UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CENTRO-OESTE, UNICENTRO-PR

ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE
DUODENO E RIM DE GALINHAS POEDEIRAS
SUBMETIDAS A DIETAS COM DIFERENTES
NIVEIS DE CALCIO E FOSFORO

DISSERTACAO DE MESTRADO

LETICIA ALVES SALMORIA

GUARAPUAVA-PR
2022



Catalogagao na Publicagéo
Rede de Bibliotecas da Unicentro

Si71a

Salmédria, Leticia Alves

Andlise de expressado génica de duodeno e rim de galinhas poedeiras
submetidas a dietas com diferentes niveis de calcio e fésforo / Leticia Alves
Salméria. — — Guarapuava, 2022.

xii, 118 f. :il. ; 28 cm

Dissertagcdo (mestrado) - Universidade Estadual do Centro-Oeste,
Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias. Area de
concentragdo: Saude e Produgdo Animal Sustentavel, 2022.

Orientadora: Adriana Mércia Guaratini Ibell

Coorientador: Fernando de Castro Tavernari
Banca Examinadora: Jane de Oliveira Peixoto, Monica Corréa Ledur

Bibliografia

1. Transcriptoma. 2. gPCR. 3. Galinhas. 4. Nutrigénomica. I. Titulo. II.
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Veterinarias.

CDD 636




LETICIA ALVES SALMORIA

ANALISE DE EXPRESSAO GENICA DE DUODENO E RIM DE GALINHAS
POEDEIRAS SUBMETIDAS A DIETAS COM DIFERENTES NIVEIS DE
CALCIO E FOSFORO

Dissertacdo apresentada a Universidade
Estadual do Centro-Oeste, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Veterinarias, area
de concentracdo em Saude e Producao
Animal Sustentavel, para a obtencédo do
titulo de Mestre.

Profa. Dra. Adriana Mércia Guaratini Ibell

Prof°. Dr. Fernando de Castro Tavernari

GUARAPUAVA-PR
2022



T T e R T e R

LETICIA ALVES SALMORIA

EXPRESSA0O GENICA EM DUQDEND E RIM DE GALINHAS POEDEIRAS
SUBMETIDAS A DIETAS COM DIFERENTES NIVEIS DE CALCIO E
FOSFORD

Diszartacho apresentada a Unnvamidade
Estadual do Cenirplesic, como parie das
axigéncias oo Programa de Pis-Graduacio am
Cigndas Velenndrias, drea de concentragio
am Sadde & ProducAo Anmal Sustanidvel,
para & colencia do litulo de Mesine,

Aprovada em 17 de feversino de 2022,

Prof* Or.* Adriana Marcia fﬂamﬂm Iballl - EMERARPS -5

A

Frof. O, Jane de Olveira Peimalo - EMBRAPS -2C

fim. it

L Adambro

Frof*. Drf. Manica Coméa Ledur — EMBRAPA, -5C

Py i

Membro

GUARAFUAVA-PR
2022



e

Cerificado®

ETICA
1H

“Em cORcondancla cam & Onenfagao Tecnica CONCEA md 6, de 18 de margo de 2876 fAnsxs I

Cerificamos que a proposta intitulada "Otimizagdo no uso de caleio, fdsforo e vitamina
D na nutrigio de poedeiras”, registrada com o n® T2 6, sob a responsabilidade de

Fernando Tavernari — que envolve a produgdo. manutencdo ou utlizagdo de animais
pertiencentes ao file Chordata, subfile Veriebrata [exceto humanes), para fins de pesquisa
cientfica (ou ensi] — encontra-se de acordo coMm o5 preceitos da Lei n® 11.724, de B de
oububro de 2008, do Decreto n® 8800, de 15 de julho de 2009, & com as nomas editadas
pele Conselhe Macional de Controle da Experimentagio Animal (COMCEA). e foi
aprovada pela COMISSAQ DE ETICA NO USD DE ANIMAIS (CEUA) DAY Embrapa
Suinos e Aves, em reunido de [9H 22016,

Finalidads { ) Ensino { X ) Pesquisa Cientfica
Vigencia da Autorizagao | 01/06/2017 — 3100772021
Especielinhagem/raga | Gallus gallus/ Poederas

N de animais 28100

Pesolldads 1250013 dias

Sexo Femeas

Origem Incubatorio comercial

~aa-05313
Rewi0)



Dedico aos meus pais...



AGRADECIMENTOS

Sempre sera por Ele... Obrigada pela tua presenca em todos os momentos!
Aos meus pais pelo incentivo e apoio em todas as situacoes!
Aos meus verdadeiros amigos, por acompanharem esta etapa e por estarem
sempre ao meu lado!
Chaiane, Jéssica, Jhulia e Silmar!
Aos amigos que vida me deu durante o tempo que estive em Concordia!
Karine, Mari, Débora, Agata, Fran, Suelen e Alexandre!
Ao pessoal do Laboratério de Genética da Embrapa Suinos e Aves, por todo
conhecimento passado!
Em especial a minha orientadora Adriana, pela paciéncia, atencéo, incentivo e

ajuda... Muito Obrigada!!!



Em todas as coisas, 0 sucesso depende da preparacao prévia.
(Confucio)



RESUMO

Leticia Alves Simaria. Analise de expresséao génica de duodeno e rim de galinhas
poedeiras submetidas a dietas com diferentes niveis de calcio e fésforo 2022.
Universidade Estadual do Centro-Oeste — UNICENTRO. Dissertacao (Mestrado

em Ciéncias Veterinarias), Guarapuava - PR.

Os minerais célcio (Ca) e fésforo (P) sdo essenciais na dieta de poedeiras,
participam de muitas fun¢cdes metabdlicas, além da formacédo da casca do ovo.
Porém, niveis inadequados podem resultar em perdas econdmicas significativas
apos o pico de postura, pela reducdo da capacidade de absor¢cdo mineral.
Portanto, o objetivo do trabalho foi analisar o perfil de expressdo de genes
relacionados com Ca e P, utilizando duodeno e rim de poedeiras com idade
avancada. As amostras foram coletadas de poedeiras Bovans White, com 73
semanas, provenientes de trés grupos com diferentes niveis de desempenho e
relacdo Ca/P na dieta, sendo: (HP) alto desempenho (22,43 Ca/P), baixo
desempenho (HL) 6,71% Ca/P e dieta padrao (SDT) comumente utilizada 11,43
Ca/P. Para o estudo, foi realizado o sequenciamento do mRNA, com 27 amostras
do duodeno (9/grupo), utilizando a técnica de RNA-Seq. Para analise de
expressao génica do rim, 30 amostras (10/grupo) foram submetidas a avaliacéo
de oito genes candidatos escolhidos, sendo eles: CYP24Al, FG3R, PTH,
TRPV6, CALB1, CALM2, FGF1 E TRPC3. Como resultado, considerando as
comparacdes entre os grupos, 107 genes foram diferencialmente expressos (DE,
FDR <0.05) no duodeno. Muitos genes foram enriquecidos em processos de
homeostasia mineral, destacando-se os genes: CAV1, MYLK, CAB39L, ILIRLI,
TNIP3, COL3A1L, PKIA, FGF7, ESRRG, PTHLH, ADIPOQ e ESRRG. No rim, 0s
genes CYP24A1 e TRCP3 foram DE entre os grupos HP e STD e entre LP e
STD, respectivamente. Neste estudo, identificamos novos genes candidatos aos

mecanismos de calcio e fésforo em poedeiras com idade avancada.

Palavras-Chave: transcriptoma; gPCR; poedeiras; nutrigénomica.
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ABSTRACT
Leticia Alves Salmoéria

Analysis of gene expression of duodenum and kidney of laying hens diets with
different levels of calcium and phosphorus

The minerals calcium (Ca) and phosphorus (P) are essential in the diet of laying
hens, participating in many metabolic functions, in addition in the diet of laying
hens, participating in many metabolic functions, in addition to eggshell formation.
However, the different levels can result in a big difference, due to the reduction
of the mineral’s absorption capacity. Therefore, the objetictive of this work was to
profile the expression of Ca and P-related genes, using duodenum and kidney of
older laying hens. Samples were collected from Bovans White laying hens, aged
73 weeks, fron three groups whith different levels of performance and Ca/P retio
in the diet, as follows: (HP) high performance (22.43 Ca/P), low performance (HL)
6.71% Ca/P and the standart diet (STD) commomly used 11.43 Ca/P. For the
study, RNA sequencing was performed with 27 samples from the duodenum
(9/group), using the RNA-Seq technique. For kidney expression, 30 kidney
samples (10/group) were selected, evaluation analysis of the chosen genes,
being: CYP24A1, FG3R, PTH, TRPV6, CALB1, CALM2, FGF1 and TRPC3. As
a result, considering the comparisons between groups, 107 genes were enriched
in mineral homeostasis processes, highlighting the genes: CAV1, MYLK,
CAB39L, ILIRLI, TNIP3, COL3A1, PKIA, FGF7, ESRRG, PTHLH, ADIPOQ e
ESRRG. No rim, os genes CYP24A1 and TRCP3 genes were DE between HP
and STD groups and between Ip and std, respectively. In this study, we identified
new candidate genes for calcium and phosphorus mechanisms in older laying
hens.

Palavras chaves: transcriptome; gPCR; laying hens; nutrigenomics.
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1. INTRODUCAO

A avicultura de postura se tornou uma das principais atividades
agropecuarias, destacando-se pelo seu grande crescimento produtivo. Os
avancos nos fatores nutricionais, de ambiéncia, manejo, tecnologia e
melhoramento genético colaboraram para isso (ARAUJO et al., 2008; GLOUX et
al., 2020). O Brasil est4 no sexto lugar entre 0s paises que mais produzem ovos,
sendo este, considerado uma das principais fontes de proteinas mundialmente
produzidas (AMARAL et al, 2016).

A melhora nos indices produtivos ocorreu pela significativa evolucao das
poedeiras, em decorréncia do melhoramento genético das linhagens, que
resultou em aves mais produtivas e longevas (OLIVEIRA et al., 2020). Além
disso, os sistemas de criacdo também foram otimizados, proporcionando o
melhor bem estar animal (PATRICIO et al., 2012). Porém, a otimizacao dos
sistemas sao constantes e necessarios para alcancar o maximo potencial
produtivo das aves (PAULINO et al., 2019).

Considerando a producéo de ovos, problemas relacionados a qualidade
da casca sdo responsaveis por perdas significativas, estima-se que cerca de 10
a 15% dos ovos produzidos por poedeiras comerciais sejam perdidos por
apresentarem ma qualidade de casca (CARVALHO, 2013). A diminuicdo da
qualidade da casca do ovo com o avan¢o da idade das galinhas € uma das
principais preocupagdes, pois a incidéncia de ovos quebrados tende a aumentar
no final do periodo de postura (NUNES et al., 2013). O fator determinante para
uma boa producéo esta relacionado com uma boa suplementacao mineral, e iSso
se tornou um desafio continuo na nutricAo de poedeiras, pelas constantes
manipulacfes dietéticas realizadas durante as diferentes fases de postura
(RODRIGUES, 2016).

Os principais minerais envolvidos na formac¢ao da casca do ovo, e na
estrutura 6ssea de poedeiras sdo calcio (Ca) e o fésforo (P), que participam de
muitos processos bioldgicos importantes (COSTA et al., 2008). Entretanto, o uso
pelo organismo animal s6 €& eficiente quando existe um balanceamento
adequado, devido o antagonismo existente entre Ca e P, 0 que tornou-se um
desafio na suplementagdo mineral, principalmente apds o pico de postura, e o
avanco da idade das poedeiras (PROSZKOWIEC-WEGLARZ; ANGEL, 2013).
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Com os avancos da genética molecular e estudos de expressao génica
existem novas perspectivas para elucidacdo da relacdo entre genes e seus
fenotipos correspondentes, tornando possivel a compreensdo de mecanismos
relacionados a nutricdo e seus efeitos no desempenho dos animais. Neste
contexto, algumas técnicas utilizadas para mapeamento de caracteristicas de
interesse possibilitaram a compreensao da expressao génica em diferentes
tecidos (OZSOLAK et al., 2009). Técnicas como, PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) e gPCR (PCR quantitativa em tempo real), permitem realizar essa
avaliacdo em caracteristicas de interesse através da expressao génica (ROSA;
ROCHA; FURLAM, 2007). Além disso, na Uultima década, a técnica
sequenciamento de RNA (RNA-Seq), baseada no sequenciamento de nova
geracdo (NGS), tem permitido avaliar os transcritos e seus niveis de expressao
global em diferentes tecidos e grupos, possibilitando uma melhor compreenséo
de processos e mecanismos fisioldgicos importantes (HAAS; TORRES, 2017).

Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a expressao
de genes relacionados aos mecanismos de absorcéo e regulacdo de Ca e P no
duodeno e rim de galinhas poedeiras que receberam diferentes niveis de calcio
e fésforo na dieta. Para isso, o perfil de expresséo global do duodeno foi
analisado por meio de RNA-Seq, enquanto genes candidatos, relacionados com
mecanismos que envolvem Ca e P, foram avaliados no rim utilizando qPCR, a
fim de compreender o perfil de expressdo génica e processos bioldgicos
envolvidos na resposta de diferentes niveis de Ca e P na dieta e sua influéncia

no desempenho dos animais.
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2. REFERENCIAL TEORICO

3.1 AVICULTURA DE POSTURA NO BRASIL

A avicultura de postura desempenha um papel fundamental no agronegocio
brasileiro e no desenvolvimento do pais, por gerar empregos de forma direta e
indireta, além de produzir um alimento altamente nutritivo e de baixo custo
(GARCIA; GOMES, 2019). Dados apresentados no ano de 2017 informavam
sobre o crescimento em producgéo nos ultimos 30 anos, com apenas algumas
pequenas retracdes, subentendendo que estas seriam relacionadas a fatores
nutricionais, como, variacbées em preco de insumos, que constantemente afeta

de forma direta a produg&o animal (Figura 1) (ABPA, 2021).
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Figura 1. Evolucéo da producéo de ovos no Brasil em 30 anos, produgao de

ovos (mil duzias). Fonte: Silva, 2019.

A evolugdo produtiva continua em grande crescimento e dados
apresentados pela Associacao Brasileira de Proteina Animal (ABPA) mostram
gue no ano de 2020 a producado de ovos foi de 53 bilhdes de unidades, com o
consumo per capita de 251 unidades. E a estimativa para 2021 possui uma
previsdo de alcance de 56, 2 bilhdes de ovos produzidos (ABPA, 2021). Cerca
de 99,7% foi destinada apenas para o mercado interno e apenas 0,3% destinada
ao mercado externo. Sobre as exportacdoes, 64,45% foi exportado o produto in
natura, e 35,55% na forma industrializada (ABPA, 2021).

O Brasil esta no sexto lugar entre os paises que mais produzem ovos no

mundo, estando atras apenas da China, Estados Unidos, india, Japdo e México
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(GARCIA; GOMES, 2019).

3.2 MELHORAMENTO GENETICO NA AVICULTURA DE POSTURA

Os primeiros trabalhos sobre melhoramento genético na avicultura
iniciaram na década de 60, onde buscava-se melhorar geneticamente as
linhagens comerciais, para que houvesse a reducao na dependéncia de material
genético de importacdo externa (COUTINHO et al., 2007). A selecao ocorreu
sobre diferentes caracteristicas de produc¢do, como: na selecdo da maturidade
sexual, fertilidade, menor peso das aves no inicio e final da postura, maior peso
inicial do ovo, qualidade dos ovos e resisténcia da casca (COUTINHO et al.,
2007).

No Brasil, em de 1957, iniciou-se um programa de melhoramento que
visava a obtencdo de aves poedeiras comerciais realizada pelo Instituto de
Pesquisa e Experimentacdo Agropecuaria do Centro-Sul, atual Pesagro —
(Empresa de Pesquisa Agropecuéria do Estado do Rio de Janeiro) (FILHO,
1999). Neste mesmo periodo, a Granja Guanabara, jA desenvolvia projetos
voltados a melhoramento de aves poedeiras, e iniciava um programa para aves
de corte. Na mesma época a Granja Guanabara iniciava seus projetos com o
melhoramento genético em aves de corte, envolvendo racas como, Cornish
Branca, New Hampshire e Plymounth Rock Branca (SCHMIDT; AVILA 1990).

Outras instituicbes de estudo na época também iniciaram trabalhos com
melhoramento de aves: na década de 1906, a Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” (ESALQ), seguido pelo Instituto de Zootecnia (IZ), em Nova
Odessa. Em 1970, também a Universidade Federal de Vicosa (UFV),
Universidade Federal de Pelotas (UFPel) e Universidade Federal de Santa Maria
(UFMS). Em seguida, 1993, o Centro Nacional de Pesquisa de Suinos e Aves
(Embrapa Suinos e Aves) iniciou trabalhos de melhoramento, por meio do
melhoramento genético de aves de corte, e apos ampliando para linhagens de
poedeiras, pela transferéncia de aves da Granja Guanabara para a Embrapa,
devido a Granja Guanabara passar por periodo de faléncia (LEDUR; NONES;
ROTA BERTANI, 2009).

