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RESUMO  

 

Carlos Eduardo dos Santos. Análise da expressão gênica da cartilagem de frangos de 

corte normais e afetados com necrose da cabeça do fêmur aos 21 dias de idade.  

 

O Brasil é o maior exportador de carne de aves no mundo, tendo o terceiro maior 

plantel dentre todos os países produtores de aves. Problemas locomotores podem 

afetar diretamente o bem-estar animal diminuindo o conforto das aves de produção, 

bem como, os índices produtivos. Dentre as patologias, a necrose da cabeça do fêmur 

está entre as mais frequentes. Apesar da etiologia desta desordem ainda não estar 

totalmente esclarecida, alguns genes candidatos associados a este problema vêm 

sendo descobertos. Com o intuito de investigar os genes relacionados ao metabolismo 

da cartilagem que possam ser importantes para a NCF, objetivou-se identificar genes 

diferencialmente expressos na cartilagem articular do fêmur de frangos de corte 

normais e afetados com necrose em um estágio inicial. Neste experimento foram 

selecionados 25 frangos de corte com 21 dias de idade, sendo 10 normais e 15 com 

problema locomotor visualmente constatado. Destes, oito animais normais e seis 

animais afetados com necrose da cabeça do fêmur tiveram a cartilagem femoral 

coletada, estas foram submetidas para extração de RNA total. Após, a técnica de PCR 

quantitativa (qPCR) foi utilizada para análise da expressão de 15 genes candidatos, 

sendo eles: ADA, ANGPTL5, AGNPTL7, ANK1, AVBD2, AVBD1, COL8A1, COL14A1, 

COL28A1, DPT, EPX, FBN2, IFI6, OPG e RHAG. A análise da expressão diferencial 

foi realizada utilizando-se a estatística Mann-Whitney no programa GraphPad 

(Prism8). Cinco genes (ADA, AVBD2, RHAG, COL28A1 e ANGPTL7) apresentaram 

expressão diferencial significativa entre o grupo de animais normais e afetados a 5% 

e a 10% de significância. A superexpressão dos genes ADA, AVBD2, RHAG, 

COL28A1 e ANGPTL7 em aves afetadas com NCF indica que genes relacionados à 

vascularização, inflamação e resposta inata da cartilagem podem estar envolvidos no 

desenvolvimento dessa desordem em frangos de corte aos 21 dias de idade. 

 

Palavras-chave: BCO, necrose da cabeça do fêmur, qPCR. 
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ABSTRACT  

 

Carlos Eduardo dos Santos. Gene expression analysis in cartilage of broilers normal 

and affected with femoral head separation at 21 days of age.  

 
Brazil is the largest poultry exporter worldwide, with third largest breeding stock among 

all poultry producing countries. Locomotor problems can directly affect animal welfare 

by decreasing production and the comfort of animals. The main locomotor problems 

that affect broilers are Femoral Head Necrosis (FHN) also known as, Bacterial 

Chondronecrosis with Osteomyelitis (BCO). Although the etiology of this disorder is 

still unclear, some candidate genes associated with this problem have been described. 

In order to investigate the genes related to cartilage involved with FHS, the aim of this 

study was to identify differentially expressed genes in the articular cartilage of the 

normal and affected broilers at 21 days of age. 25 broilers with 21 days of age, 10 

normal and 15 with visually locomotor problem. Out of those, the articular cartilage of  

8 normal and 6 FHS-affected were collected for total RNA extraction. The quantitative 

PCR (qPCR) then used to analyze the expression of 15 candidate genes: ADA, 

ANGPTL5, AGNPTL7, ANK1, AVBD2, AVBD1, COL8A1, COL14A1, COL28A1, DPT, 

EPX, FBN2, IFI6, OPG and RHAG. The statistical analysis was performed using Mann-

Whitney test in the GraphPad program (Prism8). Five genes (ADA, AVBD2, RHAG, 

COL28A1 and ANGPTL7) were upregulated  in FHS-affected compared to normal and 

group. At this earlier age, these results reinforce those genes as candidates to trigger 

FHN in chickens. Furthermore, the ADA and ANGPTL7 function in FHN should be 

further investigated in a larger population to verify their role in this condition. These 

results could also contribute to improve the knowledge on FHN etiology in other 

species, such as horse and pigs that are severely affect by bone disorders. 

