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RESUMO

PALUDO, Ediane. CARACTERIZACAO DO PERFIL DE
EXPRESSAO DE GENES RELACIONADOS A
INTEGRIDADE OSSEA EM DIFERENTES GRUPOS
GENETICOS DE AVES DE CORTE E POSTURA. 2016.
177f

O crescimento da producdo de proteina animal tem
aumentado nos ultimos anos, em especial na avicultura
brasileira em que o pais passou de terceiro maior
produtor para segundo maior produtor de carne de
frango. Além disso, ainda ha producdo de ovos, que
apesar de ndo ser uma producdo tdo expressiva para
exportacdo, é suficiente para o mercado interno. Este
grande avanco na producdo mundial foi devido as
grandes melhorias genética, nutricionais e sanitarias.
Porém com este crescimento, também sdo encontrados
alguns problemas indesejaveis ocasionados por causas
multifatoriais, que provocam perdas econ6micas ha
producdo. Entre estes, estdo os problemas que podem
estar relacionados a genética das aves. Ha muito tempo,
as aves vém sendo selecionadas para a maior producao
de carne e ovos, para multiplas caracteristicas, mas a
estrutura Ossea destas aves ndo acompanhou esse
melhoramento. Estudos apontam que problemas dos
0ssos apresentam herdabilidade moderada, e que
muitos genes estdo ligados a resisténcia dos 0Ssos.
Desta maneira, este estudo teve o objetivo de avaliar
caracteristicas fenotipicas e a expressao de alguns
genes relacionados com a integridade Ossea das aves,
em aves de duas linhagens de postura e duas linhagens
de corte, sendo uma selecionada e um controle de
diversas idades. Além disso, foi realizada a analise de






expressdo de genes relacionados com a integridade
0ssea em aves comerciais normais e com condronecrose
bacteriana com osteomielite. Nas linhagens selecionadas
e controle foram avaliadas caracteristicas quimicas,
morfométricas, biomecénicas e expressdo de genes
relacionados com a integridade 6ssea. Para as linhagens
de postura foi analisada a expressdo de 10 genes no
tecido 6sseo da tibia e nas linhagens de corte foram
analisados 11 genes no tecido 0sseo do fémur. Na
linhagem comercial foi avaliada a expressao de 12 genes
no tecido 6sseo do fémur. Nas aves de postura, foi
possivel concluir que h& diferenca significativa (p<0,05)
para algumas caracteristicas fenotipicas e de expressao
génica entre a linhagem selecionada e linhagem
controle, e entre as diferentes idades avaliadas. Em
especial, as aves de 65 semanas da linhagem controle
apresentaram maior expressdo dos genes, condizendo
com uma regeneracao eficiente do sistema 6sseo desta
populacdo quando comparada com a linhagem
selecionada. Nas aves de corte, foi possivel concluir que
existem diferencas significativas (p<0,05) entre a
linhagem selecionada e a linhagem controle, e entre os
sexos para diversas caracteristicas fenotipicas e as
expressdes dos genes estudados. Nas aves comerciais,
concluimos que os genes RUNX2 e SPARC foram quatro
vezes menos expressos nos animais afetados do que
nos animais ndo afetados, com isso o baixo nivel de
expressao dos genes RUNX2 e SPARC, podem reduzir
a vascularizacdo e mineralizacdo 6ssea, aumentando 0s
problemas esqueléticos em frangos de corte. Desta
maneira, 0s resultados deste trabalho permitiram um
melhor entendimento do metabolismo 0sseo em aves de
producdo, dados que sdo escassos na literatura. Porém,
novos estudos se fazem necessarios para ampliar os
conhecimentos em relacdo dos problemas locomotores






com os programas de melhoramento genético, visando
melhorar a qualidade do sistema esquelético das aves.

Palavra-chave: Expresséo génica — fémur — linhagem
controle — linhagem pura — tibia






ABSTRACT

PALUDO, Ediane. Caracterization of the gene
expression profile related to the bone integrity
indifferent genetic groups of birds and cutting
position. 2016. 177f

The increase of animal protein production has increased
in recent years, especially in the Brazilian poultry industry
in the country has the third largest producer second
largest producer of chicken meat. In addition, there is egg
production, which although not such a significant
production for export, is sufficient for the internal market.
This breakthrough in world production was due to the
great genetic, nutritional and health improvements. But
with this growth, they are also found some undesirable
problems caused by multifactorial causes, which cause
economic losses in production. Between them are the
problems that may be related to genetics of birds. A long
time ago the birds have been selected for increased
production of meat and eggs, for multiple features, but
the bone structure of these birds did not follow this
improvement. Studies show that bone problems have
moderate heritability, and that many genes are linked to
the strength of bones. This manner, this study had the
objective to evaluate phenotypic characteristics and the
expression of genes related to the bone integrity of birds
in poultry in two position lines and two cutting lines, one
selected and control of various ages. Moreover, it was
performed gene expression analysis related to the bone
integrity under normal commercial poultry condronecrose
and bacterial osteomyelitis. Were evaluated on selected
lines and control chemical, morphological, biomechanical






and expression of genes related to the bone integrity. For
lines posture was analyzed the expression of 10 genes in
the bone tissue of the tibia and the cutting lines 11 genes
were analyzed in the bone tissue of the femur. In
commercial line was assessed the expression of 12
genes in the bone tissue of the femur. On laying hens, it
was concluded that there is significant difference (p
<0.05) for some phenotypic and gene expression
characteristics between the selected line and line control,
and between the different evaluated ages. In particular,
birds of 65 weeks of the control strain showed increased
gene expression, consistently with efficient regeneration
of osseous system of this population compared with the
selected lineage. On broilers, it was concluded that there
are significant differences (p <0.05) between the selected
line and the line control, and between the sexes for
various phenotypic characteristics and expressions of the
genes studied. In commercial poultry, we conclude that
RUNX2 and SPARC genes were four times less
expressed in the affected animals than in animals not
affected with this low level of expression of RUNX2 and
SPARC gene can reduce vascularization and bone
mineralization, increasing problems skeletal in broilers.
This manner, the results of this study allowed for a better
understanding of bone metabolism in poultry production,
data are scarce. However, further studies are needed to
increase knowledge regarding the locomotor problems
with breeding programs to improve the quality of the
skeletal system of birds.

Key-words: Gene expression — femur — control line —
pure line — tibia
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41
1 Capitulo I. Introducéao

A avicultura € uma atividade relevante para a
economia brasileira, sendo o Brasil o maior exportador
mundial de carne e derivados de aves e 0 segundo maior
produtor mundial. Essa posicédo de destaque foi atingida
gracas a inumeras melhorias obtidas nas areas de
nutricdo, sanidade, manejo e melhoramento genético
(SOUZA et al., 2015).

No setor agropecuario, a avicultura foi uma das
atividades que mais se desenvolveu e se destacou nos
ultimos anos. Grande parte do avanco obtido foi devido a
melhoria genética dos plantéis de aves. Segundo
Havenstein, Ferket e Qureshi (2003), a taxa de
crescimento em frangos de corte aumentou
significativamente nas Ultimas décadas, tal como a
guantidade da postura de ovos em um ciclo de vida.
Entretanto, associadas a esse progresso obtido pelo
melhoramento tradicional, surgiram algumas
caracteristicas correlacionadas indesejaveis, como o0
aumento de problemas metabdlicos, deposicdo de
gordura na carcaca, reducdo da fertilidade, resposta
vacinal e resisténcia as doencas infecciosas, todas em
aves de corte. Em poedeiras, houve aumento da
incidéncia de osteoporose e problemas na qualidade da
casca do ovo (BURT; KINGDOM, 2002).

Por meio de intenso melhoramento genético, as
empresas de genética avicola tém produzido linhagens
cada vez mais precoces e com maior desenvolvimento
muscular para as aptiddes de carne, e para aves de
postura um menor intervalo de tempo entre as posturas
de ovos. Nestas geracdes de melhoramento animal, o
desenvolvimento do tecido 6sseo ndao tem acompanhado
estes processos fisiologicos dos demais tecidos
corporeos, possibilitando a ocorréncia da incidéncia de
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problemas de pernas e fragilidade dos ossos. Estes
problemas representam perdas econdmicas significativas
para a inddstria avicola, por aumentar o indice de
descarte no abatedouro em funcdo de carcagcas mal
desenvolvidas e fraturas, além de causar perdas
relativas ao desempenho das aves (SOUZA, 2012).

De acordo com Cook (2000), os fatores genéticos
influenciam consideravelmente o desenvolvimento do
esqueleto das aves. Bishop et al. (2000) estimaram a
herdabilidade desses problemas como moderada
(h?=0,4), indicando o melhoramento animal como
potencial para reduzir esse problema. As empresas de
genética de aves estao realizando grandes esforgos para
reduzir a incidéncia desses problemas, no entanto, os
ganhos genéticos ainda sdo insuficientes para eliminar
essas anomalias. Além disso, muitas das caracteristicas
ligadas a integridade Ossea séo de dificil mensuracéo, o
que gera dificuldade na selecdo dos animais pelo
método tradicional. Dessa forma, o uso da expressao
dos genes podera contribuir para o melhor entendimento
dos mecanismos genéticos associados a esses
problemas visando tornar a selecdo para estas
caracteristicas mais efetiva.

1.1 Revisao de Literatura
1.1.1 Producdao Avicola Nacional

O Brasil vem se destacando na producéo de carne
de frango nos ultimos anos, em especial nos ultimos 15
anos, apresentando um aumento de 5,98 milhdes de
toneladas no ano 2000 para 12,69 milhdes de toneladas
no ano 2014 (Figura 1). O melhor indice da producéo foi
obtido no ano de 2011 com 13,05 milhdes de toneladas
de carne de frango produzida (ABPA, 2015). Em 2014 a
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producdo foi de 12,69 milhdes de toneladas (ABPA,
2015), em 2015 foi de 13,13 milhdes de toneladas.

Figura 1: Producdo brasileira de carne de frango
(milhdes de toneladas)
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Fonte: Modificado ABPA (2015).

Os Estados que apresentam a maior producao
nacional e a maior exportacdo Se concentram nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do pais. O Parang,
seguido de Santa Catarina e Rio Grande do Sul s&o os
trés estados que apresentaram maiores numeros de
abate de frango no ano de 2013 (FIGURA 2) e, por
consequéncia, sdo os maiores exportadores de carne de
frango do Brasil (ABPA, 2015). Além disso, outros
Estados com menor producdo apresentam grande
potencial de crescimento neste setor produtivo.

A producéo brasileira de carne de frango atingiu
cerca de doze milhdes de toneladas em 2013. Grande
parte dessa producdo é destinada ao mercado externo,
incluindo produtos in natura, industrializados e cortes
(ABPA, 2015). Dentre os destinos da carne de frango
brasileira, encontram-se paises da Unido Européia
(7,5%) e Japao (1,9%), que possuem legislacédo restritiva
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de condicbes de alojamento com relacdo ao bem-estar
das aves.

Figura 2: Abate de frango por estado em 2014
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modificada por ABPA (2015).

Além da importancia econdbmica da carne de
frango, o Brasil vem crescendo na producéo de ovos. Em
2010, a producao nacional foi de 28,8 bilhdes de ovos no
ano, aumentando em 2011 para 31,5 bilhdes de ovos ao
ano, em 2012 para 31,7 bilhdes de ovos, em 2013 para
34,1 bilhdes de ovos e em 2014 foi de 37,2 bilhdes de
ovos produzidos ao ano (ABPA, 2015). Essa producéo é
destinada ao mercado interno, sendo que apenas 1% da
producédo é destinada a exportacdo, na forma in natura e
processados (ABPA, 2015).

Os Estados que mais produzem ovos se
diferenciam daqueles com maior produtividade de carne,
destacando-se na producdo de ovos: S&do Paulo, Minas
Gerais, Espirito Santo e Mato Grosso (Figura 3).

Para dar continuidade ao crescimento da
producdo avicola, tanto de carne quanto de ovos, as
granjas produtoras de aves de postura e de corte do
Brasil devem respeitar as cinco liberdades impostas pela
Unido Brasileira de Avicultura (UBA, 2008a, 2008b) que



45

estdo embasadas nas cinco liberdades definidas pela
FAWC (Farm Animal Welfare Council).

Figura 3: Producéo de ovos por estado no ano de 2013
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O continente Europeu tem liderado as praticas
produtivas preocupando-se com o0 bem-estar animal.
Inclusive, existem varias organizacdes nao
governamentais sugerindo normas bem definidas que
norteiam a criacdo de aves. Estas normas determinam o
padrao de alojamento, densidade populacional,
transporte e abate de aves na Comunidade Europeia,
além de ser possivel constituir barreiras para o ingresso
de carne importada de outros continentes. Estas
organizacdes ndo governamentais seguem as cinco
liberdades do bem-estar animal que resumem as
necessidades basicas para uma criacdo racional e
humanitaria, sendo livres de fome, sede e desnutricao;
livre de desconforto; livre de dor, ferimentos e doencas;
liberdade para expressar padrbes normais de
comportamento; e livre de medo e angustia (FAWC,
2004). Para a produgcao de ovos as aves devem ser
criadas: livres de medo e angustia; livres de dor,
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sofrimento e doencas; livres de fome e sede; livres de
desconforto; e livres para expressar seu comportamento
normal, sendo indicada a densidade para alojamento das
aves, em que permita 0 movimento das aves e que todas
as aves possam deitar ao mesmo tempo sem
amontoamento de uma sobre a outra (UBA, 2008a).

1.1.2 Programas de melhoramento genético de
aves no Brasil

No Brasil, 0 melhoramento de aves comecou por
volta de 1960, na regido Sudeste, mais especificamente
no Estado de S&o Paulo (LEDUR et al., 2011). No
decorrer dos anos, Santa Catarina e Mato Grosso do Sul
também comecaram a desempenhar trabalhos em
melhoramento genético de aves. Em Santa Catarina, 0s
trabalhos se concentraram especificamente na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA),
Unidade de Suinos e Aves.

O programa de melhoramento genético da
Embrapa Suinos e Aves comecou no ano de 1982 com o
objetivo de desenvolver linhagens nacionais com
material genético proprio, deixando de ser dependente
do material genético Norte-Americano. Em 1985, o
Ministério da Agricultura atribuiu a Embrapa a
responsabilidade de dar continuidade ao programa de
melhoramento da Granja Guanabara (LEDUR et al.,
2011), a qual até este periodo era responsavel pelo
melhoramento de aves nacional. O programa de
melhoramento da Embrapa gerou material genético de
gualidade, no entanto as empresas multinacionais de
genética animal continuam responsaveis pelo comércio
de aves produzidas no Brasil, deixando o pais totalmente
dependente da genética avicola importada.
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O trabalho desenvolvido no Brasil, nas linhagens
de corte, objetivou melhorar o peso corporal, conversao
alimentar, rendimento de carcaca, viabilidade, fertilidade
e eclodibilidade, reduzir a gordura abdominal e doencgas
metabodlicas. As linhagens de postura foram
selecionadas para maior producao de ovos, peso de ovo,
conversdo alimentar, viabilidade, maturidade sexual,
fertilidade, eclodibilidade, qualidade do ovo e reduzir o
peso corporal (NONES, 2004).

Depois de encerrado a fase de desenvolvimento
de produtos comerciais, os trabalhos foram direcionados
para a manutencdo e caracterizacdo de bancos de
germoplasma das linhagens pertencentes ao programa e
estudos gendmicos de aves, com a intencéo de explorar
a genbmica no uso do melhoramento genético avicola
(LEDUR et al., 2011).

Em 2010 a Embrapa firmou acordo com a
empresa Gramado Avicultura para o desenvolvimento de
produtos comerciais de aves de postura. Assim, essa
empresa colocou a disposicdo para os produtores de
todo o Brasil, algumas linhagens desenvolvidas nos
ultimos anos pela Embrapa (LEDUR et al., 2011).

1.1.2.1 Linhagens das aves da Embrapa

A Embrapa, com incentivo do governo federal,
desenvolveu um programa de melhoramento de aves
completo, voltado a formacgédo de pacotes comerciais de
aves tanto de corte quanto de postura que pudessem ser
utilizados por empresas brasileiras.

As aves da linhagem de corte tiveram sua
formacao pelos cruzamentos entre as ragas Cornish,
Hampshire e White Plymouth Rock no ano de 1985. Em
sua selecdo, objetivou-se melhorar o peso corporal,
conversdo alimentar, rendimento de carcaca e partes,
viabilidade, fertilidade e eclodibilidade, e a reducdo da
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gordura abdominal e das doencas metabdlicas. Dentre
as linhagens de corte estdo as linhagem TT e a LLc. A
linhagem TT € uma linhagem paterna a qual vem sendo
melhorada para as caracteristicas citadas anteriormente,
e a linhagem LLc (linhagem de corte controle), vem
sendo mantida sem selecdo para multiplas
caracteristicas (NONES, 2004). Estas duas linhagens
sdo mantidas até hoje separadas, utilizadas como
modelo de estudo de linhagens puras. Além disso, a
linhagem TT é usada para originar o produto comercial
da Embrapa linha macho Embrapa 021.

As aves da linhagem de postura CC e CCc foram
originadas a partir de cruzamentos da raca White
Leghorn no ano de 1989. Essas aves foram divididas em
dois grupos, um com as aves destinada a selecdo para
multiplas caracteristicas para postura (CC) e da mesma
forma que as aves de corte, foi mantido um grupo com
aves controle (CCc), onde as aves sdo mantidas sem
selecdo. A linhagem melhorada foi selecionada para a
melhor producdo de ovos, peso do ovo, conversao
alimentar, viabilidade, maturidade sexual, fertilidade,
eclodibilidade, qualidade do ovo e reduzir o peso
corporal (NONES, 2004). As duas linhagens atualmente
sdo conservadas como patriménio genético da Embrapa.
Além das linhagens serem usadas como modelo para
estudos gendmicos, a linhagem CC participa na
formacdo do produto comercial Embrapa 011 (postura
industrial).

1.1.3 Tecido Osseo

O tecido 0sseo em seu conjunto desempenha
diversas funcgbes importantes, tal como sustentacado do
corpo, locomocéo, protecao de Orgaos internos e reserva
metabdlica (lipidios e minerais). Os tipos celulares
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componentes do 0sso sdo: 0s osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos.  Estes elementos  celulares  sé&o
responsaveis pela sintese da matriz Ossea e
mineralizagdo, e sao determinantes para os fatores
quimicos, geométricos e resisténcia dos ossos. O tecido
0sseo € caracterizado por processos dinamicos de
formacdo e eliminacdo 6ssea (RATH; HUFF; HUFF;
BALOG, 2000). Os o0ssos sdo constituidos por
aproximadamente 70% de minerais, 22% de matriz
organica e 8% de agua (PIZAURO JUNIOR;
CIANCAGLINI; MACARI, 2002).

O esqueleto € composto por 0ssos chatos e 0ssos
longos, os quais se diferem pela sua formacdo. Ossos
chatos incluem os ossos do cranio, costelas e vértebras,
enquanto que o0s 0ssos longos sdo encontrados nos
bracos e pernas (RUBIN, 2008).

Existem dois tipos de ossos, quando considerado
macroscopicamente, o trabecular constituido por uma
estrutura com aspecto esponjoso, e o cortical (Figura 4)
mais solido e formado por lamelas 6sseas. Os dois tipos
de ossos se diferenciam pela densidade da matriz
mineralizada, distribuicdo das células e vasos
sanguineos, e a area ocupada pela medula Ossea
(VIEIRA, 1999). Uma das maiores diferencas
encontradas € que a matriz de colageno do 0sso
compacto esta organizada em lamelas concéntricas,
geralmente ao redor de um canal vascular central
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Ja no caso dos 0ss0s
trabeculares, estes possuem amplos espacos 0Sseos e
intercomunicantes formando uma rede chamada de
trabéculas, que abrigam a medula 6ssea onde ocorre a
producdo sanguinea a partir das células mesenquimais
(ANDIA; CERRI; SPOLIDORIO, 2006).