Na Embrapa Suinos e Aves, desde 1982, foram desenvolvidas linhagens

gue deram origem a cinco pacotes genéticos, destinados ao mercado brasileiro:
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Embrapa 011 - poedeiras de ovos brancos, composto por duas linhas puras da
raca White Leghorn, selecionadas para producéo intensiva de ovos, a Embrapa
031 (poedeiras de ovos castanhos) composta por trés linhas puras, sendo duas
da raca Rhode Island Red e uma raca Plymouth Rock Branca selecionada para
producao intensiva de ovos de mesa, Embrapa 051 (poedeira colonial de ovos
castanhos), sendo estas hibridas, originadas do cruzamento entre as linhas
Rhode Island Red e Plymouth Rock Branca. Sdo aves rusticas, selecionadas
para producédo de ovos de mesa da casca marrom (LEDUR; NONES; ROTA
BERTANI, 2009).

Mesmo com muitos centros de pesquisa desenvolvendo seus programas
de melhoramento genético de aves na época, devido a abertura do mercado
durante a década de 1990 houve a reducédo de investimentos governamentais
na area, que impossibilitou a continuidade de tais programas. Mesmo sem
perspectivas de programas de melhoramento genético no Brasil, houve um
grande crescimento na area da biologia molecular, possibilitando a investigacao
e identificacdo de genes e polimorfismos genéticos (COUTINHO; DO ROSARIO;
JORGE, 2010).

Além disso, a descoberta da primeira versdo completa do genoma da
galinha revelou um genoma com tamanho relativamente pequeno de 1 bilhdo de
pares de bases, como das aves em geral e a presenca de aproximadamente 20-
23.000 genes (HILLIER et al., 2004; PAIVA et al., 2010). A disponibilizacdo de
informacdes mudou o0 cendrio da pesquisa em avicultura, possibilitando uma
abordagem mais robusta para diferentes caracteristicas de interesse econdmico
(PARK et al., 2004).

Com a propagacao de interesse em fatores genéticos aliados a producéao,
muitos estudos foram realizados. Alguns foram baseados em estratégias de
microssatélites e posteriormente em SNP (polimorfismo de nucleotideo Unico)
espalhados pelo genoma que por meio de mapeamento de QTLs (quantitative
trait loci) identificaram regides cromossOmicas associadas a variacdo genética
de caracteristicas de interesse (LEDUR et al., 2002). Portanto, técnicas de
biologia molecular associadas possibilitam compreender muitos mecanismos
fisiologicos relacionados a caracteristicas de interesse, buscando aumento e

eficiéncia nos sistemas de produgédo animal.
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3.3 IMPORTANCIA DOS MINERAIS CA E P NA AVICULTURA DE POSTURA

O principal desafio na nutricAo de poedeiras comerciais esta baseada na
adequada suplementacéo. Minerais quando fornecidos em baixos niveis acabam
resultando em deficiéncias nutricionais, quando em excesso também pode afetar
0 aproveitamento pelo organismo. Portanto, as suplementacbes sé&o
extremamente necessarias, pois as aves ndo possuem a capacidade de suprir
suas necessidades metabolicas apenas com a matéria-prima fornecida. Por isso,
as estratégias de suplementacdo com niveis adequados sédo importantes para
que as aves possam atingir o maximo potencial de producdo (ARAUJO et al.,
2008; PINTO et al., 2012).

Os minerais sdo divididos em macro e microminerais, 0S mesmos estdo
classificados de acordo com as concentracdes dos elementos no tecido,
indicando suas necessidades organicas (AMARAL et al., 2016). Sendo assim, 0s
principais minerais na nutricdo de poedeiras sdo 0s macrominerais célcio e
fésforo, e por participarem de muitas funcdes vitais estdo disponibilizados em
maior abundancia no organismo, constituidos na base da formacéo esquelética
e formacé&o na casa do ovo (CARVALHO; FERNANDES, 2013).

Além deles, sodio, enxofre, cloro, potassio e magnésio, considerados
também como macrominerais, estdo distribuidos em maior concentracdo em
tecidos moles, fazendo o controle e equilibrio acido basico organico. Participam
principalmente como agentes cataliticos nas rea¢des do metabolismo (ARAUJO
et al., 2008). Os minerais atuam na manutencdo do pH do sangue, presséo
osmoética e balanco da agua corporal, na excitacdo dos nervos e musculos,
transporte de nutrientes através de membranas e na regulacdo da
permeabilidade das membranas de varios tecidos, e também compde muitas
enzimas (NUNES et al., 2013).

Existem duas diferentes formas de fornecer os minerias na nutricdo: na
forma orgéanica (quelatos, proteinatos e polissacarideos) e na forma inorganica
(cloretos, o6xidos, sulfatos, carbonatos e fosfatos). A forma inorganica é mais
utilizada por apresentar custo mais baixo (GARCIA et al., 2015). Por outro lado,
minerais organicos, possuem absorcgéo por carreadores intestinais, aminoacidos
e peptideos, evitando a competicdo entre 0s minerais pelos mesmos

mecanismos de absor¢éo, sendo uma Gtima alternativa para a nutricdo de aves,
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porém existe um elevado custo inviabilizando o seu uso (RUTZ et al., 2009).

O fosforo € um dos minerais mais caros, devido a reduzida oferta de
fésforo disponivel (Pd), suas formas de implementacdo na dieta sdo: a fonte
padrao de fésforo inorganica e organica fosfato bicalcico, ou farinhas de carne e
ossos respectivamente (LIU; CHEN; ADEOLA, 2013). A representividade do total
de custos na nutricdo animal, ficam em torno de 65% a 70%, na cadeia da
avicultura de postura. Portanto, torna-se fundamental avaliar os fatores que
interferem na relacéo custo beneficio (LICHOVNIKOVA, 2007).

3.5 FISIOLOGIA METABOLICA DO CALCIO

O calcio é o mineral mais abundante no organismo de poedeiras, atua em
muitas fun¢des importantes no organismo, sendo essencial nas células vivas e
fluido extracelular; atua na ativacdo enzimatica, transmissdo de estimulos
nervosos, contracdo muscular e coagulacao sanguinea (BETERCHINI, 2014). O
Ca compde 99% da estrutura 6ssea, atua na deposicdo de Ca e composicao da
casca do ovo. Os 0ssos sdo reservatorio de calcio durante toda a vida animal,
sendo que 1% de Ca restante fica presente na participacdo ativa do sistema
celular, como na producdo de ATP e processos energéticos (ALMEIDA PAZ et
al., 2009).

O Ca encontra-se em trés diferentes formas no organismo das aves,
sendo a principal na forma de hidroxipatia [Ca10(PO4)s(OH)2] (ADEDOKUN;
ADEOLA, 2013). Diferentes horménios atuam no balanco do Ca, a regulacéo
ocorre pelo estrogénio, paratormdnio (PTH), calcitonina e vitamina Dz (1,25-(OH)
2p3), € 0 controle efetivo pela absor¢ao intestinal, reabsorcdo 6ssea e eliminacao
renal. A presencga de receptores de membrana sensiveis ao Ca nesses 0rgaos
sdo fundamentais para a regulacdo mineral (BUZINARO; DE ALMEIDA;
MAZETO, 2006).

Quando ocorre reducdo de Ca no sangue o PTH é secretado, estimulando
a reabsorcdo Ossea, e aumentando a atividade osteoclastica, reduzindo a
excrecdo renal e incrementando a absorcao intestinal de Ca, por meio da
ativacéo da vitamina Ds e da calbindina (CaBP-9k). Em casos de hipercalcemia,
a calcitonina atua de forma inversa ao PTH, que estimula a sedimentacéo 0ssea

de Ca, por meio da atividade osteoblastica, aumentando a eliminagéo de calcio
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pelos rins, reduzindo a absorcao intestinal por meio da desativacao da vitamina
Ds ativa (Figura 2) (LEESON; SUMMERS, 2008).

Osteoclasts
Parathormone
(PTH) >
Osteoblasts
Calcitonin
—— A—
Duodenum * Cat *
— —
D vitamin
1,25-(0H)2D3 Cat+
* Estrogen ?

Calbindin (CaBP-9k)

Kidney

Figura 2. Esquema dos mecanismos fisioldgicos que ocorrem na regulacéo de

calcio em poedeiras.

Os estrogenos também atuam por meio da atividade osteoclastica,
regulando os niveis sanguineos pela acdo do PTH. A elevacado do estrogénio no
sangue de galinhas ocorre no inicio da postura e é acompanhado pelo aumento
do nivel sérico de Ca, preparando para a grande demanda de Ca necessaria
para a formacédo da casca do ovo (BERTECHINI, 2014). Muitos fatores podem
interferir na absorcao de Ca, como idade, fontes biodisponiveis, balanceamento
inadequado dos minerias na dieta, a formulacédo entre quantidade de outros
minerais, além da suplementacéo de vitamina D na dieta (BETERCHINI, 2014).

O controle da excrecdo de Ca € determinado pela quantidade de Ca e P
no plasma, a excrecao é influenciada de forma direta pela absor¢éo e utilizacdo
desses minerais. Com baixos niveis de Ca, o PTH atua através de receptores
sensiveis ao Ca, reduzindo de forma direta a excrecdo de Ca via urina, e de

forma indireta pela vitamina D, que realiza a absorcédo de calcio pelo intestino,
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ajudando na diminuicdo da excrecéo via renal (LEESON; SUMMERS, 2008).

A deficiéncia de Ca resulta em baixo consumo de racao, retardo no
crescimento, raquitismo, andar e postura anormais, ovos de casca fina, maior
volume de urina, tetania, osteoporose e vida util reduzida (ITO et al., 2006).
Quando ocorre déficit mineral, a ovulagéo pode cessar, porém, quando se insere
novamente niveis adequados na dieta, as aves retornam normalmente a
produgéo de ovos em torno de 6 a 8 dias, com qualidade normal da casca e
ossos fortalecidos. Mas na maioria das vezes, a ovulacdo continua e a ave
depende intensivamente da reabsorcdo 6ssea (ARAUJO et al., 2008); LEESON;
SUMMERS, 2008).

No entanto, a funcéo nutricional do Ca é dependente da quantidade de P
disponivel na dieta, e a relacdo entre ambos deve ser equilibrada, pois existe um
antagonismo entre eles, sendo esse um dos fatores criticos para absorcédo e
aproveitamento dos minerais (ADEDOKUN; ADEOLA, 2013).

3.6 FISIOLOGIA METABOLICA DO FOSFORO

Depois do Ca, o P € o mineral mais abundante, sendo que mais de 80%
do P esta associado ao Ca na formacao éssea, proporcao de 1:2 com o Ca na
hidroxiapatita. O P desempenha um papel importante no metabolismo
energético, dos carboidratos, aminoacidos, gordura, dos tecidos nervosos,
coordenacao muscular, crescimento esquelético, transporte de acidos graxos e
outros lipidios. Além disso, € uma parte importante dos acidos nucleicos, ATP,
DNA e RNA (VELLASCO et al., 2016).

Para a formacdo da casca do ovo, o P atua na reducdo da acidose
sanguinea e recomposicdo dos 0ssos medulares. O P esta presente na forma
organica e inorganica no sangue, na concentracdo em niveis entre 35 a 45
mg/100mL (ADEDOKUN; ADEOLA, 2013). Os processos metabdlicos de P
estdo associados com o do Ca, sendo dependentes da absorcdo intestinal,
reabsorcédo 6ssea e eliminacdo renal (GLOUX et al., 2020). Diferente do que
ocorre com o Ca, a absorgédo de P diminui e aumenta a excrecéo renal, para
diminuir e adequar o excesso dos niveis no sangue. Em casos de hipercalcemia,
a calcitonina estimula a sedimentacéo 0ssea de Ca e P. A atividade osteoblastica

aumenta a eliminacao de Ca pelos rins, reduzindo a absorcéo intestinal com a
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desativacao da vitamina D3 ativa (ADEDOKUN; ADEOLA, 2013).

Os estrdégenos regulam os niveis de P através da atividade osteoclastica,
sendo a mesma mediada pelo PTH. No inicio da postura, o aumento de
estrogénio no sangue das galinhas € acompanhado pelo aumento do nivel de
Ca e P. Portanto, na formacdo da casca do ovo, o excesso de P no sangue é
eliminado devido o aumento da excrecao renal (BERTECHINI, 2014). O P é
absorvido pelo intestino pelo processo de difusdo simples seguindo o gradiente
de concentracao ou por transporte ativo, processo que s ocorre na presenga de
vitamina D, possibilitando que o P seja absorvido na forma de ortofosfato (POa4)
(BERTECHINI, 2012).

O Ca na dieta também desempenha importante funcéo na absorcdo do P
no intestino delgado das aves, de forma que Ca e P juntos provocam efeitos
relevantes na expressao da calbindina no duodeno. Além disso, a expressao da,
calbindina D28k e o receptor da vitamina D sugerem o envolvimento dos mesmos
na atuacao da regulacédo de Ca e P. O P absorvido entra na corrente sanguinea
e seu mecanismo de transporte é regulado pelos sistemas hormonais (LEESON;
SUMMERS, 2008).

A excrecdo é influenciada de forma direta pela absorcdo e utilizacdo
desses minerais pelo animal. Em situacfes de baixo nivel de Ca e alto nivel de
P, o PTH exerce sua acéo sobre 0s 0sso0s, liberando ions fosfato na circulacéo,
aumentando a excrecado de P e reduzindo a de Ca. Por sua vez, com altos niveis
de Ca e P, a calcitonina estimula a sedimentacao 6ssea e excre¢gao do excesso
destes minerais (GLOUX et al., 2020).

A deficiéncia de fésforo ou um grande desequilibrio na relacdo Ca:P da
dieta pode reduzir os niveis sanguineos desses minerais, iSso porque qualquer
um destes elementos em excesso reduz o aproveitamento do outro no intestino
(BARRAL; BARROS; ARAUJO, 2007). Animais com deficiéncia em P podem
apresentar reducdo do consumo de racdo, fragilidade Ossea aumento da
mortalidade e deformacgé&o na casca dos ovos nas aves adultas (BERTECHINI,
2014). Deste modo, torna-se necessario compreender a necessidade metabdlica
de poedeiras, pois 0 desempenho produtivo esta relacionado com a disposicéo
mineral e uma boa eficiéncia metabdlica, resultando na formacao de ovos com

boa qualidade da casca.
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3.7 FORMACAO DA CASCA DO OVO

A mineralizacdo da casca do ovo tem inicio no istmo, onde ocorre a
deposicdo sobre a membrana exterior da matrix de compostos organicos, e
diferentes tipos de proteinas desta matriz regulam a mineralizacdo da casca. A
calcificacéo é resultado da precipitacdo controlada de carbonato de Ca (CaCO3),
sobre as fibras de membrana externa (SCOTTA et al., 2014). Durante a
mineralizacdo, a casca € banhada pelo fluido uterino contendo cerca de 6 a 10
mM de Ca ionizado e 70 mM de ions bicarbonato. Assim, neste meio
supersaturado, o carbonato de Ca precipita-se espontaneamente na forma de
calcita. A casca mineralizada consiste de aproximadamente 95% de carbonato
de Ca sob a forma de calcita, sua forma mais estavel (LEESON; SUMMERS,
2008). A guantidade de Ca depositada na casca do ovo € préxima de 10% do
estoque total de Ca no corpo da ave, sendo que cerca de 99% de Ca total, esta
contido nos 0ssos (ALMEIDA PAZ et al., 2009).

Apesar do P nao participar diretamente da formacdo da casca, ele é
essencial para periodos de calcificacdo 6ssea ativa e de reabastecimento de
Cas(P0Oa4)2 nos ossos medulares. Durante a mobilizacdo do Ca do osso medular
hé liberacdo concomitante de P, e a maior parte deste P sera excretado na urina,
desde que nédo haja necessidade metabdlica imediata para este pico de P. Este
mecanismo contribui para controlar a acidose durante a fase de maior
calcificagéo da casca (LEESON; SUMMERS, 2008). Assim, a exigéncia de P das
poedeiras esta associada a exigéncia de Ca, bem como a dindmica da medula
O0ssea. Além disso, o P € detectado nas camadas mais externas da casca do
ovo. E possivel que os ions de fosfato possam inibir a precipitacdo do carbonato
de Ca, juntamente com as proteinas uterinas, tendo uma contribuicao relativa na
conclusao do processo de calcificacao da casca (LEESON; SUMMERS, 2008).