 

Keywords: BCO, femoral head necrosis, qPCR 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O consumo per capita da carne de frango no Brasil na última década mostra 

que, em média, consome-se por ano 43,4 kg, sendo que em 2020, o relatório anual 

da ABPA apresenta um aumento de consumo alcançando os 45,27 kg por pessoa. Por 

se tratar de uma atividade altamente tecnificada e com alto rendimento de produção 

é uma alternativa de proteína mais barata e de qualidade para o consumidor brasileiro. 

Outra alternativa de proteína animal na área de carnes é a suína, no entanto, o 

consumo per capta é bem menor se comparada a carne de frango sendo de 16 quilos 

ao ano (ABPA, 2020).  

A avicultura de corte é uma atividade de grande importância para o agronegócio 

brasileiro. Atualmente a média de exportação de carne de frango é de 31% da sua 

produção e os principais países importadores são Japão, China, México e os que 

compõem a União Europeia (ABPA, 2020). 

O Brasil atualmente destaca-se mundialmente como o maior exportador de 

frangos (Embrapa, 2021). Nesse contexto, pelo volume produzido e exportado, todos 

os aspectos produtivos em avicultura que apresentam problemas, representam perdas 

expressivas de receita às empresas. 

O Sul do Brasil, em especial o Paraná, destaca-se como sendo o maior produtor 

e exportador de carne de frango. Em 2020, este foi responsável por 40,19% das 

exportações brasileiras e, logo em seguida, o estado de Santa Catarina com 23,39% 

das exportações. Juntamente com o Rio Grande do Sul, esses três estados 

representam 80% de toda a exportação brasileira para este mesmo ano (Embrapa, 

2021). Devido à grande importância econômica da atividade tanto para o setor do 

agronegócio brasileiro como também para os produtores que recebem por resultados 

nos lotes, estudos relacionados à melhoria na produção se tornam cada vez mais 

essenciais. Além disso, a exigência dos consumidores por produtos de qualidade tem 

se tornado cada vez mais evidente. 

O melhoramento genético é responsável pela precocidade entre o peso de 

abate e idade do animal, o que trouxe alta proporção músculo esquelética, utilização 

de ração com eficiência, além de garantir alta taxa de sobrevivência. O surgimento do 

frango comercial que apresenta essas características ocorreu principalmente no final 

da segunda guerra mundial (CANEVER et al., 1997). 
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Estima-se que a taxa de crescimento dos frangos aumentou mais de 400 % no 

período de 1957 a 2005 e, ao mesmo tempo, houve uma melhora simultânea de 50 % 

na taxa de conversão alimentar. Como consequência, os frangos modernos sofreram 

grandes mudanças genéticas e fenotípicas (ZUIDHOF, et al. 2014). 

Tem se observado que o rápido desenvolvimento muscular dos frangos não foi 

seguido pelo desenvolvimento ósseo e problemas de integridade óssea passaram a 

ser frequentemente observados nos sistemas intensivos de criação de frangos de 

corte no mundo inteiro (CORR, et al., 2000).  

Dentre os principais problemas locomotores em frangos de corte estão 

discondroplastia tibial (DT), rotação da perna (valgus-varus), necrose da cabeça do 

fêmur (NCF), também conhecida como condronecrose bacteriana com ostemielite 

(Bacterial Chondronecrosis with Osteomyelitis – BCO), espondilite enterocócica, 

osteoporose, fraturas de fêmur, asas e ossos da pelve (DINEV, 2009).  

