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Resumo: O grande desempenho dos frangos de corte modernos é advindo de décadas de
selecdo e melhoramento genético, contudo, verificou-se nos ultimos anos um aumento na
incidéncia de miopatias peitorais. White Striping (WS) é uma miopatia caracterizada pelo
aparecimento de estrias brancas no musculo peitoral das aves, sendo responsavel pela
desvalorizacdo da carne, acarretando prejuizos para a cadeia de producéo. A etiologia
desse distarbio ainda ndo é bem esclarecida, mas acredita-se que ha um componente
genético envolvido com o desencadeamento dessa desordem. Deste modo, neste estudo,
verificou-se o perfil de expresséao diferencial de microRNAs (miRNAs) entre frangos
normais e afetados com WS, e em quais vias metabodlicas seus genes alvo podem atuar.
Foram identificados 5 miRNAs diferencialmente expressos no contraste entre 0s grupos,
sendo eles: gga-miR-375, gga-miR-200b-3p, gga-miR-429-3p, gga-miR-1769-5p e gga-
miR-200a-3. Os alvos preditos resultaram no enriquecimento funcional das vias de
sinalizacdo ERBB, autofagia, via de sinalizagdo da insulina, via de sinalizacdo FoxO,
ciclo celular, endocitose, via de sinalizagdo MTOR e vias metabdlicas. Dentre elas, uma
via importante € a via de sinalizacdo da insulina, cuja desregulacdo pode estar
relacionada com caracteristicas observadas em animais afetados com WS. Por isso,
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sugere-se que os miRNAs expressos diferencialmente entre frangos normais e afetados
podem estar atuando sobre essa via, sendo um gatilho para a manifestacédo de WS.

Palavras-chave: Epigenética; MicroRNAs; White Striping; Frangos de corte.

INTRODUCAO

Uma das preocupacfes da avicultura de corte € o aumento na ocorréncia de
miopatias peitorais, como por exemplo, White Striping (WS), que se apresenta com uma
prevaléncia cada vez maior na producdo intensiva e tém causado diversos prejuizos. Esta
miopatia WS é caracterizada por estrias esbranquicadas que se formam paralelamente ao
musculo peitoral das aves, sendo compostas principalmente por tecido adiposo e fibrético
(PETRACCI; CAVANI, 2012; KUTTAPPAN et al., 2013a). O distarbio interfere
negativamente no rendimento dos filés afetados (BRAMBILA; BOWKER; ZHUANG,
2016) e também prejudica seu valor nutricional, com aumento na deposicao de lipidios e
coldgeno no tecido a medida que acontece uma diminuicdo do conteldo proteico
(MUDALAL et al., 2014). Além das alteragdes fisico-quimicas no masculo desses animais,
WS afeta diretamente a aceitabilidade da carne pelos consumidores, sendo que pesquisas
relatam que até 50% das pessoas ndo comprariam filés afetados com qualquer nivel de WS
em razdo de sua aparéncia (KUTTAPPAN et al., 2012a).

As perdas relacionadas as miopatias peitorais em frangos de corte acontecem
devido as condenacdes de carcacas proximas a 0,8% causadas pelos disturbios, e também
pela depreciacdo de até U$1,86 (R$ 5,90) por quilograma de carne afetada (ZANETTI et
al., 2018). A menor aceitacdo comercial dos filés in natura acaba levando essa carne a
fabricacdo de subprodutos, o que provoca uma desvalorizacdo desses cortes. Porém,
mesmo durante o processamento, 0 menor rendimento e a alteracdo das caracteristicas da
carne também representam um problema, muitas vezes tornando necessarias intervencées
da industria para correcdo da textura, cor e pH dos produtos (BRAMBILA; BOWKER;
ZHUANG, 2016), gerando um prejuizo ainda maior para a cadeia de producgéo avicola.

Diversos estudos tém sido conduzidos a fim de esclarecer a real etiologia da
manifestacdo de WS e acredita-se que ha um componente genético importante envolvido
no desencadeamento desta miopatia (ALNAHHAS et al., 2016; PAMPOUILLE et al.,
2018; MARCHESI et al., 2019; PRAUD et al., 2020; MARCIANO et al., 2021). Portanto,
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como ainda ndo ha relatos na literatura abordando o papel da regulacdo génica mediada por
microRNAs sobre o desencadeamento de WS, o objetivo deste trabalho foi investigar uma
via potencialmente controlada pela atividade de miRNAs que possa estar relacionada com
a manifestacdo de WS em frangos de corte.

