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Resumo: Frangos de corte de crescimento rapido sdo susceptiveis a doengas locomotoras que causam
prejuizos econdmicos e restringem o bem-estar animal, sendo que a necrose na cabega do fémur (NCF) é
0 problema locomotor mais recorrente na avicultura mundialmente. Visando melhor compreender o
controle genético dessa desordem Gssea, o perfil de expressdo de genes candidatos previamente
relacionados a NCF foi investigado em frangos de corte na idade precoce de 21 dias. Foram utilizadas
amostras de 8 aves, 4 normais e 4 afetadas com NCF. O RNA da placa de crescimento femoral foi
extraido e purificado. Posteriormente, o cDNA foi sintetizado e as amostras foram submetidas & PCR
quantitativa para os genes alvo PERP, LEPR e ANGPTL5, que foram diferencialmente expressos entre 0s
dois grupos (p<0,05). Na anotacdo funcional dos genes expressos na placa de crescimento femoral desses
animais, os 3 genes se destacaram por ja terem sido associados com processos celulares importantes para
regulacdo da matriz dssea e cartilaginosa, como apoptose e osteoblastogénese, caracterizando-os como
possiveis candidatos envolvidos com a manifestagdo da necrose na cabeca do fémur em aves. Essas
informagdes contribuem para um melhor entendimento sobre a influéncia da genética no desenvolvimento
da necrose na cabecga do fémur em frangos de corte.

Palavras—chave: integridade 6ssea, avicultura, genética, problemas locomotores, ossificacéo.

Expression profile of the PERP2, LEPR and ANGPLT5 genes in normal and femoral
head necrosis-affected broilers at 21 days of age

Abstract: Fast-growing broiler chickens are susceptible to locomotor diseases that cause economic losses
and restrict animal welfare. Femur head necrosis (NCF) is the most recurrent locomotor problem in
poultry worldwide. To better understand the genetic control of this bone disorder, the expression profile
of candidate genes previously related to NCF was investigated in broilers at an early age of 21 days.
Samples from 8 broilers, 4 normal and 4 affected with NCF, were used. RNA from the femoral growth
plate was extracted and purified. Subsequently, cDNA was synthesized and the samples were submitted
to quantitative PCR for the target genes PERP, LEPR and ANGPTL5, which were differentially expressed
between the two groups (p<0.05). In the functional annotation of the genes expressed in the femoral
growth plate of these animals, the 3 genes can be highlighted for having already been associated with
important cellular processes for the regulation of bone and cartilage matrix, such as apoptosis and
osteoblastogenesis, characterizing them as possible candidates involved with the manifestation of femoral
head necrosis in chickens. This information contributes to a better understanding of the influence of
genetics on the development of femur head necrosis in broiler chickens.

Keywords: bone integrity, poultry, genetics, locomotor problems, ossification.
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Introducao

Os animais de producdo intensiva sdo melhorados e selecionados geneticamente para maior
producdo de carne. No entanto, em alguns casos, 0 desenvolvimento da estrutura 6ssea desses animais
acaba sendo prejudicado por ndo acompanharem o desenvolvimento da musculatura (OLKOWSKI et al.,
2011). As doencgas locomotoras na producdo intensiva ocorrem também devido a estrutura Gssea e
articular ndo estarem preparadas para sustentar 0 peso que esses animais atingem em poucos dias. Como
consequéncia, observa-se a ocorréncia de lesbes de degeneracdo femoral, podendo ou ndo estar associadas
a infeccdo (OLKOWSKI et al., 2011). A necrose na cabeca do fémur (NCF) prejudica a locomogdo das
aves e suas lesdes podem levar a condenacdo de carcagas, sendo também um dos problemas locomotores
gue mais afeta a avicultura mundial, causando prejuizos econdmicos e ao bem-estar animal. Os estudos de
genética molecular podem auxiliar no entendimento do perfil de expressao génica entre animais saudaveis
e afetados com NCF e, dessa maneira, ajudar os programas de melhoramento genético a desenvolver
planos de acéo eficientes para reduzir a incidéncia de problemas locomotores na producéo de frangos de
corte. Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo dos genes candidatos TP53 apoptosis
effector (PERP2), Leptin receptor (LEPR) e Angiopoietin like 5 (ANGPTL5) na placa de crescimento do
fémur de frangos normais e afetados com NCF aos 21 dias de idade.