O declinio na qualidade da casca com o aumento da idade das galinhas
pode ser atribuido a um distarbio do metabolismo da vitamina Ds, ligado a
deficiéncia na biossintese de 1,25-(OH)2Ds (SCOTTA et al., 2014). A qualidade
da casca do ovo é determinada por aspectos externos, como a sua estrutura, e
0S aspectos internos sao determinados pelo tamanho do albumen, gema,

camara-de-ar, cor, odor, sabor (NUNES et al., 2013).
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A casca do ovo representa cerca de 9,5% do peso total do ovo, a gema
29% e o albumen 61,5%. A parte mineral € composta por 98,2% de carbonato
de célcio, 0,9% de carbonato de magnésio e 0,9% de fosfato de calcio (SOHAIL;
ROLAND, 2002). A percentagem de casca é afetada pela idade da poedeira,
aves mais jovens apresentam maior percentagem (PATRICIO et al., 2012). A
idade das aves determina a habilidade de absorcdo de célcio intestinal e
mobilizacdo do calcio 6sseo. A taxa de retencdo de célcio em poedeiras jovens
€ de 60%, ja em poedeiras velhas essa taxa cai para 40% (PROSZKOWIEC-
WEGLARZ; ANGEL, 2013).

As aves velhas, assim como aquelas que produzem ovos com casca de
qualidade ruim, tém uma menor atividade da enzima anidrase carbsnica, o que
leva a uma menor calcificacdo da casca do ovo (ROBERT, 2004). Do inicio ao
fim do ciclo de postura, o ovo aumenta até 40% do seu tamanho, diminuindo a
quantidade de Ca na superficie da casca e seu tamanho, o que resulta em uma
casca com menor resisténcia a quebra (ARAUJO et al., 2007).

3.8 ESTUDOS DE CA E P NA NUTRICAO DE POEDEIRAS

Muitos estudos ja foram realizados em comparacéo de diferentes dietas
com niveis de calcio e fosforo, mas ainda sdo poucas as informacdes existentes
para a elucidacdo dos mecanismos referentes a absorcdo e regulacdo em
glinhas poedeiras. Distlrbios metabdlicos durante a fase de postura tendem a
reduzir a produtividade, além de comprometer o bem-estar dos animais,
comprometendo a vida produtiva. Os processos de regulacdo mineral ocorrem
através de diferentes receptores, 6rgdos e hormoénios (ADEDOKUN; ADEOLA,
2013).

Os estudos baseados na compreensdo da regulacdo dos minerais, sdo
relacionados principalmente a frangos de corte, existindo poucas informacdes
relacionadas a poedeiras com idade avancada e final de fase de postura.
Alguns estudos realizados tratam principalmente da relacdo de desempenho dos
animais diante de diferentes formulagfes de calcio e fosforo na dieta. Em um
estudo realizado por Almeida Paz et al. (2009), o trabalho desenvolvido buscou
avaliar a densidade mineral 6ssea, dos 0ssos da tibia e do fémur em aves com

diferentes idades, sendo elas 12, 22, 28, 34, 40 semanas.
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Foram implementadas duas dietas com niveis adequados (3,8%) e baixos
(1,8%) de calcio. Valores de producdo de ovos, massa e qualidade da casca
foram avaliados, a fim de investigar a influéncia dos niveis na producéo e
resisténcia 0ssea. Concluiram que as aves mobilizaram por meio da atividade
Ossea resgate de calcio independente do tratamento, e em niveis baixos de
calcio houve queda na qualidade da producéo, por danos apresentados na casca
dos ovos. Em um experimento realizado com poedeiras leves de 24 a 40
semanas de idade, objetivou—se determinar a exigéncia e a melhor relacéo de
Ca:P para aves da linhagem Hy- line W-36, onde foram fornecidos trés niveis de
calcio (3,9; 4,2 e 4,5 %), e trés relagcbes de Ca:P (9,3; 10,53 e 12,12/1).

Foram avaliados os parametros de desempenho produtivo, qualidade do
ovo, as caracteristicas 0sseas, 0 balanco de calcio e fosforo e a mortalidade.
Como resultado ndo houve interacdo entre os niveis de calcio e as relacdes Ca:P
para nenhuma das variaveis, porém o0s niveis de calcio promoveram efeito
significativo sobre o peso e porcentagem da casca, célcio na casca, ovos
perdidos, consumo de calcio e fosforo, calcio e fésforo na excreta, célcio e
fésforo retido. A relacdo Ca:P influenciou significativamente o consumo de racao,
ganho de peso, conversao alimentar, consumo mineral pelos animais, fosforo na
excreta e fésforo retido. Ragbes contendo 4,5% de calcio e relagdo Ca:P,
correspondendo ao consumo de calcio de 3,71 g/ave/dia e de fosforo de 360
mg/ave/dia, foram as mais satisfatérias frente o estudo realizado (VELLASCO et
al, 2016).

Em dietas contendo 2,5% de calcio; 3,0% de calcio; 3,5% de calcio;
contendo 4,0% de calcio e contendo 4,5% de calcio, foram avaliados parametros
de desempenho e qualidade da casca, com aves da linhagem Dekalb White light
com 56 semanas de idade. Como resultado, ndo houve diferencas entre os
tratamentos para a producdo de ovos, viabilidade e porcentagem de gema e
albumina. Porém o consumo de ragdo, a conversao alimentar e a perda de ovos
diminuiram na medida em que os niveis de célcio aumentaram. A gravidade
especifica e a espessura da casca aumentaram com 0 aumento dos niveis de
calcio. Niveis 6timos de calcio foram encontrados em 3,79% e 4,19% para peso
maximo do ovo e porcentagem da casca, respectivamente. Concluiu-se que a
recomendacdo seria de 4,19% de calcio para poedeiras com idade de 56-67
semanas (LOURENCO, 2012).
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3.9 NUTRIGENOMICA

A nutrigendmica baseia-se em revelar mecanismos de interacdo entre
certos nutrientes (KORE; PATHAK; GADEKAR, 2008). De maneira geral, através
dela €& possivel melhorar a produtividade animal através de dietas
personalizadas, sendo esta considerada uma abordagem poderosa para
desvendar e elucidar a complexa relacdo entre as moléculas nutricionais, com
polimorfismos genéticos, além de compreender o sistema biolégico como um
todo (RUTZ et al., 2009).

Através de nutrigendmica € possivel compreender a influéncia da dieta na
estrutura da expressao de genes, com a obtencdo dos dados genéticos do
individuo e os fenotipicos, alcancando conclusées sobre o desempenho
produtivo, sanidade e bem estar animal. Através da ciéncia moderna, foi possivel
compreender que ndo somente alguns nutrientes sdo essenciais, mas que, além
disso, as quantidades fornecidas sao importantes (MUTCH; WAHLI;
WILLIAMSON, 2005; SORDI, 2019).

Na avicultura industrial, o maior desafio esta relacionado com a
concordancia da disposicdo mineral apds o pico de postura das aves, para evitar
a reducdo no desempenho metabdlico dos animais e permitir a mineralizagdo
eficiente da casca do ovo (ALMEIDA PAZ et al., 2009). Com a descoberta do
genoma da galinha (Gallus gallus), houve um avango na compreensao da
variacdo genética. Portanto, através de metodologias na area molecular, existe
a possibilidade de realizar investigacdes sobre mecanismos fisiolégicos que
ocorrem no organismo dos animais, e compreender as interacdes dietéticas, sob
0 ponto de vista econdmico (COUTINHO; DO ROSARIO; JORGE, 2010).

A gendmica analisa milhares de genes utilizando técnicas aliadas a
bioinforméatica, possibilitando a analise simultanea de toda a informacéo, para
posteriormente interpretar os dados. Essa grande quantidade de informacéo
possibilitou o desenvolvimento de plataformas analiticas completas, programas
apropriados para armazenamento, organizacdo e analise dos dados gerados,
além de revolucionar a nossa abordagem para compreenséao da saude e das
caracteristicas de desempenho de aves (KORE; PATHAK; GADEKAR, 2008;
RUTZ et al., 2009).
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A nutricdo pode alterar a expressao fenotipica, estando totalmente
envolvida na produgdo animal. O grande desafio da nutricAo moderna € o
desenvolvimento de programas nutricionais que satisfacam as exigéncias dos

grandes avancos proporcionados pela genética (NUNES et al., 2013).

3.10 EXPRESSAO GENICA E TECNICAS DE BIOLOGIA MOLECULAR
APLICADAS A PRODUCAO ANIMAL

Os genes séo as regides contidas no DNA que realizam um processo
chamado transcricdo. Este processo consiste na producdo de moléculas de
RNA, a partir do DNA. As moléculas de RNA, também chamadas de transcritos,
tendem a apresentar diferentes fungdes, servindo como molde para o processo
chamado traducgdo (SAN et al., 2021). A avaliacdo do nivel de transcricdo dos
genes é essencial para compreender o funcionamento dos mecanismos
biolégicos, uma vez que a maioria das atividades bioldgicas € regulada
principalmente pelo controle da expresséo de varios genes.

Desta forma, compreender os principios que comandam esses
mecanismos complexos torna-se importante para a compreensao de doencas,
distarbios e outras caracteristicas, bem como caracteristicas de interesse
econdbmico na producdo animal (MACIEL; BRITO; SILVA, 2020). Uma das
formais mais comuns de estudos de expressdo génica se déa pela utilizacdo do
MRNA, que precisa ser isolado previamente a sua analise. As técnicas mais

comumente utilizadas em analises de expressao génica sao descritas abaixo:

3.10.1 Extracéao e verificacao da qualidade do RNA

Primeiramente existe a necessidade de realizar a extracdo do RNA do
material biolégico que pretende-se investigar. Além disso, € necessaria a
avaliacdo da qualidade e pureza do RNA extraido. O RNA difere-se do DNA em
apenas trés pontos principais: o acgucar ribose, a base pirimidica uracila e por ser
fita simples. O RNA encontra-se no citoplasma das células e deve ser obtido do
local onde se pretende avaliar a sua expressao, pois a funcdo génica pode ser
diferente em cada tecido/célula especifico (BARBAS, 2007).

Para isolamento do RNA, os métodos s&o baseados na lise e

desnaturacao das células permitindo a liberacdo dos acidos nucleicos totais e
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presenca de inibidores que impedem a acdo de ribonucleases (RNAses)
(SAMBROOK, 2002). A principal dificuldade na extragdo de RNA esta
relacionada a grande quantidade e presenca de ribonucleases (RNAses)
estaveis e ativas na amostra, que permitem que este seja rapidamente
degradado (SAMBROOK, 2002).

Existem muitos reagentes proprios que possibilitam a extracdo mais
rapida de RNA, que garantem uma melhor integridade do material. Existem
diferentes maneiras de realizar a aextracdo do RNA, sendo pelo uso do reagente
de Trizol (TAN; YIAP, 2009). Outra metodologia para extracdo de RNA utiliza
ligacdo a coluna silica, onde a extracdo ocorre por meio da combinacédo das
propriedades de ligacéo seletiva da membrana da base silica com a velocidade
decorrente da centrifugacdo, realizando a separacdo do RNA (ESCOBAR;
HUNT, 2017; MESQUITA et al., 2001). Outro método utiliza esferas (beads)
magnéticas, em que a extracdo de RNA corre devido as cargas postivas, quando
o pH circulante é inferior a 6,0 e cargas negativas quando superiores a 8,0. O
RNA carreado naturalmente pode ser ligado ou liberado da superficie das beads.
(SHI et al., 2015).

Apds a extracdo do RNA, é necesséria a etapa de purificacdo, para
manter a integridade e pureza do material (KUBISTA et al., 2006). Os métodos
convencionais para avaliar a integridade de RNA incluem eletroforese e
espectrofotometria (GARIBYAN; AVASHIA, 2013). Essas séo duas metodologias
convencionais, porém elas necessitam de grande quantidade de amostra, e
também dependem das condicdes da eletroforese, ou a incapacidade de
detectar a contaminacdo com DNA (BARBAS, 2007). Além dessas duas
metodologias convencionais, pode ser utilizada uma plataforma microfluidica
baseada em eletroforese capilar, que pode ser usada para quantificar, bem como
avaliar a integridade do RNA de maneira rapida e confiavel, através do Agilent
2100 Bioanalyzer, que permite o minimo consumo de amostra (SCHROEDER et
al., 2006).

A eletroforese promove a separacao de fragmentos de acordo com suas
cargas e pesos moleculares, através de um campo elétrico, além de ser utilizada
para identificar e purificar moléculas (GROSSMAN et al., 2012). Através da
eletroforese, as moléculas realizam a migracdo em direcdo ao polo oposto,

devido a diferenca entre a carga e a massa, sendo diretamente proporcional ao
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tamanho das moléculas, determinando a miragracdo em diferentes velocidades
resultando na separacdo das moléculas. A eletroforese em gel de agarose é o
método mais facil para visualizar e analisar o produto de PCR e permite a

determinacao da presenca e tamanho do produto de PCR (BIER, 2013).

3.10.2 Reacédo em cadeia polimerase (PCR)

A técnica permite a realizagéo da sintese de DNA in vitro, com a geragéo
de vérias cépias da fita de DNA (TAYLOR et al., 2010). A enzima polimerase é
aresponsavel pela replicacdo do DNA, mas para que essa enzima atue de forma
eficaz na reacdo existe a necessidade do uso de trés componentes: primers,
moldes e os nucleotideos, adenina (A), citosina (C), guanina (G) e timina (T)
(GREEN; SAMBROOK, 2019). Os primers sdo sequéncias iniciadoras do
processo, que correspondem a curtas cadeias de nucleotideos complementares
a fita direta: primer (forward) e fita complementar (reverse) da sequéncia alvo.
Eles se unem por complementaridade entre suas bases, em uma mesma reacao,
entre primers e a sequéncia, qual esta presente na forma desnaturada
(NASCIMENTO; SUAREZ; PINHAL, 2010). Estes sao essenciais para 0
resultado da PCR, sua fungéo € baseada no anelamento na fita positiva, sendo
a mesma orientada na direcdo 5 '- 3' (também conhecida como fita de sentido ou
nao modelo) e o outro primer deve complementar a fita negativa, que é orientada
na direcéo 3 - 5' (anti-sentido ou fita modelo) (TAYLOR et al., 2010).

Para uma reacdo bem-sucedida de PCR, muitos aspectos sao
importantes, como a concentracdo do tampdo de PCR, equilibrio entre as
concentracfes de cloreto de magnésio e desoxinucleotideo, temperaturas de
ciclo e quantidade de DNA molde e Tag DNA polimerase (HAAS; TORRES,
2017). Uma combinacao ideal de temperatura de anelamento e concentragao de
tampdo é essencial para obter produtos de amplificacdo especificos. A
concentracdo de cloreto de magnésio precisa apenas ser proporcional a
quantidade de dNTP, enquanto o ajuste da concentracdo do primer para cada
sequéncia alvo também é essencial (MARKOULATOS; SIAFAKAS; MONCANY,
2002).

Os primers sdo desenhados baseando-se no molde de DNA genético, que

€ uma etapa importante para a eficiéncia da PCR. Portanto, € necessario
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conhecimento prévio da sequéncia do DNA alvo para que os iniciadores possam
se ligar durante a reagdo. Para que exista uma eficiente ligacado dos primers a
sequéncia, existem caracteristicas especificas que devem ser ajustadas para a
otimizacdo da reacdo, como: comprimento dos primers, temperatura de
anelamento, tamanho do produto, concentracdo de magnésio, presenca de
repeticbes de nucleotideos, estabilidade e formac&do de hairpins e dimeros
(GIRARDON et al., 2016). (OLIVEIRA et al., 2015).

Problemas podem ocorrer no processo de desenho dos primers, como
auto anelamento, resultando em formacdo de estruturas secundarias, como
loops e anelamentos de primers entre si, criando dimeros de primer.
Temperaturas de anelamento e melting muito diferentes entre os primers, fazem
com que ambos os primers se liguem de forma eficiente a sua sequéncia alvo
durante o ciclo (MARKOULATOS; SIAFAKAS; MONCANY, 2002).

3.10.3 PCR em Tempo Real (QPCR)

A técnica de PCR em tempo real se diferencia da PCR convencional por
possibilitar a monitoracdo em tempo real do processo de amplificacdo e
quantificacdo dos &cidos nucleicos, ocorrendo a emissdo e captacdo de
fluorescéncia no processo, gerando um sinal que aumenta na proporcao direta
da quantidade do produto da PCR (PABINGER et al., 2014). Para reacao de
gPCR é necessario um termociclador com sistema 6tico para a excitacdo da
fluorescéncia e captacédo da emisséo, além de um computador com um software
para obtencédo da analise final da reacdo (NOVAIS; ALVES, 2004).

Existem dois principais sistemas de fluorescéncia, um do tipo intercalante,
sendo o SYBR Green o0 mais utilizado, e um baseado na utilizacdo de sondas,
sendo os sistemas TagMan, os mais conhecidos. O SYBR Green se liga a
qualquer molécula de dupla fita, pois € um fluoréforo ndo especifico que se
intercala a dupla fita de DNA. Ja o sistema TagMan consiste na presenca de uma
sonda ligada a um fluoréforo em uma das extremidades, e na outra uma molécula
quencher, de modo que no momento da amplificagdo, a molécula de
fluorescéncia é separada do quencher, sendo excitadas e a luz é captada pelo
aparelho, gerando um curva de amplificacdo (KUBISTA et al., 2006).

A reacdo de gPCR permite a obtencdo de dados quantitativos, pois é
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possivel monitorar desde sua quantidade de partida, quanto sua quantidade do
produto de PCR acumulado durante o a ciclagem, sendo que a mesma pode ser
verificada durante a fase exponencial da reagéo (KUBISTA et al., 2006).