Os ostedcitos sdo encontrados no interior da
matriz 6éssea dentro dos canaliculos que estabelecem
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contato através de juncdes comunicantes, por onde
passam pequenas moléculas e ions de um ostedcito
para outro, pois sdo 0s responsaveis pela mineralizacéao
da matriz 6ssea (LIAN; STEIN, 2006). O seu formato &
achatado em forma de améndoa e exibe pequena
quantidade de reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho
de Golgi e o ndcleo com cromatina condensada
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Figura 4: Secc¢éo longitudinal do fémur
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Os osteoblastos sdo responsaveis pela sintese da
parte organica da matriz 6ssea (LIAN; STEIN, 2006). Os
osteoblastos estdo dispostos lado a lado na superficie
0ssea, quando em intensa atividade tem o formato
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cuboide, porém quando em baixa atividade tornam-se
achatados (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

As células especializadas em osteoclastos sao
grandes, moveis e extensamente ramificadas, as
ramificacbes sao irregulares com forma e espessura
variaveis (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os
osteoclastos sdo 0s responsaveis pela reabsorcdo dos
tecidos calcificados (LIAN; STEIN, 2006).

1.1.4 Problemas relacionados aintegridade
O0ssea na avicultura de corte e postura

Embora a funcdo do tecido 0sseo seja muito
importante, pouca atencédo tem sido dada quanto a sua
integridade em animais de producdo. Nutrientes,
genética, micotoxinas e praticas de manejo afetam
diretamente o crescimento e desenvolvimento do
esqueleto (COOK, 2000). Desde 1930, inUmeras causas
das deformidades do esqueleto em aves tém sido
identificadas.

Em frangos de corte diversas anomalias 0sseas
vém sendo relatadas na producdo. A discondroplasia
tibial (DT) é caracterizada pela formacédo de uma massa
anormal de cartilagem, néo vascularizada e pouco
mineralizada, que ocupa a extremidade proximal dos
0ssos longos, principalmente na tibia. Aves de rapido
crescimento sdo mais susceptiveis a apresentarem a
lesdo (PRAUL et al., 2000). A DT € um disturbio que
causa queda de desempenho corporal e descarte de
aves no abatedouro causando perdas relevantes. Aves
gue sofrem com DT tornam-se incapazes de caminhar
normalmente ou comegam a mancar devido a
deformidade dos ossos. Aves com lesdes avangadas sdo
mais propensas a sofrerem fraturas (VELLEMAN, 2000).
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A Necrose da Cabeca do Fémur (FHN) é uma
infecdo da regido proximal do fémur e é caracterizada
por descolamentos e escamacdes de diferentes
dimensdes, dependendo da severidade. Atualmente,
essa anomalia tem sido conhecida como condronecrose
bacteriana com osteomielite (BCO). Apesar de sua
patogénese nao estar totalmente elucidada, fatores
como geneética, manejo, idade, o rapido crescimento e
nutricdo ja foram relacionados com a susceptibilidade a
essa doenca (MCNAMEE; SMYTH, 2000; KNOWLES et
al., 2008; WIDEMAN; PRISBY, 2013).

Também sao frequentes as anormalidades valgus-
varus. A rotacdo da tibia é uma deformacdo néao
infecciosa encontrada nos 0ssos longos dos frangos de
corte. Esta afeccdo € caracterizada pela rotacéo lateral
para fora (varus) ou para dentro (valgus) e entortamento
da parte distal do tibiotarso e da parte proximal do
tarsometatarso (WISE, 1975).

Considerando a avicultura de postura, a
fragilidade da estrutura 6ssea ou osteoporose é um dos
principais problemas relacionados a integridade 0Ossea.
Webster (2004) estimou que 80 a 89% das poedeiras
comerciais apresentavam osteoporose. Budgell e
Silversides (2004) sugerem que cerca de 20% das
poedeiras sofrem fraturas Osseas. Segundo Mazzoco
(2006), as fraturas Osseas devido a osteoporose
constituem-se em um dos mais sérios problemas do
sistema esquelético nas atuais linhagens de aves de
postura comercial. Além disso, a osteoporose possui
implicagbes ao bem-estar das aves, tornando-se um
grave problema durante o manejo que antecede o abate.

A manifestacdo da osteoporose € atribuida a duas
causas principais: a selecdo genética para alta
produtividade, a que as aves foram submetidas e ao
confinamento em gaiolas. O risco do desenvolvimento
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dessa doenca metabdlica depende entre outras
variaveis, do pico da massa 6ssea alcancado durante o
crescimento e, posteriormente, da perda dessa mesma
massa 0ssea durante a fase adulta (MAZZUCO, 2006).

Nos Estado Unidos, o prejuizo por problemas
locomotores em galinhas é cerca de 120 milhdes de
dolares (SULLIVAN, 1994). No Brasil ndo existem
estudos em que demonstram o impacto econdmico da
producado devido aos problemas locomotores das aves, a
tendéncia é ser igual ou maior que 0s outros paises
devido a grande producéo.

1.1.5 Fatores genéticos associados a problemas
locomotores

Os problemas locomotores podem estar
relacionados por diversos fatores da producédo, tal como
bacteriol6gicos, manejo das aves, nutricdo e genéticos.
De acordo com Cook (2000), os fatores genéticos
influenciam consideravelmente o desenvolvimento do
esqueleto das aves. Estudos demonstram que existe
herdabilidade moderada para problemas ésseos (h?=0,4)
(BISHOP et al.,, 2000). Outro trabalho demonstra a
h2=0,45 para a forca da tibia (WHITEHEAD; FLEMING,
2000).

A galinha foi o primeiro animal doméstico a ter seu
genoma completo sequenciado, com a finalizacdo do
projeto do sequenciamento no ano de 2004. Com isto o
progresso na pesquisa molecular cresceu rapidamente,
possibilitando elucidar loci que controlam caracteristicas
guantitativas (QTLS), detectar polimorfismos de um Unico
nucleotideo (SNPs) e até mesmo, a partir da
transcriptbmica, confirmar se determinado gene é ou nao
expresso em uma ceélula especifica.
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Alguns QTLs relacionados com a integridade
O0ssea foram mapeados nos ultimos anos. ZHOU et al.
(2007) fizeram o mapeamento do genoma da galinha
para 12 caracteristicas ligadas a integridade 6ssea em
duas populacbes divergentes (aves de corte x aves de
postura e aves de corte x Fayoumi). Foram encontradas
56 regibes de QTLs significativas em nivel
cromossdmico, sendo que 20% delas também atingiram
nivel de significancia gendmico, estando nos
cromossomos: 1, 2,4,5,6,7,8,9, 12,14, 15, 17,24 e Z.
Dunn et al. (2007) fizeram o mapeamento de QTLsS
associados a osteoporose em aves de uma populacao
F2 de White Leghorn, para qualidade éssea, onde foi
encontrado um QTL significativo no cromossomo 1 para
indice de qualidade Ossea e para as caracteristicas
componentes da forca de quebra da tibia e fémur.
Schreiweis, Hester e Moody (2005) detectaram um
grande numero de QTLs para mineralizacdo e
resisténcia dos 0ssos em regifes de 12 cromossomos (2,
3,4,6,7,11,12, 15, 18, 19, 26 e 27).

Apesar de alguns QTLs relacionados a integridade
Ossea ja terem sido mapeados no genoma da galinha,
sdo raros os estudos de genes candidatos relacionados
a integridade Ossea em frangos. Bennett, Hester e
Spurlock (2006) investigaram a associacdes de alguns
genes candidatos de proteinas, como o receptor de
vitamina D (VDR), insulina, fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF1) e osteopontina (SPP1),
com o crescimento 6sseo em populagédo F2. Associacdes
significativas foram observadas entre VDR e contetdo
mineral no fémur as 35 semanas de idade. Apesar
desses estudos, ainda ndo foram identificados
marcadores que possam ser utilizados na selecao de
animais para a melhoria da estrutura Ossea. Dessa
forma, é necesséario o uso de novas tecnologias para
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identificar os possiveis genes envolvidos com este
processo e suas mutagdes causais.

1.1.6 Genes relacionados ao tecido 6sseo

Varios genes sdo reconhecidos como genes
candidatos para o0s problemas 0sseos, alguns ja
encontrados no genoma da galinha, mas muitos
identificados somente em humanos ou roedores. Alguns
genes estudados estdo localizados nos QTLs citados
anteriormente, como por exemplo, o gene SPP1 esta
localizado no cromossomo 4 estudado por Schreiweis,
Hester e Moody (2005). Neste estudo selecionamos 12
genes, dos quais a funcéo biologia da sua proteina esta
envolvida com o metabolismo dos 0ssos.

1.1.6.1 Gene da Proteina Morfogenética Ossea tipo 2
(BMP2)

O gene BMP2 est4 localizado no cromossomo 3
da galinha e no cromossomo 20 de humanos. No
genoma da galinha é composto por dois éxons, sendo o
primeiro muito pequeno, com poucos pares de bases, e
0 segundo maior.

A proteina BMP2 tem sido potencialmente
associada em multiplos processos de morfogénese e ao
padrdo de formacdo do embrido dos vertebrados, nao
apenas no desenvolvimento do esqueleto, mas também
em outros tecidos e 6rgdos (LYONS; PELTON; HOGAN,
1990). Isto é evidenciado pela ampla distribuicdo da
expressdo do RNA mensageiro do gene BMP2 em uma
variedade de tecidos celulares. Outra evidéncia de sua
importancia € que o knockout desse gene é letal para o
embrido humano (WOZNEY, 1995).
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Além de suas funcdes embrionarias, Lecanda et
al. (1998) descreveram que a funcdo mais importante do
BMP2 nos osteoblastos € que o0 seu produto é
responsavel pela inducdo da diferenciacdo celular para a
expressao das proteinas da matriz 6ssea necessarias a
sua regeneragdo. Outros estudos demonstram que a
BMP2 estimula a  osteopontina, osteocalcina,
sialoproteina e a fosfatase alcalina, isso ocorreu durante
a diferenciacéo osteogénica in vitro (DIEFENDERFER et
al., 2003).

Em aves o gene BMP2 é expresso no tecido dos
condrdcitos na fase pré-hipertréficas além de apresentar
uma nova funcdo de regular a formacédo de osteoclastos
na placa de crescimento durante a ossificacao
endocondral (USUI et al., 2008).

1.1.6.2 Gene da Osteopontina (SPP1)

O gene da osteopontina (SPP1) esta localizado no
cromossomo 4, tanto em humanos como em galinhas,
em galinhas o genes esté localizado em um locus da
regido de QTLs estudada por Schreiweis, Hester e
Moody (2005).

A proteina SPP1 é uma proteina &cida,
glicosilada, fosforilada e altamente relacionado com o
metabolismo do calcio em aves e mamiferos (Brionne et
al., 2014), primeiramente encontrada no 0Sso.
Entretanto, essa glicoproteina esta presente em ampla
variedade de tecidos (BROWN et al., 1992) e € expressa
no osso, cartilagem, rim, cérebro, tecidos vasculares,
ganglios do ouvido interno, células salivar e mamarias,
bem como em outros tecidos (SODEK; GANSS;
MCKEEL, 2000). Em aves a osteopontina é encontrada
em ambos 0s 0sso e na casaca do ovo (Hincke et al.,
2008)
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O SPP1 esta associado com inflamagéo e reparo
de tecido (MURRY et al., 1994) e estad ligado ao
remodelamento do tecido 6sseo (O'REGAN; BERMAN,
2000). Muitos estudos relatam sua importante
participacdo na fisiologia da implantacdo embrionaria
(JOHNSON et al., 2003). Outro estudo demonstra que o
SPP1 est4d envolvido na reabsorcdo osteoclasto e a
formacao osteoblasto do osso (ISHIJIMA et al., 2001).
Além disso, o SPP1 também é esta envolvido com a
calcificagdo massiva na casca do ovo (MANN, 2007).

1.1.6.3 Gene da Osteoprogerina - OPG (TNFRSF11B)

O gene da osteoprogerina (TNFRSF11B) esta
localizado no cromossomo 8 de humanos e no
cromossomo 2 de galinhas. A OPG é uma glicoproteina
gue regula a reabsorcao 0ssea (SIMONET et al., 1997),
e in vivo e in vitro tem-se observado que a OPG inibe o
desenvolvimento do osteoclasto. Essa proteina é o
membro 11 da superfamilia de receptores do Fator de
Necrose Tumoral (TNF), que atua como inibidor solavel
na maturacdo e ativacdo dos osteoclastos (BOYLE;
SIMONET; LACEY, 2003). OPG age como reguladora de
densidade Ossea, podendo agir localmente e
sistematicamente, regulando a maturacdo dos
osteoclastos (SIMONET et al., 1997).

A proteina do TNFRSF11B tem um papel
importante na fisiologia pos-natal de camundongos
durante a formagdo 6ssea e também na regulacdo da
calcificacdo das artérias (BUCAY et al., 1998). Em aves
um SNP do gene foi associado com componentes
esqueléticos, como a resisténcia e o peso da tibia
(FORNARI et al., 2014).

OPG e secretada em diversos 06rgdos como
coracdo, rim, figado e baco, além da medula éssea
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(Boyce; Xing, 2008). Estudo feito com camundongos
relata que as células B sdo as responsaveis pela maior
quantidade de OPG na medula 6ssea (Li et al., 2007).

1.1.6.4 Gene da Osteonectina (SPARC)

O gene da osteonectina ou proteina acida
secretada rica em cisteina é uma glicoproteina
multifuncional (ZHOU et al.,, 2002). O SPARC, esta
localizado no microcromossomo 13 de galinha. A
proteina ndo é colagenosa e possui a capacidade de
ligar-se a vérias proteinas da matriz extracelular,
regulando a acao de fatores de crescimento, alterando o
formato da célula através de sua acdo anti-adesiva
(BRADSHAW; SAGE, 2001).

A proteina osteonectina € expressa em varios
estagios de desenvolvimento de tecidos, e é restrita,
principalmente, para vertebrados adultos que sofrem
com lesao local e submetidos a cicatrizacdo de feridas,
desenvolvimento e remodelagdo (BREKKEN; SAGE,
2001). A glicoproteina codificada pelo gene SPARC
participa da mineralizacdo 0ssea, onde é segregada por
células como os osteoblastos e fibroblastos (RIBEIRO et
al., 2014).

1.1.6.5 Gene da Sialoproteina éssea - BSP ou IBSP
(IBSP)

A IBSP é conhecida por desempenhar funcdes
biolégicas fundamentais no desenvolvimento e
mineralizagcdo do osso (GANSS; KIM; SODEK, 1999), e é
uma proteina ndo colagenosa (PESESSE et al., 2014).
E altamente expressa por osteoblastos, osteoclastos e
condrécitos hipertroficos, particularmente nos  sitios
primarios de formacao 6ssea. A proteina codificada pelo
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gene IBSP é uma das principais proteinas estrutural da
matriz 0ssea, 0 gene esta localizado no cromossoma
quatro, tanto de humano como em galinhas.

A falta de IBSP altera a composicao, quantidade e
mineralizacdo da matriz de osteoblastos (MALAVAL et
al., 2008). Em outro estudo Bouleftour et al. (2014),
demonstrou que camundongos com o IBSP silenciado
s80 menores no nascimento do que camundongos sem
alteracodes.

1.1.6.6 Gene da Calbindina (CALB1)

O gene CALBL1 esté4 localizado no cromossomo 8
de humanos e no cromossomo 2 de galinhas, codifica a
calbindina, uma proteina de ligacdo de célcio (Ca?"),
estando presente, principalmente, em células neuronais
e células do rim de mamiferos, aves e outras espécies
(AIRAKSINEN et al, 1997; CHAUDHURY; NAG;
WADHWA, 2008). A calbindina € responsavel por
sequestrar 0 excesso de Ca?* durante o desenvolvimento
da atividade sinaptica (CHAUDHURY; NAG; WADHWA,
2008), além disso, h&a presenca da calbidina ativa na via
transcelular para a sintese da vitamina D (SOUZA,
2012).

Margolisa et al. (2006) verificaram que a
quantidade de calbindina presente nos o0ssos de
camundongos em crescimento é igual em duas
populacdes estudadas. Indicando que a possibilidade de
gue o aumento do volume ésseo e rigidez podem ser
devido a alteracbes na sinalizacdo intracelular em
osteoblastos.
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1.1.6.7 Gene do Fator de transcricao relacionado ao
gene runt2 (RUNX2)

O gene RUNX2 esta localizado no cromossomo 6
humano e no cromossomo 3 da galinha. O produto do
gene RUNX2 estimula as células mesenquimais para a
diferenciacdo em osteoblastos, mas inibe a sua
diferenciacdo em condrécitos e adipocitos (KOMORI,
2010). O RUNX2 transcreve o fator de transcricao
relacionado ao gene runt2 que regula a expressédo de
Col10A1 em condrécitos hipertréficos e a expressao de
SPP1, IBSP, e MMP13 em condrdcitos hipertroficos
terminal (KOMORI, 2010). Durante o0 processo de
diferenciacdo dos osteoblastos, 0 RUNX2 desencadeia a
expressdo de COL1A1, COL1A2, SPP1, IBSP e Bglap e
mantém a expressdo de SPP1 e IBSP em osteoblastos
imaturos (KOMORI, 2010).

1.1.6.8 Gene da Calmodulina 2 (CALM2)

O gene CALM2 é um dos genes da familia CAM,
esta localizado no cromossomo 2 de humano e no
cromossomo 3 da galinha e codifica a proteina
calmodulina 2. Esta é uma proteina de ligacdo ao Ca2"
que realiza diversas fungdes na regulacdo intracelular
(com a interacdo ao Ca2"), dependendo de Ca2, essa
ligagdo da calmodulina com Ca2 modula diferentes
proteinas estruturais, de transporte e a atividade das
proteinas enzimaticas (NUNOMURA et al., 2000).
Porém, somente 5% da calmodulina interage com o Caz2,
o restante fica livre para interagir com outras proteinas
(NUNOMURA et al., 2000).

O CALM2 é expresso no sistema regulador de
horménios das aves incluindo no oviduto de galinhas
(STEIN et al., 1983). Mototani et al. (2010) descreveram
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gue dependendo das condi¢des de expressédo do CALM2
ele pode afetar as propriedades do coldgeno podendo
ocasionar a osteoartrite em humanos.

1.1.6.9 Gene da cadeia polipeptidica alfa 2 do
colageno tipo | (COL1A2)

Em galinhas o gene COL1A2 esta localizado no
cromossomo 2 e em humanos no cromossomo 7. O gene
da cadeia polipeptidica alfa 2 da proteina colageno tipo |
€ mais abundante expresso na formacdo do colageno
(este é composto por duas cadeias: a1 e a2).

O produto do COL1A2 €& um componente
indispensavel da matriz 6ssea, com um importante papel
na formacdo dos ossos (DENG et al.,, 2003), pois é a
proteina extracelular fibrilas que formam os tenddes e os
ligamentos em aves (BRIONNE et al., 2014). Porém,
Carleton et al. (2009) descreveram que COL1A2 néo
contribui para a largura do osso cortical em
camundongos.

1.1.6.10 Gene do Fator ligante do ativador do
receptor do fator nuclear kappa-B ou fator
ligante do membro 11 da superfamilia de
receptores do Fator de Necrose Tumoral —
TNF (RANKL)

O gene RANKL codifica um fator que € um
membro de ligagdo da superfamilia TNF, esta localizado
no cromossomo 13 humano e no cromossomo 1 de
galinhas. Este gene possui sua expressao em 0SS0S
trabeculares e em tecidos linfoide e sua expressao ativa
a resposta imune (QUINN et al., 1998). Os fatores que
estimulam a formacdo dos osteoclastos induzem a
expressdo do RANKL nas células osteoblasticas
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(BOYCE; XING, 2008). A expressao do RANKL auxilia a
formacao dos osteoclastos (YASUDA et al.,, 2016). Os
genes RANKL e TNFRSF11B s&o expressos pelo
osteoblasto, as proteinas desses dois genes apresentam
grande afinidade entre si, quando ligadas o0 RANKL é
inativado e ndo ativa o processo pré-osteoclasto, quando
nao ocorre a ligacdo das duas proteinas o RANKL se liga
ao seu receptor RANK e ativa o processo pré-
osteoclasto (KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008).