FUNDAMENTAGCAO TEORICA

Estima-se que de 1957 até 2005, o crescimento de frangos de corte com 42 dias de
idade aumentou cerca de 400%, alcancando uma reducdo de 50% na taxa de conversao
alimentar e um aumento de aproximadamente 80% no rendimento do musculo peitoral
(ZUIDHOF et al., 2014). Distarbios metabolicos como WS vém sendo correlacionados
com essa elevacdo na taxa de rendimento do musculo peitoral (KUTTAPPAN et al.,
2012b), sendo relatada uma prevaléncia de até 96% nos frangos de corte (somando-se 0s
casos em estagio inicial até os mais severos) (TIJARE et al., 2016).

White Striping € uma miopatia degenerativa que afeta o0 musculo pectoralis major
(PMM) das aves, provocando uma série de alteragdes fisico-quimicas e histoldgicas no
tecido (KUTTAPPAN et al., 2013a). As principais lesdes observadas no musculo dos
animais acometidos por WS sdo: miodegeneracdo, necrose, infiltracdo por linfécitos e
macrofagos, fibrose, lipidose e outras alteracbes degenerativas e regenerativas
(KUTTAPPAN et al., 2013a; TROCINO et al., 2015). Também ¢é relatado que o musculo
de frangos com WS apresenta aumento de lise, mineralizacdo e inflamacéo intersticial das
fibras, hipereosinofilizacdo, perda das estrias cruzadas, internalizacdo do nucleo, fibras
fragmentadas e com tamanhos irregulares (KUTTAPPAN et al., 2013a). Ressalta-se ainda
que essas alteracdes ndo estdo relacionadas a agentes infecciosos e ndo representam risco a
satde do consumidor.

Estudos anteriores ja associaram o crescimento rapido dos frangos de alto
rendimento com maior predisposi¢do ao desenvolvimento de miopatias peitorais (JOINER
et al., 2014). A herdabilidade para WS ja foi estimada em 0,19 a 0,34 (BAILEY et al.,
2015) e muitos genes ja foram associados com a manifestacdo de WS, como por exemplo
genes reguladores da regeneracéo e reparo de fibras musculares (MYH15, MYH1E, MYH1B,
MYH1F, MYH13 e MYOCD), genes relacionados com fibrose e adipose (PDGFR«), genes

reguladores da composicdo da matriz celular e sarcolema (COL6A3, FN1 e SGCB) e até
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mesmo genes que ja foram associados a distdrbios neuromusculares em humanos (FNL1,
COL6A3, SGCB, e LRSAM) (PAMPOUILLE et al., 2018).

Marchesi et al. (2019) identificaram 1441 genes diferencialmente expressos (DE)
entre 0 masculo peitoral de frangos afetados com WS e frangos normais aos 42 dias de
idade. Nesse estudo, os 10 genes mais expressos e 0s 10 menos expressos no grupo afetado
com WS regulavam atividades relacionadas a fisiologia muscular, angiogénese e
inflamacéo. Considerando o conjunto inteiro de genes DE, foram observados processos
bioldgicos associados a hipoxia, estresse oxidativo, inflamacéo, resposta a lesdo muscular,
metabolismo de carboidratos, entre outros (MARCHESI et al., 2019).

Os mecanismos epigenéticos regulam a expressdo génica e participam da maioria
dos processos celulares, sendo que os mecanismos mais conhecidos sdo a metilacdo do
DNA, a modificacdo quimica das histonas e o silenciamento génico guiado por
microRNAs (miRNAs) (SKVORTSOVA; IOVINO; BOGDANOVIC, 2018). Os miRNAs
sdo RNAs nédo codificantes, com cerca de 18 a 25 nucleotideos, que formam um complexo
de silenciamento génico pos-transcricional (RISC) em associagdo com uma proteina
chamada Argonauta (HUTVAGNER; ZAMORE, 2002). A fungdo desta proteina €
degradar um RNA mensageiro (RNAm) antes que ele seja traduzido pela maquinaria
ribossémica da célula, enquanto o papel do miRNA é identificar o RNAm a ser degradado;
essa identificacdo acontece pela complementariedade de bases (MOURELATOS et al.,
2002). Apesar de ter sido identificado que os miRNAs regulam fungbes fisiologicas
importantes nos organismos, ainda ndo existem estudos relatando a influéncia dos miRNAs

no desencadeamento de WS em frangos de corte.