A gPCR tornou-se uma técnica definitiva para quantificar diferencas nos
niveis de expressao génica, vem sendo incluida em em diversas areas da ciéncia
(TAYLOR at al, 2010). Além disso, para apoiar observacdes fenotipicas com os
dados moleculares, a técnica de RT (transcrigdo reversa) gPCR também vem
sendo implementada em ensaios moleculares a partir do RNA, onde ocorre a
sintese de cDNA por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (FLEIGE et al.,
2006). Esta é atualmente a técnica mais sensivel disponivel para deteccéo e
quantificacdo de mRNA (ROBINSON; OSHLACK, 2010). A sintese de cDNA é
muito utilizada para mensuracao de expressado génica, sendo um dos métodos
mais confiaveis. A partir do RNA extraido da amostra de interesse, a RT
(transcricdo reversa), ocorre sob a agdo da enzima transcriptase reversa
(NASCIMENTO et al., 2015).

3.10.4 Ferramentas de analises genémicas na producédo animal

Diversas técnicas de biologia molecular tém sido utilizadas
estragégicamente para identificar mecanismos genéticos associados ao
organismo anima (OZSOLAK et al., 2009). As estratégias sao relacionadas na
indetificacdo de regides cromossdmicas, analise de expressao génica, uso de
genes candidatos e analises do transcriptoma (NAGALAKSHMI et al., 2010).

O mapeamento de QTLs (Quantitative trait loci) permite a identificacao de
regibes cromossOmicas associadas a variancado genética de caracteristicas de
interesse econdbmico, a mesma depende do desenvolvimento de mapas
genéticos saturados por marcadores moleculares polimérficos e de uma
estrutura populacional que apresente segregacdo para a caracteristica de
interesse (WANG et al., 2017).

A mesma possui custo elevado, devido o desenvolvimento de uma
populacdo experimental com pelo menos duas geracdes, que deve ser
fenotipada e genotipada completamente. Também sendo restrita, podendo
indicar a regido que pode conter genes associados a caracteristica de interesse,

porém a regido identificada pode conter diversos genes.
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Outra abordagem é o Genome-Wide Association Studiesé (GWAS), que
permite avaliar a associacéo entre cada marcador genotipado e um fenétipo de
interesse que foi pontuado em um grande namero de individuos (KORTE et al.,
2013). Usado para detectar associacfes entre variantes genéticas e
caracteristicas em amostras de populacdes, podendo ser complementar ao
mapeamento de QTL (COUTINHO; DO ROSARIO; JORGE, 2010;
FERNANDES, 2015).

Existe também o uso de genes candidatos para identificacdo da variacédo
da caracteristica utilizada, permitindo compreender a interacdo entre o
fendtipo/gendtipo, geralmente sdo utilizadas as técnicas de PCR e gPCR para a
analise de expressédo dos genes candidatos (TELLINGHUISEN et al., 2014).

Outra ferramenta utilizada sado os Microarrays de DNA que séo capazes de
analisar o perfil de dezenas de milhares de genes de forma abrangente, porém,
0 mesmo depende do conhecimento do genoma a ser estudado (BOWTELL et
al., 2003; DUGGAN et al., 1999). No entanto, as técnicas de sequenciamento de
nova geracdo (NGS) permitem realizar analises de alto rendimento sem o
conhecimento prévio do genoma da espécie a ser estudada, o que torna-se

vantajoso para analise de uma amostra (VAN DIJK et al., 2014).

3.11 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO (NGS)

Ao longo do tempo as técnicas de sequenciamento de nova geracao, do
inglés, Next generation sequencing (NGS), tornaram-se mais baratas,
avancadas e modernas, permitindo um avanco importante para a elucidacao de
problemas biologicos pela possibilidade de ser feito em grande escala
(NAGALAKSHMI; WAERN; SNYDER, 2010). Plataformas NGS executam
sequenciamento paralelo em massa, durante o qual milhdes de fragmentos de
DNA a partir de uma unica amostra sdo sequenciados em paralelo (GRADA,
WEINBRECHT, 2013). Houve um avanco em termos de velocidade,
comprimento dos reads, junto com uma forte redugcéo no custo por base. Todas
as melhorias juntas possibilitaram novas aplicacdes provenientes do NGS (VAN
DIJK; JASZCZYSZYN; THERMES, 2014).

O sequenciamento de nova geracdo é uma abordagem que pode ser

utilizada para realizar a andlise de transcricdo de genes a partir do mRNA. O
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objetivo baseia-se no estudo do conjunto de moléculas de RNA (MRNA, rRNA,
tRNA e RNA né&o-codificante) em uma Unica célula, organismo ou tecido,
refletindo os genes que estdo expressos em qualquer molécula da célula,
também referida como perfil de expressédo (PARK et al., 2017; ROBINSON;
OSHLACK, 2010).

3.11.1 Sequenciamento de RNA (RNA-Seq)

O sequenciamento de RNA tem sido reconhecido como um método
eficiente para a descoberta de genes codificantes e nao codificantes (HAAS;
ZODY, 2010). Esse método permite que ocorra a analise de alto rendimento dos
perfis do transcriptoma, sendo essencial para compreender a base molecular
dos fendtipos. O principio baseia-se em identificar e quantificar moléculas de
RNA para obter respostas bioldgicas mais precisas a partir de dados gerados no
sequenciamento (MARGUERAT; BAHLER, 2010).

E possivel descobrir os transcritos correspondentes ao conjunto de RNAs
mensageiros que uma ceélula estd expressando, seja em um determinado
momento, ou sob diferentes condi¢bes (HILLIER et al., 2004). A técnica permite
analisar quais genes sao diferencialmente expressos, diante de condi¢des
diferentes que resultam a certos estimulos, como estresse, infeccdo ou em tipos
celulares especificos, como também em estudos de diferenciacdo celular
(PARKHOMCHUK et al., 2009).

A técnica de RNA-Seq independe do conhecimento prévio do genoma de
referéncia do organismo de interesse. Além disso, a metodologia nos permite
entender a localizacdo precisa dos limites de transcricdo, mostra a variacado da
sequéncia dentro da precisdo de uma base e detecta varios niveis de expressao.
A técnica ainda independe de altas concentrac6es de RNA para a realizacdo do
sequenciamento (LAW et al., 2020).

Um grande numero de leituras pode ser facilmente obtido, sendo sensivel
o suficiente para detectar a transcricdo de gene, mesmo com baixos niveis de
expressao, permitindo que muitos fenbmenos possam ser investigados, como a
ocorréncia de SNPs, quando ha variacdo na sequéncia de DNA, sendo afetada
uma base nitrogenada (VAN DIJK; JASZCZYSZYN; THERMES, 2014). Os

transcritos fragmentados (short reads) sdo sequenciados e ndo hibridizados
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contra um chip, devendo ser montados ou alinhados com um genoma de
referéncia. Existem diferentes tecnologias de sequenciamento disponiveis e, de
forma geral, compartilham das mesmas etapas de pré-processamento e analise
de dados de RNA-Seq (MARGUERAT; BAHLER, 2010).

Existem trés diferentes plataformas utilizadas para o sequenciamento de
RNA, sendo: O sistema de pirosequenciamento FLX da 454 Life Sciences
(Roche), o lllumina Genome Analyzer (Solexa) e o sistema AB SOLID (Life
Technologies) (MARGUERAT; BAHLER, 2010). Nas trés diferentes plataformas
os fragmentos sdo sequenciados em paralelo, e produzem em grande escala
sequéncias com leituras relativamente curtas. Uma das plataformas mais
utilizadas é baseada na metodologia de sequenciamento Illlumina (ZALAPA et al,
2012).

3.12 METODOLOGIA DE SEQUENCIAMENTO ILLUMINA

A metodologia do sequenciamento Illumina ocorre por sintese usando
DNA polimerase, nucleotideos, terminadores marcados. A plataforma consiste
na clonagem in vitro dos fragmentos em superficie sélida (lamina de vidro),
processo também conhecido como PCR em ponte. O nucleotideo é modificado
com terminador reversivel e com fluorocromo clivavel (ANDERS; HUBER, 2010).
Fragmentos de DNA da amostra sdo ligados em ambas as extremidades,
permitindo sua fixacdo na lamina (slide) de sequenciamento por hibridizacdo a
um dos oligonucleotideos fixados no suporte. Apés o passo de amplificacédo pela
PCR em ponte, uma superficie de sequenciamento (flow cell) possui mais de 300
milhdes de aglomerados (clusters), onde cada aglomerado € composto por cerca
de 1000 copias clonais de uma unica molécula (YUAN et al., 2006).

As moléculas de DNA clonadas nos clusters sdo sequenciadas de forma
paralela utilizando uma abordagem de sintese de DNA que emprega
nucleotideos especiais contendo terminador reversivel e radical fluorescente
com porgdo removivel. A incorporagdo desses nucleotideos impede que novas
bases sejam incorporadas até que o terminador seja removido (FIETTO;
MACIEL, 2015). A DNA polimerase utilizada também foi modificada para permitir
a incorporacgéao destes nucleotideos modificados. Os nucleotideos sdo marcados

com fluorescéncia, sendo quatro cores diferentes para distinguir entre as
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diferentes bases. A posicéo e a sequéncia molde de cada cluster sédo deduzidas
pela leitura da cor identificada em imagens de alta resolucdo obtidas a cada
passo de adi¢do dos nucleotideos (ANDERS; HUBER, 2010).

Para que o sequenciamento conforme descrito acima seja realizado, €
necessario o preparo de bibliotecas de sequenciamento que é o preparo das
amostras para serem sequenciadas. O objetivo da construgdo de bibliotecas
inclui a fragmentacdo de RNA, pois ao contrario de pequenos RNAs, como
microRNAs (miRNAs), RNAs de interacdo com Piwi (piRNAS), pequenos RNAs
de interferéncia (SiRNAS) e muitos outros, onde esses por possuirem tamanho
menor, podem ser sequenciados diretamente apods a ligacdo do adaptador,
moléculas de RNA maiores devem ser fragmentas em 200-500pb, para que haja
compatibilidade com as tecnologias de sequenciamento (VAN DIJK;
JASZCZYSZYN; THERMES, 2014). A fragmentacao pode ocorrer por hidrolise
ou nebulizagdo com o RNA. E com cDNA por tratamento com DNase | ou
sonicagcdo. Cada um desses métodos cria um viés diferente no resultado. Por
exemplo, a fragmentacdo de RNA tem pouco viés sobre o corpo do transcrito,
mas esta esgotada para as extremidades da transcricdo em comparagao com
outros métodos. Por outro lado, a fragmentacdo de cDNA é geralmente
fortemente enviesada para a identificacdo de sequéncias das extremidades 3'
dos transcritos fornecendo informacfes valiosas sobre a identidade precisa
dessas extremidades (ARYA et al., 2005).

ApOs o sequenciamento, as sequéncias sdo recebidas e entéo inicia-se
uma série de protocolos para andlise das sequéncias, como controle de
qualidade e limpeza de dados, mapeamento, normalizacdo, analise de

expressao diferencial e anotacéo dos genes. Estas etapas sdo descritas abaixo:

3.12.1 Controle de qualidade

Sequenciadores de alto rendimento possuem a capacidade de gerar
milhdes de sequéncias em uma mesma corrida, com a geragéo de muitos dados.
E é necessério que esses dados passem pelo controle de qualidade (QC) para
evitar que ocorram erros em analises posteriores (MARGUERAT; BAHLER,
2010). Os sequenciadores geram relatérios de qualidade, porém, estes sdo
focados na identificacdo de problemas que foram decorrentes do proprio
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sequenciador (MARGUERAT; BAHLER, 2010).

O QC de dados consiste na retirada de regides ndo especificas do
organismo sequenciado, sdo retiradas as reads duplicadas em casos
especificos, adaptadores de sequéncias super-representadas, variando de
acordo com a analise e sequéncias e bases com baixa qualidade (PARK et al.,
2017). Alguns softwares séo utilizados para esta etapa, como o Trimmomatic
que realiza o corte das extremidades de reads com valores de Phred menor que
20, ou reads que contenham mais de uma base ambigua, que séo representadas
no conjunto de dados pela letra “N”, também realiza o corte de reads com baixa
qualidade, e das reads menores que 50 pares de bases (BOLGER; LOHSE;
USADEL, 2014). A cobertura do sequenciamento influéncia nas etapas que
serdo empregadas, uma vez que um tratamento estringente em um conjunto de
dados com baixa cobertura pode resultar no reduzido nimero de reads,
inviabilizando determinadas analises (GRADA; WEINBRECHT, 2013).0 FastQC
€ uma ferramenta que proporciona a visualizagdo de um relatério de controle de
qualidade que pode detectar problemas que se originam ou no sequenciador ou
na biblioteca. A ferramenta foi desenvolvida por grupo de bioinformatica do
Instituto Babraham e oferece alguns parametros de controle de qualidade, como:
contagem das sequéncias, pontuacdes de qualidade por sequéncia, contagem
de genes, pontuacdes de alinhamento, niveis de duplicacdo de sequéncia
(BROWN; PIRRUNG; MCCUE, 2017). FastQC pode ser utilizado com dados
brutos apenas sequenciados (Fastq), fornecendo uma visdo de quao bom esta
0 sequenciamento ou com dados alinhados (BAM), para verificar a qualidade dos
dados (OZSOLAK et al., 2009).

Com o controle de qualidade objetiva-se realizar uma avaliacédo das reads,
apoOs procede-se com a correcdo, remocdo de reads que ndo respeitam 0s
valores minimos de qualidade (PABINGER et al., 2014). Os erros mais comuns
sado a baixa qualidade das reads e a contaminacéo pelos adaptadores (DAI et
al., 2010). Alguns parametros que devem ser levados em consideracdo sédo o
tamanho de sequéncias, a qualidade de cada base das reads, que sédo dadas
pelos valores de phred, numero de sequéncias repetidas (NAGALAKSHMI;
WAERN; SNYDER, 2010).
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3.12.2 Mapeamento de reads

O mapeamento de reads é uma das etapas mais importantes na analise
de dados de RNA-Seq, em que ocorre 0 mapeamento de trechos genémicos
sequenciados a partir dos fragmentos de interesse. Portanto, nessa etapa, é
necessario transformar milhdes de leituras em quantificacdo de expressao
(NAGALAKSHMI; WAERN; SNYDER, 2010). O mapeamento ajuda a encontrar
o local onde cada read melhor se alinha com a referéncia. Devido a presenca de
DNA repetitivo ha a possibilidade das reads se alinharem em mais de um local
na referéncia, influenciando a analise de expressdo diferencial (TAN; YIAP,
2009). Por isso, esta etapa é importante para garantir que apenas sequéncias
alinhadas em um Uunico local sejam identificadas e utilizadas em analises
posteriores. Geralmente este mapeamento é efetuado utilizando os parametros
default dos programas que se destinam a este proposito. O conhecimento
aprofundado do organismo que se esta trabalhando é essencial para avaliar a
necessidade de alteracdo dos parametros default destes programas, sendo o0s
mais importantes os parametros de cobertura (percentual da referéncia que foi
“‘coberta” pela read) e a identidade (percentual de bases idénticas no
alinhamento da referéncia com a read) (ROBINSON; OSHLACK, 2010).

3.12.3 Normalizacéao

A normalizacao de dados de RNA-Seq é um passo critico para a obtencéo
de analise mais precisa na expressao génica diferencial. Dados provenientes do
sequenciamento apresentam diferencas nos numeros de leituras, devido a
variacdo das condi¢cdes comparadas, que estao relacionados aos protocolos de
preparacao de biblioteca. Os problemas referem-se a diferencas do tamanho da
biblioteca entre as amostras (cobertura do sequenciamento), e dentro das
amostras, como por exemplo, o efeito do comprimento do gene transcrito e o
conteido GC (MARGUERAT; BAHLER, 2010).

Maiores coberturas resultam em maiores quantidades para o total da
amostra, o que influencia no nimero de reads mapeadas. O comprimento do
transcrito pode causar alteracbes no ranking de genes diferencialmente
expressos, resultando em erros nas analises posteriores (ROBINSON;

OSHLACK, 2010). Geralmente, quanto maior o tamanho do genoma de
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referéncia, maior o nimero de reads mapeadas. Estudos propdem diferentes
programas que podem ser utilizados para realizar a normalizagdo dos dados
podem ser encontrados em diferentes pacotes estatisticos disponiveis para
andlise (ROBINSON; OSHLACK, 2010).

Para normalizacdo das contagens de leituras das amostras, foi utilizado a
fungdo voom no limma que converte em logz contagens por milhdo (logCPM)
com pesos de precisdo associados. Também podem ser citados outros
programas como, DESeq, DEGSeq, edgeR e baySeq implementados no R. Além
dos processos de normalizacao implementados no R, a normalizacdo através do
valor de RPKM (Reads Per Kilobase of exon model per Million mapped sequence

reads) € comumente utilizada nas analises de RNA-Seq (LAW et al., 2020).