As células da medula, osteoblastos e células T
sdo suporte para a expressdo do RANKL (BOYLE;
SIMONET; LACEY, 2003). O gene RANKL é sobre-
expresso nos nodulos linfaticos, timo, glandulas
mamarias e pulmdes que sao controlados pelo fator de
crescimento, hormdnios e citosinas. E com baixo nivel de
expressdo em varios outros tecidos, os quais inclui a
medula éssea, que nesse caso € expresso pelos
osteoblastos (KEARNS; KHOSLA; KOSTENUIK, 2008).

Segundo Usui et al. (2008), in vitro, os condrécitos
frequentemente expressam o RANKL em quantidades
que suportam diretamente a osteoclastogenese, isso
ocorre quando células de aves e de camundongos sao
cultivadas em conjunto. De acordo com Usui et al. (2008)
em aves com condrocitos hipertréficos manifestam niveis
elevados de expressdo do RANKL.

1.1.6.11 Gene da proteina membro 1 da familia
SMAD (SMAD1)

O gene SMADL1 esté localizado tanto em humanos
como em galinhas no cromossomo 4. Segundo
Gruendler at al., (2001), o produto do gene SMAD1
regula a ativacdo do receptor da quinase. Este gene
também € conhecido como codificador do sinal de
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transducédo da proteina morfogénica de osso (ABE et al.,
2004).

A proteina SMAD1 é a componente principal para
a ocorréncia da comunicacdo da proteina morfolégica do
osso (BMP) com outras vias metabdlicas (EIVERS;
FUENTEALBA; DE ROBERTIS, 2008), para ativar a
SMAD1 é necessario a fosforilacdo do receptor tipo 1
das BMPs (WANG et al.,, 2011). A via metabdlica da
SMAD1 € muito importante na expressdao da
osteopontina e do Runx2 (YANG et al., 2009).

Wang et al. (2011) demonstraram que a delecéo
do gene SMAD1 em células especificas de condrécito
ocasiona um retardo na ossificacdo do osso do cranio
durante a fase pré-natal em camundongos. SMAD1 liga-
se a proteinas como HsN3 e ubiquitina, que estdo
envolvidas com vias de degradacdo mediada pelo
proteossoma (GRUENDLER et al., 2001).

1.1.6.12 Gene do Receptor da Leptina (LEPR)

O gene LEPR esta localizado no cromossomo 1
de humanos e cromossomo 8 da galinha. A expressao
do gene LEPR €& encontrada na medula Ossea
(SAMBASIVARAO, 2013). O gene esta presente nas
células dos adip6citos e na medula éssea de humanos
adultos, e é um dos genes importante para a
regeneracao dos osteoblastos (ZHOU et al., 2013). Estes
osteoblastos podem formar ossiculos 6sseos que
suportam a hematopoese in vivo. Alguns SNPs do gene
LEPR podem interferir na fragilidade dos ossos humanos
(YE; LU, 2013). Estudos demonstram que o gene LEPR
esta associado com caracteristicas de crescimento de
aves de corte (PEIXOTO et al., 2011). Ibelli et al. (2014)
demonstraram a associagdo de um SNP no gene LEPR
com caracteristicas de integridade 0ssea em galinhas.
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1.2 Objetivo Geral

Caracterizar o perfil da expressdo de genes
relacionados a integridade O0ssea em diferentes grupos
genéticos de aves de corte e postura.

1.2.1 Objetivos Especificos

Coletar dados relacionados a constituicdo e
composicdo do fémur e da tibia visando montar um
banco de dados fenotipicos de caracteristicas
relacionadas a integridade 6ssea de aves de diferentes
linhagens.

Quantificar os niveis de expressdo de 11 genes
associados ao metabolismo 6sseo em duas linhagens de
postura (CC e CCc) em diversas idades.

Quantificar os niveis de expressédo de 10 genes
associados ao metabolismo 6sseo em duas linhagens de
corte (TT e LLc) em diversas idades.

Quantificar a expressdo de genes relacionados
com a integridade 6ssea em aves com e sem necrose na
cabeca do fémur e identificar genes diferencialmente
expressos entre esses grupos em aves comerciais.

Gerar conhecimento sobre o0s mecanismos
moleculares envolvidos no metabolismo 6sseo.
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2 Capitulo Il. Influéncia da selecao genética sobre a
expressdo de genes relacionados a integridade
0ssea em linhagens de postura em diferentes
idades

Ediane Paludo®, Jane de Oliveira Peixoto?, José Rodrigo
Claudio Pandolfi?, Leticia Lopes?, Carlos André da Veiga
Lima-Rosa', Ménica Corréa Ledur?

lUniversidade do Estado de Santa Catarina,
Departamento de Ciéncia Animal, Lages, SC, Brasil ,
2EMBRAPA Suinos e Aves, Concoérdia, SC, Brasil

* monica.ledur@embrapa.br
2.1 RESUMO

O melhoramento genético de aves foi muito
intenso nas Ultimas décadas, sendo que as aves de
postura passaram a produzir praticamente trés vezes
mais ovos do que produziam antes. Contudo, algumas
caracteristicas ndo acompanharam os ganhos genéticos
obtidos para a eficiéncia produtiva como, por exemplo, a
resisténcia 0ssea das aves de postura. Este trabalho
teve o objetivo de avaliar caracteristicas de integridade
Ossea e a expressdo de alguns genes relacionados ao
metabolismo é6sseo em duas linhagens de aves de
postura, uma selecionada e outra controle, em diferentes
idades. Para isso foram usadas aves fémeas de um dia,
de 36 semanas, e de 65 semanas de idade, de uma
linhagem selecionada (CC) e uma linhagem controle
(CCc). Para as caracteristicas fenotipicas avaliadas,
foram encontradas interacdes entre linhagem e idade
(p<0,05) para espessura, flexibilidade e teor de cinza da
tibia e espessura basal da casca do ovo. Para as demais
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caracteristicas fenotipicas foram desdobrado as analises
encontrando efeito de linhagem para matéria seca,
qguantidade de caélcio e quantidade de fosforo do fémur,
densidade do ovo, matéria seca e cinzas da casca do
ovo e matéria seca da tibia e efeito de idade para todas
as demais caracteristicas fenotipicas exceto peso da
casca do ovo. Considerando a expressdo dos genes
estudados, BMP2, CALB1, CALM2, COL1A2, IBSP,
OPG, RANKL, RUNX2, SMAD1, SPARC e SPP1, foi
encontrada maior expressdo nas aves da linhagem
controle na idade de 65 semanas, sendo significativa
para maioria dos genes. Dessa forma, foi possivel
identificar genes diferencialmente expressos devido as
mudancas ocasionadas pela selecdo para mudltiplas
caracteristicas e avancar no conhecimento de alguns
fatores genéticos associados a fisiologia do esqueleto
em poedeiras em distintas fases da vida produtiva.

Palavras-chave: expressao génica — linhagem controle —
linhagem pura — tibia

2.2 ABSTRACT

The poultry breeding programs were very intense
in the last decades, in which laying hens increase the
egg production in almost three times than produced
before. However, some bone related traits in laying hens.
This work aimed to evaluate bone integrity traits and the
expression of genes related to bone metabolism in two
laying hens lines, one selected and other control at
different ages. For this, female laying hens from a
selected line (CC) and a control line (CCc) were collected
one day, 36 weeks and 65 weeks of age. For phenotypic
traits evaluated interactions between the line and age
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was found (p <0.05) in thickness, flexibility and tibia ash
content and baseline thickness of the egg shell. For other
phenotypic characteristics were deployed analyzes
finding line effect for dry matter, calcium and amount of
phosphorus in the femur, egg density, dry matter and ash
of the dry eggshell and material of the tibia and the effect
of age for all other phenotypic characteristics except
eggshell weight. Whereas the expression of the genes
studied, BMP2, CALB1, CALM2, COL1A2, IBSP, OPG,
RANKL, RUNX2, SMAD1, SPARC and SPP1, we found
upregulation of most of the genes in the CCc chickens at
65 weeks of age. In this way, it was possible to identify
differentially expressed genes due to changes caused by
selection for multiple traits and advance in the knowledge
of some genetic factors associated with skeletal
physiology in laying hens at different stages of the
production life.

Keywords: gene expression - control line - pure breed -
tibia

2.3 Introducéo

Por meio de intenso melhoramento genético, as
empresas de genética avicola tém produzido linhagens
com grande eficiéncia na producdo de ovos.
Anualmente, s8o obtidos ganhos genéticos em
caracteristicas como: producdo de ovos, peso do ovo,
peso corporal, conversdo alimentar, viabilidade,
maturidade sexual, fertilidade, eclodibilidade e qualidade
do ovo. Juntamente com as melhorias para essas
caracteristicas de interesse, caracteristicas indesejaveis
para as aves como a suscetibilidade as doengas e
problemas de formacdo Ossea vém aumentando nas
linhagens comerciais.
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Na avicultura de postura, a osteoporose € um dos
principais problemas relacionados a integridade Ossea.
Webster (2004) estimou que mais de 80% das poedeiras
comerciais apresentam problemas de osteoporose, e
destas, mais de 20% sofrem fraturas Osseas,
constituindo um dos mais sérios problemas do sistema
esquelético nas atuais linhagens de aves de postura
comerciais (BUDGELL e SILVERSIDES 2004,
MAZZUCO, 2006). Além disso, o confinamento destes
animais em gaiolas sem a realizacdo de exercicios
contribui para o alto indice de fraturas d&sseas
(MAZZUCO, 2006). Estes problemas 6sseos além de
causar alteracdes fisiologicas que afetam a producao
também comprometem o bem-estar das aves devido ao
aumento no desconforto animal.

De acordo com Cook (2000), os fatores genéticos
influenciam consideravelmente o desenvolvimento do
esqueleto das aves. Todavia, existem poucos artigos a
respeito de parametros genéticos para caracteristicas
O0sseas medidas na tibia. Existem alguns estudos sobre
caracteristicas 0sseas ligadas a densidade mineral e
conteltdo mineral da tibia e umero (SCHREIWEIS;
HESTER; MOODY, 2005; ZHOU et al., 2007; SHIM et
al., 2012a), problemas Osseos associados ao rapido
crescimento (LILBURN, 1994; THORP; WADDINGTON,
1997), osteoporose em galinhas de postura (BISHOP et
al., 2000), e morfologia e forca de quebra medidas na
tibia (SHIM et al., 2012b). Bishop et al., (2000)
estimaram a herdabilidade desses problemas como
moderada (h?=0,4) e Whitehead e Fleming (2000)
estimaram uma herdabilidade moderada para a forga de
quebra da tibia (h’= 0,45). Apesar da existéncia desse
componente genético, 0S mecanismos moleculares
relacionados ao metabolismo 0sseo0 Sao pouco
conhecidos. Dessa forma, no presente trabalho
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objetivou-se avaliar caracteristicas de integridade Ossea
e 0 padrédo de expressdo de 11 genes candidatos em
duas linhagens puras de aves de postura, uma
selecionada para multiplas caracteristicas e outra sem
selecéo (controle), em diferentes idades.

2.4 Material e Métodos
2.4.1 Animais experimentais e material biolégico

Foram utilizadas linhagens desenvolvidas no
programa de melhoramento genético de aves da
Embrapa Suinos e Aves, as linhagens CC (selecionada)
e CCc (controle). Estas apresentam a mesma base
genética originada da raca White Leghorn. A partir de
1989, a linhagem CC foi selecionada para melhorar a
producdo de ovos, peso do ovo, conversdo alimentar,
viabilidade, maturidade sexual, fertilidade, eclodibilidade,
qualidade do ovo e um reduzido peso corporal. Ja a
linhagem CCc € uma linhagem controle que ndo esta
sendo selecionada para as multiplas caracteristicas.
Contudo, essa linhagem é mantida com controle de
pedigree a fim de manter a variabilidade genética da
linhagem. Informacdes detalhadas sobre as referidas
linhagens podem ser obtidas em Figueiredo et al. (2003).

Foram realizadas coletas em fémeas das duas
linhagens (CC e CCc) em trés idades: 1 dia de idade
(n=24); 36 semanas de idade (n=30), periodo de
constante producéo; 65 semanas de idade (n=30), ao
final da producdo; sendo metade dos animais de cada
idade de cada linhagem. As aves das duas linhagens
foram criadas nas mesmas condi¢cdes experimentais de
acordo com o manejo recomendado para aves de
postura, com a densidade de 10 aves/m? em piso, nao
usando bateria para recria, e em gaiola convencional de
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arame. A partir da 16 semanas as aves foram criadas em
gaiolas de produgédo com 1125 cm? com uma ave por
gaiola.

As aves foram eutanasiadas por deslocamento
cervical, na Sala de Necropsia do Complexo de
Sanidade e Genética Animal — Embrapa Suinos e Aves,
seguindo os procedimentos aprovados pelo comité de
ética desta unidade (CEUA 011/2011). Na necropsia, foi
mensurado 0 peso vivo dos animais e observado o
escorre corporal. Apés o sacrificio, foram coletados os
ossos do fémur e tibia da perna direita para as analises
fenotipicas. J4 a tibia da perna esquerda foi dissecada,
congelada imediatamente em nitrogénio liquido e
armazenada em freezer -80°C para a andlise de
expressao génica.

2.4.2 Caracteristicas fenotipicas

2.4.2.1 Caracteristicas morfométricas e
biomecéanicas

Os ossos tibia e fémur da perna direita foram
coletados em todas as idades, exceto na idade das 65
semanas, em que nao foi possivel coletar a tibia. Os
ossos foram pesados em balanca de precisdo, e o
comprimento e a espessura foram mensurados com
paquimetro. Em seguida, os ossos foram congelados a -
20°C para realizacéo das demais analises fenotipicas.

Para a analise das caracteristicas biomecanicas
(forca de quebra e flexibilidade), os ossos foram
descongelados a temperatura de 0°C por 48 horas, em
seguida a temperatura ambiente por 1 hora. As analises
foram realizadas utilizando o equipamento TA — XTPlus
Texture Analyzer (Texture Technologies Corporation),
usando a sonda TA-92c (Texture Technologies
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Corporation). O local da quebra foi estabelecido a
metade da distancia entre as duas extremidades do
0sso, estabelecendo uma medida fixa dos suportes
laterais, para cada grupo de osso (fémur e tibia) em cada
idade da ave. A distancia percorrida pela sonda apés o
toque na amostra foi de 12 mm, com velocidade de teste
de 2,00 mm/s, velocidade de pré-teste de 2,00 mm/s e
velocidade de pés-teste de 20,00 mm/s. A forca peso
com que a sonda tocava na amostra, programada no
equipamento, foi de 0.0050 Kg.

Os valores obtidos pela analise de resisténcia da
quebra dos ossos foram a for¢a (kg) utilizada pela sonda
e a distancia (mm) que a sonda percorreu para atingir a
quebra. A razdo dos valores da forca da sonda utilizada
para a quebra do 0sso e a distancia percorrida originou o
valor da flexibilidade (kg/mm) de cada osso quebrado.

2.4.2.2 Composic¢do quimica dos 0Ss0s

As seguintes caracteristicas de composicao
guimica dos ossos foram avaliadas no Laboratério de
Andlises Fisico-Quimicas da Embrapa Suinos e Aves:
matéria seca (MS), cinzas (CZ), teor de célcio (Ca), teor
de fésforo (P), teor de zinco (Zn) e teor de magnésio
(Mg). Apoés as analises biomecanicas, os fragmentos dos
ossos foram submetidos a estufa com temperatura de
105°C por 16 horas, segundo o método 012/VI
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008a). Para
determinar o peso das amostras em matéria seca foi
submetido o valor do peso da matéria seca multiplicado
por 100% e o resultado dividido pelo peso da amostra
umida.

Apés a determinacdo da MS foi feita a
determinacao do teor de cinzas. As amostras da matéria
seca foram colocadas no forno tipo mufla por
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aproximadamente seis horas, sendo que a temperatura
do mufla foi aumentada gradativamente até a
temperatura maxima. Foram usados 350°C por uma
hora, 450°C por uma hora, 550°C por uma hora e 600°C
por trés horas. A guantidade de cinzas foi determinada
por analise gravimétrica segundo o método 018/VI
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008a). A quantidade
de cinzas presente em cada o0sso foi determinada em
porcentagem em referéncia a matéria seca dos 0ssos.

A solubilizacdo acida das cinzas foi utilizada para
a determinacdo dos minerais, seguindo a metodologia
descrita pelo Compéndio Brasileiro de Alimentacdo
Animal (2009), n° 38. Para os 0ssos das aves de um dia
de idade nado foi possivel realizar estas andlises, pois
nao havia quantidade minima de cinzas necessaria por
animal para a leitura nos equipamentos.

A determinacdo do teor de calcio (Ca), zinco (Zn)
e magnésio (Mg) foi realizada por espectrofotometria de
absorcdo atdbmica, em equipamento da marca VARIAN
(ESPECTRA AA 220), seguindo as recomendagdes do
fabricante. A determinacdo de teor de fosforo (P) foi
realizada por espectrofotometria UV (AOAC 986.08), em
equipamento da marca VARIAN (CARY 50), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

2.4.2.3 Fenétipos medidos no ovo e na casca do ovo

Nos trés dias antes da necropsia das aves foram
coletados ovos das aves nas idades de 36 e 65
semanas. Algumas aves de 65 semanas ndo tiveram
postura nos trés dias consecutivos, mas um OvO no
minimo foi coletado. No momento da coleta foi
mensurado o peso do ovo em balanca de precisdo, e o
comprimento com o auxilio de paguimetro.



75

A densidade do ovo foi estimada pelo método de
imersdo dos ovos em solucdo salina. Foi utilizado um
score de um a seis correspondentes a 100, 102, 112,
118, 124 e 130 gramas de sal por litro de agua,
respectivamente. Foram colocados os ovos nha ordem
crescente dos recipientes identificados, a temperatura
ambiente, até os ovos flutuarem na solucdo (ZENEBON;
PASCUET,; TIGLEA, 2008b).

Em seguida, descartou-se a gema e a clara do
ovo, ficado somente com a casca de cada ovo, que
foram secadas por 48h a temperatura ambiente e
mensuradas para peso em balanca de precisdo, e
espessura apical, espessura equatorial e espessura
basal com auxilio de um micrometro digital. Para as
analises de matéria seca, cinzas, célcio e fosforo foram
utilizadas as mesmas metodologias citadas
anteriormente para 0S 0SS0S.

2.4.3 Extracdo de RNA e sintese da primeira fita
de cDNA

Foi utilizado 100 mg de tecido do osso da tibia
congelada no freezer -80°C, macerado com auxilio de
nitrogénio liquido e misturado em 1 ml de reagente
Trizol© (Invitrogen) para isolar o RNA total. Depois de
homogeneizado e incubado por 5 minutos em
temperatura ambiente, foi acrescentado 200 puL de
cloroférmio e agitado vigorosamente. Logo apoés, as
amostras foram centrifugadas em 12000 x g por 15
minutos em temperatura de 4°C para separar as fases. O
RNA presente na fase aquosa foi coletado e precipitado
com 500 uL de isopropanol 100%, incubado a
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado em
12000 x g por 10 minutos em temperatura de 4°C. O
residuo formado foi lavado com 1 mL de etanol 75%,
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centrifugado em 7500 x g por 5 minutos em temperatura
de 4°C. Para finalizar, o residuo formado foi diluido com
agua tratada com DEPC.

O RNA extraido foi quantificado usando no
espectrofotometro Nanodrop, considerando a razdo do
0OD260:0D280 maior que 1.9, e a integridade foi
confirmada em gel de agarose 1,5%. Para a sintese de
cDNA foi utilizado 3 pg de RNA total usando o kit Super
Script 1l First-Strand  Synthesis SuperMix® (Life
Tecnologies), seguindo as recomendac¢des do fabricante.

