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INTRODUCAO

Os estudos iniciais sobre a suplementagdo mineral em ragdes comecaram na década de 50, com a
finalidade de solucionar problemas ésseos e de desempenho das aves. Nos Ultimos anos, a suplementagéo
mineral para aves ganhou grande notoriedade em raz&o de varios fatores produtivos como: o melhoramento
genético que deu origem a animais com maior ganho de peso, alta precocidade e aumento na producao de
ovos, a criagdo em gaiolas, onde a ave fica sem contato direto com a terra, uma importante fonte mineral,
e a retirada ou reducéo do uso de farinhas de origem animal nas ra¢des (Bertechini, 2006). O que limita a
nutricdo para as poedeiras € a deficiéncia de minerais, visto que as matérias primas, tais como milho e soja,
que sao utilizadas na fabricagéo de ra¢g8es, em sua maioria, ndo suprem as exigéncias dos animais. Apesar
de constituir 5% do corpo de um animal, os nutrientes minerais auxiliam na formacéo do esqueleto (80% a
85%), sendo também importantes na formagéo da casca dos ovos, assim como na estrutura dos musculos,
fundamental ao bom funcionamento do organismo (McDowell, 1992). Assim, o célcio (Ca) e o fésforo (P)
sdo importantes minerais utilizados para balancear a dieta das aves. Com base nisso, objetivou-se neste
trabalho analisar por meio da técnica de PCR quantitativa (QPCR) a expressédo de dois genes candidatos
envolvidos em mecanismos regulatorios de calcio e fésforo.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizadas 30 amostras de rim de poedeiras com 70 semanas de idade que foram submetidas a
diferentes niveis de célcio e fosforo na dieta e que tiveram diferentes desempenhos produtivos: alto (4.71%
Ca e 0.21% P), baixo (3.29% Ca e 0.49% P) e um grupo controle (4% Ca e 0,35% P). As amostras foram
armazenadas em freezer -80°C para analise de expressao génica. Para extracdo de RNA total utilizou-se o
reagente Trizol (Invitrogen), seguido de purificagdo em coluna RNEasy (Qiagen) de acordo com as
recomendacdes dos fabricantes. A concentracdo do RNA foi adquirida por meio de espectrofotdbmetro
(BioDrop) e em gel de agarose (1%) para a verificagdo da integridade. Amostras com razéo 260/2680nm e
acima de 1,8 foram utilizadas para a sintese de cDNA com o kit SuperScript Ill First—Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen). Os genes candidatos Fibroblast Growth Factor 1 (FGF1) e Fibroblast Growth Factor
Receptor 3 (FGFR3) foram escolhidos para verificacdo da expressado diferencial. As amostras foram
submetidas a técnica de qPCR, realizada em equipamento QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems), com
reacdes contendo: Mastermix na concentragdo 1X (GoTaq gPCR Master Mix 2X, Promega), 0,16 pM de
cada primer F e R, 2 pL de cDNA na diluigdo 1:10 e agua ultrapura para completar 15 pL de reacao total.
Os cycle thresholds (Cts) foram coletados e foi realizada andlise estatistica utilizando o software REST
2009, sendo utilizados os genes RPL30 e RPL5 como referéncia.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Os dois genes analisados (FGF1 e FGFR3) neste estudo ndo apresentaram diferencga significativa de
expressao no rim entre 0s grupos avaliados (Tabela 1). O Ca e o P sdo minerais importantes na nutricdo
de poedeiras, ja que participam de varios processos fisioldgicos vitais, como na formacao dos ossos e da
casca do ovo (1). Contudo, suas funcdes dependem da quantidade que é fornecida na dieta e as
concentragdes plasmaticas sao reguladas por meio de mecanismos de rea¢édo do hormdnio da paratireoide
(PTH), vitamina D em sua forma ativada, e por seus respectivos receptores localizados nos rins. Entre os
genes da familia de fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), o gene FGF1 atua na cicatrizagéo e tem
como principal fungdo a manutengdo da integridade do tecido conjuntivo, por sintetizar componentes da
matriz extracelular (5). Sabe-se também que o FGF1 induz a proliferacéo celular e a angiogénese (formacao
de novos vasos sanguineos). Ja o gene FGFR3 € um receptor do fator de crescimento do fibroblasto, sendo
do tipo tirosina quinase, que esta diretamente relacionado com o desenvolvimento 6sseo, agindo como
modelador negativo na placa de crescimento. Estes dois genes sdo da mesma familia (4) e atuam
diretamente na regulagéo de calcio e fésforo. A utilizacdo do rim para estas analises se deu pois ele é o
principal 6érgdo que regula a excrecdo dos minerais. Quando se tem uma quantidade muito grande de
minerais, o rim ajuda a excreta-los, porém, quando h& pouca quantidade, ocorre a absorcdo nos tubulos
renais para a utilizagdo destes pelo animal. Através das andlises desses dois genes, pode-se observar que
a expressado nao foi diferente entre os grupos de animais que receberam diferentes niveis de Ca e P na
dieta. Isto pode ter ocorrido devido a varios motivos: porque as galinhas utilizadas estavam numa idade em
que elas ja tinham se adaptado as dietas ou porque havia muita variacdo entre as amostras, ja que
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geralmente poucas amostras sao usadas neste tipo de analise. Além disso, € possivel que nesta idade a
expressao destes genes nao tenha se alterado com as diferentes dietas recebidas, indicando que os niveis
de minerais fornecidos eram adequados.

CONCLUSOES
Os genes FGF1 e FGFR3 néo foram diferencialmente expressos no rim de poedeiras de 70 semanas de
idade, indicando que estes nado estdo sendo diferencialmente regulados em razdo das diferentes dietas
fornecidas.
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Tabela 1. Resultado das andlises de expressao dos genes FGF1 e FGFR3 no rim de poedeiras entre os diferentes
grupos estudados.

FGF1
Expresséo relativa Erro Padréo Valor de p
Grupo Melhor desempenho x Controle 1,603 0,302 - 8,725 0,413
Grupo Pior desempenho x Controle 0,975 0,198 - 4,918 0,954
Grupo Melhor X Pior desempenho 1,637 0,329 - 8,471 0,39
FGFR3
Expresséo relativa Erro Padréo Valor de p
Grupo Melhor desempenho x Controle 1,138 0,019 - 16,654 0,822
Grupo Pior Desempenho x Controle 0,573 0,154 - 2,119 0,259
Grupo Melhor X pior desempenho 15 0,430 - 6,497 0,497
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