3.12.4 Andlise da expressao génica diferencial

Na analise de expressao diferencial dos dados provenientes do RNA-Seq,
sdo usados modelos lineares para a determinacdo do tamanho e as mudancas
de direcdo na expressdo génica. Existem muitos pacotes de softwares
estabelecidos para esta finalidade, juntamente com pipelines de analise
descritos (SMYTH, 2004). Busca-se modelos apropriados para cada tipo de
trabalho, podendo ser compreendido as relacées da expressao génica, através
das respostas da andlise estatistica (LAW et al., 2020). Dados genémicos sao
analisados por meio do software R, através dos pacotes contidos no software
(NAGALAKSHMI; WAERN; SNYDER, 2010).

3.12.5 Anotacgéo funcional dos genes diferencialmente expressos

Nesta etapa € possivel concluir os aspectos fenotipicos do organismo
estudado, com a anotagédo funcional dos genes diferencialmente expressos,
podendo compreender 0os mecanismos envolvidos diante da condi¢cao em que o
organismo/animal estava presente (MUELLER; SCHROEDER, 2004). Esta
etapa em geral é realizada por meio de softwares (David, Revigo, Panther e
Gene ontology), com a transferéncia dos dados obtidos, comparado ao genoma
da espécie estudada (OZSOLAK et al., 2009). Os dados de FDR (false discovery

rate) e Log2 fold change dos genes diferencialmente expressos séo contrastados
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com 0s genomas existentes, resultando entdo nos processos bioldgicos, quais
0s genes diferencialmente expressos foram enriquecidos. Com isso torna-se
possivel por meio da analise de trasncristos compreender o perfil de expressao
da amostra biolégica estudada.

Portanto, a utilizacdo do sequenciamento de RNA possibilitou realizar
analises de alto rendimento com o custo menor, além de avaliar o transcriptoma
de forma eficiente podendo ser utilizado sozinho ou associado a outros métodos
gendmicos (CONISA et al, 2016). Os grandes avanc¢os na area genémica e as
técnicas moleculares nos permitem compreender de forma mais eficaz o nivel
dos transcritos em um determinado organismo, podendo compreender o fenotipo
e a relacdo com o genotipo animal.

Portanto, apesar de existirem trabalhos investigando o efeito de Ca e P.
em poedeiras com idade avancada ainda existe a necessidade de explorar o
complexo sistema que coordena a absor¢cdo e regulacdo de Calcio e Fésforo.
Portanto, buscamos identificar por meio da analise de expressdo génica
utilizando a técnica de RNA-Seq e qPCR com genes candidatos, novos genes
com funcdes relacionadas com a regulacdo de Ca e P, para compreender os
mecanismos de regulacdo que ocorrem em poedeiras com idade avancada
diante diferentes niveis de Ca e P.

Sendo assim, utilizamos amostras do duodeno e rim de galinhas Bovans
White, com 73 semanas de idade, que receberam diferentes niveis de Ca e P na
dieta, além disso, buscamos compreender a relacdo da expressédo diferencial
com os diferentes niveis de desempenho apresentados, diantes dos diferentes
niveis de Ca e P fornecidos na dieta. Para isso, utilizamos as amostras do
duodeno para realizar o sequenciamento pelo método Illlumina, com a técnica de
RNA-Seq. E avaliamos a expressdo génica das amostras de rim, utilizando
genes candidatos envolvidos nos mecanismos de Calcio e Fdésforo, com a

técnica de qPCR.
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4. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a expressao génica de galinhas submetidas a dietas com diferentes
niveis de calcio e fésforo e compreender os mecanismos de homeostasia destes
minerais.

Objetivos especificos

a) Analisar o perfil de expressao génica dos grupos de poedeiras da linhagem

Bovans White com diferentes desempenhos.

b) Avaliar o perfil da expressédo génica de duodeno de galinhas submetidas a

diferentes dietas de Ca e P por meio de analise de RNA-Seq.

c) Avaliar o perfil da expressdo de genes candidatos ja descritos como
reguladores de célcio e fésforo no organismo utilizando gPCR.
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Abstract

Calcium (Ca) and phosphorus (P) are essential minerals required to animals’
health, especially in laying hens since they are essential components for bone
structuring and eggshell formation. The main mechanisms of mineral regulation
in laying hens are glomerular filtration, tubular reabsorption and tubular
secretion in the kidneys. Diets with inadequate levels of Ca and P can interfere
with their absorption and digestibility, resulting in eggshell quality losses and
reduced productive life, affecting egg production and welfare. Therefore, this
study evaluated the expression profile of eight candidate genes in kidney
through qPCR analysis and bone integrity traits of laying hens that received
different levels of Ca and P in the diet for 50 weeks: a high performance group
(HP) containing 4.71% Ca and 0.21% P (22.43 Ca/P ratio), a low performance
(LP) with 3.29% Ca and 0.49% P (6.71 Ca/P ratio) and a standard group (STD)
with 4% Ca and 0.35% P (11.43 Ca/P ratio). There was no difference in body
weight among the three evaluated groups. The humerus and tibia weights were
lighter in the HP than in the STD group (p<0.05). The same pattern in humerus
was observed when HP was compared to the LP group (p<0.05). CYP24A1
was upregulated in the STD compared to the LP group, while TRPC3 was
upregulated in the HP compared to the STD group (p < 0.05). The expression
profile found in CYP24A1 and TRPC3 genes could be involved in calcium and
phosphate transcellular transport in 73-week-old laying hens and a tentative to
keep the mineral absorption in adequate levels to meet the metabolic

requirements.

Keywords: mineral, egg quality, gPCR, chickens
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Introduction

In laying hens, after the peak of production (from 23 and 32" weeks), the egg
production and shell quality tend to decrease with age (1,2). Different factors
are associated with this process, and the reduction in body mineral absorption
is considered one of the most important, especially when inadequate levels of
minerals are provided in the diet (3,4). In the young phase, the mineral retention
rate is about 60% and with aging the absorption could be reduced up to 40%
(5). The calcium (Ca) and phosphorus (P) are considered essential minerals for
the bone structure and eggshell formation, and the reduced absorption of Ca
and P with aging directly affects these traits (6).

The main mechanisms of mineral regulation in laying hens are
glomerular filtration, tubular reabsorption and tubular secretion, which occur in
the kidneys (7). These organs are fundamental for homeostasis, adjusting the
Ca and P amounts retained, and modulating the absorption and reabsorption in
the nephrons (8,9). Furthermore, the kidneys have a key role in the production
of the vitamin D bioactive form (10).

The intestine and bones simultaneously participate in the mineral
regulatory process through hormonal regulators, such as parathyroid hormone
(PTH), estrogen, calcitonin, vitamin D, FGF23 (Fibroblast growth factor 23), and
membrane receptors (11,12)(11). Furthermore, the involvement of cytokines
and inflammatory mediators with mineral homeostasis have also been
described (12).

In the last years, there is an increase in studies trying to understand the
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impact of different diets in gene expression profile and their associated
metabolic pathways (13—-15). Moreover, several studies have been carried out
evaluating different mineral levels and their influence on bone composition and
production traits in broilers and in young laying hens using gene expression
analysis (16,17). However, the mechanisms of absorption, reabsorption and
mineral homeostasis of laying hens with advancing age are not well known.
Therefore, in this study, bone traits and the expression of eight candidate genes
in the kidney were evaluated in 73-week-old laying hens submitted to different
levels of Ca and P in the diet to understand their influence in the homeostasis

mechanism.

Material and methods

Animals and sample collection

This study followed the guidelines of the National Council for the Control of
Animal Experiments (CONCEA) and Ethics Committee for Animal Use (CEUA)
from the Embrapa Swine and Poultry National Research Center, with approval
protocol #017/2016. This study was carried out with commercial Bovans White
laying hens up to 73 weeks of age in a randomized block design with a total of
nine treatments with 10 replicates of 7 birds per cage, totaling 630 hens. Diets
with various Ca and P levels (Table 1) were formulated according to Rostagno
et al. (2017) and the calcium granulometry used for feed composition was 50%
fine and 50% coarse. A standard diet (Rostagno et al., 2017) was given to the
hens during the first 20 weeks of age and from 21 to 73 weeks of age they

received the experimental diet (Table 1), totaling 52 weeks of experiment.
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Table 1. Different levels of calcium and phosphorus provided for the

laying hens.
Treatment Ca, % P disp, % Ca/P disp, %
1 4,71 0.49 9.61
2 471 0.21 22.43
3 3.29 0.49 6.71
4 3.29 0.21 15.67
5 4.00 0.35 11.43
6 5.00 0.35 14.29
7 3.00 0.35 8.57
8 4.00 0.55 7.27
9 4.00 0.15 26.67

From a total of nine experimental groups, three were chosen for gene
expression analysis based on a previous performance and quality trait analysis
(Supplementary Table 1): a high performance group (HP) containing 4.71% Ca
and 0.21% P (22.43 Ca/P ratio), a low performance (LP) with 3.29% Ca and
0.49% P (6.71 Ca/P ratio) and a standard group (STD) with 4% Ca and 0.35%
P (11.43 Ca/P ratio). The STD diet consisted of approximated levels of Ca and
P commonly provided for laying hens. At 73 weeks of age, 30 chickens
(10/group) were sampled and transferred to the necropsy facility at the
Embrapa Swine and Poultry National Research Center where they were
sacrificed by cervical dislocation for kidneys, humerus and tibia sample
collection. Kidney samples were immediately stored in liquid nitrogen and
subsequently kept at -70°C for gene expression analysis, and for histological
analysis, they were stored in 4% paraformaldehyde. Bones were cleaned and

stored at -20°C for physical-chemical analysis.

Kidneys histological analysis
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Samples were dehydrated in crescent ethanol concentration, diaphanized with
xylol and then embedded in paraffin. Sections of the tissues were performed in
an automatic microtome with 2 to 5 pym thickness and stained with hematoxylin
and eosin protocol. Slides were visualized by light microscopy in an Olympus
BX53 (Olympus, Japan) microscope with a 10x eyepiece and 5x to 50x
objectives for routine histopathological analysis. Images corresponding to the
samples of the three studied groups were captured by microscope camera

(AXIO Scope Al) in the 20x and 50x objectives.

Physical-chemical analysis of tibia and humerus

The tibia and humerus were weighed in a precision scale and the length was
measured with a paguimeter and they were stored at -20°C. Bones were
unfrozen and kept at 4 °C for 24 hours, when they were dissected for femur
integrity-related traits evaluation: breaking strength (BS, kgf) and flexibility
(FLEX, kgf/mm). The bone resistance analyses were performed in the
texturometer TA—XTPIlus Texture Analyzer Texture Technologies Corporation,
using the 3-Point Bending Rig (HDP/M3PB) with 5 kg load cell Heavy Duty
Platform (HDP/90), according to Cruz et al. (2015). Bones were positioned with
their epiphyses resting on two supports spaced 40 mm. The BS is the maximum
stress that the bone can withstand while being stretched before breaking and
the FLEX is the ratio between BS and the bone elastic linear displacement. The
Seedor Index (SI) was calculated by the ratio between tibia weight and length
(19). To verify the differences among groups, an ANOVA was performed and
the Tukey test was used for group comparison considering significant if p<0.05

using the R software (20).


http://en.wikipedia.org/wiki/Stress_%28mechanics%29
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RNA extraction, quantification, and complementary

DNA (cDNA) synthesis

A total of 100 mg of kidney samples was macerated in liquid nitrogen and the
total RNA extraction was performed using Trizol reagent (Life Technologies,
USA), according to the manufacturer's instructions, followed by purification on a
silica column with Qiagen RNEasy kit (Qiagen, Hilden, NRW, Germany). RNA
concentration was measured with the Biodrop device (Biodrop, UK) using 1 pL
of each sample and A260/A280 ratio was used to assess RNA purity, which
was considered adequate in the range of 1.9 to 2.1.

The cDNA synthesis was performed with the GoScript Reverse
Transcriptase kit (Promega, WI, USA) using 3 ug of total RNA, following the
manufacturer's recommendations for poly-A selection. The cDNA was diluted in

1:10 and stored at -20 C for subsequent gPCR analyses.

Reference gene selection

A set of 10 candidate reference genes was evaluated according to their stability
to be used as normalizer in the gene expression analysis in the kidney tissue:
GAPDH (Glyceraldehyde 3 Phosphate Dehydrogenase), HMBS
(Hydroxymethylbilane Synthase), HPRT1 (Hypoxanthine
Phosphoribosyltransferase 1), MRPS27 (Mitocondrial Ribosomal Protein S27),
MRPS30 (Mitochondrial Ribosomal Protein S30), RPL30 (Ribossomal Protein
L30), RPL4 (Ribosomal Protein L4), RPL5 (Ribosomal Protein L5), RPLP1

(Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P1) and TOP2B (DNA Topoisomerase
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II) (Table 2). The gPCR reactions were performed using the following protocol:
1X GoTaq qPCR Master Mix (Promega, WI, USA), 0.133 uM forward primer,
0.133 uM reverse primer, cDNA in 1:10 dilution and ultra-pure water (Promega,
WI, USA) up to 15 L of final volume. All reactions were performed in duplicate,
using negative controls to detect possible contamination, in the QuantStudio 6
Real-Time PCR equipment (Life Technologies, CA, USA). Cycling conditions
were 95° for 2 min, 40 cycles of 15 seconds at 95°C and 30 seconds 60 ° C and
a melting curve analysis step was added following the manufacturer protocol.
The cycle threshold (Ct), standard deviation (SD) and coefficient of variation
(CV) were obtained for each sample. Ct means were used to assess the gene
stability performed with the automated pipeline endoGenes
(https://hanielcedraz.shinyapps.io/endoGenes/). This pipeline uses the three most
known programs to evaluate gene stability: geNorm (21), NormFinder (22) and
BestKeeper (23), generating a final ranking in RankAgreeg package (24) with
the most stable genes. The RPL5 and RPL30 were selected as the most stable

genes found for kidney tissues (Supplementary Table 2).

Table 2. Primers for the reference candidate genes evaluated in kidneys of

laying hens.
Gene Gene ID Primers (5'-3")

RPL30? ENSGALGO00000029897 F: 5'- ATGATTCGGCAAGGCAAAGC-3'
(ribosomal protein L30) R: 5- GTCAGAGTCACCTGGGTCAA-3'
RPL41 ENSGALGO00000174444  F:5-TGTTTGCCCCAACCAAGACT-3'
(ribosomal protein L4) R: 5- CTCCTCAATGCGGTGACCTT-3
HBMS? ENSGALG00000042939 F:5'- ACTAGTTCACTTCGGCGAGC-3'
(Hydroxymethylbilane synthase) R: 5'- CTCAGGAGCTGACCTATGCG-3'
GAPDH? ENSGALGO00000014442 F: 5-TGGGAAGCTTACTGGAATGG-3'
(Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase) R:ATCAGCAGCAGCCTTCACTAC-3'
MRPS304 ENSGALG00000014874  F: 5'-CCTGAATCCCGAGGTTAACTATT-3'

(Mitochondrial ribosomal protein S30) R: GAGGTGCGGCTTATCATCTATC-3'
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MRPS274 ENSGALGO00000015002 F:5'- GCTCCCAGCTCTATGGTTATG-3'
(mitochondrial ribosomal protein S27) R: 5'-ATCACCTGCAAGGCTCTATTT-3'
HPRT13 ENSGALGO000000006098 F: 5-TGGGGATGACCTCTCAACCT-3'
(hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) R: 5'-TCCAACAAAGTCTGGCCGAT-3'
RPLP13 ENSGALGO00000030878 F: 5-CCCTCATTCTCCACGACGACZ-3'
(ribosomal protein lateral stalk subunit P1) R: 5'-CCAGAGCCTTAGCAAAGAGAC-3'
RPL5* ENSGALGO00000005922  F: 5-AATATAACGCCTGATGGGATGG-3'
(ribosomal protein L5) R: 5-CTTGACTTCTCTCTTGGGTTTCT-3'
TOP2B5 NM_205082.1 F: 55’AAGGCCAAGAAGATGGAAACTGS
(DNA Topoisomerase |l Beta) RS TCTTGGATTTCTTGCATGGTGT3'

1Petry et al. (2018) (25), 2 Paludo et al. (2016)(26), ® Marciano et al. (2020)(27), “Nascimento et

al. (2015), 0Okino et al. (2015)(28)

Primer design of target genes and gene expression

analysis

Eight candidate genes were chosen according to previous studies reporting
their functions associated with calcium and phosphorus homeostasis (29-33)
for gPCR analysis. Primers for CYP24A1 (cytochrome P450 family 24 subfamily
A member 1), FGF3R (member of the basic fibroblast growth factor), PTH
(parathyroid hormone), TRPV6 (transient receptor potential cation channel
subfamily V member 6), CALB1 (calbindin 1), CALM2 (calmodulin 2), FGF1
(fibroblast growth factor 1) and TRPC3 (transient receptor potential cation
channel subfamily C member 3) were designed (Table 3). For the design of the
primers, searches were carried out through the NCBI
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene), and the searches for the complete genome
were carried out in Ensembl (ensembl.org/index.html). To compare the
sequences found, we used the PRIMER BLAST program
(https:/lwww.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/index.cgi). For the gPCR

reactions, 1X of Master MIX SYBR Green 2X, 0.133 uM of Forward primer,
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0.133 uM of Reverse 2uM primer, cDNA in 1:10 dilution and ultra-pure water
(Nuclease Free Water, Quiagen) were used. gPCR reactions were performed in
duplicate in 15 pL of final volume. Subsequently, g°PCRs reactions were
submitted to the QuantStudio 6 Real-Time PCR equipment (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). The reaction conditions to assess the
specificities of the amplification were: 95°C for 2 min, 40 cycles for 15 seconds
at 95°C and 30 seconds at 60°C. The expression level of target genes was
determined using cycle threshold (Ct) values and changes in gene expression
were calculated with the 2-2¢t method (34), using the geometric mean of the
endogenous genes RPL5 and RPL30. Statistical analyses were performed
using Kruskal-Wallis, followed by the pos-hoc Dunns test in the R environment.
Genes were considered differentially expressed (DE) among the studied groups

if the p-value was < 0.05.