2.4.4 Analise de RT PCR em Tempo Real

Na expressao relativa foram usados 11 genes
candidatos: SPP1 (codifica a proteina osteopontina),
CALB1 (calbindina), TNFRSF11B (osteoprotegerina),
SPARC (osteonectina), CALM2 (calmodulina 2), IBSP
(sialoproteina 6ssea), COL1A2 (cadeia polipeptidica alfa
2 do colageno tipo 1), BMP2 (proteina morfogenética
O0ssea 2), RANKL (fator ligante do ativador do receptor
do fator nuclear kappa-B), SMAD1 (proteina membro 1
da familia SMAD), RUNX2 (fator de transcricao
relacionada ao fator Runt 2). As sequéncias foram
obtidas a partir do genoma da galinha (Gallus gallus v.
4.0) depositada no Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih
.gov/igene/) e Ensembl (http://www.ensembl.org/index.
html). Os primers foram desenhados na jungdo éxon-
éxon usando o programa primer-BLAST (YE et al., 2012)
(Tabela 1). Além disso, os primer foram avaliados quanto
a presenca de estrutura secundaria pelo software
Netprimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).
Para todos os genes estudados, a eficiéncia de
amplificacédo foi obtida usando o LinRegPCR (Ruijter et
al., 2009) e a especificidade foi avaliada pela analise da
curva de dissociagéao.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/)
http://www.premierbiosoft.com/netprimer/)
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A reacao de RT-PCR em tempo real teve volume
final de 15 uL, contendo 1x de SYBR Green/ROX qPCR
Master Mix ® (2x) (ThermoFisher Scientific), 0,133 uL de
cada primer e 20 ng de cDNA. A andlise foi realizada no
ABI Prism 7500 Sequence Detection Systems (Applied
Biosystems) usando corante de fluorescéncia SYBR
Green. Foi utilizado o gene RPL30 como referéncia para
normalizar o ciclo limiar (Ct) de cada amostra. A partir
dos valores obtidos pelas duplicatas das amostras para
cada gene, com a eficiéncia do primer entre 90 a 100%
(Tabela 1), foi gerada a média para todas as amostras e
com esta foi calculado o 27D (LIVAK; SCHMITTGEN,

2001).
Tabela 1. Primers usados na andlise de gPCR
Gene Primer(5’-3") Bp Ensembl ID Nuar:::sr:ode Eﬁ(;)ie;!ir::!ar do
TNERSF11B ey 19 ENSGALGOOOOOOISTf4  NMLOOIOIS41T 03
RUNK s 75 ENSGALGOOODOOZ6484  NML2O41281 02
caLBr T s, 13 ENSGALGOOOOOOISSM  NM20S5131 093
SMADT T oS 174 ENSGALGOOOOOOTT  NMLODTZ0MSS1 094
RPN s 171 ENSGALTOOOOOOT3Y0  NM_ODIOOTS6T1 09
SPP1 e  CRouoS 05 ENSGALGOOOVTOS25  NML2S4 082
SPARC e a2 ENSGALGODDDOOMB  NMZ0M101 093
camz L oy s, 191 ENSGALGOOODOOT0023  NML20S0051 093
BSP O ey 10 ENSGALGOODOOTO2S  NMZ051621 095
COLIAz O e oonaaroy. 8 ENSGALGOOOODOOSG1 NMLODIOOTI42 03
B o ioTS A2 ENSGALGOODOOOB0  NMZ081 093
e I ASSS 400 ENSGALGOOOODD26163  NM_OOT0B611 094

Bp = Tamanho de amplificacdo
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2.45 Analises Estatisticas

Para a analise de estatistica foi utlizada a
metodologia estatistica utilizada foi a Andlise de
Variancia, através do procedimento MIXED do SAS™
(2012), testando-se os efeitos fixos de idade, linhagem e
a interacdo entre eles. Através do seguinte modelo
linear:

y=pu+L+i+(L*i)+eonde:

y = representa o valor das caracteristicas;
1 = media geral da caracteristica;

L = efeito fixo linhagem,;

i = efeito fixo idade;

e = erro aleatorio.

As meédias entre idades foram comparadas
usando a diferenca minima significativa de Fisher (opcéo
DIFF do comando LSMEANS).

2.5 Resultados

Por meio da andlise estatistica de variancia
observamos que diversos valores de expressao dos
genes apresentam interacdo entre idade e linhagem
(p<0,05), alguns dos genes e as caracteristicas
fenotipicas apresentam somente efeito de idade e
linhagem separadamente (Tabela 2).

2.5.1 Pesovivo

Para a caracteristica peso Vvivo obtivemos
somente efeito de idade, ndo apresentando efeito de
linhagem e interagéo entre linhagem e idade. O efeito de
idade foi significativo (p<0,0001), com as meédias do peso
vivo de 39,59qg, 1701,63g e 1906,10g para as idades de
1 dias, 36 e 65 semanas, respectivamente.
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Tabela 2. Niveis descritivos de probabilidade do teste F
a andlise de variancia para as variaveis

avaliadas
Pr>F
Variavel Idadex
Idade |Linhagem Linhagem

Peso vivo <0,0001 | 0,8539 0,9873
Comprimento Fémur <0,0001 | 0,1919 0,6917
Espessura Fémur <0,0001 | 0,6662 0,0896
Peso Fémur <0,0001 | 0,9586 0,5263
Matéria Seca FEmur <0,0001 | 0,0348 0,0924
Forca de quebra Fémur <0,0001 | 0,0737 0,4522
Flexibilidade Fémur <0,0001 | 0,0862 0,1359
Cinza Fémur <0,0001 | 0,1807 0,0818
Comprimento Tibia <0,0001 | 0,7718 0,8719
Espessura Tibia <0,0001 | 0,0219 0,0417
Peso Tibia <0,0001 | 0,1837 0,2080
Matéria Seca Tibia <0,0001 | 0,0290 0,2742
Forca de quebra Tibia <0,0001 | 0,2118 0,1696
Flexibilidade Tibia <0,0001 | 0,0319 0,0241
Cinza Tibia <0,0001 | 0,0003 0,0287
Célcio Fémur <0,0001 | 0,0349 0,1927
Magnésio Fémur <0,0001 | 0,1661 0,1843
Fosforo Fémur <0,0001 | 0,0020 0,2971
Zinco Fémur <0,0001 | 0,5996 0,9298
Peso ovo <0,0001 | 0,4040 0,8454
Comprimento ovo 0,0002 | 0,2979 0,1763
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Continuacao Tabela 2

Pr>F
Variavel Idadex
Idade |Linhagem Linhagem

Densidade ovo <0,0001 | 0,0012 0,9089
Peso da casca do ovo 0,3630 | 0,4161 0,2679
Espessura equatorial da casca do ovo | <0,0001 | 0,5081 0,5009
Espessura apical da casca do ovo <0,0001 | 0,5335 0,4756
Espessura basal da casa do ovo <0,0001 | 0,3013 0,0358
Matéria seca da casca do ovo 0,1053 | <0,0001 0,3213
Calcio da casca do ovo 0,0106 | 0,7679 0,1653
Fosforo da casca do ovo 0,0432 | 0,1784 0,8215
Cinza da casca do ovo 0,2421 | 0,0001 0,0963
Expressdo BMP2 0,0092 | 0,4071 0,1894
Expressdo CALB1 0,0031 | 0,5924 0,8163
Expressdo CALM2 0,7511 | 0,0076 0,0540
Expressédo COL1A2 <0,0001 | 0,6915 0,0989
Expresséo IBSP <0,0001 | 0,3342 0,0458
Expresséo OPG 0,8179 | 0,1450 0,3261
Expressdo RANKL 0,0007 | 0,0414 0,0004
Expressdo RUNX2 0,0002 | 0,0218 0,0010
Expressdo SMAD1 0,2478 | 0,0668 0,1917
Expressdo SPARC 0,0025 | 0,0088 0,0513
Expresséo SPP1 0,0519 | 0,1458 <0,0001
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2.5.2 Caracteristicas morfométricas e
biomecéanicas dos 0ssos

As variaveis de comprimento, espessura, peso,
matéria seca, forca de quebra, flexibilidade e cinzas do
fémur ndo apresentaram interacdo entre linhagem e
idade. Porém, a caracteristica de matéria seca do fémur
apresentou diferenca significativa entre as linhagens
(p<0,05). As demais caracteristicas apresentaram
diferenca significativa (p<0,01) entre as idades (Tabela
3), conforme esperado por serem caracteristicas de
crescimento.

Tabela 3. Médias, erros-padrao e niveis descritivos de
probabilidade do teste F para as variaveis
avaliadas, por idade

Idade
Variavel

1 dia

36 semanas

65 semanas

Comprimento Fémur

2,240+0,021b

8,108+0,038a

8,128+0,057a

Espessura Fémur

0,158+0,002b

0,734+0,009a

0,742+0,008a

Peso Fémur 0,156+0,005b 7,620+0,145a | 7,411+0,157a
Matéria Seca Fémur 32,62+0,42c 62,77+0,69a 60,80+0,81b
Forca Fémur 0,869+0,023b 24,28+0,93a 25,27+1,13a
Flexibilidade Fémur 0,578+0,031b 13,47+0,52a 13,80+0,55a
Cinza Fémur 9,884+0,267c 33,09+0,62b 51,98+0,77a

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem
significativamente pelo teste t-Student (p<0,05).

As variaveis espessura, flexibilidade e quantidade
de cinza da tibia apresentaram interacdo entre idade e
linhagem (Figuras 1A, 1B e 1C). Ja a matéria seca da
tibia apresentou efeito de linhagem e idade. As demais
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variaveis, como comprimento, peso, forca de quebra da
tibia apresentaram somente efeito de idade (Tabela 4). O
efeito de idade ja era esperado por estar relacionado ao
crescimento da ave.

Figura 1. Medidas de Espessura, Flexibilidade e Cinza
da Tibia com interacéo entre idade e linhagem

Espessura da Tibia
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07
Eoe
05
% 04 —Linhiagem CC
go3 ——Linhagem CCc
0,2
01
0
1dia 36 semanas
A Idade das Aves
Flexibilidade da Tibia
12
‘E 10
E
:.:g 8
46 .
] ——Linhagem CC
2 4 ——Linhagem CCc
]
= 2
0
1 dia 36 semanas
B Idade das Aves
Cinza da Tibia
20
35
30
g5
&0
£ = Linhagem CC
S 15
0 ——Linhagem CCc
5
0
1 dia 36 semanas
C Idade das Aves

A) Espessura da Tibia (cm); B) Flexibilidade da Tibia (kg/mm); C)
Cinza da Tibia (%).
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Tabela 4. Médias, erros-padrdo e niveis descritivos de
probabilidade do teste F para as variaveis
avaliadas, por linhagem e idade

Linhagem
Variavel
CcC CCc
Matéria Seca Tibia 55,45+3,61 56,85+3,72
Idade
Variavel
1 dia 36 semanas
Comprimento Tibia 3,06+0,04 11,71+0,04
Espessura Tibia 0,161+0,002 0,736+0,009
Peso Tibia 0,216+0,006 9,08+ 0,16
Matéria Seca Tibia 35,34+0,51 72,12+0,74
Forga de Quebra Tibia 0,711+0,017 21,36+0,66
Flexibilidade Tibia 0,356+0,019 9,88+0,31
Cinza Tibia 12,29+0,34 33,3340,52

2.5.2.1 Caracteristicas de composicdo quimica do
0SSO

A composicdo gquimica foi avaliada somente no
0sso do fémur de 36 semanas e 65 semanas, uma vez
gue havia pouca quantidade de cinza dos ossos das
aves de 1 dia de idade, e nao foi possivel coletar as tibia
na idade de 65 semanas.

Para a quantidade de calcio e de fosforo do fémur
obtivemos diferenca significativa com o p<0,05, para os
efeitos de linhagem e idade, ja para a quantidade de
magnésio e zinco do fémur teve somente diferenca
significativa com p<0,05, para o efeito de idade (Tabela
5).
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Tabela 5. Médias, erros-padrdo e niveis descritivos de
probabilidade do teste F para as variaveis
avaliadas no fémur, por linhagem e idade

Linhagem

Variavel

cC

CCc

Calcio Fémur

299239,7+15044

293231,2+13710

Fésforo Fémur

137499,7+6678,2

130957,5+6220,4

Variavel

Idade

36 semanas

65 semanas

Calcio Fémur

372620,8+2253,2

222296,2+3471,5

Magnésio Fémur

6012,61+57,23

3577,35+68,38

Fésforo Fémur

167911,9+1440,5

101559,0+2117,8

Zinco Fémur 464,25+5,06 304,34+8,23

2.5.3 Fenotipos medidos no ovo e ha casca do
ovo

A espessura basal da casca do ovo foi a Unica
variavel do ovo e da casca na qual encontramos
interacdo entre idade e linhagem. A diferenca entre as
duas linhagens ocorreu nas medidas das aves de 36
semanas, com a espessura maior para a linhagem CCc e
depois se igualando a linhagem CC nas 65 semanas
(Figura 2).
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Figura 2. Espessura basal da casca do ovo

Espessura Basal da Casca do Ovo

06 k\
E 05

203 —— Linhagem CC

o2 ——Linhagem CCc

36 semanas 65 semanas
Idade das Aves

Para as demais variaveis medidas no ovo e na
casca, foi encontrado efeito (p<0,05) de linhagem e
idade. Para a matéria seca e cinza da casca do ovo
houve somente efeito de linhagem e para peso e
comprimento do ovo, espessura equatorial, espessura
apical, quantidade de calcio e fésforo da casca do ovo
houve efeito de idade (Tabela 6). Ja para o peso da
casca, ndo ouve interagao entre idade e linhagem nem
efeito fixo de linhagem e de idade.
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Tabela 6. Médias, erros-padrdo e niveis descritivos de
probabilidade do teste F para as variaveis de
ovo e casca de ovo avaliadas, por linhagem e

idade
Linhagem
Variavel
cC CCc
Densidade do ovo 3,19+0,29 4,54+0,38
Matéria seca da casca do ovo 98,69+0,03 98,87+0,03
Cinza da casca do ovo 92,52+0,35 94,10+0,17
Idade
Variavel
36 semanas 65 semanas

Esp. equatorial da casca do ovo 0,551+0,004 0,483+0,007
Esp. Apical da casca do ovo 0,596+0,006 0,510+0,008
Esp. Basal da casca do ovo 0,590+0,007 0,504+0,007
Peso do ovo 55,12+1,06 62,65+0,84
Comprimento do ovo 132,79+0,68 136,73+0,73
Densidade do ovo 4,93+0,27 2,50+0,26
Caélcio da casca do ovo 359527,8+1170,2 | 354740,1+1456,1
Fésforo da casca do ovo 1181,76+38,43 1063,97+45,67

Esp. = espessura

2.5.4 Expresséo génica natibia

Na analise da expressdo dos genes, houve
interacéo entre linhagem e idade para seis dos 11 genes
estudados, os quais sdo CALM2, IBSP, RANKL, RUNX2,
SPARC e SPP1. Os genes BMP2, CALB1 e COL1A2
apresentaram efeito somente de idade. A maioria dos
genes avaliados apresentou maior expressdo na
linhagem CCc em relagéo a linhagem CC, especialmente
nas aves de 65 semanas de idade.
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Na expressdo do gene CALM2 observamos
interacdo entre idade e linhagem (p=0,054), além da
diferenca significativa (p<0,05) entre as linhagens nas
idades de 1 dia e 65 semanas, com maior expressao do
gene na linhagem CCc (Figura 6A). Esta interacdo
apresentou um efeito polinomial quadratico.

As expressdes dos genes IBSP (Figura 3B),
RANKL (Figura 3C), SPP1 (Figura 3D), RUNX2 (Figura
3E) e SPARC (Figura 3F), apresentaram interacédo entre
idade e linhagem com p<0,05 para o gene IBSP, p<0,01
para os genes RANKL, SPP1 e RUNX2, e p=0,051 para
o gene SPARC. Os cinco genes apresentaram aumento
da expressdo nas aves de 65 semanas da linhagem
CCc, se diferenciando das aves CC, as quais tiveram
expressdo linear dos genes. Com isso, genes
apresentaram diferenga significativa de expressao entre
linhagens nas aves de 65 semanas (p<0,05), nas outras
duas idades nao houve diferenca de expressao entre as
linhagens. Quando observado o efeito polinomial da
expressdo desses cinco genes encontramos um efeito
linear.

Os genes BMP2, CALB1 e COL1A2 néo
apresentaram interacdes entre linhagem e idade.
Somente apresentaram diferengas significativas (p<0,01)
guando comparado entre idades. A expressdo dos genes
foi maior nas aves de um dia de idade, na idade de 36
semanas houve um decréscimo de 2 vezes para o0 gene
BMP2, cerca de sete vezes para o gene CALB1 e 12
vezes para o gene COL1A2. Na idade de 65 semanas, a
expressdo dos genes aumentou novamente, mas
apresentando valores inferiores a expressao dos genes
encontrada ao primeiro dia de idade das aves (Tabela 7).

Para a expressdao dos genes TNFRSF11B e
SMAD1, nado foi encontrada interacdo significativa
(p<0,05) entre linhagem e idade, e também nao foram
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encontradas diferencas significativas entre as idades e
entre as linhagens (dados néao apresentados).

Figura 3. Expressdo dos genes CALM2 (A), IBSP (B),
RANKL (C), SPP1 (D), RUNX2 (E) e SPARC
(F) na tibia de aves de postura em diferentes

idades
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Tabela 7. Expressdo dos genes BMP2, CALBl e
COL1A2 na tibia de aves de postura em
diferentes idades

Idade
Variavel
1 dia 36 semanas 65 semanas
BMP2 0,748+0,150a 0,324+0,078b 0,366+0,076b
CALB1 0,310+0,053a 0,046+0,008b 0,112+0,027b
COL1A2 0,824+0,158a 0,070+0,016¢ 0,436+0,122b

Médias seguidas por letras distintas nas colunas diferem
significativamente pelo teste t-Student (p<0,05).

2.6 Discussao

O progresso genético levou ao aumento na
producdo de ovos, conformando o tamanho das aves
para melhor gasto de energia e maior producdo e
qualidade de ovos. Contudo, a eficiéncia na producéo de
ovos estd correlacionada com  caracteristicas
indesejaveis como o0 aumento de problemas metabdlicos,
reducdo da resposta vacinal e resisténcia a doencas
infecciosas, além do aumento da incidéncia de
osteoporose e problemas na qualidade da casca do ovo
das poedeiras (WHITEHEAD, 2004). Dessa forma, nesse
estudo buscou-se investigar a influéncia da selecao
genética sobre a expressdo de genes relacionados a
integridade 6ssea em duas linhagens de postura, sendo
uma com 17 geracdes de selecdo para mudltiplas
caracteristicas e uma linhagem controle.

Foram mensurados fendtipos relacionados a
integridade 6ssea a fim de se caracterizar esse material
genético e demonstrar a existéncia de variabilidade
genética para essas caracteristicas nas linhagens
estudadas. De acordo com resultados, diferencas entre
0S grupos genéticos foram evidenciadas para



90

caracteristicas como matéria seca do fémur, espessura
da tibia, matéria seca da tibia, flexibilidade da tibia, cinza
da tibia, célcio do fémur, fésforo do fémur, densidade do
ovo e matéria seca e cinza da casca do ovo.
Objetivando-se  gerar  conhecimento  sobre  os
mecanismos moleculares envolvidos no metabolismo
0sseo, 0s niveis de expressao de 11 genes candidatos
funcionais associados ao metabolismo 0Osseo foram
quantificados nas duas linhagens de postura. Observou-
se consideravel variacdo de expressdo dos genes devido
ao efeito da selecdo praticada nessas linhagens,
sobretudo na fase final de postura das aves. No total de
11 genes avaliados, seis apresentaram interacao
significativa entre linhagem e idade, onde a linhagem
CCc apresentou genes mais expressos do que a
linhagem CC nas aves de 65 semanas (CALM2, IBSP,
RUNX2, RANKL, SPP1 e SPARC).

