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NOVOS MICRORNAS IDENTIFICADOS NO MUSCULO PEITORAL MAIOR DE
FRANGOS DE CORTE
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INTRODUCAO

Os avancos tecnoldgicos, assim como estudos voltados para as areas de melhoramento genético, sanidade
e nutricdo, proporcionaram grande fortalecimento da atividade avicola no pais (1). Com o decorrer dos anos,
foram se desenvolvendo inUmeras ragas e cruzamentos voltados para a produgéo de carne, as quais vém
sendo intensamente selecionadas para maior potencial produtivo. O peito € um corte nobre que representa
cerca de 25% da carne da carcacga. Devido ao rapido crescimento das aves, alguns distlrbios tém afetado
a musculatura peitoral, como as miopatias, que tém se tornado muito frequente nas Gltimas décadas. O
estudo do desenvolvimento miogénico, assim como a identificacdo de mecanismos genéticos que atuam
no aparecimento de miopatias pode contribuir para o desenvolvimento de frangos de corte mais equilibrados
fisiologicamente. Os microRNAS (miRNAs) sdo moléculas curtas de RNA ndo codificantes essenciais na
regulacédo da expressao génica pos transcricional (2) que podem atuar no desenvolvimento do musculo
peitoral. Desta forma, este estudo objetivou identificar e caracterizar novos miRNAs presentes no musculo
peitoral de duas linhagens de frangos de corte com diferentes potenciais de crescimento: Ross e TT.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados quatro frangos de corte da linhagem Ross e cinco da linhagem TT aos 28 dias de idade.
A Ross é umas das linhagens mais comercializadas no Pais e possui como principais caracteristicas ser
um produto balanceado, com excelente conversao alimentar e ganho de peso diario, além de uniformidade
mesmo em ambientes desafiadores. Ja a TT é uma linhagem paterna de frangos de corte desenvolvida
pela Embrapa Suinos e Aves que vem sendo utilizada como referéncia para estudos genémicos em aves,
possuindo um crescimento um pouco mais lento que a Ross. Os frangos foram sacrificados por
deslocamento cervical de acordo com a aprovacéo do Comité de Etica no Uso de Animais da Embrapa
Suinos e Aves, onde o trabalho foi realizado. Para a extracdo de RNA, utilizaram-se 100 mg das amostras
de musculo peitoral maior (PMM) das aves. Em seguida, as amostras foram trituradas com o auxilio de
almofariz, pistilo e nitrogénio liquido. O RNA foi extraido utilizando-se o reagente Trizol, que teve sua
gualidade verificada com espectrofotdmetro BioDrop, de acordo com instru¢cdes do fornecedor. Para as
bibliotecas utilizou-se o kit TruSeq Stranded Small RNA (lllumina, Inc.; San Diego CA, USA). Dando
sequéncia ao experimento, realizou-se sequenciamento no equipamento NextSeq (lllumina) utilizando o
protocolo single-end, no laboratério Lactad da UNICAMP. A avaliacdo da qualidade das bibliotecas foi
realizada no equipamento Bioanalyzer e sua quantificacéo foi realizada através de gPCR. As sequéncias
passaram por controle de qualidade com a ferramenta Trimmomatic. Posteriormente, as sequéncias foram
alinhadas no programa Bowtie contra um banco de dados de RNAs ribossomais e transportadores, para
retirar sequéncias inespecificas das amostras, sendo em seguida, alinhadas ao genoma de referéncia da
galinha na base de dados UCSC (Gallus gallus, versdo 6.0). Novos miRNAs foram preditos utilizando o
programa miRDeep?2. Para sua caracterizagéo, a ferramenta sRNAtoolbox
(https://arn.ugr.es/srnatoolbox/amirconstarget/) foi utilizada com os algoritmos Simple seed analysis,
TargetSpy, Miranda e PITA para predi¢éo de genes alvo de atuacao dos microRNAS. Para identificar genes
e processos hioldgicos, a base de dados do Ensembil foi utilizada.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste trabalho, foram encontrados 154 miRNAs que ainda ndo tinham sido descritos no genoma da galinha.
Destes pelo menos 3 estdo presentes tanto na linhagem Ross quanto na TT e estdo situados no
cromossomo 14 [mir.gga.chrl4 5917 (chrl4: 16091119: 16091175)], 27 [mir.gga.chr27_11516 (chr27:
8077678: 8077760)] e 3 [mir.gga.chr3_12064 (chr3:21525238: 21525293)]. A partir da predicdo de genes
alvo de atuacdo de miRNAs no sRNAtoolbox, observou-se que o miRNA do cromossomo 14 possui a
capacidade de atuar em 274 transcritos, o do cromossomo 27 em 213, e aquele do cromossomo 3 em 1461
transcritos (Figura 1). Avaliando os possiveis genes alvo, observou-se que 4 genes (ACSL3, FUT9, PTN e
SPSB1) podem ser regulados pelos 3 novos miRNAS identificados neste trabalho (3). O gene acyl-CoA
sintetase de cadeia longa 3 (ACSL3) esta envolvido com o metabolismo de lipideos, atividade ligase e
formacéo de complexo de proteinas, ja tendo sido associado com caracteristicas de qualidade da carne em
ovinos (4). Este gene também esta em regides de QTL para peso do musculo peitoral maior, peso corporal
e conteudo de proteina no musculo (10). O gene fucosiltransferase 9 (FUT9) também esta envolvido no
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metabolismo de lipideos, realizando degradagéo de acidos graxos em frangos de corte (5). Em um trabalho
anterior de nossa equipe, o gene FUT8, da mesma familia do FUT9, foi superexpresso no PMM de frangos
com 42 dias de idade afetados com a miopatia white striping (6). J& o gene pleiotrophin (PTN) apresenta
funcéo de ligante de enzimas, divisdo celular, resposta imune, entre outros. Em galinhas, sua funcéo é
pouco conhecida. No entanto, em camundongos, ja foi observado que sua expressdo € alta durante a
miogénese do musculo esquelético (7). Pouco se conhece também sobre a funcéo do gene splA/ryanodine
receptor domain and SOCS box containing 1 (SPSB1) em galinhas. Marchesi et al. (6) encontraram que
este gene e um outro desta familia (SPSB2) foram diferencialmente expressos no musculo PMM. De acordo
com a base de dados Genecards, em humanos, o SPSBL1 ja foi associado com distrofia muscular congénita
tipo A7, enquanto que em camundongos foi verificado que este gene se liga e inibe a sinalizacéo de TGF-
beta levando a uma miogénese defeituosa (8).

CONCLUSOES
Os 3 miRNAs identificados pela primeira vez neste estudo podem atuar na regulacéo dos genes ACSL3,
FUT9, PTN e SPSB1, os quais agem principalmente no metabolismo de lipideos e miogénese. O
conhecimento do mecanismo de regulacdo destes miRNAs possibilita 0 melhor entendimento da fungéo
destes genes no metabolismo das aves, em especial no musculo peitoral, além de serem possiveis
marcadores moleculares para esta espécie.
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Figura 1.Diagrama de Venn mostrando o nimero de genes alvo dos miRNA descrito no presente trabalho.
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