Table 3. Primers for the target genes evaluated in kidneys of laying hens.

Gene Primers Sequence (5'-3') Ensembl ID
CYP24A1 F: 5-GCCCTGTGCTGGATCATTCG-3' ENSGAL00000
042279

(Cytochrome P450 family 24 R: 5-GCCGTCATTAGTCAAGCTGC-3'
subfamily A member 1)

FGFR3 F: 5-CCACTCAAGAGACAGGTAACAGTG-3' ENSGAL00000
015708
(Member of the basic R: 5-CCCAGGGTCAGGCGAGAA-3'
fibroblast growth factor)
PTH F: 5'-CCATCTGCTGACATACCCCAA-3' ENSGAL00000
061928.2
(Parathyroid hormone) R: 5'-TCACTCACCGATCTCTTCATCATTG-3'
TRPV6 F: 5-TGGAGAGCCCAGATTGTTGC-3' ENSGALO00000
014746

(transient receptor potential R: 5'- ATACCATCGGTCCCCTAGCC-3'
cation channel subfamily V
member 6)
FGF1! F:5- CTGTATGGCTCGCAGCTACC-3’ ENSGALGO0000
R:5- CTGTTCCCGTTTTTCTTCAGCC -3 0007343

(Fibroblast growth factor 1)
TRPC3 F: 5- CGTGTAGCAGGCTTGGAAGA-3 ENSGALGO0000
0011875




(Transient receptor potential R: 8- TTTTCCTAGGCCTGCTGGTG-3’

cation channel subfamily C
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member 3)
CALB12 F: 5-GGCAGGCTTGGACTTAACAC-3’ ENSGALGO0000
R: 5-GCTGCTGGCACCTAAAGAAC-3 0015914
(Calbindin 1)
CALM2? F: 5-CCACCATGGCTGATCAACTG-3’ ENSGALGO0000
(Calmodumin 2) R: 5-GCCATTGCCATCAGCGTCTA-3’ 0010023

IMarchesi et al. (2021)(35), 2 Paludo et al. (2017)(26)

Results

Kidney histopathological analysis

No alterations in the kidney microscopic evaluation were observed in the HP

group (Fig 1A and 1B). In the other two groups, the presence of lymphocytic

inflammatory infiltration was observed in 20% of the samples from STD group

(Fig 1C and 1D) and 40% of the samples from LP group, respectively (FiglE

and 1F).
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Figure 3. Histopathological slide stained with hematoxylin and eosin (HE).

a and b) Nephrons and glomeruli visualization. Normal histology, with no
histopathological changes. ¢) Mild lymphocytic interstitial infiltration (A). d) (A)
Collecting tubule lumen. (B) Presence of lymphocytic infiltrate in the collecting
tubule mucosa. e) (A) Lymphocytic infiltration in the collecting tubule mucosa
(B) Collecting tubule lumen (C) Collecting tubule epithelial cells. f) (A) Mild

interstitial lymphocytic infiltration in the renal cortex
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Physical-chemical analysis of tibia and humerus

There was no difference in the body weight at 73 weeks of age among the three
groups (p >0.05, Table 4). Considering the morphometric analyses, the humerus
and tibia weights were lighter in the HP than in the STD group (p<0.05, Table
4). The same pattern was observed in humerus when the HP was compared to
the LP group (p<0.05, Table 4). For the other analyzed traits, no differences

were observed among groups (Table 4).

Table 4. Means and standard errors of phenotypic traits evaluated in tibia

and humerus bones from laying hens.

Traits Groups
HP LP STD
Body weight (g) 1856.9 £ 72,40 1702.4 £ 1827.8 £ 55.58
Tibia weight (g) 8.01 +0.142 8.26 £ 0.07% 8.66 £ 0.19°
Tibia length (mm) 116.88 £ 1.17 116.76 £ 0.36 117.34+£0.84
Tibia BS (kgf) 14.58 £ 0.91 16. 08 £ 0.46 17.67 £1.15
Tibia FLEX (kgf/mm) 13.39+£1.25 11.80 £ 0.99 13.33+0.81
Seedor index (mg/mm) 0.073 £0.003 0.071 £ 0.001 0.075 £ 0.002
Humerus weight (g) 2.87 £ 0.072 3.38+£0.13° 3.26 £ 0.05°
Humerus length (mm) 74.12 + 0.49 74.06 + 0.28 75.47 + 0.58

HP: high performance; LP: low performance; STD: standard diet
BS: Breaking strenght; FLEX: flexibility

Gene expression analysis

All the evaluated genes were expressed in the kidney tissue, and the Cts varied
from 15.65 to 37.39. From the eight target genes analyzed, two of them were
DE between groups. The CYP24A1 was upregulated about 3-fold (p adj. < 0.05)
in the STD compared to the LP group (Figure 2) and the TRPC3 was about 4

times more expressed in the HP than in the STD group (p adj. < 0.05).
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Discussion

Ca and P are key minerals that affect the performance and the egg quality of
laying hens (36), and their utilization is reduced with advancing age (37).
Therefore, eight candidate genes that encode Ca and P transporters and their
regulators were evaluated to understand and explore their effects in kidney
gene expression of laying hens at their late phase of production, which received
different levels of Ca and P in the diet. This tissue was used since it is
considered the main functional organ in the reabsorption of minerals (38).
Additionally, for gene expression analysis, some bone traits were also
evaluated in tibia and humerus. Their humerus weight were slightly lighter for
the HP group than for the other groups in (Table 3). Ca and P levels in the diet
are essential to bone mineralization (39—41) and health (42). Although there
was a variation in the bone weights, there was no variation in BS, FLEX and SI.
These results indicate that the bone quality traits evaluated in our study were
not affected by the different Ca/P ratio provided in the diet among groups.
Similar results were found by Adhikari et al. (2020) (43), who evaluated different
Ca and P diets and vitamin D supplementation in 57-week-old laying hens and
did not observe their influence in tibia and femur phenotypic traits. In a study
with 42-day-old broilers receiving different formulations of Ca and non-phytate P
in the diet, the results of tibia bone strength were similar between the different
groups (44).

In our study, two genes (TRPC3 and CYP24A1) were DE in the kidney of
laying hens according to the Ca/P ratio in the diet. The TRPC3 gene encodes a
protein that acts mainly in the formation of non-selective calcium channel and

other ions and are activated in response to calcium and influx signaling (45).
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The TRPC3 can be activated by the renin-angiotensin system and the amount
of fluid within blood vessels to control blood pressure (46). In humans, TRPC3
was upregulated in kidneys of patients with hypertension (47). Studies carried
out in rat fibroblasts found that changes in calcium dynamics coincide with the
TRPC3 expression of calcium channel activity, which is essential to calcium
homeostasis (48-50). Furthermore, some members of the TRPC family in
calcium channels of cell membrane are activated by the calcium store depletion
mechanism (49,50).

The TRPC3 gene was upregulated in the HP when compared to STD
group. Studies have found that the existence of a coupled luminal membrane in
the kidneys proximal tubules (Tb) is dependent of the TRPC3 expression.
These tubules are located in the Henle loop, which are considered sites of high
calcium absorption (51). Furthermore, in a comparative study, TRPC3-depleted
in mice showed deficiency in Tb calcium entry and transport (52). The signaling
in the Tb region indicates that TRPC3 protein is involved in transcellular
transport of calcium through Tb (53). In this way, the upregulation of TRPC3 in
the HP group may indicate the existing transcellular activity in the epithelial
calcium transport in laying hens at their late phase of production. This could be
occurring because the HP group received the highest level of Ca in the diet, and
consequently, activating the active transport of Ca.

The CYP24A1 gene encodes a member of cytochrome family having a
role in the Ca and Vitamin D homeostasis by promoting vitamin D catabolism
and reducing the circulating 25-hydroxyvitamin D3 and 1a,25-(OH)2 D3 (54). In
our study, CYP24A1 was approximately 2.5 times more expressed in the STD

group than in the LP group. In humans, mutations in this gene have been
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associated to hypercalcemia, hypercalciuria, hypophosphatemia (55) and with
idiopathic infantile hypercalcemia (56). In laying hens, some studies evaluated
the CYP24A1 gene to verify its role in osteogenesis (57) and in the regulation of
serum vitamin D (32,58). Gloux et al. (32) observed that kidney CYP24A1
upregulation occurred earlier in old than in young hens at 18-19 hours post
ovulation, attributing this result with the need to stimulate Ca retention and bone
resorption. In our study, the groups with high Ca levels (STD and HP) did not
differ in the CYP24A1 expression, having similar results in eggshell percentage
as well (Supplementary Table 1). Therefore, high levels of Ca in the diet could
help to control Ca in the cells through compensatory mechanisms and active
transport.

For the other genes evaluated, PTH, CALB1, FGF3R, FGF1 and CALM2,
no differential expression was observed among groups. The parathyroid
hormone (PTH) gene is considered a central mediator in hormone regulation
and one of the most studied genes in cell mineral regulation (41,59,60). When
low levels of Ca and P are provided in the diet, PTH is stimulated and trigger
bone activity and mineral absorption in the intestinal lumen (9,61,62). This gene
activates CYP27B1 expression increasing the la-hydroxylase enzyme in the
kidneys (proximal renal tubule), and converting vitamin D, 25-hydroxyvitamin D3
(25(0OH)2D3), into 1,25 (OH)2 D3 1,25-dihydroxycholecalciferol, which helps
intestinal Ca absorption and then reducing the Ca in blood (62,63). Thus, PTH
becomes an active hormone, having a role in mineral metabolism (60,64). In our
study, the PTH gene was not DE between any of the evaluated groups.
Although Ca and P levels available were very different in the diets, the PTH

expression was not influenced by these diets, possibly because none of the
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levels provided were considered deficient in Ca and P.

The CALBL1 gene, one of the main genes participating in calcium
absorption (32,65), acts mainly on epithelia, being efficient in signal
transmission induced by Ca?* (66). Present in cell cytosol at the distal part of
the nephron, CALB1 is involved in the Ca?* diffusion from apical inflow sites to
the basolateral flow (67,68). This gene is activated when vitamin D
concentrations increases, triggering bone matrix degradation for higher mineral
absorption (60,65). CALB1 is also more expressed when vitamin D levels are
elevated, Li et al. (2012) (69) reported that CALB1 gene had a positive
regulation when there was a low mineral presence in the diet, increasing the
intracellular diffusion of minerals. The non-differential expression of CALB1
gene in our results could also be explained because of diet adaptation since the
animals received the same feed for a long time, indicating a compensation
mechanism to maintain calcium absorption (70).

The TRPV6 gene, an ion channel encoder that acts on epithelial
absorption, has already been found expressed in intestine and kidneys (10,71).
This gene stands out for its high selectivity of calcium in relation to other ions,
and it is found mainly in the apical membrane in epithelial tissues that transport
calcium (72,73). In kidneys, this gene has a main role in mineral renal
reabsorption (12). TRPV6 was not DE in laying hens in their late phase of
production, which indicates that renal reabsorption regulation among the
studied groups did not differ according to the different levels of Ca and P
provided in the diet.

As previously mentioned, in order to trigger mineral absorption in the

intestine and kidneys, vitamin D hydroxylation is necessary, first occurring in
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liver and resulting in 25(OH)2D3 formation and second, its hydroxylation,
considered one of the most important steps resulting in 1,25(0OH)2D3, active
form in kidneys, facilitated by 1a-hydroxylase enzyme (74). This mechanism is
dependent on Ca and P concentrations in the diet. Therefore, when high levels
of those minerals are provided, the action of CALM2 occurs, which encodes its
protein, releasing the hormone secreted by the parafollicular cells, which acts
inversely to PTH, increasing the renal excretion of calcium and phosphate (75).
Here, CALM2 was not DE between any studied groups, so the diets provided
have adequate levels of these minerals.

The fibroblastic growth factor (FGF) gene family is involved in a series of
cell function, including mineral metabolism. One of the most studied genes of
this family is the FGF23, which encodes a bone-derived phosphaturic hormone,
acting mainly in the kidney, increasing renal excretion in cases of
hyperphosphatemia and hypercalcemia, and in the PTH reduction through the
suppression of hydroxylase in the kidney (76). The involvement of some other
genes, such as FGF1 and FGF3R, on mineral metabolism has been
investigated. These genes have already been associated with bone diseases in
humans, such as achondroplasia and hypochondroplasia (77,78). FGF1 has
already been associated with mitogenic activity in kidney (79). In mice, its
expression inhibit oxidative stress and inflammation (80). FGF1 has several
functions related to mineral homeostasis, especially those related to
hypertension and oxidative stress (81). Diets with high mineral concentration
can cause oxidative stress leading to hypertension (81,82). In our study, FGF1
gene was not DE between any of the groups, possibly because the different

diets did not lead to any stress condition.
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Several factors can influence the mineral metabolism related to
phenotypic traits of laying hens, such as mineral granulometry, time of mineral
absorption by the intestine, mineral source (organic or inorganic), intestinal pH,
among others (83-86). In the last years, it has been demonstrated that an
increase in calcium granulometry led to a better mineral use by the animals,
which has become a favorable alternative in poultry production (87), since it has
been shown an improvement in eggshell quality traits (80,88). In addition to
these approaches, studies using molecular biology have been conducted to
help the understanding of mineral metabolism in laying hens, especially
comparing the levels of gene expression among different ages (6,13,89,90).
However, there is a lack of information on how hens in late laying period
respond to different levels of Ca and P in the diet. Therefore, in our study,
groups with various Ca and P levels with different performances were evaluated
in 73-week-old laying hens, and found two candidate genes (CYP24A1 and
TRPC3) DE between groups. It seems that the expression profile found could
be involved with calcium and phosphate transcellular transport in laying hens at
their late phase of production and a tentative to keep the mineral absorption in
adequate levels to meet the metabolic requirements, as suggested by Vargas et
al. (91). Furthermore, despite the differences in mineral levels, the expression of
important functional genes, such as CALB1 and CALM2 kept unchanged,
indicating the existence of mechanisms of compensation and adaptation to
mineral utilization in chickens. This could help to mediate the poultry health,
mainly through mechanisms of the long-term adaptive capacity, as has been
suggested in broilers (70). In laying hens, these mechanisms are not well

described, but could be one of the explanations for the small variation in bone
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traits, as well as for performance traits evaluated in this population. Therefore,
these adaptation mechanisms and their effects should be better explored in

order to improve poultry production and welfare.

Conclusion

The CYP24A1 and TRPC3 genes were differentially expressed between 73-
week-old laying hens receiving different Ca and P levels in the diet. The
expression profile found could be involved with calcium and phosphate
transcellular transport in laying hens at their late phase of production and a
tentative to keep the mineral absorption in adequate levels to meet the

metabolic requirements.
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Resumo

O calcio e o fésforo sé@o essenciais ha nutricdo das poedeiras, atuam na
composicao 0ssea e na formacao da casca do ovo. Porém, niveis inadequados
tendem a resultar na baixa produtividade e interferir no bem - estar animal,
principalmente apos o pico de postura, onde ocorre a redugao metabdlica da

absorcdo mineral pelas poedeiras. Neste estudo buscamos compreender os
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mecanismos de regulacéo de calcio e fosforo em poedeiras com idade
avancada, por meio da andlise de expressao génica com a metodologia RNA-
Seq, utilizando amostras de duodeno. No total foram 27 amostras, coletadas de
poedeiras Bovans White, com 73 semanas de idade. As amostras foram
provenientes de trés grupos de poedeiras, que apresentaram diferentes
parametros de producéo (ovos bons, peso dos ovos, resisténcia da casca,
entro outros), sendo eles: Alto desempenho (HP), (22,43% Ca/P), baixo
desempenho (HL) (6,71% Ca/P) e um grupo com dieta padrédo, (STD) (11,43%
Ca/P). O RNA total foi extraido, as bibliotecas foram preparadas, utilizando o kit
lllumina Stranded mMRNA Prep com sequéncia de pares de bases.
Posteriormente, as leituras foram submetidas ao controle de qualidade usando
o Trimommatic e foram mapeadas contra o0 genoma de referencia (GRCg6a)
utilizando o STAR. Para anotacao funcional foram utilizadas as bases de dados
PHANTER e MsigDB, para a andlise estatistica, através do programa R foi
utilizado o pacote limma com o método voom. Como resultado, 105 genes
foram diferencialmente expressos (DE, FDR < 0.05), na comparacao entre os
grupos. Destes destacam-se: CAV1, MYLK, CAB39L, ILIRLI, TNIP3, COL3A1,
PKIA, FGF7, PTHLH, ADIPOQ, COLEC11 e HAND?2. Através do estudo
identificamos novos genes candidatos a regulacéo de Calcio e Fésforo em
poedeiras com idade avancada. Os processos quais os genes diferencilamente
expressos foram enriquecidos podem ter contribuido nos diferentes niveis de

desempenho apresentados pelas poedeiras.