As linhagens de aves que foram estudadas neste
trabalho vém sendo monitoradas e controladas a partir
de 1989. No nosso trabalho, avaliamos aves da 172
geracdo, e encontramos valores semelhante ao de
Figueiredo et al. (2000), o qual avaliou aves da quarta
geracdo de selecdo comparadas com aves controle na
16 semanas e encontraram médias de 1158g e 1360g,
para linhagem CC e CCc, respectivamente. As aves CC
da mesma geragdo nas 80 semanas apresentaram
media de peso vivo de 1730 g. A diferenca de valores
obtidos entre as linhagens poderia ser devido a diferenca
do peso do ovo embrionado que originou as mesmas,
entretanto ndo ha registro do peso de ovos embrionados
antes do nascimento destas aves tdo pouco o ciclo de
postura em que os ovos foram colocados.

Os valores semelhantes encontrados do peso vivo
das aves podem estar influenciando a espessura e
comprimento de fémur e tibia, os valores ndo diferiram
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entre as duas linhagens para as determinadas idades.
Somente a caracteristica da espessura da tibia teve
diferenca significativa entre linhagens, para as aves de
36 semanas, sendo maiores na linhagem CC. Podemos
considerar que o0s 0ssos das aves de 36 semanas ja
estdo com crescimento completo, pois no trabalho de
Rath et al. (2000), peso, comprimento e diametro da tibia
atingiu tamanho maximo na 252 semana de idade.

Devido ao momento do ciclo da formacdo da
casca do ovo, o volume total do osso medular ndo altera,
0 que altera € a quantidade de calcio do osso medular
que € substituido por uma matriz organica com pouca
guantidade de calcio, ou seja, a percentagem de
osteoclastos aumenta durante o periodo ativo da postura
da galinha (VAN DE VELDE et al., 1984).

A forca utilizada para a quebra dos ossos €
dependente do tamanho dos ossos, a qual nao
diferenciou entre as linhagens, mas a distancia em que a
sonda percorreu 0 0SS0 e a razao das duas, que resulta
na flexibilidade, o fémur e a tibia apresentaram diferenca
de flexibilidade entre as idades. Segundo Rath et al.
(2000), a resisténcia a quebra e o contetdo mineral
atingiram o maximo nas 35 semanas de idade, em aves
de postura, pois 0s 0ssos medulares sdo essenciais na
formacéo da casca do ovo.

Para o tamanho do ovo em que as aves
estudadas foram selecionadas, Ledur et al. (1993),
observaram medidas de aves CC de 36 semanas de
idade, em que o peso do ovo era de 54,8g. Para aves
de 70 semanas de idade foi observada a média do peso
do ovo de 55¢, para a linhagem CC e para a linhagem
CCc (FIGUEIREDO et al., 2000). O peso médio do ovo
foi de 57,52g no primeiro ciclo e 64,27g no segundo ciclo
de postura para a linhagem CCc. Ja a linhagem CC teve
0 peso médio do ovo de 57,189 no primeiro ciclo e
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63,259 para o segundo ciclo de postura (SCHMIDT et al.,
2004). Rosa (2015) encontrou 58,33gpara a média do
peso do ovo das aves de 36 semanas de idade
selecionadas. Estes resultados de peso do ovo, mesmo
com poucos ovos avaliados, se encontraram na média
dos trabalhos j& realizados.

A densidade dos ovos encontrada nesse trabalho
diferiu entre as linhagens, os ovos da linhagem CCc
apresentaram densidade maior que os ovos da linhagem
CC. Valores coerentes com os apresentados por Rosa
(2015), em que a densidade dos ovos postos por aves
de 36 semanas foi de 4,32 kg/m3. A densidade pode
estar relacionada com a espessura da casca do ovo.
Neste estudo, observamos medidas de espessura
maiores do que o apresentado por Ledur et al. (1993),
gue relataram gque a espessura da casca do ovo de aves
da linhagem CC de 36 semanas de idade era de
0,35mm.

A composicdo da casca do ovo € muito bem
ordenada e aproximadamente, 96% composta por
minerais (REZENDE; ROCHA, 2013). Brionne et al.
(2014) descreveram que a composicdo é 95% de
carbonato de célcio e 3,5% de macromoléculas
organicas. A formacédo da casca do ovo depende de
diversos fatores fisioldégicos e adaptacfes uterinas, este
processo € chamado de biomineralizacdo controlada, e
ocorre em varios organismos (BRIONNE et al., 2014).
Outro fator importante que devemos relacionar a todos
os caracteres fenotipicos dos ovos é a quantidade de
ovos colocados pelas aves, nem todas as aves
colocaram a mesma quantidade de ovos. Isso podendo
mascarar dados como a espessura do ovo das aves que
colocaram menos quantidade de ovos que,
possivelmente, seja maior, sendo que os dados foram
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tratados por média de todos os ovos de cada ave da
linhagem.

JA a composicdo Ossea € diferenciada, é
formada pela matriz orgénica, matriz mineral e agua, a
parte organica é formada principalmente pelo colageno
que contribui na resisténcia ajustando a orientacdo da
matriz mineral (RIGGS; LANYON; BOYDE, 1993). Isso
explica os valores elevados de matéria seca e
porcentagem de cinzas encontrados nas cascas dos
ovos e nao encontrado nos o0ssos. As diferengas nos
teores de calcio, magnésio, fosforo e zinco encontrados
nos o0ssos das duas idades avaliadas, podem estar
relacionadas a idade das aves, pois 0S 0SS0S tém maior
quantidade de fungBes metabdlicas, sofrendo
remodela¢cdes continuas na quantidade de calcio durante
o ciclo de deposicao de ovos (RATH et al., 2000).

Os teores de matéria seca e cinzas e a
flexibilidade dos ossos fémur e tibia foram maiores nas
aves CCc quando comparadas com as aves CC. Além
disso, para o fémur, o calcio e o fésforo também
apresentaram maiores teores na linhagem CCc.

No estudo de expressdo génica, os 11 genes
foram escolhidos por serem candidatos funcionais
relacionados ao metabolismo 6sseo. Esses genes estao
relacionados a diversos processos biolégicos como
diferenciacdo de osteoblastos, remodelamento do tecido
0sseo, ossificacdo entre outros. A quantificacdo relativa
da expressdo desses genes candidatos na tibia foi
utilizada como indicador biologico para se inferir sobre a
contribuicdo dos fatores idade e grupo genético sobre a
variacdo normal da integridade éssea da tibia.

De acordo com os resultados, quase todos os
genes apresentaram expressao diferencial entre as
linhagens CC e CCc nas diferentes idades testadas. Os
genes CALMZ2, IBSP, RANKL, RUNX2, SPARC e SPP1
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apresentaram interacdo entre linhagem e idade, os
genes CALB1, BMP2 e COL1A2 tiveram somente efeito
de idade. Nas interacbes entre idade e linhagem que
encontramos da expressao dos genes observamos que o
gene CALM2 foi mais expresso na linhagem CCc nas
aves de 1 dia e 65 semanas de idade, os genes RANKL
e SPP1 apresentaram maior expressao nas aves de 36
semanas da linhagem CC e nas aves de 65 semanas
nas aves CCc, ja nos demais genes (IBSP, SPARC e
RUNX2) foi observado somente diferenca de expressao
dos genes nas aves de 65 semanas sendo mais
expressos 0s genes nas aves CCc. Observa-se que
estes genes apresentam-se regulados negativamente
nas aves CC, as quais vém sendo selecionadas para
eficiéncia produtiva.

A idade de 65 semanas esté relacionada ao fim
do ciclo de postura em que a condicdo de fragilidade
Ossea € geralmente observada. Mazzuco (2006)
descreve  algumas  alteracbes  fisiolégicas no
metabolismo 6sseo de poedeiras comerciais nessa fase.
Observa-se a reducdo na mineralizacdo acompanhada
do aumento na reabsorcao 6ssea, que Sao 0S primeiros
sinais da incoeréncia fisiolégico que leva a lenta perda
de osso estrutural e consequentemente, eleva a
incidéncia de fraturas. Além da reducdo na
mineralizacdo, também se observa mudangas na
estrutura do colageno no 6sseo. A perda na integridade
0ssea associada a idade ocorre em devido a reducéo na
producdo de osteoblastos, as células responsaveis pela
deposicdo da matriz 0ssea e também a perda na
capacidade de absorcao da Vitamina D pelos intestinos e
0ssos. Em funcdo da idade, o declinio no nivel de
estrogeno circulante também é observado e contribui
com a menor mineralizagcdo do esqueleto devido a maior
reabsorcdo Ossea. Sabe-se que, além da funcdo na
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reproducdo, o estrogeno desempenha importante papel
no esqueleto da fémea em humanos (TURNER; RIGGS;
SPELSBERG, 1994; KHOSLA, 2010) e também em
poedeiras (HANSEN et al., 2003).

Em um estudo sobre a relacdo entre estrégeno
e metabolismo do calcio ao longo do ciclo produtivo de
poedeiras, Hansen et al. (2003) confirmaram a reducéao
dramatica na producdo do estrégeno em aves com 70
semanas de postura comparadas com aves ho pico de
produgdo (29 semanas). Savegnago et al. (2012)
apresentaram um estudo sobre a curva de producéo de
ovos dessas duas linhagens durante 54 semanas de
postura. De acordo com esses dados, o0 pico de postura
nas duas linhagens é bem semelhante, ocorrendo entre
a 222 a 262 No nosso estudo, as linhagens foram
avaliadas nas idades de 36 e 65 semanas, nas quais as
aves encontram-se com elevada eficiéncia de producédo
e ja em fase final de producédo, respectivamente.

Provavelmente, a expressao diferencial dos
genes observada seja explicada pela influencia dos
fatores fisiologicos associados a idade sobre cada um
dos genes como, por exemplo, a reducao do estrégeno.
Sabe-se que 0 hormdnio sexual feminino estrogeno
estimula amplamente a expressao do gene TNFRSF11B
nos osteoblastos em humanos (HOFBAUER et al.,
1999). J4 o gene da osteopontina (SPP1) é regulado por
horménios como estrogeno e progesterona, e vitamina
D3, citocinas e fatores de crescimento (NODA et al.,
1988; CRAIG; DENHARDT, 1991).

Os genes SPP1, SPARC, SMAD1, RANKL,
RUNX2 e TNFRSF11B estdo envolvidos com a
remodelacdo O0ssea. O SPP1 € expresso em todos 0s
tecidos rigidos (HINCKE et al., 2008). O SPARC esta
associado com a remodelacao, reparo, renovacao celular
e inicio do processo de mineralizacdo 0ssea (RIBEIRO et
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al., 2014). Wang et al. (2011) demonstraram que a falta
de SMAD1 atrasa a ossificacdo. O gene RUNX2 é
essencial para a diferenciacdo dos osteoblastos (LIU;
LEE, 2013). A auséncia do RANKL resulta no
desenvolvimento da osteoporose, devido a insuficiéncia
de osteoclastos (BOYCE et al., 2003). Ja o TNFRSF11B,
dependendo da quantidade, inibe a diferenciacdo dos
osteoclastos (SIMONET et al, 1997). Paludo et al.
(2014) observaram que em frangos comerciais a
regulacdo negativa do gene RUNX2 pode contribuir para
a incidéncia da anomalia genética conhecida como
condronecrose bacteriana com osteomelite (BCO).

Além desses, o gene CALM2 é um determinante
genético para a osteoartrite (MOTOTANI et al., 2010), e
em nosso estudo foi identificado maior expressao nas
aves da linhagem controle de 1 dia e de 65 semanas de
idade quando comparadas com as aves da linhagem
selecionada. Estes achados corroboram com a hipétese
de que as aves da linhagem controle tém uma
regeneracdo 0Ossea mais expressiva, devido a
diferenciacéo de expressado dos genes.

As expressbes que ocorreram em maior
guantidade na linhagem melhorada quando comparada
com a linhagem controle foram dos genes SPP1l e
RANKL nas aves de 36 semanas. Porém, na idade
seguinte, a expresséo destes genes foi reprimida e néao
apresentando  diferencas  significativas entre as
linhagens. O gene IBSP, que teve diferenca de
expressdo nas aves de 65 semanas de idade, é
importante na diferenciacdo de osteoblastos, na
mineralizacdo da matriz 6ssea e na metéastase tumoral
(SHIMIZU-SASAKI et al.,, 2001). Os genes SPP1 e
COL1A2 estdo associados com inflamacédo, reparo e
remodelacéo de tecido 6sseo (MURRY, 1994, O'REGAN
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e BERMAN, 2000), e sdo importantes na formacdo dos
0sso0s e da arquitetura 6ssea (PHILLIPS et al., 2000).

A linhagem controle expressa em maior
quantidade genes importantes para a integridade éssea,
qgquando comparada com a linhagem selecionada. Em
especial, a expressédo dos genes se destaca ao final da
vida produtiva, momento em que normalmente ocorrem
mais lesBes Osseas. Budgell and Silversides (2004)
avaliaram a quantidade de ossos quebrados em trés
diferentes idades, encontrando uma frequéncia de
guebra da tibia de 5% em aves com idade no final da
producéo de ovos.

2.7 Conclusao

A comparacdo da expressdo dos genes
candidatos na tibia de aves das linhagens melhorada e
controle permitiu identificar genes diferencialmente
expressos devido as mudancas ocasionadas pela
selecdo para multiplas caracteristicas. Dessa forma, foi
possivel avancar no conhecimento de alguns fatores
genéticos associados a fisiologia do esqueleto em
poedeiras em distintas fases da vida produtiva. Novos
estudos serdo necessarios para avaliar esses potenciais
marcadores genéticos quanto ao potencial uso nha
selecdo assistida para melhorar a qualidade do tecido
0sseo das aves.
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3.1 RESUMO

Os avancos no melhoramento genético fizeram
com gue as aves crescessem mais rapido em menor
periodo de tempo, com maior producdo de partes
comercialmente consideradas nobres, como peito, coxa,
e com menor quantidade de gordura. Juntamente com
este avanco no melhoramento genético para a producao,
estdo presentes algumas caracteristicas indesejaveis
para o0 desenvolvimento dos animais, como 0s
problemas locomotores. Nas aves, 0s problemas
locomotores estdo relacionados com grandes prejuizos
da agroindustria. As empresas de genética tém feito
esforcos para diminuir esses problemas, contudo, os
resultados ainda sao insatisfatérios. Desta forma, neste
trabalho objetivou-se avaliar caracteristicas fenotipicas
do fémur e da tibia e a expresséo de genes relacionados
a integridade 0ssea no osso do fémur, de duas linhagens
uma selecionada (TT) para mdultiplas caracteristicas
produtivas e uma linhagem controle (ndo selecionada
LLc). Foram observadas diferencas significativas
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(p<0,05) entre linhagens e/ou entre os sexos, para o
peso, comprimento, espessura, forga, flexibilidade,
matéria seca, porcentagem de cinza, teores de calcio,
magnésio, fésforo e zinco dos ossos fémur e tibia. Na
analise de expressdo dos genes, foram obtidas
diferencas significativas (p<0,05) entre as linhagens em
cada idade para os genes: CALM2, SMAD1, COL1A2,
RANKL, RUNX2 e SPARC. Entre sexos dentro de uma
mesma linhagem também houve diferenca significativa
para os genes: CALM2, SMAD1, TNFRSF11B, COL1A2,
SPP1, IBSP e RANKL. Desta maneira, € possivel dizer
gue a expresséao dos genes se diferencia dependendo da
linhagem e do sexo. Diferencas nas caracteristicas
fisico-quimicas avaliadas ligadas a integridade Ossea
aumentaram entre as linhagens em decorréncia do
melhoramento que sofreram, acarretando variacdo na
expressdo de varios genes avaliados. Também foi
observada influéncia de sexo dentro de uma mesma
linhagem, possivelmente estando relacionados com a
interacdo hormonal com os genes deste estudo. Este
estudo possibilitou montar uma base de dados de
caracteristicas fenotipicas de ossos de duas linhagens
de galinhas, dados estes que sdo escassos na literatura.
Além disso, foi possivel melhorar o entendimento sobre a
variacdo na expressdao de genes candidatos
relacionados a ossificagcdo em diferentes idades, sexo e
linhagens.

Palavras-chave: osso — quantificagdo relativa — tibia —
fémur - gPCR

3.2 ABSTRACT

Advances in breeding have made the birds grow
faster in a shorter period of time, with a larger production
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parts commercially considered noble, such as breast,
thigh, lower amount of fat. Along with this progress in
genetic improvement for the production, are present
some undesirable characteristics for the development of
animals, such as locomotor problems. Gait problems of
birds are related to the loss agroindustry, genetics
companies have made efforts to reduce these problems,
however, the results are still unsatisfactory. In this way,
this study aimed to evaluate phenotypic traits of the
femur and tibia and the expression of genes related to
bone integrity in the femur, one of two chicken lines:
selected for multiple productive traits (TT) and a control
line (non-selected; LLc). Differences were observed (p
<0.05) between the two lines, and/or gender, for weight,
length, thickness, strength, flexibility, dry matter, ash
percentage, calcium, magnesium, phosphorus and zinc
bone of the femur and tibia. Regarding the gene
expression, significant differences were obtained (p
<0.05) between lines at the same ages for the genes:
CALM2, SMAD1, COL1A2, RANKL, RUNX2 and SPARC.
Between sexes within the same line, differences were
found the genes: CALM2, SMAD1l, TNFRSF11B,
COL1A2, SPP1, IBSP and RANKL. Therefore, it is
possible to say that the expression of genes differ
according line and ages. Differences between lines
increased due to the genetic section, resulting in variation
in the expression of various genes evaluated, as well as,
to the physico-chemical characteristics evaluated. It was
also observed the gender influence within the same line,
possibly being related to the hormonal interaction with
the genes of this study. This study allowed to record
phenotypic characteristics in bone traits database in two
meat type chicken lines. Moreover, a better
understanding about the change in gene expression
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related to ossification at different ages, sex and lines was
obtained.

Keywords: bone - relative quantification - femur — tibia —
gPCR

3.3 Introducéo

Os problemas esqueléticos em galinhas estédo
entre os principais motivos de descarte de carcaca na
producdo de frangos de corte. Nos Estados Unidos a
estimativa de perda econémica € de $120 milhdes por
ano (SULLIVAN, 1994).

Entre os problemas mais prevalentes que
envolvem o esqueleto de frangos de corte, se encontra a
necrose na cabeg¢a do fémur (ANGEL, 2007), a qual tem
parte da sua causa desconhecida e pode afetar animais
jovens da producdo de aves (COOK, 2000). Muitos
trabalhos apresentam causas diversas para a necrose na
cabeca do fémur, como problemas nutricionais,
bacterianos e genéticos (WIDEMAN et al., 2012,
WIDEMAN; PRISBY, 2013; JIANG et al., 2015).

Com o avanc¢o genético e nutricional na producao
de aves comerciais, a populacdo de aves melhoradas
passou a apresentar algumas  caracteristicas
indesejaveis, as quais impactam negativamente a
economia comercial. A selecdo genética aplicada nas
aves de corte ndo alterou o padrao de desenvolvimento
e da densidade dos ossos longos do frango, ou seja,
independente dos processos da selecdo genética das
aves, o desenvolvimento da densidade mineral éssea se
manteve ao longo dos anos de sele¢cdo (ALMEIDA PAZ,
BRUNO, 2006). Bishop et al. (2000) estiram a
herdabilidade dos fatores genéticos para a ocorréncia
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dos problemas ocorridos nas pernas de aves como
moderada (h?=0,4).

Segundo Applegate e Lilburn (2002), em aves
comerciais, o fémur tem diferentes padrboes de
desenvolvimento, durante um periodo de crescimento
até os 43 dias de idade, o qual ocorre na regido
associada ao crescimento linear do 0sso. Animais com o
desenvolvimento normal do 0sso apresenta estrutura
corporal para suportar o crescimento rapido do corpo.