A BCO/NCF é a causa mais comum de claudicação e impacta negativamente 

na produção de frangos de corte, afetando cerca de 1,5% dos frangos abatidos aos 

42 dias idade nos Estados Unidos (MCNAMEE e SMYTH, 2000). Ela é caracterizada 

pelo desprendimento completo das placas de crescimento subjacentes, comumente 

na cabeça do fêmur. Devido a etiologia desta desordem ainda não estar esclarecida, 

se faz necessário a realização de estudos relacionados aos possíveis genes 

associados a este problema, o que podem elucidar a fisiopatologia da doença 

(ORLANDO et al., 2013).  

Desta forma, sabendo da importância dos problemas locomotores na avicultura 

de corte comercial e seu impacto econômico, o objetivo do estudo foi analisar a 

expressão de possíveis genes envolvidos na manifestação da necrose da cabeça do 

fêmur na cartilagem de frangos de corte aos 21 dias de idade. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO 

 

2.1. Avicultura no Brasil  

O Brasil é o maior exportador de carne de frango e possui a terceira maior 

produção de aves no mundo, sendo os EUA o maior produtor seguido pela China 

(ABPA, 2020). 

É provável que o Brasil estabeleça outro recorde na produção e exportação de 

frangos em 2020, apesar das incertezas atuais em torno do impacto do coronavírus 

(COVID-19) na economia mundial o país se mantém em posição favorável. A projeção 

é que a produção cresça 3,2% e estabeleça um recorde de 14,1 milhões de toneladas, 

já as exportações podem atingir um recorde de quase 4,1 milhões de toneladas 

(ABPA, 2020).  

O principal fator do aumento na produção é a demanda constante por carne de 

frango, principalmente da Ásia, mas também de outros mercados tradicionais 

brasileiros, devido à combinação de surtos da Peste Suína Africana (ASF) e da Gripe 

Aviária na Ásia e em outras partes do mundo (USDA, 2020). 

O Brasil está bem posicionado para suprir a demanda mundial, pois além do 

rigoroso controle sanitário a produção nacional aumenta a cada ano. Prevê-se 

também que a demanda doméstica aumente devido ao crescimento econômico 

contínuo, embora em um nível inferior ao inicialmente projetado (USDA, 2020). 

 

2.2. Problemas Locomotores Correlacionados a Genética e a Produção Animal 

O bem-estar animal em avicultura é mais comumente observado na prática 

quando as aves possuem boa habilidade em caminhar, bons aprumos e pés e pernas 

saudáveis. Ao contrário disso, em conflito, há os objetivos para a produção comercial 

que não obedecem às práticas necessárias para o bem-estar animal sendo que 

algumas linhagens podem apresentar problemas de saúde que, por exemplo, causem 

dor (SOUZA, 2016).  

Apesar das altas taxas de crescimento e ganho de peso das aves alcançadas 

nos últimos anos, proporcionadas pelo ótimo controle de climatização, baixo desafio 

sanitário e criação em boas condições de manejo geral, acredita-se que tais taxas de 

crescimento elevadas tenham sido fatores chaves para o aumento dos problemas 

locomotores (KAPELL et al., 2012). 
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As patologias de pernas em geral e a claudicação são problemas proeminentes 

em relação ao bem-estar animal, além de gerar perdas econômicas para os 

produtores de frangos (GRANQUIST et al., 2019). A claudicação em aves comerciais 

é um dos primeiros parâmetros a serem considerados quando se avalia o bem-estar 

animal e animais livre de dor.  

O aparecimento de animais com crescimento atrasado e a necessidade de 

eliminação de refugos podem estar relacionados a dificuldade dos animais em se 

alimentarem e ingerirem água e, isso consequentemente, afeta de forma negativa o 

bem-estar animal (GRANQUIST et al., 2019).  

A claudicação em aves pode ter um número variado de causas incluindo a 

infecção viral e bacteriana dos ossos e cartilagens. Dentre elas, (NCF) ou (BCO) é 

reconhecida como um importante fator de claudicação em aves comerciais 

(McNAMEE et al., 1998; JIANG et al., 2015).  