Keywords: transcriptoma, poedeiras, nutrigendémica minerais.
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Introducao

Os minerais sdo fundamentais para a realizacdo de processos bioldgicos
importantes no organismo animal (1). Em poedeiras, 0s principais constituintes
da dieta sé&o o Calcio (Ca) e o Fosforo (P), que atuam na composi¢ao 6ssea e
formacao da casca do ovo (2). Por este motivo, estdo presentes em maior
abundancia no organismo (3). Cerca de 99% do total de Ca e 85% do total de
(P) estao presente nos 0ssos (4).

A metaboliza¢do dos minerais no organismo € mediada pela acédo de
diferentes hormonios, sendo eles: estrogénio (E2), paratormonio (PTH),
calcitonina e vitamina D (1,25(0OH)2D31,25) (5). Os hormonios sao controlados
por diferentes 6rgdos, que sao responsaveis pelos mecanismos de controle e
homeostasia (6). O intestino é o principal 6rgdo de absor¢ao, possuindo uma
via transcelular considerada a mais importante para o aproveitamento dos
minerais pelas aves (7,8). Além disso, 0 0SS0, por ser o principal reservatorio
de minerais, por meio dele ocorre a reabsor¢cao mineral e o rim realiza o
processo de filtracdo glomerular, reabsorcéo tubular e excre¢cdo mineral (9).

Mesmo com o elaborado sistema de regulacao mineral, existem muitos
fatores que podem prejudicar o aproveitamento dos minerais no organismo
(10). A existéncia do antagonismo entre Ca e P e a baixa capacidade de
absorcao tornaram-se um desafio na nutricao, pois geralmente a diminuicao da
capacidade de absorcdo mineral pelas poedeiras ocorre apds o pico de
postura, e a medida que as aves envelhecem (11,12). Estima—se que 15% das
perdas na producéo estejam relacionadas com a ma qualidade da casca dos

ovos (13). Portanto, muitas estratégias de suplementacdo mineral séo
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realizadas para que as poedeiras alcancem o maximo potencial produtivo (14).

Alguns trabalhos j& demostraram a relacéo entre a acéo de
transportadores de ions minerais e a sua influéncia na producao, diante de
diferentes relacdes de Ca/P em distintas fases de postura (15-17). Porém, em
poedeiras em idade avancgada existem poucos trabalhos que elucidam os
mecanismos de regulacdo mineral, baseados na andlise de expressao génica
(12,16,18,19).

Desta forma, o trabalho teve como objetivo avaliar a expressao de genes
relacionados aos mecanismos homeostaticos de absorcao de Ca e P,
utilizando amostras do duodeno, por ser considerado importante 6érgao de
absorcdo. As poedeiras utilizadas, da linhagem Bovans White, possuiam 73
semanas de idade, e receberam diferentes relacées de Ca/P na dieta. Sendo
assim, foi analisado o perfil de expressédo do duodeno, utilizando a técnica de
RNA-Seq, a fim de compreender o perfil de expressao génica e 0s processos
biolégicos envolvidos na resposta das diferentes relacfes de Ca/P fornecidos

na dieta e sua influéncia no desempenho dos animais.

Material e métodos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética seguindo as normas editadas
pelo conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e
aprovada pela comissao de ética no uso de animais (CEUA) da Embrapa
Suinos e Aves (017/2016). O estudo foi realizado com poedeiras leves da
linhagem Bovans White, com 73 semanas de idade. No total nove grupos foram

estudados, esses grupos receberam diferentes relacdes de Ca e P na dieta, no
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total 630 aves, em esquema fatorial com 1 repeticGes de 7 aves por gaiola

(Tabela 1).

Tabela 1.Diferentes relagoes de Calcio e Fésforo fornecidas na dieta de

poedeiras Bovans White.

Tratamento Ca, % P disp, % Relacdo Ca/P disp, %
1 4,71 0,49 9,61
2 4,71 0,21 22,43
3 3,29 0,49 6,71
4 3,29 0,21 15,67
5 4.00 0,35 11,43
6 5.00 0,35 14,29
7 3.00 0,35 8,57
8 4.00 0,55 7,27
9 4.00 0,15 26,67

As rac0Oes fornecidas foram formuladas de acordo com Rostagno et al.
2017 (20). A granulometria utilizada de calcario, para composicao das racoes,
foi de 50% fino e 50% grosso utilizado na industria. Os grupos receberam as
diferentes relacbes de Ca/P a partir das 20 semanas de idade, com término nas
73 semanas, totalizando 53 semanas de experimento. De nove tratamentos do
experimento (Tabela suplementar 1), trés foram escolhidos de acordo com os
niveis fornecidos e os respectivos niveis de desempenho, sendo eles: (HP) alto
desempenho (Ca 4,71% e 0,21% P) com relacédo 22,43 Ca/P, (LP) baixo
desempenho (Ca 3,29% e 0,49% P) com relacédo 6,71% Ca/P e (STD) dieta
padréo (4% de Ca e 0,35% de P) com relacédo 11,43 Ca/P, comumente
fornecida na dieta de aves de postura. Posteriormente as aves foram
sacrificadas por luxacao cervical, e em seguida foi realizada a coleta de
amostras do duodeno. Foram utilizadas 27 amostras do duodeno, sendo 9
amostras por grupo escolhido. As amostras foram armazenadas em nitrogénio

liquido e posteriormente foram mantidas a menos 70°C até o momento da
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extragdo do RNA total. Aléem da extracéo, também foram coletadas para analise

histopatologica.

Analise histolégica do duodeno

As amostras foram coletadas e lavadas com solugéo salina tamponada
(PBS), em seguida foram armazenadas em paraformaldeido 4% e desidratadas
em diferentes concentracdes de etanol. Posteriormente passaram pelo
processo de diafanizagdo com o uso de xilol, em seguida foram embebidas em
parafina. Os cortes foram realizados no micrétomo automatico, resultando em 2
a 5 um de espessura, em seguida foram coradas com hematoxilina e eosina.
Utilizando o aparelho microscépio (Olympus BX53), foi possivel realizar a
avaliacao dos tecidos. As imagens correspondentes as amostras dos trés
grupos estudados foram capturadas por foto no aparelho microscépio (AXIO

Scope Al), na objetiva 20x e 50x.

Extracédo e quantificacao de RNA

As 27 amostras coletadas foram utilizadas para a extracao de RNA total,
a partir de 100 mg com o uso do reagente de Trizol (Life Technologies, USA),
conforme instrugdes do fabricante. Em seguida, as amostras de RNA passaram
pelo protocolo de purificagdo clean-up utilizando colunas de silica e protocolo
recomendado pelo kit Qiagen RNeasy (Qiagen, Germany). A concentracéo do
RNA foi mensurada por meio do aparelho Biodrop (Biodrop, UK) utilizandol pL
de cada amostra. A concentracao do RNA total foi estimada pela densidade
optica (DO) da solucéo, através de espectrofotometria, mensurando-se a

absorbéancia a 260 nm e 280 nm. A relacdo A260/A280 foi utilizada para a
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avaliacao da pureza do RNA, a qual foi considerada adequada no intervalo de
1,9 a 2,1. Para analise da integridade do RNA, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampao TBE 1X. As amostras
também tiveram a avaliacdo da integridade no Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies, USA), considerando apenas valores de RIN (Numero da

integridade do RNA) maiores que 8 para a construcao das bibliotecas.

Preparo de bibliotecas

Para preparo de bibliotecas foi utilizadol ug de RNA total de cada
amostra, realizada com o kit lllumina Stranded mRNA (lllumina), seguindo as
recomendacdes do fabricante. As bibliotecas passaram pela avaliacdo no
Bionalyzer 2100 (Agilent Technologies, USA) obtendo uma média de tamanho
de 300bp para cada amostra. Apés verificacdo da concentracdo e tamanho das
bibliotecas, as amostras foram enviadas para sequenciamento paired-end
(2x100 bp) na empresa NGS solucdes genbmicas (Piracicaba, Brasil) em

equipamento lllumina HiSeq2500 (lllumina, EUA).

Controle de qualidade e mapeamento

As sequéncias obtidas apds o0 sequenciamento passaram pelo controle
de qualidade (QC) e o relatério de qualidade foi gerado na versédo 1.7 em
arquivo no formato FASTQ. Para controle de qualidade, a ferramenta
Trimmomatic, foi aplicada para a remocéao das leituras curtas (<55 bp), leituras
de baixa qualidade (QPhred <24), sequéncias adaptadoras e contaminantes

(21). Posteriormente, para alinhamento e mapeamento das sequéncias, foi
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utilizado o alinhador STAR 2.7 (22), contra o genoma de referéncia da galinha
(Gallus gallus) (GRCg6a), disponivel no banco de dados Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html), verséo 104.

Analise de expresséo diferencial

A analise de expressao diferencial dos genes foi realizada utilizando o
pacote limma do Bioconductor (https://www.bioconductor.org/) através do
programa R (23). O pacote limma utiliza o método voom, modelagem linear e
analise Bayes empirica, para analisar e avaliar a expressao diferencial. O
método voom permite diminuir a heterocidasticidade, observando a variancia
das contagens ndo dependentes da média, convertendo as contagens brutas
em log de coépia por milhdo (CPM) (24). A significancia de genes DE foi
estimada considerando o nivel de false Discovery rate (FDR) < 0,05 como
significativo. Um gréafico de escala multidimensional (MDS) foi criado com R,
usando os valores de Log2 Fold Change (LogFC) de cada gene expresso no

duodeno.

Anotacao funcional de genes diferencialmente

expressos

Para a descoberta dos processos bioldgicos, foi utilizado o banco de
dados PANTHER (http://www.pantherdb.org/). Também foi utilizado o Molecular
Signatures Database (MSigDB) (https://www.gsea-msigdb.org/gsea/msigdb/)

para anotacao funcional, e descoberta de genes enriquecidos.


https://www.bioconductor.org/
http://www.pantherdb.org/
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Resultados

Histologia do duodeno

Na avaliacdo microscopia das amostras do duodeno os trés grupos
estudados apresentaram pequenas alteracfes nas analises de histologia. A
seguir sdo apresentadas imagens com duas amostras de cada grupo, amostra
sem alteracdo e amostras com achados histopatolégicos. Grupo HP relacao
22,43 Ca/P (Fig 1. A e B), grupo STD relacdo 11,43 Ca/P (Figl1l.CeD), e

grupo LP relacdo 6,71 Ca/P (Fig 1. E e F), respectivamente.
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Figura 1. Amostras do duodeno coradas com eosina e hematoxilina.

Grupo LP. a) Serosa do duodeno sem alteragao histopatoldgica. b) A. Tecido
descamado B. presenga de células linfocitarias. Grupo HP. c) Musculatura
serosa sem alteragdo. d) A Presenca de infiltrado inflamatério. Grupo STD e)
Serosa do duodeno sem alteragao histopatolégica. f) A. Serosa com presenca
de material proteico. B. Descamacéao tecidual em decorréncia do tempo de

coleta.

Sequenciamento e mapeamento de reads



O sequenciamento das amostras de duodeno produziu
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aproximadamente 332 milhdes de reads (2x100 pb), com média de 12 milhdes

de reads por amostra. Apos o controle de qualidade, permaneceram cerca de

11 milhdes de reads por amostra (Tabela 2). Destas, aproximadamente 80,09%

das reads foram mapeadas contra o0 genoma de referéncia Gallus gallus

(GRCg6a) Ensembl verséo 104, utilizando o software STAR.

Tabela 2. Numero de leituras por amostra antes e apds a analise de

controle de qualidade.

Amostras Pares de leituras antes QC Pares de leituras ap6s QC % apo6s QC
102 12811193 12301280 96,02
105 14468424 13757336 95,09
106 10289696 9838205 95,61
115 10249469 9812329 95,73
127 13245607 12588014 95,04
132 11230444 10792229 96,1
137 12916379 12398031 95,99
140 10819094 10387132 96,01
155 14639904 13940789 95,22
158 11998397 11507558 95,91
165 12604306 12162895 96,5
22 13625620 13092883 96,09
26 14121964 13446277 95,22
29 14053953 13322872 94,8
32 12539670 11927499 95,12
35 13743210 13076289 95,15
50 12483645 11889006 95,24
57 12558443 12067928 96,09
59 10628071 10263249 96,57
61 13584797 12999296 95,69
75 11437603 10915755 95,44
78 11097428 10612785 95,63
80 9756925 9273026 95,04
81 12162513 11698456 96,18
82 13514486 12948051 95,81

8 10532469 10101366 95,91
96 11869580 11443322 96,41
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O grafico de escala multidimensional (MDS) foi gerado utilizando os
resultados de LogFC, para os grupos de amostras (figura 2). Contudo, nao foi
observada a separacao clara dos 3 grupos neste conjunto de dados, o que
indica que os efeitos dos tratamentos sao influenciados por um pequeno

namero de genes.
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Figura 2. Grafico de Escala multidimensional (MDS) com as amostras do
grupo com a dieta padrao (STD) em vermelho, grupo de alto desempenho

(HP) em verde e grupo de baixo desempenho (LP) em azul.

Genes diferencialmente expressos
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No total, 12711 genes foram expressos no tecido do duodeno (Tabela
suplementar 2). Na comparacao entre os trés grupos, foram encontrados 107
genes DE (FDR = 0,05) (Tabela suplementar 3). Dois genes foram DE (FDR <
0,05) na comparacao entre HP (22,43 Ca/P), comparado com STD (11,43
Ca/P) (figura 3). O gene TNIP3 (TNFAIPS3 interacting protein 3) foi DE duas
vezes mais no grupo HP (p adj. <0.05), e ENSGALG00000051077 foi DE
expresso quatro vezes mais no grupo STD (p adj. <0.05) (Tabela suplementar
5). Na comparagéao entre o grupo LP (6,71 Ca/P) e o STD (11,43 Ca/P), nado

houve genes DE (Tabela suplementar 6).
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Figura 3. Representacao dos grupos de melhor desempenho e dieta
padrao, com dois genes DE, (FDR < 0,05) com regulagado negativa e

positiva.
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Em comparacao entre HP (22,43 Ca/P) e LP (6,71 Ca/P) 105 genes
foram DE (Tabela suplementar 2), quais 85 foram DE no grupo HP, e 20 genes

foram DE no grupo LP (6,71 Ca/P) (Figura 4).
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Figura 4. Representacao dos grupos de HP (22,43 Ca/P) e LP (6,71 Ca/P).
Genes diferencialmente expressos (FDR < 0,05). Eixo x representa a

média dos valores de expressao, e o eixo y sdao os valores de Log2FC.

Anotacéo funcional

Utilizando a base de dados PANTHER, foram encontrados diferentes
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processos biolégicos envolvidos (Tabela suplementar 6), destacando-se

principalmente: homeostase mineral, resposta hormonal e resposta imune.

Entre o grupo HP (22,43 Ca/P) e LP (6,71 Ca/P), dos 105 genes DE

encontrados, destacam-se os listados na tabela (Tabela 3).

Tabela 3. Processos biolégicos encontrados no PANTHER database,

referentes aos genes DE nas amostras de duodeno, entre o grupo de

melhor desempenho (HP) e o grupo que recebeu a dieta padrao (STD).

