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Resumo: Célcio (Ca) e Fosforo (P) sdo minerais essenciais na nutrigdo de poedeiras, participam em
muitas fungdes metabdlicas e na formacéo da casca do ovo. Niveis inadequados desses elementos podem
resultar em perdas significativas na qualidade dos ovos, vida produtiva e bem estar de poedeiras.
Portanto, utilizando a técnica de RNA-Seq, objetivou-se analisar o perfil de expressdo génica relacionada
a mecanismos homeostaticos de Ca e P fornecidos na dieta de poedeiras. Para isso, foram utilizadas 27
amostras do duodeno, de trés grupos de poedeiras que receberam diferentes niveis na dieta de Ca:P e
apresentaram diferentes desempenhos produtivos: alto (4.71% Ca e 0.21% P), baixo (3.29% Ca e 0.49%
P) e grupo controle (Ca 4% e 0,35% P). Considerando todas as comparagdes entre os grupos, um total 107
genes foram diferencialmente expressos (DE, FDR < 0.05) no duodeno. Destes, pode-se destacar FGF7,
MYLK, CAB39L, ILIRLI, PKIA, CAV1, COL3Al e TNIP3. Nenhum desses havia sido previamente
associado com a regulacéo de Ca:P na dieta de poedeiras. A identificacdo desses genes € importante para
a melhor compreensdo de mecanismos envolvidos na modulacdo e no uso eficiente desses minerais na
dieta das galinhas.

Palavras—chave: galinha, RNA-Seq, transcriptdmica.

Differential expression of genes related to calcium and phosphorus metabolism in laying hens with
different performance levels

Abstract: Calcium (Ca) and phosphorus (P) are essential minerals in laying hens nutrition, participating
in many metabolic functions, including eggshell formation. Inadequate levels of these elements can result
in significant losses in egg quality, productive life and welfare of the laying hens. Therefore, using the
RNA-Seq analysis, the gene expression profile related to Ca and P homeostatic mechanisms in the diet of
laying hens was evaluated. To this, 27 duodenum samples from three groups of laying hens that received
different levels of Ca:P in the diet and had different productive performances: high (4.71% Ca and 0.21%
P), low (3.29% Ca and 0.49% P) and control group (Ca 4% and 0.35% P) were used. Considering all
comparisons among groups, 107 genes were differentially expressed (DE, FDR < 0.05) in the duodenum.
Of these, the FGF7, MYLK, CAB39L, ILIRLI, PKIA, CAV1, COL3Al1 and TNIP3 can be highlighted.
None of them had been previously associated with Ca:P regulation. The identification of these candidate
genes is important to improve the understanding of the mechanisms involved with the modulation and the
efficient use of these minerals in the chicken diet.

Keywords: chicken, RNA-Seq, transcriptomics.
Introducao

O caélcio (Ca) e o fosforo (P) sdo os principais minerais na nutricdo de poedeiras, participando de
muitos processos fisiolégicos vitais, como na estruturagdo Ossea e na formagdo da casca do ovo. No
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entanto, suas funcgbes sdo dependentes da quantidade disponivel na dieta e as concentragfes plasmaticas
sdo controladas por mecanismos de reacdo do horménio da paratireoide (PTH), vitamina D na sua forma
ativa, e por seus respectivos receptores localizados no intestino delgado, 0ssos e rins. O antagonismo
existente entre os minerais interfere na absorc¢do, resultando em perdas na qualidade da casca do ovo, no
desempenho produtivo e no bem-estar animal (Adedokun; Adeola, 2012). Através da nutrigenémica é
possivel analisar a influéncia da dieta na expressdo génica, compreendendo que ndo somente alguns
nutrientes sdo essenciais, mas que as quantidades fornecidas na dieta também sdo importantes (Mutch et
al., 2005). Diante disso, 0 objetivo do estudo foi analisar o perfil de expressdo génica no duodeno, que é
um importante sitio de absor¢do desses minerais, em poedeiras que receberam diferentes niveis de Ca e P
na dieta por um periodo de 50 semanas, por meio da analise de RNA-Seq.

