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RESUMO

O presente Trabalho de Concluséo de Curso foi realizado na Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa Suinos e Aves — sediada no municipio de
Concordia, situada na regido oeste do estado de Santa Catarina, durante o periodo
de 10 de julho a 02 de dezembro de 2017, totalizando 600 horas de atividades,
obedecendo assim, as exigéncias da disciplina de Estagio Supervisionado Obrigatorio
da Universidade Federal do Parana — setor Palotina. As atividades foram
desenvolvidas no complexo de laboratérios de sanidade e genética animal, sob
orientacdo da Pesquisadora Doutora Jane de Oliveira Peixoto e supervisdao do
Professor Doutor Alexandre Leseur dos Santos. No vigente Trabalho de Concluséo
de Curso, sdo contemplados os elementos constados no Plano de Atividades do
Estagio como, extracdo e purificacdo de DNA e RNA, técnicas de PCR e gqPCR, além
de atividades de rotina laboratorial. Também s&o descritos o local de estagio e toda
sua estrutura fisica, composta por dois complexos laboratoriais, sendo um de Analises
Fisico-quimicas e outro de Sanidade e Genética Animal, fabrica de racdo e
administrativo, bem como o acompanhamento dos projetos de pesquisa, como 0
projeto de Deteccdo do Gene Halotano em Suinos e o Projeto de Necrose da Cabeca
do Fémur em Frangos de Corte. Dentre outros experimentos e analises laboratoriais
de rotina que abrangem a area de genética de Aves e Suinos, sao relatados os
procedimentos realizados e as avaliacbes decorrentes destes estudos. O estagio
supervisionado obrigatério é de grande valia, uma vez que se pode vivenciar e aplicar
os conhecimentos adquiridos na Universidade, e ainda, somar sabedoria oriunda de
excelentes profissionais.

Palavras chave: Genética animal; suinos; aves.
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1. INTRODUCAO

A realizacdo do estagio extracurricular obrigatorio € de extrema relevancia,
uma vez que possibilita concretizar e reproduzir os ensinamentos oriundos da
Universidade e ainda preparar-se para a vida profissional. A disciplina esta
relacionada com o ultimo periodo do curso de Medicina Veterinaria, da Universidade
Federal do Parana, Setor Palotina, e € um dos métodos de avaliacdo para a conclusédo
do curso e otimizacdo do curriculo.

A oportunidade de se executar o estagio extracurricular em uma das
empresas mais renomadas do Brasil, e conhecida mundialmente, vem do acordo entre
faculdade e empresa. Os fatores que determinaram a predilecédo pela mesma foram,
nao sO a excelente estrutura, mas também o avancado interesse em pesquisas e
desenvolvimento de experimentos, através de métodos modernos e equipe
gualificada.

As areas da avicultura e suinocultura mostraram-se mais interessantes, visto
gue sdo producbes em crescente e intenso desenvolvimento. De acordo com o
Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (USDA, 2016) a carne suina e de
aves sao as duas proteinas mais consumidas no planeta, ocupando, respectivamente,
0 primeiro e 0 segundo lugar no ranking de consumo mundial, seguidas pela carne
bovina.

Atualmente, a criacdo de suinos e aves no Brasil é feita, em sua grande
maioria, de forma intensiva, visando sempre melhorias na qualidade e inocuidade da
carne. Desde o final do século XX, o modelo integrado de produc¢éo tem sido adotado
e se mostrado eficiente para atender a demanda de mercado. Neste modelo, a
empresa facilita o financiamento das estruturas, fornece os animais, a assisténcia
técnica, os medicamentos e a racao, enquanto o produtor viabiliza a méo de obra, as
instalacdes e consequentemente a entrega dos animais dentro do prazo estabelecido
pela empresa integradora, atendendo as exigéncias de qualidade e rastreabilidade da
mesma (AVILA et al., 2007; SOUZA et al., 2013).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2016), o Produto Interno Bruto (PIB) nacional fechou 2015 totalizando R$5,9 trilhdes,
sendo que desta quantia, R$1,2 trilhdo foram provenientes do agronegocio, com 32%

relacionados a pecuaria.
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Apesar de os Estados Unidos liderarem os numeros de producdo avicola
mundial, 0 maior pais exportador de carne de frango do mundo é o Brasil (Tabela 1).
Cerca de 33% do produto produzido € exportado para diversos paises e continentes.
Enquanto na cadeia suinicola, a maioria da producdo é para atender a demanda
interna, e apenas 14% destina-se a exportacdo. O maior produtor de carne suina do
mundo € a China, seguida pela Unido Europeia, Estados Unidos e Brasil (ABPA,
2016). Embora a carne suina seja a proteina animal mais consumida do mundo, no
Brasil sua procura ainda é baixa, quando comparada a outros paises, como a China,
por exemplo (Tabela 2) (CONAB, 2016).

Visto que a producdo de aves e suinos sédo duas extensdes da pecuéria
brasileira e mundial em intenso desenvolvimento (ABPA, 2016), objetivando atender
a alta demanda de mercado, e ainda, acompanhar o avan¢o nas técnicas de
reproducdo, o conhecimento da genética e do melhoramento animal sdo noc¢des
indispensaveis e de extrema importancia.

Para que o melhoramento genético seja efetivo, existem duas técnicas
elementares, sendo elas, a selecdo e o cruzamento. Basicamente, na selecéo opta-
se por individuos com melhores indices zootécnicos ou que se destaquem em relacéo
a caracteristica desejada, permitindo que, posteriormente, estes produzam uma
geracdo, enquanto no cruzamento, tem-se o acasalamento de animais de diferentes
racas ou espécies. Ambos objetivam uma progénie com as melhores caracteristicas
(MORAES; CAPANEMA, 2012).

Com o sequenciamento do genoma de diversas espécies, dentre elas, aves e
suinos, pode-se obter um razoavel banco de dados que, atrelado ao acelerado
desenvolvimento tecnoldgico, oportunizou o desenvolvimento e conhecimento de
diversos marcadores moleculares. Segundo Regitano e Veneroni (2009, p.3), os
marcadores sao porgdes do genoma onde, “[...]Jo padrao fenotipico individual pode ser
experimentalmente determinado de modo a permitir que a segregacdo do locus
marcador responsavel pelo carater seja acompanhada.” O uso de marcadores
genéticos visa auxiliar, por exemplo, na descoberta de genes de resisténcia a doencas
e caracteristicas de carcaca, ou ainda, na expressao de genes como o Halotano, em
suinos, que resultam na carne palida, mole e exsudativa (PSE).

Portanto, o objetivo do estagio supervisionado foi acompanhar as atividades

de pesquisa do laboratério de sanidade e genética animal da EMBRAPA — AVES E
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SUINOS, bem como participar dos experimentos desenvolvidos na area durante o

periodo.

TABELA 1: DADOS DE FiRODUQAO, CONSUMO E EXPORTAGAO DA CADEIA AVICOLA MUNDIAL,
EM RELACAO AO ANO DE 2015.

Pais

Estados Unidos
Brasil
China

Unido Europeia
india

Producéo Consumo Exportacéo
18.238 15.379 2.978
13.605 9.497 4.110
12.700 12.715 *
11.070 10.570 1.250
4.200 4.194 *

FONTE: EMBRAPA (2016).
* Dados ndo expressivos.

TABELA 2: DADOS DE PRODUGCAO, CONSUMO E EXPORTAGCAO DA CADEIA SUINICOLA

MUNDIAL, EM RELACAO AO ANO DE 2015.

Pais
Producéo Consumo Exportacéo
China 51.850 14.070 *
Unido Europeia 23.350 20.062 3.300
Estados Unidos 11.307 9.452 2.356
Brasil 3.710 2.811 900
Russia 2.770 3.160 *

FONTE: EMBRAPA (2016).
* Dados ndo expressivos.
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2. DESCRICAO DO LOCAL DE ESTAGIO

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), esta amplamente
distribuida por todo territdrio nacional, possuindo sede em Brasilia. S&o 47 unidades
descentralizadas, vinculadas ao Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA). A Unidade designada para Suinos e Aves esta localizada no distrito de
Tamandua, na cidade de Concérdia, regido oeste do estado de Santa Catarina.