METODOLOGIA

Este trabalho foi realizado na Embrapa Suinos e Aves, situada em Concordia —
Santa Catarina, Brasil. Foram coletadas amostras de musculo peitoral de 30 frangos de 28
dias de idade de uma linhagem comercial de crescimento rapido. As aves foram criadas de
acordo com as recomendagdes comerciais de manejo para a linhagem. Por meio de analise
macroscopica durante a coleta, foram identificados frangos normais e afetados com WS,
levando em consideracdo os padrdes visuais caracteristicos para WS definidos por
Kuttappan et al. (2013) (Figura 1).
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Figura 1 — Dois peitos de frangos de corte aos 28 dias de idade representando as caracteristicas
macroscépicas do grupo controle e do grupo afetado com White Striping

Normal White Striping

Fonte: Autoria propria (2023)

Posteriormente, as amostras selecionadas foram submetidas a analise
histopatoldgica para confirmacao da presenca de lesbes caracteristicas de WS nos animais
afetados e auséncia dessas lesdes no grupo controle (Figura 2). Para a analise de miRNA,
as amostras mais representativas de cada grupo foram selecionadas, sendo trés para o

grupo controle e cinco para o grupo afetado com WS.

Figura 2 — Imagem histolc’)gica de dois peitos de frangos de corte aos 28 dias de idade representando as
caracterlstlcas mlcroscoplcas do grupo controle e do grupo afetado com White Strlplng

entre os feixes
musculares

Controle '  White Striping

Fonte: Autoria propria (2023)
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O RNA total foi extraido das amostras de cada grupo, sendo posteriormente
avaliados quanto a sua integridade em eletroforese em gel de agarose 1% por 90 minutos.
A qualidade dos RNAs também foi verificada em equipamento Bioanalyzer Agilent 2100,
sendo consideradas integras as amostras com Numero de Integridade de RNA (RIN) maior
que oito. As amostras foram quantificadas em equipamento Biodrop. As bibliotecas de
miRNAs foram construidas com o kit QIAseq miRNA Library Kit (Qiagen) e o
sequenciamento de foi realizado em equipamento NextSeq (lllumina), no Laboratério
Central de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), na
UNICAMP, Campinas, SP, seguindo o protocolo single-end (1x75 pb).

Os arquivos brutos FASTQ do sequenciamento passaram por um controle de
qualidade com a ferramenta Trimmomatic (BOLGER et al., 2014), onde foram removidas
as sequéncias com qualidade Phred média <20, com tamanho <18 nucleotideos, sendo
descartadas as bases no inicio e no final das sequéncias (bases N). Em seguida foi utilizado
o programa UMI-tools para retirar as sequéncias de Identificadores Moleculares Unicos
(UMI) das amostras e a partir das sequéncias limpas foi possivel utilizar o programa
miRDeep2 (FRIEDLANDER et al., 2012) para identificar as sequéncias de miRNAs,
mapeé-las contra o genoma da galinha (Gallus gallus, versdo 6.0) e quantificar os mMiIRNAs
das amostras. Foram utilizados os parametros padrdes sugeridos pelo programa. Para
identificacdo dos miRNAs conhecidos foram utilizadas as informac6es das bases de dados
miRBase 22.1 (GRIFFITHS-JONES et al., 2006) e MirGeneDB 2.1 (FROMM et al., 2020).

Apos a contagem de miRNAs, a expressdo diferencial foi realizada utilizando-se o
pacote edgeR do R. Os miRNAs DE foram corrigidos para testes multiplos, considerando o
FDR (False Discovery Rate) <0,05 como diferenca significativa entre os grupos. Os
miRNAs DE tiveram seus RNAm preditos através da ferramenta online sRNAtoolbox
(RUEDA et al., 2015), com os parametros default do programa. Esta ferramenta retne os
resultados dos programas Pita, miRanda, TargetSpy e Simple Seed Analysis. Com a
identificacdo dos possiveis genes alvo dos miRNAs, as anélises de Ontologia Génica (GO)
foram realizadas com a ferramenta ShinyGO (GE; JUNG; YAO, 2020).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram identificados 5 miRNAs DE entre os grupos normal e afetado com WS (Tabela 1).
Quatro deles estavam menos expressos e um deles superexpresso nos animais afetados com

WS.

