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Fatores relacionados a variacao na expresséo génica no fémur de frangos de corte
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Resumo: Ao longo dos ultimos anos, os animais tém sido selecionados para maior peso e rapido
crescimento, 0 que acarretou um aumento na incidéncia de problemas locomotores em frangos de corte.
Estes sdo considerados atualmente um dos principais problemas na producdo de aves no mundo. Com
isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo de 3 genes relacionados com integridade éssea no
fémur de duas linhas de corte da Embrapa Suinos e Aves: uma selecionada (TT) e outra controle, sem
selegdo (LLc), em duas idades distintas: 21 e 42 dias. Para cada linha foram coletadas 24 aves (12 fémeas
e 12 machos) em cada idade estudada. Para a quantificacdo relativa foram escolhidos 3 genes candidatos:
BMP2, RUNX2 e SPARC. A anélise de variancia incluiu os efeitos fixos de linha, sexo, idade e suas
interacBes. As interacBes (ldade x Linha) para RUNX2 e SPARC e (Idade x Sexo) para BMP2 foram
significativas (p<0,05). Aos 21 dias de idade, os niveis de expressdo do RUNX2 e SPARC foram maiores
na linha TT do que na LLc, possivelmente devido ao processo de sele¢éo realizado na linha TT. Aos 42
dias de idade, os machos apresentaram maiores niveis de expressdo do gene BMP2 do que as fémeas de
ambas as linhas, 0 que pode ser devido ao aumento gradativo da producéo de testosterona até a ave atingir
a maturidade sexual.
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Factors related to the variation on gene expression in the femur of broilers

Abstract: In the last years, heavier and fast-growing chickens have been selected, which has led to an
increase in the broilers locomotor problems. These are currently considered one of the main issues in the
poultry production worldwide. Thus, the objective of this study was to evaluate the expression of 3 genes
related to bone integrity in the femur of two broiler lines from Embrapa Suinos e Aves: one selected (TT)
and one control, with no selection (LLc), at two different ages: 21 and 42 days. For each line, 24 broilers
(12 females and 12 males) were collected in each age studied. For the relative quantification, 3 candidate
genes were chosen: BMP2, RUNX2 and SPARC. The analysis of variance included the fixed effects of
line, sex, age and their interactions. The interactions (Age x Line) for RUNX2 and SPARC and (Age X
Sex) for BMP2 were significant (p <0.05). At 21 days of age, the expression levels of RUNX2 and SPARC
were higher in the TT line than in the LLc, possibly due to the selection applied to TT. At 42 days of age,
males had higher levels of BMP2 gene expression than females in both lines, which may be due to the
gradual increase in testosterone production until the chickens sexual maturity is reached.
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Introducéo

Por meio de intenso melhoramento genético, as empresas de genética avicola tém produzido
linhagens cada vez mais precoces e com maior desenvolvimento muscular. Ao longo das geracdes de
selecdo, o desenvolvimento do tecido 6sseo ndo acompanhou os processos fisiolégicos dos demais tecidos
corporeos, acarretando aumento de problemas locomotores em frangos. Esses problemas nas granjas
comerciais continuam sendo uma preocupacao para a industria avicola brasileira (ALVES et al., 2016),
principalmente, devido ao comprometimento do bem-estar animal e aos prejuizos e transtornos causados
durante o transporte, abate e processamento da carne.
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A elucidacdo das vias moleculares e dos genes envolvidos no crescimento e desenvolvimento
0sseo0 pode ajudar no incremento do melhoramento genético, no sentido de produzir animais com
caracteristicas dsseas mais desejaveis, mantendo-se a eficiéncia na producdo. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo avaliar a expressao de 3 genes relacionados com integridade dssea no fémur de uma
linhagem selecionada para producéo de carne e outra linhagem controle em duas idades distintas.

Material e Métodos

Foram utilizadas aves de duas linhagens de corte da Embrapa Suinos e Aves, sendo a TT
selecionada para multiplas caracteristicas e a LLc uma linhagem controle, mantida sem selecéo ao longo
dos anos. Foram utilizadas 24 aves de cada linhagem (12 fémeas e 12 machos) nas idades de 21 e 42
dias. As aves foram criadas sob as mesmas condi¢Ges nutricionais e de manejo, numa densidade de 10
aves/m?, recebendo agua e racdo a vontade. A necropsia das aves foi realizada para coleta do fémur
esquerdo, que foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido para posterior andlise de expressdo
génica.