Objetivando apoiar o desenvolvimento e aumentar o nimero de pesquisas no
ramo da suinocultura no Brasil, em 1975 foi criado o Centro Nacional de Pesquisa de
Suinos e, posteriormente, no ano de 1978, iniciaram as pesquisas na area de
avicultura, quando a Unidade passou a ser denominada Centro Nacional de Pesquisas
de Suinos e Aves (Embrapa Suinos e Aves).

Desde sua criacao, a unidade teve papel fundamental nas cadeias avicolas e
suinicolas. Por meio de milhares de experimentos, desde entdo, tem se conquistado
um maior controle de doencas, aperfeicoamento de racdes, melhoria da qualidade
genética dos animais, preservacdo do meio ambiente e desenvolvimento de
equipamentos. A Embrapa ainda trabalha em parceria com outros 6rgaos do governo,
empresas particulares e agricultores.

Os projetos de pesquisas sdo desenvolvidos considerando as demandas
atuais nos setores de aves e suinos. Para isto, a empresa conta com uma equipe de
funcionéarios qualificados, sendo 49 pesquisadores, 54 analistas, 37 técnicos e 69
assistentes, totalizando 209 servidores, tendo como misséo, "viabilizar solucdes de
pesquisa, desenvolvimento e inovagdo para a sustentabilidade da suinocultura e
avicultura em beneficio da sociedade brasileira". Todos os resultados das pesquisas
realizadas dentro da empresa, sdo repassados as cadeias produtivas por meio de
publicacdes, cursos, palestras, dias de campo, entre outras formas (EMBRAPA,
2017).

2.1.ESTRUTURA FISICA

Atualmente, a Empresa abrange uma area de 210,74 ha, sendo 50.351,37 m?
de area construida (Figura 1). A infraestrutura disponivel é constituida pelo prédio
administrativo, unidades de producdo e pesquisa, campos experimentais, dois

complexos de laboratoérios (Andlises Fisico-Quimicas e Sanidade e Genética Animal),
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isolamento e necropsia, biotério, incubatdério, fabrica de racdes, biblioteca, Unidade de
producéo de aves e ovos SPF (Specific Pathogen Free) e Unidade de producao de
suinos SPF, central de coleta de sémen de suinos, laboratério TEC-DAM (abriga
diversas tecnologias para tratamento de animais mortos), estacdo meteoroldgica,
almoxarifado, refeitorio, abatedouro, local de alojamento com capacidade para 6 mil

suinos e 50 mil aves e outras estruturas de apoio.

FIGURA 1: VISTA AEREA DA EMBRAPA SUi E AVES EM CONCORDIA - SC.

. = g "

FON: Erapa Aves e Suinos.

2.1.1. Laboratorios

A unidade disp6e de dois complexos laboratoriais, sendo o de Analises Fisico-
Quimicas responsavel por pesquisas em meio ambiente, nutricdo, qualidade da carne,
solo, fertilizantes e bioenergia, e o complexo de Sanidade e Genética Animal voltado
as pesquisas que envolvem questdes sanitarias ligadas a avicultura e suinocultura. O

laboratério também possui estrutura para estudos sobre gendémica.

2.1.1.1. Laboratdrio de analises fisico-quimicas

O principal objetivo do laboratoério de analises fisico-quimicas é a prestacao

de auxilio técnico-cientifico aos projetos de pesquisa da Unidade através da



17

realizacdo de ensaios e conducdo de experimentos. Atualmente o laboratério é
dividido em areas teméticas: Bromatologia, Minerais, Cromatografia, Espectrometria
no Infravermelho, Laborat6rio de Analises e Experimentacdo Ambiental, Laboratorio
de Solos e Fertilizantes e Laboratério de Tecnologia de Carnes. Essas grandes areas
visam atender ensaios de rotina e area de experimentacao.

S&o realizados cerca de 100 mil ensaios por ano, nos quais as principais
amostras analisadas séo solos, lombo suino, milho em grao, fezes e excretas (suinos
e aves), racao (suinos e aves), tecido vegetal, 4gua e 0ssos de aves (que apesar de
ndo se tratar de demanda rotineira, impactou nos numeros gerados devido a
guantidade de amostras protocoladas). O laboratério ainda trabalha em parceria com
toda a Unidade, atendendo a demanda de todos os setores (EMBRAPA, 2017).

2.1.1.2. Laboratério de sanidade e genética animal

O complexo laboratorial de sanidade e genética animal é subdividido em
pequenas areas, respeitando as normas de biosseguridade e boas praticas
laboratoriais, sendo assim, a estrutura € composta por laboratorios de virologia,
bacteriologia, parasitologia, histopatologia, reproducdo e genética molecular. E
considerada uma area de seguranca nivel 2, conseguentemente 0 acesso aos
laboratoérios € restrito, faz-se obrigatério o uso de EPI (Equipamento de Protecao
Individual), ndo se pode adentrar com alimentos, entre outros.

O objetivo do complexo laboratorial € desenvolver pesquisas nas areas de
sanidade e genética de aves e suinos. O mesmo ainda trabalha em conjunto com toda
a Unidade, prestando servicos de diagnéstico e realizando o monitoramento do
rebanho, por exemplo. Anualmente sdo realizadas em média 55 mil analises
laboratoriais.

Os projetos de pesquisas envolvem inimeros ensaios laboratoriais que sdo
padronizados, validados e utilizados para atingir as metas propostas. As metodologias
sdo desenvolvidas ou adaptadas no laboratério, utilizadas nos projetos de pesquisa,
e quando pertinentes, incorporadas a rotina de trabalho e/ou disponibilizadas para
clientes ou parceiros de pesquisa. Sendo assim, o LSGA se caracteriza como um
laboratério de pesquisa e desenvolvimento (EMBRAPA, 2017).

Os laboratérios direcionados a area de genética animal sdo subdivididos em

sala para extracao e purificacdo de RNA, com bancadas, consumiveis e equipamentos
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de uso exclusivo para manuseio de RNA (Figura 2). Sala para extracao e purificagdo
de DNA, com bancadas exclusivas para a manipulacdo de bactérias e DNA
bacteriano, bancada para a manipulacdo de DNA para PCR e bancada limpa para
preparo de PCR e reagOes livres de DNA e RNA (Figura 3). E salas de

sequenciamento (Figura 4).

FIGURA 2: LABORATORIO DESTINADO A TODOS OS PROCEDIMENTOS COM RNA.

FONTE: Arquivo Pessoal (2017.



FIGURA 3: LABORATORIO DESTINADO A TODOS OS PROCEDIMENTOS COM DNA.

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).

FIGURA 4: SALA DE SEQUENCIAMENTO.
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FONTE: Arquivo Pessoal (2017).
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2.2.CAMPOS EXPERIMENTAIS

O objetivo dos campos experimentais € a producdo e manutengcdo de animais
para a instalacdo de experimentos de pesquisa. SA0 compostos por quatro areas
distintas, sendo elas, Campo Experimental de Suinos (incluindo a Unidade
Demonstrativa e a Estacdo de Tratamento de Dejetos Suinos), totalizando 19
instalac6es. Nucleo de Conservacao Genética de Suinos, com 10 instalacdes. Nucleo
de Conservacao Genética de Aves, com 12 instalacdes e Unidade Experimental de
Aves, com 14 instalagdes (EMBRAPA, 2017).

2.3.FABRICA DE RACAO

A fabrica foi criada em 1986, visando atender a demanda interna. Com
possibilidade de produzir racéo peletizada e farelada, prioriza a producéo de racdes
experimentais com misturadores em forma de "Y" com capacidade de 50 e 100 kg,
verticais, com capacidade de mistura de 250, 500 e 1.000 kg e horizontais
automatizados com capacidade de 250 e 500 kg. Anualmente a média de producéo é
de 2 mil toneladas de racdo (EMBRAPA, 2017).
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3. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

Durante os cinco meses de estagio, foram realizadas extracdes de DNA e
RNA, técnicas de PCR convencional e PCR em tempo real, rotina laboratorial, e ainda
acompanhamento de projetos de pesquisas, palestras internas, estudos e revisdes

bibliograficas.

3.1.EXTRACAO E PURIFICACAO DE DNA

A extracdo e purificacdo do DNA é uma técnica utilizada rotineiramente, com
intuito de se realizar posteriormente, técnicas como o PCR convencional, PCR em
tempo real, sequenciamento e digestdo de DNA direto. O produto extraido pode ser
oriundo de diversos tipos de amostras como tecidos, sangue, digesta ileal, além de
fungos, bactérias e virus.