Material e Métodos

Neste estudo foram utilizadas amostras de placas de crescimento do fémur de 8 frangos de corte de
uma linhagem comercial com 21 dias de idade, sendo 4 normais e 4 afetados com necrose de cabec¢a do
fémur. Apos a coleta das amostras, foi realizada a extracdo de RNA total, utilizando o reagente Trizol
(Invitrogen) seguida por purificacdo através da coluna de silica (Qiagen), conforme recomendagdo do
fabricante. A concentracdo do RNA foi verificada com o espectrofotdmetro (BioDrop) e para avaliar a
integridade foi utilizado gel de Agarose a 1%. A sintese de cDNA foi feita utilizando-se o kit SuperScript
Il First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Primers para os genes PERP2, LEPR e ANGPLT5
foram desenhados em juncdo de éxons no programa Primer-blast do NCBI. Em seguida, as reagdes de
PCR quantitativo (qPCR) foram realizadas no equipamento QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems),
contendo: Master Mix na concentracdo 1X (GoTaq qPCR Master Mix 2x, Promega), 0,16 uM de cada
primer F e R, 2 pL de cDNA na diluicdo 1:10 e dgua ultrapura para completar 15 L de reagdo total. As
reacGes de gPCR foram feitas em duplicatas e os valores de Ct (cycle threshold) foram obtidos e
submetidos a analise da expressdo diferencial no programa REST, que utiliza um teste de aleatorizacdo
ndo paramétrico para comparacdo entre 0s grupos estudados. As diferengas foram consideradas
significativas quando p<0,05.

Resultados e Discusséo

A genética é um fator determinante para o desenvolvimento ésseo, sendo que variagdes alélicas e
na expressdo podem afetar diretamente a fisiologia e, em alguns casos, determinar a manifestacdo de
disturbios severos. Por isso, a andlise de expressdo génica é uma ferramenta importante na investigagdo
de desordens metabolicas, sendo possivel muitas vezes detectar a origem da desordem.

Neste estudo, os genes PERP2, LEPR e ANGPTL5 foram respectivamente menos expressos
(p<0,05) aproximadamente 14, 8 e 66 vezes nos animais afetados com NCF em rela¢do aos normais. O
gene PERP2 codifica uma proteina da familia de mielinas periféricas; em sua atividade celular ele
interage com a proteina p53 (supressora tumoral), regulando etapas do ciclo celular e de apoptose. Este
gene também foi menos expresso em frangos de corte afetados com NCF aos 35 dias de idade (PEIXOTO
et al., 2019), indicando que este pode ser um gene candidato ao desenvolvimento desta condig&o.

Outro gene diferencialmente expresso na placa de crescimento do fémur foi o LEPR que é um
receptor da leptina e atua diretamente na regulacdo do peso corporal. Em camundongos com deficiéncia
de leptina houve anormalidades nos 0ssos responsaveis pela sustentacdo corpoOrea (0ssos longos),
sugerindo que LEPR esta intimamente ligado a resisténcia 6ssea. O receptor da leptina também esta sendo
apontado como modulador negativo da mecanossensibilidade 6ssea, e possiveis variagcdes genéticas neste
gene podem estar atreladas a resposta osteogénica diferencial a estimulacdo mecénica. Ja foram
identificados SNPs importantes na regido codificadora de LEPR que podem resultar em uma proteina ndo
funcional alterando sua expressdo nos osteoblastos (KAPUR et al., 2010).
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O gene ANGPTL5 foi menos expresso em aves afetadas com NCF. Segundo ZHENG (2008),
este gene tem acdo inibidora da expressdo de alguns fatores de transcricdo importantes para a
diferenciacdo das linhagens mieloide, eritroide e linfoide, possuindo um papel importante no reparo da
epiderme e na angiogénese, na formacdo de novos vasos sanguineos e nas atividades hematopoiéticas.
Além disso, o ANGPTLS5 ativa vias de sinalizagdo, como a MAPK (Mitogen Activated Protein Kinases -
Proteino-quinases ativadas por mitégenos), que atua em uma variedade de processos celulares, como
mitose, diferenciacdo, apoptose e respostas ao estresse (CARGNELLO; ROUX, 2011).

Existem poucos estudos avaliando a associagdo entre a fungdo desses genes com problemas
locomotores. Desta forma, sua baixa expressdo no grupo de animais afetados com NCF, reforca o
envolvimento de vias metabdlicas como a de controle de apoptose, osteoblastogénese e regulacdo das
sinalizacOes de proteino-quinases na manifestacdo da NCF em aves.

Concluséo
Foi evidenciada uma menor expressao dos genes PERP2, LEPR e ANGPLT5 em frangos com 21
dias de idade afetados com NCF, sugerindo que uma possivel desregulagdo desses genes possa estar
relacionada com a manifestagdo desta condicdo em aves. Esses resultados contribuem para melhorar a
compreensdo dos mecanismos moleculares que podem desencadear a NFC, bem como para o avango do
conhecimento do genoma funcional da galinha.
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