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de amostra da placa de crescimento do fémur
utilizando o reagente Trizol® (Invitrogen) e quantificado em espectrofotdmetro. Para a sintese de cDNA
foram utilizados 3 pug de RNA total usando o kit Super Script Il First-Strand Synthesis SuperMix (Life
Technologies). Para a quantificacdo relativa foram escolhidos 3 genes candidatos: BMP2 (proteina
morfogenética Ossea 2), RUNX2 (fator de transcricdo relacionada ao fator Runt 2) e SPARC
(osteonectina), utilizando-se os primers e condicGes de ciclagem de acordo com o descrito por Paludo
(2016). O ciclo limiar (Ct) médio foi obtido e o gene HMBS (Hidroximetilbilano Sintase) foi utilizado
para normalizacdo de cada amostra. A andlise de variancia foi realizada por meio do procedimento
MIXED do SAS (SAS Inst., Inc., Cary, NC), testando-se os efeitos fixos de linhagem, sexo, idade e suas
interagBes, considerando-se 5% de significancia.

Resultados e Discusséo
Nesse estudo buscou-se investigar a influéncia da selecdo genética, do sexo e da idade sobre a
expressdo de genes relacionados a integridade 6ssea em duas linhagens de corte, uma selecionada para
maltiplas caracteristicas por 20 gerages e outra linhagem controle. Foram significativas (p<0,05) as
interacOes (Idade x Linhagem) para RUNX2 e SPARC (Figura 1) e (Idade x Sexo) para BMP2 (Figura 2).
O desenvolvimento normal do osso depende do nivel de expressdo do gene RUNX2, que atua
principalmente em estdgios iniciais de desenvolvimento como cofator dos osteoblastos na formacéo do
0ss0 (LIU & LEE, 2013). O gene SPARC atua na formacéo, desenvolvimento e remodelagdo do tecido
6sseo e na montagem dos filamentos de colageno. Sua expressao tem sido associada a resisténcia 6ssea,
permitindo a calcificacdo da matriz extracelular do osso (PARVANEH et al., 2015). Aos 21 dias de idade,
0s niveis de expressdo do RUNX2 e SPARC foram maiores na linhagem TT do que na LLc (Figura 1).
Possivelmente, a selecdo realizada na linhagem TT tenha influenciado a expressao desses genes, que sdo

importantes para o desenvolvimento e maturagéo do tecido dsseo.
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Figura 1. Expressdo dos genes RUNX2 e SPARC nas Linhagens TT e LLc nas idades de 21 e 42 dias.
Médias seguidas de letras maitsculas diferentes indicam diferenca dentro de idade e letras
minusculas diferentes indicam diferenca dentro de linhagem (p<0,05).
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Aos 42 dias de idade, os machos apresentaram maiores niveis de expressdo do gene BMP2 do
que as fémeas de ambas as linhagens, evidenciando interacdo significativa entre idade e sexo (Figura 2).
Esta interagdo pode ser explicada pela influéncia direta de hormdnios sexuais sobre o gene em estudo, ja
que desempenham ampla acdo sobre o desenvolvimento e maturacdo do esqueleto, tanto em fémeas
guanto em machos (KHOSLA, 2010). Em camundongos, a testosterona media seus efeitos através do
receptor de andrdgeno que funciona como um fator de transcri¢do controlando um programa integrado de
expressdo génica, necessario para a formacgdo dssea e mineralizacdo (KANG et al., 2008). Dessa forma, a
maior expressdo do BMP2 aos 42 dias nos machos em relacdo as fémeas pode ser devido ao aumento
gradativo da producdo de testosterona até a ave atingir a maturidade sexual.
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Figura 2. Expressdo do gene BMP2 em machos e fémeas nas idades de 21 e 42 dias. Médias seguidas de
letras maiGsculas diferentes indicam diferenca dentro de idade e letras mintsculas diferentes
indicam diferenca dentro de sexo (p<0,05).

Concluséo
Este estudo permitiu melhorar o entendimento sobre os efeitos de fatores como idade, sexo e
selecdo sobre a variagdo da expressdo de importantes genes candidatos relacionados & integridade dssea
em frangos de corte.
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