Basicamente o DNA é composto por uma dupla hélice, constituida por
nucleotideos e ligados entre si por pontes de hidrogénio. Por este motivo, a molécula
de DNA é altamente resistente e estavel, mantendo-se inalterada em determinadas
condi¢Bes. Entretanto, boas praticas laboratoriais sdo imprescindiveis para o bom
desenvolvimento das analises, evitando que o material se degrade (OLIVEIRA et.al.,
2007).

Atualmente, no laboratério de genética molecular da Embrapa Aves e Suinos,
a técnica de extracdo e purificacdo € realizada por meio de enzimas de restricao,

responsaveis por cortar o DNA, e protocolos especificos.

3.1.1. Obtencéo e armazenamento de amostras

As amostras sdo oriundas de animais da propria Unidade, ou ainda, de
amostras de animais provenientes de empresas parceiras. Todos os itens para
analise, sejam eles tecidos, digesta ou sangue, devem ser armazenados de forma
adequada e refrigerada, para que seja mantida a integridade até o momento da
extracdo. No LGM, as amostras sdo refrigeradas nos ultrafreezers, alcancando

temperatura igual ou inferior a -80 °C.
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3.1.2. Extragéo e purificagdo de DNA de tecidos de suinos

Para o desenvolvimento da extracéo e purificacdo do DNA de tecidos, utiliza-
se o protocolo “Quik-Start Protocol” da marca Qiagen® (Figura 5). Obedecendo a
sequéncia exata de passos e pipetagem precisa.

Ao decorrer de todo o0 processo, € de extrema importancia o uso de luvas e
materiais adequadamente higienizados e estéreis, para que ndo haja a contaminacéo
das amostras. Todo material utilizado para extracdo, desde ponteiras, até microtubos
plasticos sdo esterilizados e novos, ndo é permitido o uso de materiais reciclados ou
reutilizados.

Inicialmente, as amostras de tecido s&o cortadas em um tamanho com cerca
de 25 mg e entédo, submetidas a digestdo enzimatica com Proteinase K, em banho-
maria com temperatura entre 50-56°C. O tempo de incubacé&o varia de acordo com a
guantidade de amostra digerida, o conteudo final deve apresentar aspecto Vviscoso.
Posteriormente o conteudo digerido € repassado para uma coluna de silica (Figura 5).
Todo DNA presente na amostra se ligara a membrana da coluna de silica, o que
permite que esta seja lavada sucessivamente, com a utilizacdo dos tampdes de
lavagem presentes no Kit, até que a amostra apresente alta pureza. Por fim, o DNA é
eluido da silica por meio do tampao de eluicdo, responsavel por desestabilizar as
cargas que mantinham o DNA ligado a coluna.

Apbs o procedimento de extracdo e purificacdo, as amostras sdo submetidas
a quantificacdo, utilizando espectrofotbmetro, no aparelho BioDrop (Figura 6). A
guantificacdo é necessaria para que sejam conhecidos os valores de DNA presentes

nas amostram, e o quéo pura estas amostras estao.
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FIGURA 5: KIT QIAGEN® E COLUNAS DE FIGURA 6: APARELHO DE ESPECTRO-
SILICA. FOTOMETRIA BIODROP.

‘:E .
FONTE: Arquivo Pessoal (2017).

3.1.3. Extracao e purificacdo de DNA de sangue de aves

A extracdo e purificacdo de DNA de sangue € mais utilizada em aves, pois
estas possuem eritrocitos nucleados e consequentemente a quantia de DNA obtida a
partir da extracdo € maior (CAMPOS et al. 2003), enquanto suinos possuem eritrocitos
anucleados, ou seja, € necessario utlizar maior quantidade de sangue e
posteriormente centrifugar, para que a extracao seja realizada a partir dos leucocitos.
E de extrema importancia que toda hemoglobina seja eliminada, pois as porfirinas
possuem acao inibitéria sobre a Tag DNA polimerase (HIGUCHI, 1989).

No LGM da Embrapa Aves e Suinos, é realizada a colheita das amostras de
aves, geralmente da propria Unidade, para experimentos internos. Para evitar a
coagulacao, adiciona-se EDTA. A extracdo e a purificacdo é realizada com base no
protocolo do Kit Invitrogen® (Figura 7).

Assim como na extracdo de DNA a partir de tecidos, para a extracdo do DNA

sanguineo, também utilizam-se as colunas de silica.
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FIGURA 5: KIT INVITROGEN®, UTILIZADO PARA A EXTRAGAO E PURIFICAGAO DE DNA DO
SANGUE DE AVES.

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).

3.2.EXTRACAO E PURIFICACAO DE RNA

Diferente do DNA, o RNA é uma molécula de acido ribonucleico, formado por
apenas uma cadeia, 0 que o torna mais sensivel (ROSSETTI, 2000). Ou seja, ao
realizar as analises, deve-se ter extremo cuidado para manter a integridade e a
gualidade do RNA.

Simplificadamente, para que o processo de isolamento do RNA seja efetivo,
deve-se haver lise e desnaturacdo das células, para que os acidos nucleicos totais
sejam liberados, e ainda, presenca de inibidores impedindo a acéo de ribonucleases
(RNAses) (AUSUBEL, et al. 2003). As ribonucleases sao responsaveis por catalisar a
degradacdo do RNA em componentes menores. A presenca destas enzimas € o0 que
torna a extracdo do RNA complexa, pois elas facilitam a degradacdo rapida da
amostra (SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

Primordialmente, no LGM, para o desenvolvimento da técnica de extragédo de
RNA, podem ser utilizadas amostras de cartilagem, tecidos, ossos e digesta de
animais. Ap0s a obtencdo das amostras, as mesmas sdo armazenadas em
ultrafreezers, a temperatura de -80°C. Todo o manuseio das amostras deve ser
realizado em temperatura demasiadamente baixa, para isto, qualquer manipulacdo
fora dos ultrafreezers é feita em caixas de isopor, repletas por nitrogénio liquido. A
baixa temperatura impede a agdo das RNAses.
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Boas préticas laboratoriais sdo imprescindiveis ao se realizar a extracao de
RNA. No LGM existe uma sala destinada apenas a manipulacdo desta molécula, com
pipetas exclusivas, ponteiras especificas e com filtros, entre outros. Toda e qualquer
manipulacéo deve ser realizada com a utilizacao de luvas.

A técnica de extracao e purificacdo de RNA esté descrita na integra no tépico
3.4.2.

3.3.EXTRACAO DE DNA PARA DETECCAO DO GENE HALOTANO EM SUINOS

3.3.1. Introducéo

A influéncia do gene Halotano sobre a qualidade de carcacas suinas, foi
inicialmente descrita por Junichi Fujii e colaboradores, por volta dos anos 90. Em seus
trabalhos Fujii et al. (1991) relata a descoberta de uma mutacao no gene que codifica
os receptores de Rianodina, associada a Hipertermia Maligna. A Rianodina é uma
proteina responsavel por regular o fluxo de calcio no organismo (MAGANHINI, 2007).
Enquanto a hipertermia maligna € citada por Carpenter (2009) como uma desordem
farmacogenética letal.

A consequéncia do excesso de calcio liberado no citoplasma em animais
afetados por esta desordem é a intensa ativacdo da contracdo muscular.
Continuadamente o organismo trabalha para reabsorver este calcio remanescente.
Entretanto, os mecanismos exercidos pelo organismo para manter a contracao
muscular, somados as forcas exercidas para realizar a reabsorcdo do excesso de
célcio, consomem elevadas quantidades de ATP. Baixos niveis de ATP resultam em
rigidez muscular (PAUL-PLETZER, 2002). Outra consequéncia da auséncia de ATP é
o rompimento da membrana do musculo esquelético, resultando em extravasamento
de elementos celulares, como potassio.

Sabe-se atualmente, que um dos fatores preponderantes para o0 aparecimento
da carne PSE em suinos, € a presenca do gene Halotano. O mesmo ainda é
responsavel por determinar maior propensao ao estresse em animais que 0 possuem
(CULAU, 2002).