Desta forma, este trabalho teve como objetivo de
avaliar a expressdo de 10 genes relacionados com a
integridade 6ssea no fémur de uma linhagem
selecionada para producdo de carne e outra linhagem
controle em duas idades distintas.

3.4 Material e Métodos
3.4.1 Coleta de Material Biolégico

Foram utilizadas linhagens desenvolvidas no
programa de melhoramento genético de aves da
Embrapa Suinos e Aves. As linhagens TT e LLc
apresentam mesma base genética, sendo oriundas racas
Cornish, Hampshire e White Plymouth Rock. A partir de
1985, a linhagem TT foi selecionada para maior o peso
corporal, melhor conversado alimentar, rendimento de
carcaca e partes, viabilidade, fertilidade e eclodibilidade,
além de reducdo da gordura abdominal e doencas
metabdlicas. Ja a linhagem LLc é uma linhagem controle
gue nao foi selecionada para as multiplas caracteristicas
ao longo dos anos. Mais informagdes sobre as referidas
linhagens podem ser obtidas em Schmidt et al. (1998) e
Figueiredo e Albino (2004).

Para cada linhagem foram realizadas coletas de
24 animais nas idades de 21 e 42 dias, sendo 12 fémeas
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e 12 machos em cada idade. Todos os animais usados
neste estudo tiveram as mesmas condicbes de
crescimento, usando a densidade de 10 aves por m?2,
agua e racdo fornecido a vontade.

Durante a necropsia foi mensurado o peso do
animal vivo e observado o escore corporal. Depois da
sensibilizacdo, foram coletados os ossos fémur e tibia da
perna direita para analises fenotipicas e o osso do fémur
da perna esquerda foi dissecado, congelado em
nitrogénio e armazenado em freezer a -80°C para a
analise de expressao de RNA de cada animal.

3.4.2 Mensuracao fenotipica

O fémur e a tibia coletados para as analises
fenotipicas foram armazenados a 4°C por 24 horas e
dissecados preservando somente 0s 0ssos, fémur e
tibia, os quais foram pesados em balanca de precisao e
mensurados 0 comprimento e a espessura do meio do
0SSO com pagquimetro. Para a etapa seguinte 0S 0SS0S
foram conservados em temperatura de -20°C.

Para avaliar a forca de quebra os ossos foram
descongelados a 0°C por 48 horas, em seguida a
temperatura ambiente por 1 hora. Para analise de
resisténcia utilizou-se o aparelho TA — XTPlus Texture
Analyzer (Texture Technologies Corporation), usando a
sonda TA-92c (Texture Technologies Corporation). O
lugar da quebra estabelecido foi a metade da distancia
entre as duas extremidades, desta forma estabelecendo
uma medida fixa dos suportes laterais, para cada grupo
de osso (fémur e tibia) e para cada idade de aves. A
distancia percorrida pela sonda apds o toque na amostra
sera de 12 mm com velocidade de teste de 2,00 mm/s,
velocidade de pré-teste de 2,00 mm/s e velocidade de
pos-teste de 20,00 mm/s. A forga peso com que a sonda
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tocava na amostra, programada no equipamento era de
0.0050 Kg. Os valores obtidos pelo aparelho foram a
forca utilizada para a quebra e a distancia percorrida
pela sonda, a partir da razdo destes valores foi calculada
a flexibilidade (kg/mm) de cada osso quebrado.

Os o0ssos quebrados foram processados para
obter os valores da matéria seca (MS), sendo aquecidos
em estufa com temperatura de 105°C por 16 horas
segundo o método 012/VI (ZENEBON; PASCUET;
TIGLEA, 2008a). Para obtengdo do teor de MS
multiplicou-se por 100% o peso das amostras em matéria
seca e 0 resultado foi dividido pelo peso da amostra
umida.

Para a determinagcao de cinzas (%), as amostras
da matéria seca foram colocadas em forno tipo mufla por
aproximadamente seis horas, sendo que a temperatura
da mufla foi aumentada gradativamente até chegar a
temperatura maxima. Foram utilizados 350°C por uma
hora, 450°C por uma hora, 550°C por uma hora e 600°C
por trés horas. A quantidade de cinza foi determinada
por andlise gravimétrica segundo o método 018/VI
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008a).

Para a determinacdo dos minerais, foi realizada a
solubilizacdo &cida das cinzas, que seguiu a metodologia
descrita pelo Compéndio Brasileiro de Alimentacdo
Animal (2009) n° 38.

A determinacédo dos teores de célcio (Ca), zinco
(Zn) e magnésio (Mg) foi realizada
por espectrofotometria de  absorcdo  atbmica, em
equipamento da marca VARIAN (ESPECTRA AA 220)
seguindo as recomendagbes do fabricante. A
determinacdo de teor de fésforo (P) foi realizada
por espectrofotometria UV (AOAC 986.08), em
equipamento da marca VARIAN (CARY 50) seguindo as
recomendacdes do fabricante.
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3.4.3 Extracdo de RNA e sintese da primeira fita
de cDNA

Foram utilizados 100 mg de tecido do osso do
fémur congelado em freezer -80°C, macerados com
auxilio de nitrogénio liquido e misturados em 1 mL de
reagente Trizol© (Invitrogen) para isolar o RNA total.
Depois de homogeneizado e incubado por 5 minutos em
temperatura ambiente, acrescentou-se 200 pL de
cloroférmio e agitou-se vigorosamente. Logo apos, as
amostras foram centrifugadas em 12000 x g por 15
minutos em temperatura de 4°C para separar as fases. O
RNA presente na fase aquosa foi coletado e precipitado
com 1 volume de isopropanol 100%, incubado a
temperatura ambiente por 10 minutos e centrifugado em
12000 x g por 10 minutos em temperatura de 4°C. O
residuo formado foi lavado com 1 mL de etanol 75%,
centrifugado em 7500 x g por 5 minutos em temperatura
de 4°C. Para finalizar o residuo formado foi diluido com
agua tratada com DEPC (pirocarbonato de dietila).

O RNA extraido foi quantificado usando no
espectrofotometro Nanodrop, considerando o raio de
0D260:0D280 com razédo maior de 1.9, e a integridade
foi confirmada em gel de agarose 1,5%. Para a sintese
de cDNA foi utilizado 3 pg de RNA total usando o kit
Super Script Il First-Strand Synthesis SuperMix® (Life
Tecnologies), seguindo as recomendagdes do fabricante.

3.4.4 Analise de RT PCR em Tempo Real

Para a andalise da expressdo relativa foram
escolhidos 10 genes candidatos: SPP1 (que codifica a
proteina osteopontina), TNFRSF11B (osteoprotegerina),
SPARC (osteonectina), CALM2 (Calmodulina 2), IBSP
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(sialoproteina), COL1A2 (cadeia polipeptidica alfa 2 do
colageno tipo 1), BMP2 (proteina morfogenética 0ssea 2),
RANKL (fator ligante do ativador do receptor do fator
nuclear kappa-B), SMAD1 (proteina membro 1 da familia
SMAD), RUNX2 (fator de transcricéo relacionada ao fator
Runt 2). A sequéncia foi obtida a partir da montagem do
genoma de Gallus gallus v. 4.0 nos bancos de dados
Genebank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) e
Ensembl (http://www.ensembl.org/index.html). Os
primers foram desenhados na juncdo exon-exon usando
o programa primer-BLAST (YE et al., 2012) (Table 1).
Além disso, os primers foram avaliados quanto a
presenca de estrutura secundaria pelo software
Netprimer (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/).
Para todos o0s genes estudados a eficiéncia de
amplificagéo foi obtida usando o LinRegPCR (RUIJTER
et al., 2009) e a especificidade foi avaliada pela analise
da curva de dissociagao.

A reacdo de RT-PCR em tempo real teve volume
final de 15 pL, contendo 1x de Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix ® (2x) (TermoFisher
Scientific), 0,133 uL de cada primer e 20 ng de cDNA. A
andlise foi realizada no ABI Prism 7500 Sequence
Detection Systems (Applied Biosystems) usando corante
de fluorescéncia SYBR Green. Foi utilizado um gene
referéncia (HMBS) para normalizar o ciclo limiar (Ct) de
cada amostra. A partir dos valores obtidos pelas
duplicatas das amostras para cada gene, com a
eficiéncia do primer entre 90 e 100% (Tabela 1), foi
gerada a média para cada amostra e com esta calculou-
se 0 27PN (L IVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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Tabela 1. Primers usados na analise de gPCR

Accession Eficiéncia do
number primer

Gene Primer(5’-3") Bp Ensembl ID

F:5-ACGCTTGTGCTCTTGGACAT-3
TNFRSF11B R5'--CAGCGTAGTACTGGTCTGGG3' 193 ENSGALG00000016114  NM_001033641.1 0.93

F:5"-GATTACAGACCCCAGGCAGG-3'
RUNX2 R5-TGGCTCAAGTAGGACGGGTA-3" 75 ENSGALG00000026484 NM_204128.1 0.92

F:5'-GGCAGGCTTGGACTTAACAC-3
CALB1 R5'-GCTGCTGGCACCTAAAGAACS' 143 ENSGALG00000015914 NM_205513.1 0.93

F:5-GTTTTGTAAAGGGTTGGGGAGC-3'
SMAD1 R5-AATGCAGGAGCTTGGGACCTTA-3" 174 ENSGALG00000009977  NM_001201455.1 0.94

F:5"-ACTAGTTCACTTCGGCGAGC-3
HMBS R5"-CTCAGGAGCTGACCTATGOG-3' 188 ENSGALG00000000291 XM_417846.3 0.92

F:5-GAAAAATACGACCCCAGGAG-3
SPP1 R5-TGAAGCCAGGTCATICTGTGS' 105 ENSGALG00000010926 NM_204535.4 0.92

F:5-GTATGAGCGCGATGAGGACA-3
SPARC R5"-GTGGGACAGGTACCCATCAAS’ 214 ENSGALG00000004184 NM_204410.1 0.92

F:5-CCACCATGGCTGATCAACTG-3
CALM2 R5-GCCATIGCCATCAGCGTCTA-S' 191 ENSGALG00000010023 NM_205005.1 0.93

F:5'-CATCGCTACAAGGGCAGTGA-3'
IBSP R5-CTGCTGCCTGAGTACCTGC-3' 100 ENSGALG00000010928 NM_205162.1 0.95

F:5-TAAGGGTGAAATCGGACCTG-3
COL1A2 R5-ACCACTGGAACCAGGAAGTC3' 88 ENSGALG00000009641 ~ NM_001079714.2 0.93
F:5-AGCTTCCACCACGAAGAAGT-3'
BMP2 R:5-GGTAGCTGCTGTTGCTCTCAS' 172 ENSGALG00000008830 NM_204358.1 0.93
RANKL/  F:5-GACACGCCCTTTGAAAATCAGG-3

TNFSF11 R:5"-TACGCTGGACTTCCTTCTGC-3'

Bp = Tamanho de amplificacéo (bp)

100 ENSGALG00000026163 ~ NM_001083361.1 0.94

3.4.5 Anédlises Estatisticas

Para a andlise estatistica foi utilizada a
metodologia estatistica da analise de Variancia, através
do procedimento MIXED do SAS™ (2012), testando-se
os efeitos fixos de linhagem, para cada idade avaliada.
Através do seguinte modelo linear:

y=u+L+i+eonde:
representa o valor das caracteristicas;
media geral da caracteristica;
= efeito fixo linhagem;
I = efeito fixo idade;
e = erro aleatorio.

y
u
L
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3.5 Resultados

3.5.1 Medidas fenotipicas

De acordo com os resultados, foram observadas
diferencas significativas no peso vivo das aves entre as
linhagens TT e LLc e também entre 0s sexos para as
duas idades estudadas (Tabela 2). Para as duas idades,
os machos da linhagem TT apresentaram maiores
valores de peso vivo.

Tabela 2. Peso vivo das aves das linhagens puras TT e
LLc aos 21 e 42 dias de idade

Sexo LLc TT

F 385,50+12,30 649,75+13,39
21 dias
M 441,08+15,38 745,83+22,33

F 913,25+21,17  1543,75+ 34,63
42 dias
M 1112,08+ 40,94 1785,83+ 36,77

* Diferencga significativa entre linhagens da mesma idade.
* Diferenca significativa entre sexo da mesma idade.

O peso e as caracteristicas morfométricas dos
ossos tibia e fémur apresentaram variacdes de acordo
com a idade e grupo genético. Para 0s pesos dos 0Ss0s
tibia e fémur, foram encontradas diferencas significativas
entre as linhagens e entre os sexos nas duas idades
estudadas (Figuras 1A e 1B). Na analise do comprimento
dos ossos (Figuras 1C e 1D), tibia e fémur apresentaram
aos 21 dias de idade diferencas significativas somente
entre as linhagens e aos 42 dias foram observadas
diferencas significativas entre as linhagens e entre os
sexos apenas para as aves da linhagem LLc. Para a
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espessura dos ossos (Figuras 1E e 1F), foram
observadas diferengas significativas entre as linhagens e
0 sexo dentro de cada idade, com excecao do fémur da
linhagem TT de 21 dias de idade que ndo apresentou
diferenca entre sexo. Observou-se maior espessura nos
0ssos das aves da linhagem TT em comparagdo com a
linhagem LLc tanto para fémur quanto para tibia. Os
machos apresentaram maior espessura de tibia e fémur
que as fémeas (p<0,05).

Os valores encontrados para forca de quebra do
fémur foram diferentes (p<0,05) entre as linhagens nas
aves de 21 dias, sendo maiores nas aves TT. Na
linhagem LLc foi observado também que os machos
apresentaram maior forca de quebra do fémur que as
fémeas, evidenciando o efeito de sexo nessa linhagem
aos 21 dias de idade. Nas aves de 42 dias de idade, os
fémures de machos TT apresentaram maior forca de
quebra quando comparados com os fémures da
linhagem LLc, apresentando valores superiores aos
fémures das fémeas TT, tendo diferenca significativa
entre sexo e entre linhagem para o grupo dos machos (p
<0,05) (Figura 2A).

Para a forca da quebra da tibia houve diferenca
significativa entre as linhagens e sexos, também sendo
maior na linhagem TT (Figuras 2B e 2D). Além disso,
para a flexibilidade do fémur houve diferenga significativa
entre as linhagens nas duas idades estudadas (Figuras
2C e 2D), ndo sendo observado efeito de sexo. Ja na
andlise de flexibilidade da tibia, além do efeito de
linhagem nas idades de 21 e 42 dias, observou-se efeito
(p<0,05) entre sexos somente dentro da linhagem TT
nas aves de 42 dias de idade. Foi possivel perceber que
tanto a forca de quebra quanto flexibilidade,
comprimento, espessura e peso, para 0s dois 0SS0S
avaliados apresentam valores superiores na linhagem
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TT. Isso ocorreu provavelmente, pois os animais TT
apresentam maior peso Vvivo, caracteristica que tem
correlacdo positiva com crescimento 6sseo.

Figura 1. Avaliacdo do peso, comprimento e espessura
dos o0ssos tibia e fémur
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A) Peso do Fémur; B) Peso da Tibia; C) Comprimento do Fémur; D)
Comprimento da Tibia; E) Espessura do Fémur; F) Espessura da
Tibia.

* Diferenca significativa entre linhagens da mesma idade.

* Diferenca significativa entre sexo da mesma linhagem.
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Figura 2. Variacdes na forca de quebra e flexibilidade
dos ossos tibia e fémur nas linhagens de corte
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A) Forca de quebra do fémur; B) Flexibilidade do fémur; C) Forca de
quebra da tibia; D) Flexibilidade da tibia.
* leerenga significativa entre linhagens da mesma idade.

leerenga significativa entre sexo da mesma linhagem.

Para a porcentagem de matéria seca no fémur,
nas duas idades estudadas, foram encontrados valores
significativos para o efeito de linhagem somente nos
machos (Figura 3A). No osso da tibia também foi
encontrada diferenca significativa entre as linhagens,
porém, em machos e fémeas, nas duas idades
estudadas, com maiores valores de matéria seca na
linhagem LLc (Figura 3B).



119

Figura 3. Teores de Matéria Seca dos 0ssos tibia e fémur
das linhagens de corte
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A) Matéria seca do fémur; B) Matéria seca da tibia.
* Diferenca significativa entre linhagens da mesma idade.

O teor de cinzas encontrado no fémur das aves de
21 dias de idade apresentou diferenca significativa entre
as linhagens somente nas fémeas e efeito significativo
entre 0s sexos somente na linhagem TT (Figura 4A). O
teor de cinzas encontrado na tibia das aves de 21 dias
de idade diferiu entre os sexos nas aves da linhagem TT
(Figura 4B). Aos 42 dias de idade, os efeitos de linhagem
e sexo nao foram significativos para o teor de cinzas no
fémur e na tibia.

A quantidade de calcio no fémur diferiu entre os
sexos para as aves das duas linhagens aos 21 dias de
idade (Figura 4C). J4 o teor de calcio na tibia nao foi
significativo aos 21 dias. Da mesma forma, aos 42 dias
0s teores de calcio no fémur e na tibia ndo diferiram
significativamente (Figura 4D).
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Figura 4. Composi¢do quimica dos ossos tibia e fémur
das linhagens de corte em diferentes idades
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da Tibia; E) Magnésio do Fémur; F) Magnésio da Tibia; G) Fésforo
do Fémur; H) Fésforo da Tibia; 1) Zinco do Fémur; J) Zinco da Tibia.
* Diferenca significativa entre linhagens da mesma idade.

* Diferenca significativa entre sexo da mesma linhagem.
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A quantidade de magnésio (Mg) presente no
fémur nao foi significativamente diferente entre as
linhagens e entre os sexos (Figura 4E). Os teores de Mg
na tibia apresentaram diferenca significativa entre as
linhagens para o grupo de fémeas e entre 0s sexos ha
linhagem TT nas aves de 21 dias de idade. J& nas aves
de 42 dias de idade houve diferenca significativa
somente entre linhagens para as fémeas (Figura 4F).

O teor de fésforo (P) encontrado no fémur foi
diferente entre os sexos das duas linhagens das aves
aos 21 dias de idade. Ja as aves de 42 dias de idade
nao apresentaram diferengas significativas (Figura 4G).
Na tibia a porcentagem de P foi significantemente
diferente entre as linhagens no grupo dos machos na
idade de 42 dias (Figura 4H). Para a porcentagem de
zinco (Zn) houve diferenga significativa apenas no 0sso
do fémur entre os sexos da linhagem TT nas aves de 42
dias de idade (Figura 4l). Ja para o teor de a Zn na tibia
(Figura 4J) as aves nas duas idades ndo apresentaram
diferencas significativas entre as linhagens e entre
Sexos.

3.5.2 Analise de expressao génica

Dentre os genes estudados, 0s que apresentaram
maiores valores de expressao (fold-change) no fémur
foram CALM2 e SMADL1. Para o gene CALM2, as aves
de 21 dias de idade da linhagem LLc apresentaram
diferencas significativas na expressao desse gene
(p<0,05) quando os sexos foram comparados, sendo
maiores nos machos do que nas fémeas. Aos 42 dias de
idade, as aves continuaram apresentando diferengas na
expressao génica (p<0,05) entre os sexos dentro da
linhagem LLc e houve diferenca significativa na
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expressdo deste gene entre as duas linhagens em
estudo para o grupo dos machos (Figura 5A). O gene
SMADL1 foi diferencialmente expresso somente em aves
de 42 dias de idade, apresentado diferencas devido ao
efeito de linhagem somente para os machos, e de sexo
na linhagem LLc (Figura 5B). Para os dois genes
avaliados, aos 42 dias de idade, os machos LLc
apresentaram-se aproximadamente 2,5 vezes mais
expressos que os machos TT. Aos 21 dias e entre as
fémeas, ndo foram observadas variacbes na expressao
dos genes.

Figura 5. Expresséao dos genes CALM2 (A) e SMAD1 (B)
nas Linhagens TT e LLC nas idades de 21 e

42 dias
Expressdo CALM2 Expressdo SMAD1
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* Diferenca significativa entre linhagens da mesma idade.
* Diferenca significativa entre sexo da mesma linhagem.