Material e Métodos
Foram utilizadas 27 poedeiras da linhagem Bovans White com 70 semanas de idade, que

receberam diferentes niveis de Ca e P na dieta desde as 20 semanas de idade. Dos nove grupos
submetidos as diferentes dietas, trés foram escolhidos para a andlise de RNA-Seq de acordo com o
desempenho produtivo e caracteristicas qualitativas dos ovos. Assim, foram utilizadas 9 amostras do
duodeno do grupo que apresentou melhor desempenho produtivo (4.71% Ca e 0.21% P), 9 com pior (
3.29% Ca e 0.49% P) e 9 amostras de um grupo controle, com niveis préximos do indicado usualmente:
Ca 4% e 0,35% P. As amostras coletadas tiveram o RNA-total extraido utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen), seguida de clean-up com kit Qiagen RNeasy. Em seguida, o RNA foi quantificado com o
equipamento Biodrop e a sua integridade foi avaliada em Bioanalyzer (Agilent 2012), considerando
apenas valores de RIN > 8 para andlises posteriores. O preparo das bibliotecas de RNA-Seq foi realizado
com o kit llumina Stranded (Illumina) e enviadas para sequenciamento em equipamento lllumina HiSeq
2500, seguindo o protocolo paired-end (2 x 100 pb). As sequéncias geradas foram submetidas ao controle
de qualidade usando o software Trimmomatic e mapeadas contra o genoma referéncia da galinha
(GRCg6a) com o software STAR. Para a analise estatistica foi utilizado o método voom do pacote limma
no programa R e os genes DE foram selecionados com base no nivel de False Discovery Rate (FDR) <
0,05. A anotacgdo funcional foi realizada no PANTHER (http://www.pantherdb.org/).

Resultados e Discussdo
Foram identificados 107 genes diferencialmente expressos (DE, FDR < 0.05) no duodeno, em

resposta aos trés diferentes niveis de Ca:P fornecidos na dieta. Entre o grupo de melhor e pior
desempenho, 105 genes foram DE, sendo que 16 apresentaram funcBes em processos metabdlicos de
fosforo e regulacdo no transporte de ions de célcio, destacando-se os genes FGF7, MYLK, CAB39L,
ILIRLI, PKIA, COL3A1 e CAV1 que foram menos expressos no grupo de melhor desempenho. Dois genes
foram DE entre o grupo melhor e o controle, sendo TNIP3 superexpresso e 0 ENSGALG00000051077
menos expresso no gripo de melhor desempenho. Nenhum gene foi DE entre os grupos pior e controle.

Genes como MYLK, CAB39L, ILIRL1 e TNIP3 ja foram relatados com fungdes anti-
inflamatorias intestinais e sob condicdes de estresse em diferentes espécies animais (Abrans et al., 2016,
Savenije., et al 2014). O gene COL3A1 é considerado um dos principais coladgenos constituintes na
integridade do intestino, atuando junto com outros colagenos na cicatrizacdo tecidual (Miller et al., 1971).
Desse modo, a maior expressdo destes genes no grupo de pior desempenho em relacdo ao melhor pode
estar associada a respostas imunes desencadeadas para possivel tentativa de manutencdo da mucosa
intestinal, podendo ter contribuido para que este grupo apresentasse menor desempenho produtivo.

O gene PKIA, relacionado a inibicdo da proteina kinase dependente de cAMP (PKA), estimula a
conversdo da vitamina D ativa (1,25-(OH),D3) que realiza a absorcédo intestinal de Ca. Esse estimulo é
dependente das concentracBes plasmaticas de Ca, que quando em baixa concentracdo, sua forma ativa é
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sintetizada para maior absorcédo de calcio no duodeno. A ativagdo dessa via da proteina kinase pelo PTH
também leva a um aumento na reabsorcdo de Ca nos tdbulos renais (Proszkowiec-Weglarz et al., 2013).
Dessa forma, o grupo que obteve o melhor desempenho, apresentou menor expressdo de PKIA, podendo
estar associado com a maior disponibilidade de célcio na dieta, ndo dependendo de mecanismos
compensatorios na regulacdo de calcio.

O VDR é considerado o principal receptor da vitamina D, que possibilita rapida absorcdo de Ca
no intestino delgado. Trabalhos ja& mostraram que a estreita associa¢do do receptor VDR com membranas
enriquecidas com caveolina, codificada pelo gene CAV1, ligadas por meio da vitamina D, apresentaram
maior afinidade na mucosa intestinal, resultando em maiores respostas de transporte de calcio em frangos
(Proszkowiec-Weglarz., et al, 2013). O gene FGF7, também j& foi relacionado a funcGes de regulagdo de
Ca por meio da vitamina D, além de participar em fun¢des conhecidas no metabolismo de P (Oliveira., et
al 2010). Portanto, a superexpressdo dos genes CAV1 e FGF7 no grupo de menor desempenho pode estar
relacionada a maiores respostas no transporte ativo de ions de Ca, pela baixa concentra¢do plasmaética,
resultando em maior necessidade de captacdo de célcio pelo duodeno.

Concluséo
Foram identificados novos genes candidatos relacionados a regulagdo da absorcdo de célcio e
fésforo em poedeiras submetidas a diferentes dietas. A variagdo na expressdo desses genes envolvidos na
homeostasia Ca:P em decorréncia das dietas com diferentes niveis de Ca e P pode ter influenciado o
desempenho das poedeiras.
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