Fisiologicamente, a transformagdo do musculo em carne ocorre logo apés a
sangria, quando os niveis de ATP comecam a diminuir devido a falta do aporte de

oxigénio. Consequentemente, o organismo € obrigado a utilizar o glicogénio disponivel
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como fonte de energia. Devido a escassez de fluxo sanguineo e posterior glicélise
anaerdébica, hd formacdo de grande quantidade de &cido latico, que acaba por se
acumular no musculo. O resultado desta cadeia de acontecimentos, é a queda do pH
(<5,4), ou seja, acidificacdo do musculo, que inibe completamente a acao das enzimas
glicoliticas. O rigor mortis se inicia apds a auséncia de ATP. E a resolugdo do mesmo
acarreta a maciez da carne (ORDONES, 2005; ABERLE, 2001).

Varios fatores sdo determinantes para uma carne de boa qualidade. Uma
pequena falha em determinada etapa do processo, pode ocasionar perdas. A carne
PSE, denominada Palida, Mole e Exsudativa €, atualmente, o problema de qualidade
mais relevante na suinocultura (Figura 8). O nome dado, € devido a elevada perda de
agua durante o processamento, coloracdo esbranquicada em relagcéo as carnes ditas
normais e textura flacida (MAGANHINI, 2007). Tecnologicamente, este mecanismo
acontece devido a rapida velocidade da glicélise, fazendo com que o pH diminua mais
depressa que o normal (RUBENSAM, 2000).

No gene Halotano foi identificada uma mutacao do tipo SNP (Polimorfismo de
Nucleotideo Unico), gracas ao sequenciamento de genoma, que identificou a troca de
uma unica base, citosina (C), por timina (T), no cromossomo 6 de suinos, 0s quais
geraram mutacdes ndo sindnimas (GUIMARAES; EUCLYDES, 1999 e ALENCAR,
2010).

N&o apenas fatores genéticos, exemplo, a presenca do gene Halotano, como
também nutricdo e falhas de manejo sdo pontos decisivos para o aparecimento de
carne PSE. E por esse motivo que, cada vez mais, as empresas buscam meios para
eliminar animais que possuem o0 gene Halotano, realizando a selecdo de machos
negativos (Hal"N) para o gene nos plantéis reprodutores, e descartando os machos
positivos (Hal™) e portadores (Hal\"). E ainda, instruindo produtores para realizar
manejo adequado dos animais, evitando com isso, estresse pré-abate (MAGANHINI,
2007).

Desta maneira, 0 objetivo deste estudo foi genotipar pela técnica de PCR-
RFLP um SNP no Gene Halotano, em seis amostras de Suinos Reprodutores, para

posterior selecdo dos mesmos.
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FIGURA 6: COMPARAGAO ENTRE TRES TIPOS DE CARNE SUINA, PSE, NORMAL E DFD,
APONTANDO A DIFERENCA DE COLORACAO E DE QUANTIDADE DE AGUA
DISPONIVEL ENTRE ELAS.

FONTE: Universidad Nacional de Colombia (2009).
PSE: Pale, Soft and Exudative. RFN: Reddish Pink, Firm and Non-Exudative. DFD: Dark, Firm and Dry.

3.3.2. Material e Métodos

As amostras foram recebidas pelo laboratério de genética e sanidade animal
da Embrapa Aves e Suinos, oriundas de uma empresa da regiao, responsavel por
machos reprodutores suinos. Ao todo, seis amostras foram submetidas a analise, para
deteccéo do Gene Halotano.

A extracdo do DNA foi realizada a partir de um fragmento de tecido (50-80mg)
dos animais selecionados, sendo proveniente de uma pequena regido da orelha dos
mesmos. O material foi cortado, pesado e colocado em microtubos eppendorf 1,5mL.
Em seguida, foram adicionados 200 pL de tampéo de digestédo e 20 yL de Proteinase-
K aos microtubos. As amostras foram colocadas em banho seco, a 55°C, onde ficaram
por cerca de 16-20 horas, para digestdo enzimatica. Para realizacdo da extracédo e
purificacdo do DNA, utilizou-se o Protocolo do “Kit Pure Link” da marca Invitrogen®.

O DNA lisado foi adicionado as respectivas colunas de silica, estas,
centrifugadas a 12000 rpm por 1 minuto a temperatura ambiente, isto permite a ligacao
do DNA na coluna. O liquido proveniente da centrifugacdo, juntamente com o0s
collections tubes foram descartados e as colunas de silica foram colocadas em novos
tubos, fornecidos pelo Kit.

Para a lavagem do DNA, foram adicionados 500 pL de tampéao de lavagem 1

no centro de cada coluna, que seguiram para centrifugacdo a 12000 rpm, por 1 minuto,
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a temperatura ambiente. Todos os collections tubes foram descartados e trocados por
novos. Com excecao da rotacdo e tempo de centrifugacdo que foram de 14000 rpm,
a 2 minutos, os demais passos foram repetidos ao se adicionar o tampao de lavagem
2.

Foram adicionados 150 pL de tampéo de eluicdo ao centro das colunas e
incubados por 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida os tubos foram
centrifugados a 14000 rpm, por 1 minuto, a temperatura ambiente. Este passo permitiu
gue o DNA ligado a silica se desprendesse e se acumulasse no fundo dos tubos.

Para verificacdo da qualidade e quantidade de DNA resultante da extracao e
purificacéo, realizou-se a quantificacdo das amostras, utilizando o aparelho BioDrop®.

Posteriormente, elaborou-se o Mastermix, composto por agua, primers
(Hal2_F: 5 — CTC ACA GCC CCC TGC GTC TC — 3’; Hal2_R: 5 — GCC AGG GAC
AAG CTG GGA CA - 3’), solucao tampao, deoxinucleosideos trifosfatos, magnésio e
a enzima Tag-Polimerase. Esta combinagdo foi misturada ao DNA e entdo, as
amostras foram armazenadas no Termociclador para reacdo de PCR-convencional.

A ciclagem do Termociclador foi escolhida com base em analises ja
realizadas, utilizando o método para Gene Halotano, onde, para etapa inicial de
desnaturacdo do DNA foi designado apenas 1 ciclo de 5 minutos, a temperatura de
94.0°C. Para a segunda etapa, determinaram-se 35 ciclos sendo 94.0°C
(desnaturacao) por 00:00:30 segundos, 61.0°C (anelamento) por 00:00:30 segundos
e 72.0°C (extensao) por 00:01:00 minuto. Para a etapa final, de extenséo, definiu-se
1 ciclo de 00:05:00 minutos, a 72°C (Figura 9).

Em seguida, foi realizada outra PCR mais simples, denominada PCR-RFLP,
em que as amostras resultantes da primeira PCR foram misturadas a um MasterMix,
contendo agua, solucédo tampdo, magnésio e enzima de restricdo (Hhal - Invitrogen
TM, Cat. N° 25212-010: 5-GCG|C- 3" 3'-C1GCG- 57). As amostras permaneceram
por cerca de 2 horas no termociclador, a 37°C.

Ao final das PCRs, as amostras foram submetidas a confirmacdo em
eletroforese, para isso foram marcadas com azul de bromofenol. Elaborou-se um gel
de agarose, de 100 ml de solucdo tampéo (TBE), a 1,5% de agarose, corado com
brometo de Etidio a 0,1%. Este foi colocado no suporte da cuba de eletroforese. Sobre
a solucdo ainda morna, colocou-se um pente, de 20 tiras, o qual teve a funcéo de
formar os pogos onde foi aplicada a amostra. Apés polimerizagédo, a forma contendo

o gel foi transferida para a cuba de eletroforese horizontal, e coberta por solucao de
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TBE 1X. No primeiro e no ultimo po¢o (1 e 11), colocou-se o marcador (ladder),

enquanto nos pogos intermediarios (2 a 7), foram colocadas as amostras coradas. Nos

pocos 8, 9 e 10 foram depositados o controle negativo, positivo e portador,

respectivamente (Figura 10).

A cuba foi ligada a fios de platina (catodo e anodo), que permitiram a

passagem de corrente elétrica pela solugdo tampdao. Esta foi ligada a 100 Volts, por 2

horas e 30 minutos. Como a molécula de DNA possui carga negativa, esta migrou no

gel em direc&o ao polo positivo.

A revelagéo e registro do Gel foi feita no fotodocumentador (transiluminador

de luz ultravioleta).

FIGURA 7: CICLAGEM PARA PCR CONVEN-
CIONAL UTILIZANDO O METODO
PARA GENE HALOTANO.

Stage 1

>4

View Method Display Method
Information Time

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).

