen), seguido de purificagdo em
coluna de silica (Qiagen), conforme recomendagfes dos fabricantes. A concentragdo do RNA foi obtida
através do equipamento de espectrofotdmetro (BioDrop) e em gel de Agarose (1%) para avaliacdo da
integridade. Posteriormente foi realizada a sintese de cDNA utilizando o kit SuperScript® Il First—Strand
Synthesis SuperMix (Invitrogen). Apds, as amostras foram submetidas a técnica de PCR quantitativa
(qPCR), realizada com o equipamento QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems), com rea¢des contendo:
Master Mix na concentragdo 1X (GoTag® gPCR Master Mix 2x, Promega), 0,16 uM de cada primer F e R,
2 pL de cDNA na diluicdo 1:10 e 4gua ultrapura para completar 15 pL de reacéo total. As reacdes de qPCR
foram feitas em duplicatas e os valores de Ct (cycle threshold) foram obtidos e transformados em 2-deltaCt,
Como normalizadores foram utilizados os genes RPL5 e RPLP1. A analise da expresséo diferencial foi
realizada utilizando-se a estatistica Mann-Whitney no programa GraphPad (Prism8), sendo considerado o
nivel de significancia p<0,1 como significativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os genes ADA, AVBD2, ANGPTL7, FBN2 e OPG apresentaram amplificacdo nas amostras teciduais de
cartilagem femoral. Os genes ADA, AVBD2 e ANGPTL7 foram diferencialmente expressos (DE) entre
animais normais e afetados com NCF (p<0,1), avaliados aos 21 dias de idade (Figura 1). O gene ADA
codifica a enzima adenosina desaminase que esta presente em todas as células, mas em maiores niveis
nas células do sistema imunolégico (5). Além disso, a adenosina protege células hospedeiras de alguma
leséo excessiva no tecido devido a uma forte inflamacao, o que nos indica que a expresséo diferencial deste
gene pode estar correlacionada com a resposta imune da patologia locomotora (10). O gene AVBD?2,
conhecido como beta defensina aviaria 2, € considerado componente do sistema imunoldgico inato em
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animais. Estes peptideos antimicrobianos sdo bem distribuidos em muitos tecidos, incluindo a medula
Ossea, bago, figado e testiculos. Seus niveis de expressdo de mRNA podem ter diferentes funcdes
bioldgicas, além de seu conhecido efeito anti-bacteriano (6). A diferenca na expressdo deste gene pode
indicar uma possivel infeccdo bacteriana, que ja tem sido descrita como uma das causas da BCO. O gene
ANGPTL7, conhecido como Aniopoietin-like 7, codifica uma proteina anti-angiogénica e em camundongos
€ encontrado em células embrionarias, fibroblastos, células do timo, testiculos e células sinoviais (7). A
superexpresséo deste gene nos animais afetados pode estar levando a falta de vasculariza¢éo do tecido.
Os genes fibrilina 2 (FBN2) e osteoprotegerina (OPG) ndo foram DE na cartilagem das aves de corte afetas
com NCF.

CONCLUSOES
A superexpressao dos genes ADA, AVBD2 e ANGPTL7 em aves afetadas com NCF indica que esses genes
relacionados a vascularizacdo, inflamacédo e resposta inata da cartlagem podem estar envolvidos no
desenvolvimento dessa desordem em frangos de corte.
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Figura 1. Expresséo dos genes ADA, AVBD2, ANGPTL7, FBN2 e OPG no tecido cartilaginoso femoral entre frangos de
corte normais e afetados com NCF aos 21 dias de idade. * p<0,05 e **p<0,1.
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