A expressdo dos genes IBSP e RANKL variou
somente nas aves de 42 dias de idade (Figura 6A e 6B),
sendo que a expressdo do gene IBSP foi influenciada
pelo sexo da ave nas duas linhagens estudadas. O gene
RANKL foi cerca de 8 vezes mais expresso nos fémures
de machos do que no fémur das fémeas na linhagem
LLc e 2 vezes mais expresso na linhagem TT. Além
disso, nessa idade, o gene RANKL foi 1,5 mais expresso
(p<0,05) em machos da linhagem LLc do que na TT
(Figura 6B).
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Figura 6. Expressdo dos genes IBSP (A) e RANKL (B), A
nas Linhagens TT e LLC nas idades de 21 e 42
dias
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* Diferenca significativa entre linhagens da mesma idade.
* Diferenca significativa entre sexo da mesma linhagem.

Os genes RUNX2 e SPARC foram expressos com
diferenca significativa somente entre as linhagens para o
grupo dos machos das aves de 21 dias de idade (Figura
7A e 7B). Nao houve diferenca significativa para as
demais idades e entre 0s sexos.

Figura 7. Expresséo dos genes RUNX2 (A) e SPARC

(B), nas Linhagens TT e LLC nas idades de 21
e 42 dias
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* Diferenca significativa entre linhagens da mesma idade.

A expressdo do gene COL1A2 apresentou
diferenca na expressédo entre linhagens para os machos
na linhagem TT aos de 21 dias de idade (p<0,05) (Figura
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8A). Considerando dentro de linhagens, os machos TT
de 21 dias apresentaram 2,3 vezes mais expressao
desse gene em relacdo as fémeas (Figura 8A). Quanto a
expressdo do gene SPP1, houve diferenca entre sexos
para a linhagem LLc aos 21 dias de idade e na linhagem
TT das aves de 42 dias de idade, com machos
apresentando maiores niveis de expressao (Figura 8B).

Figura 8. Expresséo dos Genes COL1A2 (A) e SPP1 (B),
nas Linhagens TT e LLc nas idades de 21 e 42
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* Diferenca significativa entre linhagens da mesma idade.
# Diferenca significativa entre sexo da mesma linhagem.

Os genes BMP2 e TNFRSF11B foram os que
apresentaram valores mais baixos de expressao quando
comparados com os outros genes deste estudo. O gene
BMP2 nao apresentou diferenca significativa entre as
linhagens e os sexos (Figura 9A), enquanto o0 gene
TNFRSF11B apresentou diferenca entre 0s sexos na
linhagem LLc das aves de 42 dias de idade, sendo em
média 9 vezes menos expressos em fémeas (Figura 9B).

Embora ndo tenha sido realizada uma
comparacao entre as duas idades, pode-se observar
analisando os graficos acima que alguns genes (IBSP,
RANKL, RUNX2) apresentaram valores de fold-change
maiores aos 21 dias do que aos 42 dias de idade,
enquanto que outros genes, como CALM2, SMAD1,
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apresentaram uma tendéncia de maior expressao aos 42
dias. Além disso, genes como SPARC, COL1A2 e BMP2
apresentaram padrdes distintos entre machos e fémeas
e entre linhagens.

Figura 9. Expressdo dos Genes BMP2 (A) e
TNFRSF11B(B), nas Linhagens TT e LLC
nas idades de 21 e 42 dias
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3.6 Discussao

A melhoria na eficiéncia produtiva de aves de
corte foi muito intensa nas ultimas décadas e os
principais fatores para esse desenvolvimento formam as
melhorias na genética e manejo das aves
(HAVENSTEIN; FERKET; SCHEIDELER; LARSON,
2003). Considerando a genética das aves, houve ganho
na taxa de crescimento e rendimento de carne, mas com
isso também foram agregadas caracteristicas
indesejaveis como o0s problemas de pernas (LI et al.,
2002). Dessa forma, nesse estudo buscou-se investigar
a influéncia da selegdo genética sobre a expressédo de
genes relacionados a integridade o6ssea em duas
linhagens de corte, sendo uma na 202 geracdo de
selecdo para multiplas caracteristicas e uma linhagem
controle.
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Foram mensurados fendtipos relacionados a
integridade 6ssea dos membros inferiores das aves, para
caracterizar o material genético estudado. O peso vivo
encontrado nas aves deste estudo foi menor que o
esperado, e demonstrado em outros estudos nestas
mesmas populagdes (SOUZA et al., 2013; VENTURINI et
al.,, 2014; GRUPIONI et al., 2015). Isso se deve,
provavelmente, a uma variagdo amostral devido a
pequena quantidade de animais estudados neste
trabalho. Para diversas caracteristicas como peso,
comprimento, espessura, forca de quebra, flexibilidade e
matéria seca dos ossos fémur e tibia, cinzas do fémur e
magneésio da tibia, foram observadas diferencas entre as
linhagens, indicando que o melhoramento aplicado a
linhagem TT possa ter alterado essas caracteristicas ao
longo dos anos. E interessante notar que apesar da
flexibilidade e forca de quebra terem apresentado
valores maiores na linhagem TT do que na linhagem
LLc, quando se observa os valores de matéria seca, ha
um maior teor nas linhagens LLc do que na TT, para as
duas idades, e especialmente para machos. Esses
dados apontam para a importancia de uma matriz
organica equilibrada do osso, jA que a matéria seca €
constituida pela parte organica e mineral do osso, e que
de acordo com os dados apresentados neste trabalho,
houve poucas diferencas significativas nos teores de
minerais avaliados.

Além disso, os resultados obtidos para a linhagem
TT de 42 dias de idade nas caracteristicas de
comprimento, espessura, peso, matéria seca, forca e
cinzas do fémur e da tibia, e calcio, magnésio e zinco do
fémur foram semelhantes aos dados obtidos por Fornari
(2012), Souza et al. (2013) e Grupioni et al. (2015) que
utilizaram o mesmo grupo genético diferenciando apenas
na geracdo. Apesar da grande importancia dos
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problemas locomotores, informacbes sobre as
caracteristicas fenotipicas como as avaliadas neste
estudo sdo escassas e praticamente inexistentes na
literatura. Com isso, foi possivel observar os valores
médios de caracteristicas como teor de cinzas, massa
seca e quantidade de alguns minerais essenciais para a
ossificacdo, permitindo um maior entendimento das
caracteristicas de integridade d&ssea nas linhagens
estudadas.

Com as diferencas entre 0s grupos genéticos para
as caracteristicas fenotipicas, foram investigados genes
candidatos envolvidos com a fisiologia 0ssea visando
entender melhor os mecanismos moleculares envolvidos
na ossificagdo. Dos 10 genes envolvidos com o
metabolismo 6sseo das duas linhagens estudadas, seis
apresentaram-se diferencialmente expressos entre as
linhagens TT e LLc (CALM2, SMAD1, COL1A2, RANKL,
RUNX2 e SPARC). Os genes SMAD1, CALM2 e RANKL,
na idade de 42 dias foram super expressos ha linhagem
controle em comparagdo com a linhagem selecionada,
sendo SMAD1 e CALM2 2,5 vezes mais expressos e
RANKL 1,5 vezes em LLc. Os trés genes estdo
relacionados com o tecido 6sseo, sendo na formacao do
0Sso poés-natal quando o SMAD1 é um sinalizador da
BMP, sendo essencial para a formacéo do osso (WANG
et al., 2011), o CALM2 é abundantemente expresso nas
articulagcbes dos condrécitos sendo muito importante
para mobilizacdo do calcio intracelular (MOTOTANI et
al., 2010) e o RANKL é regulado pela mobilizacdo do
Ca?* (SUTTON et al., 2015), além de estimular a funcéo
osteoblastos (BOYCE; XING, 2007). Em linhas gerais,
esses trés genes apresentam grande importancia na
atividade de osteoclastos. Estas células sé&o
responsaveis pela reabsorcdo 0ssea e manutencédo da
homeostasia dos minerais (BOYLE; SIMONET; LACEY,
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2003). Tanto SMAD1 quanto RANKL s&o estimulados
por BMPs, aumentando a atividade dos osteoclastos
(TASCA et al, 2015). JA o gene da calmodulina
apresenta uma funcéo dindmica e direta na atividade de
maturacdo dos osteoclastos, regulando o processo de
apoptose destas células mediadas pelo via fas-apoptotic
(WILLIAMS; MICOLIB; MCDONALD, 2010), além de
estimular a expressdo de SMAD1 e RANKL pela via
dependente de calcio/calmodulina (SCHERER; GRAFF,
2000; ANG et al., 2007). A maior expressao desses
genes em LLc pode ser relacionada com a variacdo no
teor de matéria seca, ja que grande parte dela é formada
pela parte organica do 0sso, que também foi maior na
linhagem LLc do que na TT. Também foi possivel
observar diferenga nos niveis de expressao relacionados
ao sexo, sendo que fémeas apresentaram sempre niveis
de expressédo 2 a 5 vezes menor do que 0os machos.

Aves fémeas LLc de 21 dias e 42 dias de idade
apresentaram menores niveis de expressao para 0S
genes CALM2 e SMADL1 respectivamente, enquanto que
para o gene RANKL, essa diferenca foi encontrada tanto
para os animais LLc quanto TT aos 42 dias. Essas
diferencas devem ocorrer devido aos diferentes niveis de
hormbnios sexuais, que estdo presentem em
praticamente todos os tipos celulares do organismo e
apresentam uma funcdo de diferenciacdo celular nao
apenas no desenvolvimento, mas também na
manutencao e renovacao de tecidos adultos (MICHAEL
et al., 2005).

Para os genes COL1A2, RUNX2 e SPARC
diferencas significativas entre as linhagens na idade de
21 dias, em que a linhagem TT apresentou maior
expressdo do que a linhagem LLc. Os genes COL1A2 e
RUNX2 sé&o indispensaveis na composicdo Ossea
(DENG et al., 2003). O desenvolvimento normal do 0sso
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depende do nivel de expressao do gene RUNX2, e a sua
baixa expressdo resulta em anomalias do tecido. Atua
principalmente em estagios iniciais de desenvolvimento
como cofator dos osteoblastos na formagdo do 0sso
(LIU; LEE, 2013). O gene SPARC esta associado com a
formacéo, desenvolvimento e remodelagdo do tecido
0sseo e na montagem dos filamentos de colageno
(RIBEIRO; SOUSA; BREKKEN; MONTEIRO, 2014). Sua
expressao tem sido associada a conferir forca ao 0sso,
permitindo a calcificagdo da matriz extracelular do
mesmo (PARVANEH et al., 2015). Os niveis de
expressao desses genes, geralmente foram maiores nos
animais aos 21 dias, possivelmente por serem genes
importantes principalmente no desenvolvimento e
maturacédo do tecido 6sseo.

Para o gene IBSP foi observada diferenca de
expressao entre os sexos das duas linhagens nas aves
de 42 dias de idade e para o gene TNFRSF11B também
foi encontrada diferenca entre 0os sexos, mas somente
para a linhagem LLc. E possivel que a diferenca de
expressdo encontrada no nosso estudo esteja
relacionada com hormoénios sexuais, pois em humanos a
adiponectina inibe a expressao do gene TNFRSF11B em
osteoblastos através do receptor de adiponectina (LUO
et al., 2006). E o gene IBSP é correlacionado com o
hormbnio de crescimento em cultivo de células de
osteoblasto (HAASE; IVANOVSKI; WATERS; BARTOLD,
2003), evidenciando que a diferenca entre os sexos pode
ser devido as condigdes hormonais do organismo.

A maioria dos genes em estudo apresentaram
interacbes com hormdnios, 0 que pode explicar
diferencas observadas na expresséo entre os diferentes
sexos e entre linhagens. A expressao do gene CALM2
esta relacionada com atividade hormonal do figado,
ovario, oviduto e hip6fase (STEIN et al., 1983; ZHANG et
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al., 2012) e o RANKL apresenta expressao nos tecidos
linfoides (QUINN et al., 1998). O gene TNFRSF11B é um
medidor de estrogeno no osso (HOFBAUER et al.,
1999). Fornari et al. (2014) estudaram um polimorfismo
de Unica base (SNP) no gene TNFRSF11B cujo efeito foi
influenciado pela interagdo com sexo para algumas
caracteristicas de carcaca na mesma linhagem do nosso
estudo (TT). Além disso, estes autores relataram
associacdo do SNP no gene TNFRSF11B com peso e
forca de quebra da tibia em frangos de corte da linhagem
TT aos 42 dias de idade.

De acordo com os resultados, nas linhagens de
corte, o efeito do sexo da ave foi importante fator de
variacdo afetando a expressdo dos genes candidatos
relacionados ao metabolismo 6sseo. Do total de genes
avaliados, sete apresentaram expressdo diferencial
dependente do sexo da ave, sendo eles: CALM2,
SMAD1, TNFRSF11B, COL1A2, SPP1, IBSP e RANKL.
Além disso, a expressdo de seis destes genes foi
influenciada pela interacdo entre sexo e linhagem.
Possivelmente um dos fatores associados a expressao
diferencial dos genes observada seja a influéncia direta
de horménios sexuais sobre os genes em estudo. Os
hormonicos sexuais e seus receptores desempenham
ampla acdo sobre o desenvolvimento, maturacdo e
manutencdo do esqueleto tanto em fémeas (KHOSLA,
2010) quanto em machos (KHOSLA, 2002). Nesse
estudo, a interacdo entre o TNFRSF11B e 0 sexo pode
estar relacionada a grande influéncia que o horménio
sexual feminino estrégeno exerce sobre a expresséo
deste gene. Em humanos, o estrégeno estimula os
osteoblastos a aumentarem a producdo de
osteoprotegerina (HOFBAUER et al., 1999). O gene da
osteopontina (SPP1) também é regulado por hormonios
como estrégeno, progesterona, além de vitamina D3,
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citocinas e fatores de crescimento (NODA et al., 1988;
CRAIG; DENHARDT, 1991).

3.7 Conclusao

Neste trabalho foi possivel concluir que existe
diferenca significativa entre a linhagem selecionada para
a producéo de carne e a linhagem controle que foi
mantida sem selecdo. Além disso, para algumas
caracteristicas e genes foram observadas diferencas
entre sexos e idade das linhagens. Os genes CALM2,
SMAD1 e RANKL foram significativamente mais
expressos na linhagem LLc quando comparado com a
linhagem TT nas aves de 42 dias de idade, enquanto os
genes IBSP, RANKL, CALM2, SMAD1, COL1A2 e SPP1
foram diferencialmente expressos entre machos e
fémeas

Este estudo possibilitou montar uma base de
dados de caracteristicas fenotipicas de ossos de duas
linhagens de galinhas, dados estes que sdo escassos ha
literatura. Além disso, permitiu melhor entendimento
sobre a variacdo na expressdao de genes candidatos
relacionados a ossificacdo em diferentes idades, sexo e
linhagens.
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4.1 Abstract

Economic losses due to an increase of leg
disorders in broilers have become a major concern of the
poultry industry. Despite the efforts to reduce skeletal
abnormalities in chickens, insufficient progress has been
made. Bacterial Chondronecrosis with Osteomyelitis
(BCO) is one of the main factors that affect the bone
integrity in broilers. However, the genetic pathways and
genes involved in most bone diseases, including BCO,
remains unclear. In this study, femoral samples from
male broilers with 45 days of age affected or not with
BCO were used to compare the relative expression with
a reverse transcription real time PCR approach of 12
candidate genes: SPP1 (protein coding osteopontin),
TNFRSF11B (osteoprotegerin), SPARC (osteonectin),
CALB1 (calbidin 1), CALM (Calmodulin 2), IBSP
(sialoprotein), COL1A2 (collagen, type I, alpha 2), BMP2
(bone morphogenetic protein 2), RANKL (kappa-B
nuclear factor ligand), SMAD1 (SMAD family member 1),
LEPR (leptin receptor) and RUNX2 (related transcription
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factor Runt 2). Differential expression test was performed
using the REST software. When the gene expression of
the two groups was compared, the RUNX2 and SPARC
genes were downregulated (p <0.05) in the affected
group, with reduced expression of four fold when
compared to the non-affected group. This result may
indicate that the repression of the RUNX2 and SPARC
could contribute to an increased incidence of BCO in
broilers.

Keywords: Leg disorders — femoral head necrosis —
osteonectin — BCO — locomotor problems - poultry

4.2 Introduction

In the last decades, the poultry production system
has focused on intense selection for heavier and faster
growing broilers (HAVENSTEIN et al., 2003). The intense
selection for rapid growth and the intensification of the
production system in the poultry industry have negatively
impacted the quality of the skeleton structure in meat-
type chickens. This has resulted in an increased number
of animals with bone-related problems (COOK, 2000;
HAVENSTEIN et al.,, 2003; ZHOU et al., 2007). As a
consequence, the incidence of locomotor problems has
increased significantly, causing a negative impact on
welfare, feed efficiency, growth performance and other
traits (COOK, 2000). Those problems led to annually
economic losses over $100 million dollars (COOK, 2000),
being considered one of the main concerns to the poultry
industry (OVIEDO-RONDON, 2007).

Bacterial Chondronecrosis with Osteomyelitis
(BCO) is one of the most important leg disorders in
commercial broilers and it has been diagnosed worldwide
(MCNAMEE; SMYTH, 2000). This pathology is also
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known as Femoral Head Necrosis (FHN) and the genetic
mechanisms involved are not completely understood.
The pathogenesis of BCO appears to be initiated by
mechanical damage to poorly mineralized columns of
chondrocytes (cartilage cells) in the epiphyseal and
physeal growth plates of the leg bones, followed by
colonization of osteochondritic clefts by opportunistic
bacteria (Wise, 1975; Wideman et al., 2012; Wideman &
Prisby, 2013). Numerous bacterial species of
opportunistic organisms in mixed cultures have been
isolated from BCO lesions, including predominately
Staphylococcus spp., Escherichia coli, and Enterococcus
spp. (Wideman et al., 2012). Recently, Jiang et al.
(2015), studying the diversity of the bacterial
communities, suggested that certain bacterial subgroups
are preferentially selected in association of BCO lesions.
BCO is the most common cause of lameness and is an
important cause of mortality in fast-growing broilers,
affecting approximately 1.5% of slaughtered chickens at
42 days age in the United States (WIDEMAN et al., 2012;
WIDEMAN; PRISBY, 2013). In Brazil, there is no
consistent data on the incidence of this problem.
Genetics is an important factor that plays a
considerable role in the development of the skeletal
system (COOK, 2000; ZHOU et al., 2007) being the bone
considered a dynamic tissue that could be influenced by
many physical, physiological and nutritional factors
(RATH et al., 2000). Genetic variation has been observed
and heritability for some bone integrity traits has been
estimated around 0.4 (Bishop et al., 2000). Also, QTLs
(quantitative trait loci) have been mapped on
chromosomes GGAl, GGA2, GGA4 and others in
chickens (Schreiweis et al., 2005; Dunn et al., 2007;
Zhang et al., 2010; Zhou et al., 2007; Ragognetti et al.,
2015) indicating important regions related to skeletal
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system. A potential large number of functional candidate
genes involved with bone metabolism can be found in the
QTL regions previous cited, however there are few
association studies with bone integrity traits in chickens
(Bennett, Hester, & Spurlock, 2006; Fornari et al., 2014).
Furthermore, the functional pathways, specially
associated a BCO, are still unknown in chicken, since the
studies are available mostly in humans and rodents.
Also, it is known that chickens have different bone
physiology, with quicker bone remodeling when
compared to mammals (JOHNSSON et al., 2015). In this
way, attempting to clarify the pathways involved in BCO
in chicken, this is the first study that aims to evaluate the
expression profile of 12 functional candidate genes at the
femur growth plates of normal and affected with BCO in
broilers at 45 days of age.