3.3.3. Resultados e Discussao

FIGURA 8: AMOSTRAS DEPOSITADAS EM
GEL DE AGAROSE DENTRO DE
UMA CUBA DE ELETROFORESE.

Para a leitura dos resultados, observou-se os pares de base marcados no gel

(Figura 15). O ladder adicionado aos pogos laterais sdo como “escadas”, e funcionam

como marcadores, possuindo trechos de DNA com diferentes tamanhos. Este contém



30

14 fragmentos, que marcam a cada 100 pb. Ou seja, em uma extremidade do gel,
mais proxima aos pocos onde foram depositadas as amostras, encontram-se as
bandas maiores (1400 pb) e em outra, as bandas menores (100 pb). Isso se da
porque, bandas maiores demoram mais para passar no gel, enquanto bandas
menores, passam com mais facilidade.

As enzimas de restricdo sdo responsaveis por clivar o DNA na regido de
interesse, resultando em fragmentos de diferentes tamanhos, que no gel de agarose,
sdo separadas em forma de bandas (marcas retangulares de coloracdo branca de
variadas intensidades).

Fisiologicamente, o cromossomo contém o material genético da mée e o
material genético do pai, estes possuem 0s mesmos pares de base. Entretanto,
guando surge uma mutacdo, como € o caso do gene Halotano, no cromossomo 6,
ocorre a substituicdio da citosina, pela timina, na posicdo 1843 (GUIMARAES;
EUCLYDES, 1999). Essa alteracdo denomina-se SNP casual no gene receptor da
rianodinal.

A enzima de restricdo € responsavel por clivar o DNA naregido C (5-GCG|C-
3" 3’-C1GCG- 5), sendo assim, animais negativos (NN), tiveram essa regiao clivada,
resultando em bandas menores, com 262pb e 242pb. Enquanto animais positivos (nn),
nao tiveram a regiao clivada, pois ela foi substituida por T, e a banda foi maior, com
505pb, consequentemente, correu menos pelo gel. Animais portadores, possuem a
mutacdo apenas no material genético oriundo do pai, ou da mae, e ndo em ambos,
por isso, apenas metade da sequéncia foi clivada, resultando em bandas com 505pb,
262pb e 242pb.

Portanto, de acordo com a eletroforese em gel de agarose, amplificado por
PCR-RFLP, observou-se a presenca de 1 animal portador (duas bandas formadas,
sendo uma de 500 pb e outra de 250 pb), e 5 animais negativos (uma banda com 250
pb).

Existem paises como Dinamarca, Suica e Suécia, que sao livres de Gene
Halotano em suas linhagens de suinos, devido a sele¢do realizada ha muitos anos
(ANGERAMI, 2004). A longo prazo, a tendéncia € a extincdo total do gene em granjas
multiplicadoras (FAVERO; BELLAVER, 2001).
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FIGURA 9: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE DO GENE HALOTANO,
AMPLIFICADO POR PCR-RFLP.

Controles

we — Ladder

Portador (Hal"")
Positivo (Hal™)
Negativo (Ha/'"

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).
3.3.4. Concluséo

A PCR-RFLP foi conclusiva e eficaz para a detec¢do dos genotipos do gene
Halotano. Sendo assim, 5 animais foram negativos e consequentemente selecionados
para reproducdo. Enquanto 1 animal foi eliminado, por ser portador do alelo deletério

do gene.

3.4.DETECCAO DE GENES CANDIDATOS RELACIONADOS A NECROSE DA
CABECA DO FEMUR EM AVES DE 28 dias

3.4.1. Introducéo

A Necrose da Cabeca do Fémur (NCF), também denominada de Necrose
Asséptica da Cabeca do Fémur, Necrose Avascular ou Osteonecrose, € uma doenca
de origem multifatorial, que resulta em dor, e acontece devido a falta de suprimento
sanguineo na cabeca femoral, consequente a morte das células 6ésseas (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE ORTOPEDIA E TRAUMATOLOGIA, 2013).

Como resultado do elevado crescimento populacional e do aumento na
demanda por proteina animal, o melhoramento genético possibilitou a criacdo de aves

de corte em um curto periodo de tempo. Por volta do ano de 1930, uma ave demorava
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105 dias para atingir o peso de abate, que na época era de 1,5 kg (HAVENSTEN,;
FERKET; QURESHI. 2005). Enquanto atualmente, com a automatizacéo dos sistemas
de producéo e evolucao das carcacgas, o frango de corte passou a ser abatido com 45
dias, pesando em média 2,5kg (SISTEMA OCEPAR, 2007).

O rapido crescimento e desenvolvimento das aves, associados ao aumento
do ganho de peso e aumento da densidade de aves no galpao, tém favorecido o
aparecimento de doencas no sistema locomotor (NAAS et al. 2012). Acarretando em
prejuizos expressivos para o setor avicola. Em um lote, a mortalidade por eliminacao
pode chegar a 6% (MENDONCA, 2000).

As perdas econdmicas podem evidenciar-se tanto nas granjas, com animais
refugos devido ao fato de os mesmos sentirem dor e, consequentemente, dificuldade
de locomocéao, resultando em redugcao do consumo de agua e racdo (ALMEIDA PAZ
et al. 2009). Quanto nos abatedouros, por condenacgdes de carcagas com presenca
de hematomas, devido a lesdes ou fraturas 0sseas, relacionadas a falhas no manejo
de apanha, transporte ou pendura dos animais (COLET, 2013).

Segundo Gabriel (2001, p.124), “Todas as fungdes das células sé&o
governadas pela expressdo dos genes”. A metodologia mais utilizada atualmente,
capaz de avaliar os niveis de expressdo dos genes, € a quantificacdo relativa,
realizada no equipamento de PCR em tempo real (QPCR) (MARCHESI et al. 2014).
As vantagens desse método sdo elevada sensibilidade, rapida quantificacdo de
grande volume de amostras, alta acuracia e acompanhamento em tempo real.
Qualquer alteracdo, por menor que seja, na expressao de um gene especifico, pode
ser verificada (PFAFFL, 2001; GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004).

Para a amplificacdo dos genes de escolha na gPCR, trés reacdes acontecem
repetidamente em variadas temperaturas, sdo elas: desnaturacdo da matriz,
hibridacdo e alongamento de iniciadores (GACHON; MINGAM; CHARRIER, 2004). A
visualizacdo em tempo real se da pela presenca do fluoréforo SYBR Green |,
responsavel por se ligar ao DNA e emitir fluorescéncia (HUGGETT; BUSTIN, 2011).
A fluorescéncia € capturada por uma camera especifica, em diferentes espacos de
tempo, e apontada em forma de grafico no software do computador.

Na técnica para a deteccdo de genes candidatos, faz-se primeiramente,
analises utilizando genes de referéncia, também denominados genes constitutivos.
Estes, sdo responsaveis por realizar um controle interno da reacéo, sendo assim, sao

diferentes dos genes alvos (CHERVONEVA et al., 2010). Os genes de referéncia sédo
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expressos independente de outros fatores e, basicamente, sdo responséaveis por
processos essenciais e fisioldgicos para o organismo (THELLIN, 1999).

Desta maneira, 0 objetivo deste estudo foi detectar os genes candidatos
relacionados a necrose da cabeca do fémur em frangos de corte de 28 dias, por meio
de analises em genes constitutivos: RPLP-1, RPL30, HMBS, GAPDH, B2M, RPL-4 e
HPRT-1. E genes alvos: PERP, FAM180A, ANGPTL-7, COL8A1, COL14A1, ABI3BP,
PRRX-1, CHST-1 e LEPR.

3.4.1.1. Genes Constitutivos

3.4.1.1.1. Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P1 (RPLP1)

O gene RPLP1 localiza-se no cromossomo 2 das aves e é responsavel pela
decodificacdo de proteinas ribossémicas. Sua principal funcdo esta relacionada a
atividade ativadora da proteina Quinase, além de ser constituinte estrutural do
ribossomo (NCBI, 2017). A expressao deste gene ocorre principalmente no cérebro,
célon, coracdo, rim, figado, pulmdo, musculo esquelético, baco e testiculos
(ENSEMBL, 2017).

