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Palavras-chave: condronecrose bacteriana com osteomielite, horménio da paratireoide, expressao
génica.

INTRODUCAO

A alta incidéncia de problemas locomotores que afetam as aves preocupa a agroindustria gerando perdas
econdmicas na produgdo e comprometendo o bem estar das aves. A Necrose da Cabeca do Fémur (NCF)
também conhecida como Condronecrose bacteriana com osteomielite (BCO) é uma anomalia dssea que
afeta a regido proximal do fémur, degenerando a epifise femoral que leva a perdas significativas na
producdo, sendo um dos principais problemas que acomete os frangos de corte (1). Geralmente esta
anomalia est4 associada a diversos fatores como nutricdo, manejo, sanidade e principalmente genética,
apresentando herdabilidade moderada, indicando que ha fatores genéticos influenciando no desenvolvi-
mento deste problema (2). Entretanto, poucas pesquisas tém sido conduzidas visando elucidar a etiologia
desta condi¢do, com a finalidade de reduzir o impacto causado por esse problema 6sseo. Em muitas
espécies, 0 gene do hormdnio semelhante ao Paratorménio (PTHLH) codifica uma proteina relacionada
ao Horménio paratireoide (PTHrH) que esta envolvida na regulacdo do desenvolvimento 6sseo, estando
relacionada com cicatrizagdo de fraturas. O PTHLH atua nas vias de transporte de ions de célcio e nas
interacBes entre células epiteliais e mesenquimatosas (3). Além disso, este gene esta expresso durante a
histogénese do tecido esquelético afetando a diferenciagdo de células mesenquimais mandibulares,
condroblastos e osteoblastos (4). Porém, pouco se sabe sobre esta familia de receptores e sua atuacao
sobre o sistema 6sseo das galinhas. Neste contexto, no presente estudo buscou-se avaliar a expressao
do gene relacionado ao Horménio da Paratireoide (PTHLH) em frangos de corte normais e afetados pela
Necrose da Cabeca do Fémur.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo foram utilizadas amostras da placa de crescimento do fémur de 20 frangos de corte machos
com 35 dias de idade, sendo 10 normais e 10 afetados pela NCF. O RNA total foi extraido utilizando o
reagente Trizol (Invitrogen). Em seguida foi realizado o clean-up de RNA utilizando o mini kit RNeasy
(Qiagen) seguindo recomendacdes do fabricante. A concentracdo foi avaliada em equipamento BioDrop e
a integridade em gel de Agarose 1,5%. O cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit SuperScript® Il First —
Strand Synthesis SuperMix, seguindo recomendagBes do fabricante. Para a quantificacdo relativa da
expressdo do gene PTHLH foram utilizados iniciadores na juncéo exon-exon, sendo: Primer F 5'-
CAGACGAACTGCGACGAACA-3" e Primer R 5-ATGCCGGGCAAACTGAGAC-3", desenhados pelo
programa Primer-BLAST do NCBI. Como normalizadores foram utilizados os genes constitutivos RLP4 e
RLP30. A PCR quantitativa (QPCR) foi realizada no equipamento de PCR em tempo real QuantStudio 6
Flex System Software (Applied Biosystems), utilizando-se o Master Mix SYBR Green® 2x e amostras em
duplicata com o volume total de 15ul. Os valores de Ct (cycle threshold) obtidos foram submetidos a
andlise no programa Relative Expression Software Tool (REST) 2009.

RESULTADOS E DISCUSSAO
O gene PTHLH apresentou amplificacdo no fémur, iniciando-se no ciclo 24,495 da qPCR, sendo cerca de
8 vezes menos expressos no grupo afetado quando comparado ao grupo normal (p<0,01) (Figura 1). De
acordo com este resultado, o gene PTHLH pode estar envolvido com a Necrose da Cabeca do FEmur em
frangos de corte aos 35 dias de idade. Este gene esta relacionado com regulagdo do desenvolvimento
0sseo, atuando nas vias de transporte de ions de calcio e nas interacdes entre células epiteliais e
mesenquimatosas (3,4). Em camundongos, o receptor PTH estd relacionado com a formacédo de
osteoblastos, porém, a supressao do receptor PTHRP tipo 1 prejudica a formacgéo cartilaginosa,
maturacdo, ossificacdo e remodelacdo durante a cicatrizagdo de fraturas (3). Em aves, este gene foi
primeiramente relacionado com a glandula da tireoide, promovendo o transporte de calcio intracelular,
mas estudos indicam que este gene também pode estar relacionado com o metabolismo dsseo, regulando
os condrécitos da placa de crescimento tibial (5,6). O gene PTHLH também exerce fungdo na estimulagdo
e diferencia¢do de condrdcitos, no aumento da formacéo e reabsorcdo dssea e faz parte de uma rede
complexa de genes que atuam na mineralizacdo Ossea (7). A supressdo deste gene nas aves pode
diminuir a diferenciacao e proliferacdo de condrécitos na placa de crescimento do fémur influenciando
diretamente na NCF, uma vez que esta anomalia se inicia com a separacdo da cartilagem articular do
fémur, expondo o 0sso e tornando-se uma porta de entrada para bactérias (8). Além disso, esse gene
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pode diminuir a taxa de transporte de ions de calcio intracelular, suprimindo o aumento da formacgéo e
reabsorcéo 6ssea, diminuindo a taxa de cicatrizacdo de fraturas, tornando o 0sso susceptivel a choques
mecanicos. Uma vez que o PTHLH esta relacionado com a histogénese do tecido 6sseo (4), a reducéo
em sua expressao possivelmente interfere de forma direta na ossificacdo. No entanto, outros estudos que
envolvam a andlise funcional do gene PTHLH em frangos sdo necessarios para o melhor entendimento da
atuacdo deste gene sobre o desenvolvimento da necrose da cabega do fémur em frangos de corte.

CONCLUSOES
O gene PTHLH apresentou expressao oito vezes menor em frangos de corte afetados pela Necrose da
Cabeca do Fémur em relacdo aos frangos normais aos 35 dias de idade, indicando que a reducéo na
expressao deste favorece esta condicdo em frangos de corte.
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Figura 1. Razdo de expressdo do gene PTHLH na placa de crescimento do fémur de frangos de cortes normais e
afetados com Necrose da Cabeca do Fémur, normalizada pelos genes referéncias (RPL4 e RPL30).
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