4.3 Material and Methods
4.3.1 Experimental animals and husbandry

A total of 20 Cobb 500 male broilers vaccinated
against fowl pox and Marek disease at the hatchery were
used in this study. The drinkers, feeders, curtains, light,
and chickens were managed following the
recommendations for this commercial line. Water and
feed were supplied ad libitum during the experiment. The
chicks were brooded using infrared lamps, and the height
was adjusted for bird comfort.

Chickens were weighted, evaluated for body
conditional score and submitted to necropsy at 45 days
of age. Slaughter was carried out by cervical dislocation,
according to the ethical guidelines of the Embrapa Swine
and Poultry Ethics Committee on Animal Utilization,
under the protocol number 011/2011, following the
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international guidelines for animal welfare. At the time of
sample collection, femurs were classified by presence or
absence of BCO according Wideman et al., 2012.
Femoral samples, specifically from growing plate, were
collected from 10 healthy chickens (control group) and
from 10 chickens presenting the first stage of femur
necrosis (case group). Samples were placed in
microcentrifuge tubes, stored in liquid nitrogen and then
transferred to -80°C freezer until the RNA extraction.

4.3.2 RNA extraction and cDNA synthesis

Frozen tissues (—80 °C) were grinded in a mortar
containing liquid nitrogen, and 100 mg from femoral head
tissue was mixed to 1 mL of Trizol© (Invitrogen) reagent
for total RNA isolation. Briefly, after incubate the
homogenized sample for 5 minutes at room temperature
(RT), 200 uL of chloroform were added and then samples
were shaken vigorously. Samples were centrifuged at
12000 x g for 15 minutes at 4°C to phase separation.
RNA in the aqueous phase was collected and
precipitated with 1 volume of 100% isopropanol,
incubated at room temperature for 10 minutes and
centrifuged at 12000 x g for 10 minutes at 4°C. Then, the
RNA pellet was washed using 1 mL of 75% ethanol,
followed by centrifuged at 7500 x g for 5 minutes at 4°C.
Pellet was dried for 15 minutes at room temperature, and
RNA was resuspended in DEPC-treated water.

RNA samples were quantified using a Nanodrop
spectrophotometer and those with OD260:0D280 ratio
higher than 1.9 were considered for further analyses. The
integrity was confirmed in 1.5% agarose gel. Following,
the cDNA was synthetized from 3 pg of total RNA using
SuperScript Il First-Strand Synthesis SuperMix® kit (Life
Technologies), following the manufacturer’s instructions.
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4.3.3 Real time quantitative PCR

The relative expression of 12 candidate genes
were evaluated in this study: SPP1 (protein coding
osteopontin), TNFRSF11B (osteoprotegerin), SPARC
(osteonectin), CALB1 (calbidin 1), CALM (Calmodulin 2),
IBSP (sialoprotein), COL1A2 (collagen, type I, alpha 2),
BMP2 (bone morphogenetic protein 2), RANKL (kappa-B
nuclear factor ligand), SMAD1 (SMAD family member 1),
LEPR (leptin receptor) and related transcription factor
Runt 2 (RUNX2). The sequences were obtained from
Gallus gallus V. 4.0 on Genebank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) and Ensembl
(http://www.ensembl.org/index.html)  databases. The
primers were designed using the primer-BLAST (Ye et
al., 2012), in exon-exon junctions in order to avoid DNA
amplification (Table 1). Additionally, primer sequences
were evaluated for the presence of second structures in
the Netprimer software (http://www.premierbiosoft.com/
netprimer/). Amplification efficiencies were obtained using
the LinRegPCR (Ruijter et al., 2009) and specificities
were evaluated by melting curve analysis using the
program from 70 °C to 95 °C at 0.1 °C/s for all genes
studied.

The real time RT-PCR reactions were carried out
in 15 pL final volume containing 1X of Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix® (2X) (TermoFisher
Scientific), 0.133 uL of each primer and 20 ng of cDNA.
The analysis was performed in an ABI Prism 7500 Real
Time PCR System (Applied Biosystems) using SYBR
Green as fluorescent dye. The cycle threshold (Ct) mean
for each sample was obtained and normalized to a
reference gene. The HMBS (hydroxymethylbilane
synthase; Table 1) was the reference gene used, since it
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was the most stable gene according Normfinder
(Andersen et al., 2004), Genorm (Vandesompele et al.,
2002) and Bestkeeper (Pfaffl et al., 2004) software
through evaluation of RefFinder online tool (Xie et al.,
2012) (data not show).

4.3.4 Data analysis

For the expression analysis, the Ct (threshold
cycle) mean was obtained for each sample. The relative
quantification was performed using the Relative
Expression Software Tool (REST®) that uses a
mathematic modeling based on PCR efficiencies and Cts
variation of experimental groups, and apply the
nonparametric  statistical test: Pair Wise Fixed
Reallocation Randomization Test® (Horgan, Rouault,
2000; Pfaffl, Horgan, 2002).

4.3.5 Identification of gene interactions and
enrichment analysis

To improve the interpretation of results, Gene
interactions was verified in the String database
(http://string-db.org/). This database allows to obtain the
protein-protein interactions, considering physical and
functional associations (Szklarczyk et al., 2015). Also, the
Panther classification system (http://pantherdb.org/) was
used to the enrichment analysis, using gene ontology
classification system.

4.4 Results

The mRNA expression of all 12 genes studied was
obtained from the femur growth plate of 45 days old
broilers affected or not by BCO. The CALB1 gene
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presented late expression (Cts > 30), indicating low
levels of expression of this candidate gene at this age, in
both affected and unaffected chickens (data not shown).

Regarding the differential expression of genes, the
RUNX2 and SPARC were downregulated (p < 0.05) in
the BCO affected group when compared to the control
group. These two genes were about four times less
expressed in chickens with BCO (Figure 1). For the other
9 genes evaluated, no differential expression was
observed (Table 2).

According to the string database, stronger
interactions involve TNFSF11, RUNX2, SMAD1, BMP2,
CALM and SPARC genes, while LEPR, CALB1 and IBSP
genes seem to be in different metabolic pathways (Figure
2A). Also, according the evidence of shared functions
analysis, the binding functions are predominantly in those
genes grouped (Figure 2B and 2C).

The enrichment analysis showed that the 12
genes are involved in more than 23 biological processes
including: osteoblast fate commitment, cellular response
to BMP stimulus, ossification, transmembrane receptor
protein serine/threonine kinase signaling pathway,
cellular response to growth factor stimulus, response to
growth factor, skeletal system development, cellular
response to organic substance, cellular response to
chemical stimulus, response to organic substance,
regulation of multicellular organismal development,
regulation of developmental process (Table 3). The
molecular functions are mainly binding, transcription
factor, receptor and transporter activities (Figure 2C).

45 Discussion

Bacterial chondronecrosis with osteomyelitis is
one of main emergent conditions that have been affecting
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poultry welfare and production in the last years. Despite
the advances in the identification of bacteria species
related to this pathology, the genetic mechanisms
involved with BCO are unknown. Here, the differential
expression of 12 candidate genes functionally important
in the bone development and maintenance were
described to facilitating the BCO in chickens.

In this study, most of the genes evaluated pointed
out a tendency of downregulation (p>0.05) in the BCO
affected group when compared to the normal group. Two
genes, RUNX2 and SPARC, were downregulated in the
BCO animals (p<0.05). The RUNX2 gene belongs to the
Runt transcription factor family, being considered one of
the most important transcription factor that control
osteoblast shape and differentiation (PROVOT;
SCHIPANI, 2005; MA et al., 2010). It has been reported
that RUNX2 is expressed since fetal growth plate
inducing cell proliferation and being essential to
endochondral ossification, especially on chondrocyte
maturation and hypertrophy (KARSENTY, 2001). Rats
with induced femoral osteonecrosis showed a decline in
RUNX2 expression with ageing (MA et al., 2010). In this
work, just one age was evaluated and the same pattern
of RUNX2 expression related to femoral osteonecrosis
was observed, being 4-fold less expressed in the BCO
affected group. RUNX2 downregulation can result on
blocking of osteoblasts and chondrocytes differentiation
and impairing the correct ossification. Furthermore, it has
been shown that the expression of RUNX2 was involved
to initiate bone matrix protein-related genes and
mineralization in immature mesenchymal cells (FUJITA et
al., 2004).

Besides the functions related to osteogenesis,
RUNX2 has also a role related to VEGF (vascular
endothelial growth factor) pathway and bone
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vascularization (ZELZER et al., 2001). Defects on the
RUNX2 can possibly explain a reduced expression of
VEGF, causing lack of angiogenic processes like blood
vessels and extracellular matrix invasion (KWON et al.,
2011). Similar results were demonstrated by Kido et al.,
(2014), which observed tibiae bone problems in mice
when RUNX2 was downregulated. In chickens, the
downregulation of FGF (basic fibroblast growth factor), a
gene involved in the VEGF-dependent angiogenesis was
already associated with BCO, reinforcing the importance
of the correct bone vascularization to avoid bone
disorders. Hence, it is possible that an absence of
RUNX2 can affect the ossification in chickens in two
manners: hindering the osteoblast maturation and
reducing vascularization in the femur.

Another downregulated gene related to BCO was
the SPARC, which is a calcium-binding matricellular
glycoprotein, considered one of the leader genes on the
osteogenesis process (ORLANDO et al., 2013; RIBEIRO
et al., 2014). Its function is involved in bone development,
repair and tissue remodeling and controlling the
adhesion, synthesis and binding collagens type | and
other proteins in the bone extracellular matrix
(ORLANDO et al., 2013). In the present study, a four-fold
decrease of SPARC expression was observed in the
BCO affected group when compared to non-affected
chickens. Several studies have found that this gene could
be related to bone diseases (DELANY et al., 2000;
SALARI; ABDOLLAHI, 2011; MENDOZA-LONDONO et
al., 2015), which reinforces its participation on BCO
genesis or development. The decrease in the number of
bone cells, bone formation and prevention of the mature
collagen formation was found in SPARC-null mice
(BOSKEY et al.,, 2003). Besides that, the therapeutic
effects of high expression of SPARC have been
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associated to confer bone strength, since the presence of
its product enables the bone calcification on the
extracellular matrix (RIBEIRO et al., 2014; PARVANEH et
al., 2015). Therefore, reduced expression
of SPARC could affect bone mineralization and collagen
deposition facilitating the presence of BCO in chickens.
Carbonare et al. (2015) observed that sickle cell disease
mice with severe bone loss and increased bone turnover
presented downregulation of RUNX2 and SPARC,
upregulation of RANK (Receptor Activator of Nuclear
Factor-kB) and RANKL (Receptor Activator of Nuclear
Factor-kB Ligand). These findings evidenced the
importance of the high levels of the SPARC product on
bone matrix development and to prevent BCO and other
locomotor problems in broilers.

Beyond the SPARC function on bone remodeling
and mineralization, some studies indicate that this gene
has pleiotropic effects on angiogenesis VEGF-
dependent (CYDZIK et al., 2015). This function still
remains to be clarified, but it is believed that SPARC, by
interacting with VEGF and its receptors, is an essential
elementto confer proangiogenic (receptor R2) or
antiangiogenic (receptor R1) activities (NOZAKI et al.,
2006). In most of studies, an antiangiogenic SPARC
effect by binding in the VEGF factors was
shown (BRADSHAW; SAGE, 2001; KATO et al., 2001;
CYDzZIK et al, 2015). However, in this
study, SPARC was downregulated in BCO affected
animals, which would be compatible with increased
vascularization. Probably, in broilers, the SPARC role is
more related to ossification in this age than its function in
the VEGF dependent pathway. The  age-
dependent SPARC expression  pattern has  been
previously described in mice (REED et al., 2005).
The SPARC production is depending of the equilibrium of
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soluble and collagen-bound forms, which can interfere on
the VEGF interaction. Also, we  evaluated
the SPARC mRNA expression, and its function on VEGF
pathways might be more effective in post-transcriptional
stages. In chickens, additional studies are necessary to
understand the role of on vascularization of BCO
broilers and at different ages.

Scarce information is available regarding the
genetic pathways of the evaluated genes in chickens.
Here, a total of 12 functional candidate genes were
chosen based on their role in the normal development of
bone metabolism. In silico analyses of these genes and
their biological processes in other species were
performed, and a diversity of pathways involved with
ossification and other functions were highlighted: the
osteoblast fate commitment, cellular response to BMP
stimulus, ossification, transmembrane receptor protein
serine/threonine kinase signaling pathway, cellular
response to growth factor stimulus, response to growth
factor, skeletal system development and response to
organic substance. In mammals, these processes are
closely related to endochondral ossification, and the
unbalance of the osteoblasts-osteoclasts formation, the
lack of matrix metalloproteinase family and blood vessels
(MACKIE et al., 2008) can favor the femur head necrosis
in chickens. Additionally, it is important to note that some
of these processes, for instance, cellular response to
growth factors, have been already associated to stress
response in humans, and other crucial regulatory
processes, like immunological responses, bone fractures
and tissue healing (PONIATOWSKI et al., 2015). Hence,
the animal homeostasis and welfare could be important
issues to avoid the BCO condition in broilers.

Therefore, we provided significant information on
how the RUNX2 and SPARC genes influence the bone
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metabolism, since in broilers their roles are still not
properly settled. Our findings suggest that the
downregulation of RUNX2 and SPARC expression could
promote the BCO in chickens. It is believed that low
levels of RUNX2 and SPARC, as shown in this study,
might reduce vascularization and bone mineralization,
increasing skeletal problems in broilers. Further studies
are needed to specify on which biological phases these
gene expression alterations occur and thus help to
elucidate BCO pathogenesis.
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Primers sequences,
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Genbank accession
number, Ensembl ID and amplicon sizes

Gene Primer (5’-3’) /;mzzll(tk:):;r)\ Ensembl ID Aﬁier:sieorn
TNFRSF11B 255 éfgggfgfgg;gﬁg éég, 193 ENSGALG00000016114  NM_001033641.1
RUNX2 ';::g,ﬁégé*%ﬁ’giggﬁgggg?fj 75 ENSGALG00000026484 NM_204128.1
CALB1 ; ;’::gg%gfgggigéﬂ:ﬁgiﬁgg 143 ENSGALG00000015914  NM_205513.1
SMAD1 F': ::fﬂi@é:ggﬁgggfg@f&i 174 ENSGALG00000009977  NM_001201455.1
HMBS A O 188 ENSGALGO0000000291  XM_417846.3
SPP1 Fé ?éﬁﬁ’é’j&%’g éfgggccfﬁé?g‘?g; 105  ENSGALGO0000010926  NM_204535.4
SPARC E gf:gég%‘:éi‘é%?ﬁg%ﬁi?éiﬁg 214 ENSGALG00000004184  NM_204410.1
CALM2 E gtgggiﬁgggggﬁggéﬁgﬁj 191 ENSGALG00000010023  NM_205005.1
IBSP FE;;S;:%/ATTC;C&%TCASTAG/Z%GT(EE?;%%?’ 100 ENSGALG00000010928 ~ NM_205162.1
COL1A2 RF; g,f;’é’éigﬁfgg’:’;’ég%%’i&cgfég, 88 ENSGALG00000009641 NM_001079714.2
BMP2 ';12%%?5;%%}2?23%?5: 33 172 ENSGALG00000008830  NM_204358.1
RANKL ~F 5 GACACGCCCTITGAAMATCASSS . 15)  ENsGALGO0000026163 | NV_00108335L.1
LEPR F:5-TGGTTTCGCACCGAAGAATG-3 135 ENSGALG00000011058  NM_204323.1

R: 5-TTGCTTCAGGGTGCTTGACA-3

Figure

32

Expression Ratio (log2 fold-change)

025

0,125

1. Ratio of gene expression in femur between
affected and control group, normalized by the
reference gene HMBS. *p<0.05
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Table 2. Relative gene expression (fold change) for all
genes studied between affected and control

groups
Gene Eprres‘,smn Std. Error p-value
atio
RUNX2 0.239 0.031-1.958 0.047
TNFRSF11B 1.163 0.109 - 9.403 0.847
SMAD1 0.844 0.039 - 21.059 0.841
RANKL 0.727 0.299 - 2.314 0.493
SPP1 0.617 0.446 - 1.615 0.478
BMP2 0.43 0.098 - 2.321 0.194
COL1A2 0.482 0.079 - 2.615 0.299
IBSP 0.596 0.089 - 3.902 0.463
CALM 0.627 0.205 - 2.416 0.41
SPARC 0.239 0.031-1.559 0.03
LEPR 0.8 037 -1.97 0.47

CALB1 1.222 0.341 - 3.933 0.677
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Figure 2. Gene network among all genes evaluated.
Circles represent genes and connecting lines
represent interactions between genes,
according the active prediction methods of
Stringdb (homology, textmining, databases,
experiments, coexpression, coocurrence,
gene fusion or neighborhood)
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Table 3. Gene Ontology of biological processes
overrepresentation test obtained according
the Pantherdb

Number of genes Number of
GO biological process complete 9 genes P-value
of G. gallus
analyzed

Osteoblast fate commitment 3 2 1.16E-02
Cellular response to BMP stimulus 59 3 4.94E-02
Ossification 162 6 3.08E-06

Transmembrane receptor protein
serine/threonine kinase signaling 120 4 6.23E-03

pathway

Cellular response to growth factor
stimulus 225 6 2.17E-05
Response to growth factor 232 6 2.61E-05
Skeletal system development 328 5 9.56E-03
Cellular response to organic substance 844 9 1.08E-06
Cellular response to chemical stimulus 1044 10 1.01E-07
Response to organic substance 1117 10 1.98E-07

Regulation of multicellular organismal

development 993 7 6.15E-03
Response to chemical 1570 10 5.78E-06
Organ development 1688 10 1.18E-05
Regulation of developmental process 1351 7 4.87E-02
System development 2280 10 2.30E-04
Multicellular organismal development 2498 10 5.66E-04
Anatomical structure development 2717 10 1.29E-03
Cellular response to stimulus 3223 11 1.58E-04
Single-organism developmental process 2971 10 3.10E-03
Developmental process 2993 10 3.33E-03
Single-multicellular organism process 3202 10 6.45E-03
Multicellular organismal process 3311 10 8.94E-03

Response to stimulus 3957 11 1.51E-03
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5 Consideracdes Finais

Neste trabalho verificou-se que as aves de
postura da linhagem controle de 65 semanas de idade
tiveram maior expressdao dos 11 genes estudados
quando comparado com as aves da linhagem
selecionada. Dessa forma, podemos supor que as aves
da linhagem controle tem melhor regeneracdo 6ssea do
que a linhagem selecionada, sendo que as aves da
linhagem selecionadas estéo predispostas a terem mais
problemas de integridade Ossea na tibia do que as da
linhagem controle.

Ja as aves de corte analisadas ndo seguiram um
padrao entre diferencas de expressao dos genes, entre a
linhagem selecionada e a linhagem controle. Entretanto
trés dos dez genes estudados foram mais expressos nas
aves controle de 42 dias de idade do que nas aves
selecionadas. Ja nas aves selecionadas, os trés genes
gue se apresentaram mais expressos na idade de 21
dias, diminuiram sua expressdo aos 42 dias de idade,
igualando a expressdo das aves da linhagem controle,
sendo que os genes RUNX2 e SPARC (dois destes trés
genes) tiveram uma expressdo menor na linhagem
selecionada do que na linhagem controle nas aves de 42
dias, todavia, nédo significativa.

Quando analisamos as aves comerciais, com 0
fémur afetado por condronecrose bacteriana com
osteomielite (BCO) e com o fémur sem alteracdes
(controle), observamos que as aves com o fémur afetado
tém quatro vezes menos expressao desses dois genes
gue as aves controle. Assim, podemos concluir que
estes genes estdo relacionados aos problemas
locomotores das aves, que a selecao para
caracteristicas de interesse nestas linhagens melhoradas
analisadas neste estudo também selecionaram alelos
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(dos genes analisados) que predispdem a problemas
locomotores e que, particularmente, o grau de expressao
dos genes RUNX2 e SPARC apresentam indicios de
estar diretamente relacionado a sanidade do fémur.
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