3.4.1.1.2. Ribosomal Protein L30 (RPL30)

O gene RPL30 esta localizado no cromossomo 2 das aves e € responsavel
pela decodificacdo de proteinas ribossomais (NCBI,2017). Ele possui funcdes
moleculares como traducdo do mRNA viral e processamento de rRNA no nucleo e no
citosol, além de ser constituinte estrutural do ribossomo. Também esta relacionado a
processos biolégicos, como resposta imune humoral antimicrobiana. Sua expresséo
acontece principalmente no cérebro, colon, coracao, rim, figado, pulmdo, musculo
esquelético, baco e testiculos (ENSEMBL, 2017).

3.4.1.1.3. Hydroxymethylbilane Synthase (HMBS)

O gene HMBS é considerado um dos genes de referéncia mais estaveis para
realizacdo da gPCR (NASCIMENTO, 2015). Esté& localizado no cromossomo 24 das

aves. Sua expressao se da principalmente no cérebro, colon, coracao, rim, figado,
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pulmao, baco, testiculos, e em menor quantidade no musculo esquelético (ENSEMBL,
2017). Sua principal funcdo esta relacionada a sintese da molécula Heme, mais
abundante no sangue, porém, essencial para todos os 6rgaos do corpo (GENETICS
HOME REFERENCE, 2017).

3.4.1.1.4. Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH)

O gene GAPDH se encontra no cromossomo 1 das aves. Ele est4 diretamente
relacionado ao processo de glicélise, também possui funcées moleculares e nucleares
como: transcricao, transporte de RNA, replicagcdo de DNA e apoptose (UNIPROT,
2017). Sua expresséao ocorre principalmente no cérebro, célon, coracéo, rim, figado,
pulméo, musculo esquelético, baco e testiculos (ENSEMBL, 2017).

3.4.1.1.5. Beta-2-Microglobulin (B2M)

O gene B2M esté localizado no cromossomo 10 das aves. Sua principal acao
esta relacionada ao complexo principal de histocompatibilidade (MHC). Juntamente
com outras proteinas exerce funcéo na ativacéo do sistema imune (UNIPROT, 2017).
Participa de processos biologicos como diferenciacdo de células T no Timo,
importacédo de ferro férrico, regulacdo negativa do desenvolvimento da projecdo do
neurdnio e regulacdo na diferenciacdo dos eritrocitos (NCBI, 2017). Sua expresséo
acontece principalmente no coélon, rim, figado, pulmédo, musculo esquelético e baco.

E em menor quantidade no cérebro, coracao e testiculos (ENSEMBL, 2017).

3.4.1.1.6. Ribosomal Protein L4 (RPL4)

O gene RPL4 esté localizado no cromossomo 10 das aves. Em humanos este
gene é constituinte estrutural do ribossomo e esta envolvido em processos biolégicos
como traducéo citoplasmatica, processamento de rRNA e transcri¢éo viral (UNIPROT,
2017). Sua expressao ocorre principalmente nos rins e nos testiculos (ENSEMBL,
2017).

3.4.1.1.7. Hypoxanthine-Guanine Phosphoribosyltransferase (HPRT-1)
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O gene HPRT-1 se encontra no cromossomo 4 das aves. Sua principal fungéo
€ converter a guanina em monofosfato de guanosina e hipoxantina para monofosfato
de inosina (UNIPROT, 2017). Também esta envolvido em alguns processos biol6gicos
como desenvolvimento de neurdnios do sistema nervoso central, diferenciacado de
neurbnios do coértex cerebral, desenvolvimento do estriado e comportamento do
sistema locomotor (NCBI, 2017).

3.4.1.2. Genes Alvos

3.4.1.2.1. TP53 Apoptosis Effector (PERP)

O gene efetor de apoptose também conhecido por TP53 esta relacionado com
a regulagéo da transcricdo dos genes referentes a morte celular. Em humanos, este
gene reproduz uma fungé@o na integridade epitelial estratificada e na adeséo célula-
célula, possibilitando a montagem do desmossomo (juncdo ancoradoura)
(GENECARDS, 2017). Em aves, este gene se encontra no cromossomo 3
(ENSEMBL, 2017).

3.4.1.2.2. Family with Sequence Similarity 180 Member A (FAM180A)

O gene Familia com similaridade de sequéncia 180 membro A, localiza-se no
cromossomo 1 das aves (NCBI, 2017). De acordo com Kosla, Dvorak e Cermak
(2012), este gene pode estar associado ao Fator de Transformacdo do crescimento
beta (TGF-B), proteina responsavel por controlar a proliferacao e diferenciacéo celular,

além de estar relacionada ao sistema imunoldégico.

3.4.1.2.3. Angiopoietin-Like 7 (ANGPTL-7)

O gene Angiopoetina tipo 7 esta localizado no cromossomo 21 dos frangos
(NCBI, 2017). A regulacdo da expressdo deste gene ocorre pela hipdxia, portanto, é
considerado um fator pré-angiogénico (PARRI et al. 2014). Também atua promovendo
0 crescimento e repovoamento de células estaminais hematopoiéticas e células
progenitoras, capazes de transformarem-se em células de diferentes linhagens
celulares (XIAO, et al. 2015).
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3.4.1.2.4. Collagen Type VIII Alpha 1 Chain (COL8A1)

O gene Colageno do tipo VIII de Cadeia Alfa 1 esté localizado no cromossomo
1 das aves (NCBI, 2017). E um importante componente da membrana basal do
endotélio da cornea (membrana de Descemet), do endotélio de vasos sanguineos e
possui influéncia significativa na manutencédo da integridade e estrutura da parede
vascular (GENECARDS, 2017). Também est4 associado a microfibrilas de alguns
sistemas de fibras elasticas (SAWADA e KONOMI, 1991).

3.4.1.2.5. Collagen Type XIV Alpha 1 Chain (COL14A1)

O gene Colageno do tipo XIV de Cadeia Alfa 1, localiza-se no cromossomo 2
dos frangos (NCBI, 2017). E fundamental para a sintese de colageno e também atua
na regulacdo da fibrilogénese (GENECARDS, 2017; YOUNG et al.,, 2002). A
expressdo deste gene em frangos de corte ocorre principalmente em tecidos
conjuntivos densos como pele, tenddes, cornea e cartilagem articular (CASTAGNOLA
et al., 1992; YOUNG; GORDON; BIRK, 2000).

3.4.1.2.6. ABI Family Member 3 Binding Protein (ABI3BP)

Na espécie Gallus gallus o gene denominado Proteina de Ligagcdo membro 3
da Familia ABI esta localizado no cromossomo 1 (NCBI, 2017). A funcao bioldgica
deste gene ainda € pouco conhecida, entretanto, sabe-se que em humanos ele atua
no controle e equilibrio de células-tronco ndo hematopoiéticas, em processos como
proliferacdo, diferenciacdo, adesdo, morfologia e transformacdo (HODGKINSON et
al., 2013). Zhang et al. (2014) relatou que o gene ABI3BP esta relacionado com a
susceptibilidade a osteocondropatias cronicas, como a doenca de Kashin-Beck em
humanos, responsavel pela degeneracdo de cartilagens, necrose dos condrdcitos e

apoptose.

3.4.1.2.7. Paired Related Homeobox 1 (PRRX1)
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O gene da familia Homeobox esté localizado no cromossomo 8 das galinhas
(NCBI, 2017). Em humanos este gene codifica uma proteina responséavel por regular
a creatina quinase muscular, liberada quando o organismo é submetido a elevadas
proporcbes de estresse fisico (GENECARDS, 2017). Em um estudo utilizando
pintainhos, Meijlink et al. (1999) identificou uma marcante relagdo deste gene com a
morfogénese do esqueleto, além de estar presente no mesénquima dos membros em

desenvolvimento.

3.4.1.2.8. Carbohydrate Sulfotransferase 1 (CHST1)

Pertencente a familia das Sulfotransferases, este gene esta situado no
cromossomo 5 da espécie Gallus gallus (NCBI, 2017). Em humanos sua expressao
foi relatada em células endoteliais vasculares, que podem estar relacionadas a sintese
de ligantes de L-selectina, responsaveis pela localizacdo dos linfocitos, durante a
resposta inflamatéria (LI; TEDDER, 1999).

3.4.1.2.9. Leptin Receptor (LEPR)

O gene Receptor de Leptina esta localizado no cromossomo 8 do frango de
corte (NCBI, 2017). A leptina € um horménio responsavel por controlar o peso
corporal. Alteracbes neste gene estdo relacionadas a obesidade (GENECARDS,
2017). Em estudos recentes utilizando camundongos, Decker et al. (2017) relacionou
este gene a deposicao de tecido fibrético na regido da medula 0ssea, resultando em

mielofibrose.