Termo ID Processos bioldgicos Genes enriquecidos FDR
Regulacéo da exocitose dependente de ions de
GO: 1903235
calcio SYT1 1,20E-02
MYLK, TPM2, SYNM, ACTA2, GSN,
Processo do sistema muscular
GO: 0003012 MYH11, LMOD1 5,11E-07
GO: 0032570 Resposta a progesterona CAV1 1,13E-01
GO: 1900046 Regulacdo da homeostasia CAV1 2,19E-01
Regulacéo do transporte de ions de calcio para o
GO: 0010522 citosol CAV1 2,78E-01
GO: 0071774 Resposta ao fator de crescimento de fibroblastos FGF7 2,87E-01
Regulacéo positiva do processo metabdlico do CCNY, STK4, EMP2, CABL39, CAV1],
GO: 0010562
fésforo PPP2R3C, ADIPOQ, NTF3, FGF7, 4,25E-03
GO: 0048771 Remodelacéo de tecidos RSPO3 3,20E-01
MYLK, RERE, STAK4, CAV1, RSPO3,
GNA13, CDH19, HAND2, NEXN, CAP2,
GO: 0009653 Morfogénese da estrutura anatémica
TTC8, RILPL1, PGM5, SDCCAGS, MAPIA,
ACTA2, MYH11, NTF3, CSRP1, FGF7 1,22E-05
GO: 0050727 Regulacéo da resposta inflamatéria ILIRLY, ILIRL2 2,56E-01
HAND2, CCNY, STAK4, ESRRG, EMP2,
GO: 0031325 Regulacao do processo metabdlico celular CAB39L, CAV1, RERE, PPPP2R3C,
ADIPOQ, GNS, NTF3, GAL, LUM, 1,46E-01



GO: 0009725

GO: 0006874

GO: 0080134

GO: 0050778

GO: 0006816

GO: 0051464

100

FGF7,STAK4, DBT, SLC25A4

Resposta ao horménio ESRRG, CAV1, FIBIN

Homeostase celular de ions de calcio CAV1

Regulacéo da resposta ao estresse HAND2, IL1IRL2, MYLK, CAV1, IL1IRL2
Regulacéo da resposta imune COLEC11

Transporte de ions de célcio CAV1

Regulacéo da secrec¢éo de cortisol GAL

Através do banco de dados STRING: functional protein association
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networks, foi gerado uma rede de interacao génica, de interacdo proteina —
proteina, com os 105 genes DE nas comparacgfes entre o grupo HP (22,43

Ca/P) e LP (6,71 Ca/P) (Tabela suplementar 3) (Figura 5).

Figura 5. Rede de interagao génica realizado através da base de dados
STRING, com os 105 genes DE no duodeno, na comparagao entre HP

(22,43 CalP) e LP (6,71 CalP).

Utilizando o MSigDB com o genoma humano, 25 genes DE encontrados
foram enriquecidos em trés diferentes processos: Transicdo do epitélio

mesenquimal, miogénese e resposta tardia ao estrogeno (Tabela 4).

Tabela 4. Processos e seus respectivos genes enriquecidos, encontrados

através do MSigDB.

Processos biolégicos Gene ID p.adjust
Z;,igﬁféo mesenquimal do WIPF1,SGCB,ACTA2, TAGLN,CAP2,COL3AL, TPM2,PTHLH,MYLK,LUM  4,96E-06
Miogénese GSN,SMTN,DES, TAGLN,COL3AL, TPM2,MYH11,MYLK,PKIA 3,13E-04
Resposta tardia ao estrogeno  TSTA3,EMP2,CAV1,PDLIM3,MDK,GAL 3.69E-02

Discussao

No presente estudo, foram identificados no total 12.711 genes expressos
no duodeno de poedeiras Bovans White, com 73 semanas de idade. Destes
107 foram DE entre os trés grupos estudados, sendo eles HP (22,43 Ca/P), LP
(6,71 Ca/P) e STD (11,43 Ca/P) (Tabela suplementar 2). Nas comparacdes

realizadas entre o HP (22,43 Ca/P) e o LP (6,71 Ca/P), 105 genes foram DE.
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Destes, 85 genes estavam sendo menos expressos, e 20 superexpressos no
HP (22,43 Ca/P), comparado com o LP (6,71 Ca/P) (Tabela suplementar 3). As
andlises de anotacédo funcional revelaram processos fisiologicos importantes
(Tabela 5). Entre o HP (22,43 Ca/P) e o STD (11,43 Ca/P), dois genes foram
DE, sendo um regulado positivamente e outro negativamente no HP, sendo
eles: TNIP3 superexpresso e 0 ENSGALG00000051077 menos expresso

(Tabela suplementar 5).

Dos genes DE encontrados destacam-se principalmente CAV1
(Caveolin), MYLK (Myosin Light ChainKinase), CAB39L (Calcium Binding
Protein 39 Like), ILIRLI (Interleukin 1 receptor like), TNIP3 (Interacting Protein
3), COL3A1(Collagen Type Ill Alpha 1 Chain), PKIA (CAMP Dependent Protein
Kinase Inhibitor Alpha), FGF7 ( Fibroblast Growth Factor 7), ESRRG (Estrogen
Related Receptor Gamma) PTHLH (Parathyroid Hormone Like Hormone),
ADIPOQ (Adiponectin, C1Q and Collagen Domain), COLEC11 (Collectin
Subfamily Member 11) e HAND2 (Heart and Neural Crest Derivates Expressed
2) (Tabela 5). Os genes DE apresentaram funcées em processos bioldgicos

relacionados ao Ca e P. A seguir sdo apresentados 0s principais processos:

Homeostasia de calcio

A acao da vitamina D é mediada pelo seu receptor VDR (Vitamin D
Receptor), que possibilita uma rapida absorcao de Ca no intestino. Diante
disso, o gene CAV1 codifica a proteina estrutural da caveolina, a qual possui
estreita associagdo com o VDR, que se liga a vitamina D ativa (1,25 (OH)2Ds3)
permitindo o aumento da absor¢do de Ca na mucosa intestinal (25). Nas

analises realizadas, o gene CAV1 foi trés vezes mais DE (p adj. < 0.05) no
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grupo HP, grupo gue recebeu maiores niveis de Ca/P (22,43 Ca/P), e
apresentou maiores indices produtivos como ovos bons, peso da casca,
resisténcia a quebra e porcentagem da casca (Tabela suplementar 1).
Aproximadamente 75% da composi¢cao mineral da casca do ovo é proveniente
da dieta fornecida (26). A expressao diferencial do gene CAV1 no grupo HP,
possui estreita relacdo com o melhor aproveitamento de calcio, pois, a sua via
de sinalizacdo é completamente mediada por calcio, de modo que a maior
concentracdo de Ca*2disponivel na dieta facilitou a absorcdo de ions na forma
passiva, possibilitando melhor captacédo e aproveitamento pelo duodeno. Este
mesmo mecanismo mediado por CAV1, também ja foi descrito por Conway et
al. (27).

Além disso, CAV1 também é responsavel pela modulacéo de respostas
inflamatérias, através da sintese de mediadores inflamatérios (28). Participa de
processos de angiogénese, remodelacdo de células endoteliais (29). CAV1 foi
enriquecido em diferentes processos biolégicos relacionados com homeostasia
de ions Calcio, regulacdo da homeostasia, bem como também resposta a
progesterona. No grupo LP (6,71 Ca/P), o mesmo néo foi DE, este grupo
recebeu niveis inferiores de Ca/P na dieta, os animais desse grupo foram os
que apresentaram menores indices nas caracteristicas de resisténcia da casca
e producéo de ovos (Tabela suplementar 1).

O gene CAB39L é codificador de uma proteina de ligagdo ao célcio,
possui relagcdo com a sinalizagao de proteina quinase por AMP (AMPK) (30).
CAB39L ja foi associado a atividade osteoclastica em aves, elevando a
absorcdo mineral no intestino, por estimular a degradacdo da matrix 0ssea

(3,31-33). O mesmo foi quatro vezes mais DE (p adj. < 0.05) no grupo LP (6,71
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Ca/P). Como atua na estimulagéo e elevacéo da absor¢céo mineral, pode ter
contribuido na compensac¢ao mineral, pelos niveis menores de Ca e P que

foram fornecidos no LP (6,71 Ca/P).

Resposta imune

O gene FGF7 da familia de fator de crescimento de fibroblastos,
participa de processos que estimulam a proliferacédo celular, producéo de
colageno e producéo de outros elementos da matriz celular (34,35). Em
humanos, ja foi associado com a regulacdo da invasdo e migracdo de cancer
gastrico (36). Em camundongos, pesquisadores compararam a resposta entre
a auséncia e presenca do gene FGF7, em camundongos diabéticos. Os
resultados indicaram que houve um aumento significativo no atraso da
cicatrizagéo de feridas em camundongos com auséncia do gene FGF7 (37).
Genes da familia de fator de crescimento fibroblastos (FGF), estdo envolvidos
em muitos mecanismos, 0s mecanismos de transporte de ions e da vitamina D
(25,38). FGF7, foi quatro vezes mais (p adj. < 0.05) DE no grupo LP (6,71
Ca/P), em comparacdo com o grupo HP (22,34 Ca/P).

O receptor de interleucina IL1RL1 foi associado a disturbios
imunolégicos e inflamatérios (39). Em animais, o gene IL1RL1 desempenha
papel importante na ativacdo de células do processo imune, nas etapas iniciais
da inflamacéo (39). O receptor de interleucina também é conhecido por realizar
a supressao de tumorigénese (40). Assim como FGF7, o gene IL1LR1 foi
guatro vezes mais DE (p adj. < 0.05) no grupo LP (6,71 Ca/P).

O gene MYLK é patrticipante vital na regulacéo de respostas da barreira

vascular, estimulos mecanicos e inflamatérios (41). Estudos demonstraram que
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em respostas ao estresse, a geracao de variantes do gene MYKL contribuiram
para a gravidade de lesdes inflamatérias (41). O gene COL3AL é considerado
um dos principais colagenos constituintes na integridade do intestino, atuando
junto com outros colagenos na cicatrizacao tecidual (42). TNIP3 também ja foi
associado a funcdes de resposta imune e resposta ao estresse (43,44). Assim
como, COLEC11 e HAND?2 que foram enriquecidos em processos de resposta
imune, resposta ao estresse e remodelacao de tecidos (Tabela 5). Todos estes
genes foram DE (p adj. < 0.05) no grupo LP (6,71 Ca/P), em comparacao com
o grupo HP (22,34 Ca/P).

O grupo LP (6,71 Ca/P), foi 0 que apresentou parametros produtivos
inferiores quando comparado com os outros grupos estudados, HP (22,34
Ca/P) e STD (11,43 Ca/P). Portanto, comparando os resultados de
desempenho (Tabela suplementar 1), achados histol6gicos com a presenca de
infiltrado inflamatorio (Figura 1), e as funcdes desempenhadas por FGF7,
ILILR1, MYLK, TNIP3, COL3A1, COLEC11 e HANDZ2, como, processos de
cicatrizacao tecidual, resposta ao estresse, ativacdo de células do sistema
imune, esses fatores podem ter contribuido com o menor desempenho do
grupo. Corroborando com Mishra & Jha (2019); Xiang et al. (2019) (45,46), as
respostas inflamatorias podem resultar em dificuldade de absorcéo pelas
vilosidades intestinais, desencadeando estresse oxidativo, podendo ser
derivado de fatores nutricionais, que levam a alteracédo de desempenho. Sendo
assim, os menores niveis de desempenho grupo LP (6,71 Ca/P), podem ser

provenientes destas respostas.

Resposta hormonal
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O gene PTHLH possui atividade hormonal e ligacao ao receptor de
hormdnio. Suas fungdes ja foram relacionadas a mecanismos de selegdo de
foliculos ovarianos em poedeiras, sofrendo regulagéo transcricional aos efeitos
genéticos associados a caracteristicas de postura em poedeiras, porém esses
mecanismos ainda sdo desconhecidos (32). Na fisiologia de proliferacao de
células da granulosa folicular, o PTHLH opera no estimulo da producéao de
progesterona (P4) em foliculos pré-hierarquicos (47). Um estudo conduzido por
Guo et al. (2019) (32), indicou que o PTHLH tem efeito sobre o desempenho de
postura. PTHLH é regulado positivamente na musculatura lisa, além de atuar
na proliferacdo do musculo liso (48,49).

Além disso, o PTHLH possui ampla associagdo com o horménio da
paratireoide (PTH), mediador importante na regulacéo dos niveis séricos de Ca
e P, os dois podem se ligar ao mesmo receptor do hormoénio da paratireoide
(50-52). PTHLH também é considerado essencial por desempenhar papéis na
regulacao e transporte de ions de calcio, e na atuacdo da reabsor¢céo mineral
(53,54). O mesmo foi DE trés vezes mais (p adj. < 0.05) no grupo LP (6,71
Ca/P) em relacéo ao HP (22,34 Ca/P). LP (6,71 Ca/P) apresentou indices de
desempenho menores em relagéo aos outros dois grupos, em relagcéo a
producdo de ovos bons e resisténcia da casca (Tabela suplementar 1), este
gene de alguma forma pode ter sido mais expresso, como forma
compensatoria de absorcédo mineral, principalmente por ser amplamente
associado ao mesmo receptor de PTH.

Outro hormonio atuante em caracteristicas da producéo do ovo, é o
estrogénio, produzido pelos foliculos pequenos e pré-ovulatorios. O gene

codificador da proteina de estrogénio ESRRG foi quatro vezes mais DE (p adj.
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< 0.05) no HP (22,43 Ca/P) em relacdo ao LP (6,71 Ca/P), ja tendo sido
observado que sua expresséao foi aumentada em estagios de pico de producao,
pois atraves dele ocorre a alta mobilizagdo de Ca proveniente dos 0ssos, para
a formacéo da casca do ovo (55,56). Desta forma, é possivel dizer que seu
perfil de expressdo pode estar relacionado com maiores indices de producéo,
em caracteristicas de qualidade dos ovos (resisténcia, % da casca, producao
de ovos bons e espessura da casca), proporcionando melhor deposicao
mineral devido aos niveis de Ca/P na dieta no grupo HP (22,43 Ca/P) (Tabela
suplementar 1). Os niveis de estrogénio se elevam a medida que ocorre o
inicio da postura, seu aumento ocorre devido nivel sérico de Ca presente, para
atuar na deposicao de carbonato de céalcio (CaCO3) na casca do ovo (57).

Ainda sobre a expressao diferencial de genes com respostas hormonais,
0 gene EMP foi trés vezes mais DE (p adj. < 0.05) no HP (22,43 Ca/P), quando
comparado com o LP (6,71 Ca/P), o mesmo atua em processos de homeostase
de colesterol, sendo este, composto vital para a producdo de hormonios (58). O
gene da adiponectina (ADIPOQ) possui funcéo na regulacdo do metabolismo
de glicose e lipidios, ja foi relatado em mecanismos de regulacéo de peso
corporal em frangos e poedeiras (59). O mesmo tem expressao em 6rgaos
como o coracao, figado, rim, baco, pulmao e também no intestino (60). Por
possuirem fun¢des metabdlicas, a nivel hormonal, a expressédo dos genes pode
ter contribuido na producéo e metabolismo, principalmente em horménios
promotores da regulacado mineral (10,58).

Neste trabalho buscou-se compreender através da analise de RNA-Seq,
0S mecanismos envolvidos na regulacéo e absorcédo de Ca e P em poedeiras

com idade avancada, relacionando a expresséo génica com os diferentes
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niveis de desempenho de caracteristicas produtivas e a qualidade da casca
dos ovos. Através das analises de expressao, foi possivel destacar genes
diferencialmente expressos atuando em processos referentes a regulacao, e
processos que podem também ser destacados como sendo subjacentes aos
mecanismos de Ca e P. Entre muitos genes DE, destacam-se principalmente
os genes CAV1 e CAB39L com importante funcdo na homeostasia de Ca. Os
genes FGF7, ILIRL1, MYLK, TNIP3, COLEC11 e HAND2, responsaveis por
respostas do sistema imunologico. Nas respostas hormonais os genes PTHLH,
ESRRG, EMP e ADIPOQ podem ter contribuido nas caracteristicas de
desempenho produtivo, por se tratarem de mediadores hormonais, sendo que o
mecanismo de regulacéo mineral ocorre pela atuagéo de diferentes hormoénios
no organismo (10,15).

Portanto, através deste estudo, foi possivel identificar genes
diferencialmente expressos no duodeno, que podem ser candidatos a
processos importantes para a regulacéo e absorcéo mineral em poedeiras com
idade avancada. Destacamos principalmente genes enriquecidos em processos
de homeostasia mineral, resposta hormonal. Além de processos relacionados a
respostas do sistema imune, podendo ter contribuido nos indices de producao

apresentados principalmente no grupo LP.

Conclusao

Foram identificados novos genes candidatos envolvidos em processos
biolégicos relacionados com Ca e P em poedeiras com idade avancada.
Destacando-se principalmente FGF7, ILIRL1, MYLK, TNIP3, COLEC11,

HAND2, PTHLH, ESRRG, EMP e ADIPOQ, envolvidos em processos de
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homeostasia do célcio, resposta hormonal e resposta imune.
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Tabela suplementar 1. Médias e erro padrao das variaveis avaliadas de
acordo com os tratamentos.

Tabela suplementar 2. Genes expressos no grupo G1 relacdo (22,43 Ca/P) e
0 G2 (6,71 Ca/P).

Tabela suplementar 3. Genes DE entre o G1 relacéo (22,43 Ca/P) e 0 G2
(6,71 Ca/P).

Tabela suplementar 4. Genes DE entre o G1 relacdo (22,43 Ca/P) e 0 GC
relacédo (11,43 Ca/P).

Tabela suplementar 5. Genes DE entre o G1 relagéo (22,43 Ca/P) e 0 GC
relacdo (11,43 Ca/P).

Tabela suplementar 6. Genes expressos no grupo GC relacao (11,43 Ca/P) e
o0 G2 relacéo (6,71 Ca/P).

Tabela suplementar 7. Anotacao funcional dos genes DE, processos
bioldgicos envolvidos.