Tabela 1 — miRNAs diferencialmente expressos entre frangos de corte de 28 dias afetados com White
Striping e frangos do grupo controle.

mMiRNAs logFC logCPM LR p-value FDR
gga-miR-375 -4,48 3,51 20,13 7,22E-06 0,0022
gga-miR-200b-3p -2,90 4,84 13,74 0,00021 0,0230
gga-miR-429-3p -2,56 4,25 13,58 0,00023 0,0230
gga-miR-1769-5p 3,67 0,37 11,86 0,00057 0,0435
gga-miR-200a-3p -2,74 7,17 11,37 0,00074 0,0451

* logFC: log fold-change; logCPM: log copy per million; LR: likelihood-ratio; FDR: false discovery rate.
Fonte: Autoria propria (2023)

Para 0s 5 miRNAs DE foram preditos 4103 transcritos alvos no genoma de Gallus
gallus e com a ferramenta Biomart do Ensembl, chegamos ao resultado de 2176 genes alvo
para 0s miRNAs. Destes, 2131 ja eram anotados e puderam ser utilizados para a analise de
GO, em que foram identificadas 8 vias de atuacdo significativamente enriquecidas para 0s
genes alvo dos miRNAs DE, sendo elas: via de sinalizacdo ERBB, autofagia, via de
sinalizacdo da insulina, via de sinalizacdo FoxO, ciclo celular, endocitose, via de
sinalizacdo MTOR e vias metabdlicas. Destacamos que a plataforma ShinyGO indicou que
a via de sinalizacdo da insulina € composta por 114 genes, dos quais 29 foram identificados

como alvos para 0s mMiIRNAs DE encontrados em nosso trabalho (Tabela 2).

Tabela 2 — Genes alvo preditos para 0s miRNAs diferencialmente expressos entre frangos com WS e o grupo
controle envolvidos na via de sinalizagdo da insulina.

Genes alvo
AKT1 BRAF CALM EIF4AE EIF4E2 FASN FBP2 FOXO01
IRS4 KRAS MAPK10 MAPK9 NRAS PDPK1 PHKB PIK3CB

PIK3CD PIK3R1 PPP1CC PPP1R3A PRKAAl1 PRKAA2 PRKACB PRKAR1A

PRKCI RAPGEF1 RHEB SHC3 SOS2
Fonte: Autoria propria (2023)

A via de sinalizacdo da insulina regula os niveis de glicose nos animais, além de
sinalizar a sintese de glicogénio nos tecidos e também compartilhar seus receptores com
fatores de crescimento (IGF — Insulin Growth Factors) (CARVALHEIRA; ZECCHIN;
SAAD, 2002). Essa via atua na manutengdo do tecido adiposo dos animais e desempenha

um papel crucial durante o crescimento dos individuos (EBRAHIMI et al., 2019).
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Esta via atua como reguladora chave do aumento da densidade lipidica em frangos
(ALVARENGA et al., 2011), por isso, é possivel que os miRNAs que atuam na via
insulinica possam ser responsaveis pelo aumento na deposicdo de lipidios no musculo
peitoral de frangos com WS. Além disso, alteracbes na via de sinalizagdo da insulina
comumente dao origem a outros disturbios fisiolégicos, como por exemplo a resisténcia a
insulina, que é um fator conhecido nas desordens metabdlicas que afeta o tecido adiposo e
0 musculo esquelético (EBRAHIMI et al., 2019). Alteracdes nesses dois tecidos também
sdo relatadas em animais com WS, sendo possivel que os miRNAs que afetam a via da
insulina estejam relacionados com algumas dessas alteracdes.

Um dos miRNAs DE entre frangos com WS e frangos normais foi 0 gga-miR-375,
sendo ele menos expresso nos animais afetados. Em outras espécies, 0 miR-375 ja foi
descrito como regulador importante da secrecéo de insulina e controle de glicose sanguinea
(EL OUAAMARI et al., 2008). O mir-375 também ja foi associado com desenvolvimento
muscular e deposicdo de gordura em galinhas (FU et al., 2018). Outro miRNA DE foi o
miR-200b, que demonstrou ser importante no inicio do desenvolvimento do tecido adiposo
em frangos (NEMATBAKHSH et al., 2021). Em nosso estudo, este miRNA foi menos
expresso em frangos com WS, podendo favorecer o aparecimento desta condicdo. Esta é a
primeira vez que esses MiIRNAS que participam da via de sinalizacdo de insulina foram
associados com o desenvolvimento da miopatia WS em frangos de corte.

Os miRNA:s identificados em nosso estudo apresentam um potencial controle sobre
genes da via de sinalizacdo da insulina, indicando uma atividade importante dos miRNAS

no metabolismo lipidico e insulinico, possivelmente envolvidos no aparecimento de WS.

CONSIDERACOES FINAIS
Foram identificados miRNAs diferencialmente expressos entre frangos de corte

normais e afetados por White Striping aos 28 dias de idade que desempenham um papel
importante na via de sinalizacdo da insulina. Estes dados apontam uma possivel explicacao
para 0 aumento na deposicdo de lipidios no masculo peitoral de aves com WS, bem como

de outras caracteristicas relacionadas.
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