3.4.2. Material e Métodos

As amostras foram obtidas a partir da extremidade do fémur de animais
normais/controle (749, 759, 761, 784, 788 e 789) e afetados (742, 758, 764, 766, 782
e 792) de frangos de corte machos, da linhagem Cobb 500®, com 28 dias de idade.
Para melhor eficiéncia das andlises e posterior extracdo do RNA, todo o material
colhido foi armazenado em ultrafreezers a temperatura de -80°C.

As amostras de fémur das aves foram pesadas e maceradas individualmente,

com auxilio de pistilo e almofariz de porcelana. Durante todo este processo utilizou-se
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nitrogénio liquido para conservacao da integridade das amostras. Para a extragéo do
RNA total utilizou-se o reagente TRIzol® da marca Invitrogen®, de acordo com o
protocolo. A cada 100 mg de tecido 6sseo, foi adicionado 1 mL de TRIzol® em tubo
de polipropileno de 1,5 mL. Posteriormente, as amostras foram votexadas para
homogeneizacédo e incubadas a temperatura ambiente (25°C) por 5 minutos. Apés o
periodo de incubacédo, foram acrescentados 200 pL de Cloroférmio aos tubos, que
novamente foram vortexados e mantidos a temperatura ambiente por 5 minutos. Em
seguida, as amostras foram centrifugadas durante 15 minutos, a velocidade de 16.000
Xg e temperatura de 4°C. A centrifugacdo promoveu a separacao do material do tubo
em trés fases, sendo elas: fase aquosa, onde esta contido o RNA, fase organica e
interfase, onde se encontram as impurezas (Figura 16). A fase aquosa foi selecionada,
adicionada a um novo tubo com 500 pL de Isopropanol, levemente homogeneizada
por inversao e incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. Seguidamente as
amostras foram centrifugadas a velocidade de 13.000 xg, durante 10 minutos, a
temperatura de 4°C, visando a formacdo de um pellet contendo o RNA. O
sobrenadante presente no microtubo foi descartado, e no mesmo microtubo foi
adicionado 1 mL de alcool 75% para lavagem. Apds a centrifugacdo, em velocidade
de 10.500 xg, o alcool foi descartado e os microtubos contendo o pellet foram
colocados no interior de uma estufa, onde ficaram por cerca de 15 minutos para
secagem total, ndo podendo restar nada de etanol. Para ressuspender o pellet de
RNA, foram adicionados 30 pL de dgua DEPC aos microtubos. Por fim, as amostras
foram colocadas em banho seco por 10 minutos, a temperatura de 55°C.
Posteriormente, as amostras foram submetidas a quantificacdo no aparelho
BioDrop® e avaliacao de integridade por meio da eletroforese em gel de agarose 1,5%
(Figura 17). Devido a baixa qualidade (pureza) das amostras na primeira
guantificacdo, realizou-se o “Protocolo de Precipitagdo de RNA com Acetato de
Saédio”. Para isto, adicionou-se 0,1 volume de acetato de sédio 3M (0,1 x 30 uL de
RNA) + 2,5 volumes de etanol absoluto gelado (2,5 x 30 pL de RNA). A
homogeneizacéo foi feita delicadamente por inversdo. As amostras permaneceram no
ultrafreezer a temperatura de -80°C por 24 horas. Apés este periodo, os microtubos
foram centrifugados por 30 minutos, em velocidade maxima e a temperatura de 4°C.
O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 500 pL de Etanol 75% (preparado
com agua DEPC), para a lavagem do pellet. Em seguida, o material foi novamente

centrifugado a fim de que o pellet formado ficasse bem preso ao fundo do microtubo.
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O sobrenadante foi descartado e os microtubos foram colocados no interior de uma
estufa para a secagem total. O pellet foi ressuspendido com a utilizacdo de agua
DEPC (30 pL) e os microtubos foram colocados no banho seco a temperatura de 55°C,
durante 10 minutos. Apds este processo as amostras foram novamente quantificadas
no aparelho BioDrop®. Os resultados da quantificacéo estdo descritos na tabela 1.

Para sintese de cDNA seguiu-se as recomendac¢des do Protocolo de Sintese
de cDNA — SuperScript® IlI First-Strand Synthesis SuperMix (nimero do catalogo —
18080-400) da marca Invitrogen®. Para o primeiro mix de RNA/primer foram utilizados
3 g de RNA total para cada amostra. O calculo elaborado visou um volume final total
de RNAigual a 8 pL (C1xV1=C2xV2), onde: C1 foi o valor obtido na quantificagao pelo
aparelho BioDrop®, V1 foi o volume procurado, C2 foi o valor de 3000 ug estabelecido
pelo Kit e V2 foi o volume final desejado, de 8 pL (a quantidade usada de RNA e de
agua estao descritas na tabela 1). Sendo assim, amostras que continham RNA mais
puro na quantificagdo, exigiram maior quantidade de agua DEPC e menor quantidade
de RNA, enquanto amostras que continham RNA mais diluido, obrigatoriamente
precisaram de menor quantidade de agua DEPC e maior quantidade de RNA.
Posteriormente foi adicionado a mistura 1 pL de Primer OligoDT 50 uM e 1 pL de
tampdo de anelamento, totalizando 10 pL. Os microtubos contendo o mix foram
incubados no termociclador durante 5 minutos a temperatura de 65°C, ao fim do ciclo,
foram resfriadas em gelo por 1 minuto. Em um tubo separado, elaborou-se o segundo
mix contendo 10 pL de 2X First-Strand Reaction Mix e 2 uL de SuperScript®
I1I/RNAseOUT™ Enzyme Mix, totalizando 12 p (valores utilizados para 1 microtubo).
Apods o resfriamento dos tubos, foram adicionados 12 uL do segundo mix em cada
amostra, que posteriormente foram misturadas com as maos, centrifugadas
rapidamente (spin) e incubadas no termociclador com a seguinte ciclagem: 50°C por
50 minutos e 85°C por 5 minutos. Por fim, as amostras foram armazenadas a
temperatura de -20°C para posterior etapa de gPCR.

Para a PCR em tempo real elaborou-se o mastermix, composto por Master
Mix 2x sybr green, Primer Foward (F) e Primer Reverse (R) de cada gene estudado,
agua ultra pura e cDNA (valores e calculos descritos na tabela 2). Foram selecionados
7 genes constitutivos (RPLP-1, RPL30, HMBS, GAPDH, B2M, RPL-4 e HPRT-1) e 9
genes alvos (PERP, FAM180A, ANGPTL-7, COL8AL, COL14A1, ABI3BP, PRRX-1,
CHST-1 e LEPR), subdivididos em placas Opticas de qPCR com 96 poc¢os. Todas as

amostras foram preparadas em duplicatas. Cada gene continha um poco da placa
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com controle negativo (sem cDNA), para verificar a auséncia de contaminacédo. A
sequéncia das amostras nas placas foi: 761, 742, 789, 759, 784, 749, 788, 766, 792,
764, 758 e 782. Devido a quantidade de genes, as amostras foram organizadas em 7
placas. Primeiramente, foram adicionados a placa 13 uL de mastermix e em seguida,
2 UL do cDNA de cada animal, na sequéncia ja descrita. A placa foi vedada com
adesivo transparente (Optical Adesive Covers) e centrifugada por alguns segundos,
para que todo conteddo ficasse ao fundo. As amostras foram alocadas no
equipamento QuantStudio™ 6 Flex (Applied Biosystems), que foi programado da
seguinte forma: QuantStudio 6 — Fast 96 Well 0,1 mL — Comparative ACT — Saybr
green — Standard curve. Com a seguinte ciclagem: 1 ciclo de 10 minutos a 95°C
(desnaturacéo inicial), 40 ciclos de 15 segundos a 95°C (desnaturacéo) e 1 minuto a
60°C (anelamento e extenséo). As condi¢des para curva de Melting foram: 1 ciclo de
95°C por 15 segundos, 1 ciclo de 60°C por 1 minuto e dissociacdo de 95°C por 15
segundos. Ao final de todas as analises no equipamento, foram extraidos os dados
necessarios para analise estatistica, como meédia, desvio padrdo e coeficiente de
variacao.

A analise estatistica foi executada por meio do programa REST 2009 (Relative
Expression Software Tool), responsavel por realizar a analise da expressao relativa
dos genes, comparando dois grupos, ou seja, comparando a razdo da expressao do
grupo alvo em relacdo ao grupo controle, por meio de um teste de randomizacao.
Modelo matematico utilizado:

Razédo = (Eg0)A " alvo(amostracontrole) /(Ey.r)APref (amostracontrole)
Onde, a razdo de expressao é calculada segundo a eficiéncia da PCR em tempo real
(E) e na diferenca do ponto de cruzamento (ACP) em relacdo ao gene constitutivo
selecionado (PFAFFL; HORGAN; DEMPFLE, 2002).
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FIGURA 10: TUBO DE POLIPROPILENO CONTENDO AMOSTRAS COM TRIZOL® APOS A
CENTRIFUGAGAO, RESULTANDO EM TRES FASES: AQUOSA (RNA), INTERFASE
(DNA) E ORGANICA (RESIDUOS).

Fase aquosa: RNA

Interfase: DNA

Fase organica: Proteinas, lipidios e
maquinario celular.

vy

v

FONTE: Arquivo pessoal (2017).

FIGURA 11: ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE PARA VERIFICAR A INTEGRIDADE DO
RNA TOTAL.

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).
* Menor quantidade de amostras no po¢o. Nao afeta a analise.
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TABELA 3: AMOSTRAS QUANTIFICADAS NO APARELHO BIODROP®, COM OS VALORES DE
RNA E H20 JA CALCULADOS PARA A SINTESE DE CDNA.

Amostras NCF Quantificagdo RNA precipitado (BioDrop®)

Amostras | Peso (g) | Quantificacdo (ng/uL) A260/230 A260/280 RNA H,0O
761 0,070 1500,1 14 1,95 2,00 6,00
742 0,070 1062,0 1,7 1,98 2,82 5,18
789 0,070 470,00 15 1,94 6,38 1,62
759 0,100 1085,0 1,8 2,00 2,76 5,24
784 0,100 877,80 1,6 1,94 3,42 4,58
788 0,100 1676,0 1,8 1,98 1,79 6,21
749 0,100 1001,8 1,9 2,00 2,99 5,01
766 0,080 1544,2 1,6 1,92 1,94 6,06
792 0,080 792,20 14 1,96 3,79 4,21
764 0,100 792,20 1,6 1,97 3,79 4,21
758 0,080 945,20 1,2 1,92 3,17 4,83
782 0,100 365,40 1,8 1,92 3,47 4,53

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).

TABELA 4: VALORES DE REAGENTES UTILIZADOS PARA A SINTESE DO MASTERMIX.
Reagentes X1 X26 *
Master Mix 2x Sybr Green | 7,5 puL | 195
Primer F (2MicroMol) 10uL | 26
Primer R (2MicroMol) 10uL | 26

H20 35uL| 91
cDNA 2 uL -
Total 15 uL -

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).
* Os valores foram multiplicados por 26 devido ao humero de amostras em duplicatas, juntamente com
uma amostra de controle negativo e uma amostra a mais caso haja falha de pipetagem.

3.4.3. Resultados e discussao

Com base nos dados oriundos da gPCR, o software gerou um grafico
correspondente a expressao relativa dos genes (Figura 14). De acordo com 0s
resultados obtidos (Tabela 5), ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) na expressao
de nenhum dos genes analisados, em frangos de corte aos 28 dias de idade, afetados
ou ndo com necrose da cabeca do fémur.

O fato de nenhum dos genes alvos terem sido validados, propde que
possivelmente ndo exista relacdo entre a expressao do gene em si e a ocorréncia da
doenca nesta faixa etaria, apesar de varios genes analisados ja terem sido detectados
em animais com diversas idades e citados na literatura, por exemplo, Carmo et al.
(2016) relataram uma expressao de 4 vezes menos que o normal do gene CHST1 em
frangos de corte com 35 dias de idade, afetados com a doencga, sugerindo que a menor
concentracdo deste gene resulta em menor vascularizacao do tecido 6sseo e portanto,
morte celular. Além de estar relacionado com o recrutamento de células de defesa

para o sitio de inflamacéo, sendo assim, sua menor expressao pode resultar em falhas
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no mecanismo de defesa dos ossos, favorecendo o aparecimento de bactérias.
Entretanto, neste experimento o gene CHST1 apresentou expressdo de 0,967,
portanto, ndo houve diferenca estatistica (p>0,05).

Através de um estudo semelhante analisando o Gene LEPR e utilizando
frangos de corte com 45 dias de idade, afetados com NCF, Marchesi et al. (2014)
relatou a auséncia de diferenca estatistica (p>0,05) em suas analises, bem como no
presente estudo, onde a expressao do mesmo foi de 0,735 (p>0,05).

Embora nenhum dos genes alvos analisados (FAM180A, PERP, ABI3P,
PRRX1, LEPR, CHST1, ANGPTL7, COL8A1, COL14A1) tenham exercido influéncia
significativa para necrose da cabecga do fémur em frangos de corte de 28 dias de
idade, isso ndo descarta a possibilidade dos mesmos estarem envolvidos nesta
desordem é6ssea em outras faixas etarias, uma vez que todos os genes estudados

possuem relagcdo com a fisiologia do o0sso.

3.4.4. Conclusao

De acordo com este estudo, ndo houve relacdo entre os Genes alvos
analisados e Necrose da Cabeca do Fémur em frangos de corte de 28 dias de idade.
Entretanto, sd8o necessarios mais estudos, em animais de diferentes idades, para

descartar a influéncia destes genes sobre desenvolvimento da doenca.

FIGURA 12: EXPRESSAO RELATIVA DOS GENES ALVOS FAM180A, PERP, ABI3P, PRRX1,
LEPR, CHST1, ANGPTL7, COL8A1, COL14A1.
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FONTE: Arquivo Pessoal (2017).



TABELA 5: RESULTADOS DA EXPRESSAO RELATIVA DE OITO GENES ALVOS, QUANDO
COMPARADOS A DOIS GENES DE REFERENCIA.

GENE TIPO EXPRESSAO ERRO PADRAO P(H1)
RPLP1 Referéncia 1,045 - -
FAM180A Alvo 0,534 0,052 - 3,221 0,461

PERP Alvo 1,029 0,388 - 2,950 0,958
ABI3P Alvo 0,413 0,123 - 1,546 0,158
PRRX1 Alvo 0,972 0,338 - 2,777 0,942
LEPR Alvo 1,168 0,469 - 3,263 0,735
CHST1 Alvo 0,978 0,301 - 2,310 0,967
ANGPTL7 Alvo 0,118 0,002 - 2,898 0,186
COL8A1 Alvo 0,878 0,233 - 3,442 0,869
COL14A1 Alvo 0,590 0,161 - 2,476 0,387
HPRT1 Referéncia 0,957 - -

FONTE: Arquivo Pessoal (2017).
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4. CONCLUSAO

Com o comprovado aumento populacional diretamente relacionado ao
aumento no consumo de proteina animal, torna-se indispensavel o desenvolvimento
de pesquisas visando a expansdo da producéo e da qualidade de produtos avicolas e
suinicolas. O Brasil tornou-se um pais com potencial competéncia para desenvolver
estudos nestas areas, uma vez que lidera os rankings de producao e exportagdo nas
duas culturas e tende a crescer ainda mais.

A Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) é considerada
lider em desenvolvimento de pesquisas e inova¢des no ambito nacional. Podendo-se
ainda destacar o competente e renomado grupo de pesquisadores que contemplam a
area de genética animal.

O desenvolvimento do estagio curricular na Embrapa Aves e Suinos
proporcionou ampliar os conhecimentos na area de genética animal e aprimorar 0os
conceitos ja adquiridos na Universidade. Poder participar de projetos e pesquisas
conceituados, acompanhando pessoas com alto nivel de conhecimento no assunto,
foi uma grande honra e, o mais importante, promoveu um consideravel crescimento
pessoal e profissional.

Com a conclusédo do curso de Medicina Veterinaria em uma admiravel
Universidade e com a realizac&o do estagio em uma ilustre Empresa, posso afirmar a
concretizacdo de um sonho e a plena convic¢cao de que escolhi o caminho certo a

seqguir.
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