As linhagens de frango comercial podem apresentar diferenças no grau de 

acometimento por problemas locomotores como a claudicação, porém não foi 

observada diferença de acomentimento entre machos e fêmeas de uma mesma 

linhagem (WIDEMAN et al., 2012).  

 

2.3. Necrose da Cabeça do Fêmur (NCF) ou Condronecrose Bacteriana com 

Osteomielite (BCO)  

A NCF ou BCO ocorre principalmente em frangos de crescimento rápido sendo 

frequentemente associado a claudicação, com prejuízo para o bem-estar das aves e 

com significantes perdas econômicas (McNAMEE e SMYTH, 2000). É caracterizada 

pela separação de epífise da cartilagem articular, necrose trabecular e ultimamente 

fratura do osso subcondral e, isso pode ser dividido em separação da cabeça do fêmur 

ou separação da cabeça do fêmur com laceração dependendo da severidade 

(DURAIRAJ et al., 2009). Esta condição, afeta não só aves como também humanos, 

suínos, bovinos, equinos e cães a qual está associada a osteocondrose resultado de 

defeitos vasculares (YTREHUS, CARLSON e EKMAN, et al., 2007) 

 



16 

 

 
 

 

 

Figura 2. Diagrama da extremidade proximal da tíbia de um frango normal e um frango 

com CBO. Nota-se a diferença de penetração de vasos sanguíneos metafisários. O 

sombreamento representa diferenças na expressão gênica associados à hipertrofia 

de condrócitos. Abreviações: AC – Cartilagem articular, PZ – Zona proliferativa, TZ – 

Zona de transição, PHZ – Zona pré-hipertrófica, BV – Vasos Sanguíneos metafiseais, 

TB – Osso trabecular, RE - borda de reabsorção. Adaptado de Leach e Monsonego-

Ornan (2007). 

 

A epífise femoral obtém o seu suprimento de sangue através de uma única 

artéria com limitado influxo de sangue colateral. Todavia, uma interrupção do fluxo 

sanguíneo para a placa de crescimento pode interferir na oferta de nutrientes, assim, 

afetando a integridade tecidual, coesão e sobrevivência celular, levando a separação 

do tecido (HOFSTAETTER et al., 2006; SAMBROOK, 2006). Desta forma, estudos 

visando entender o desenvolvimento dessa separação do osso e cartilagem são 

essenciais para a compreensão das causas que desencadeiam a BCO/NCF. Além 

disso, seria interessante avaliar a presença de microrganismos oportunistas em BCO 

e investigar os mecanismos genéticos e moleculares envolvidos (WIDEMAN et al., 

2013). 

 

2.4 Genes Candidatos a Necrose da cabeça do fêmur 

O avanço da genômica tem contribuído para decifrar parte do controle genético 

das características que a indústria avícola almeja.  

Em aves, são raras as populações animais para estudo genômico, provavelmente 

pelas empresas de genética avícola não disponibilizar seus achados com relação ao 

assunto (PEIXOTO et al., 2011). Alguns estudos já demonstraram que existe um 

componente genético relacionado a problemas ósseos, com herdabilidades estimadas 

como moderada (h2=0,4) (BISHOP et al., 2000).  
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Em frangos de corte, a seleção por animais menos susceptíveis a problemas 

ósseos resultou na diminuição deste problema (MANDOUR et al., 1989). Entretanto, 

dado que as características relacionadas a integridade do osso são de difícil 

mensuração, há a dificuldade em se melhorar essas características pelos métodos 

tradicionais de melhoramento genético. 

 Por isso, a utilização de técnicas de biologia molecular tem auxiliado na 

descoberta de genes relacionados as características ósseas em aves, e várias regiões 

do genoma já foram associadas (ZHOU et al., 2006; ZHOU et al., 2007a; ZHOU et al., 

2007b). Além disso, estudos de genes candidatos (BENNETT, HESTER e 

SPURLOCK, 2006) e de sequenciamento de transcriptoma (PEIXOTO et al., 2019) 

também têm sido realizados visando entender os mecanismos biológicos envolvidos 

com problemas locomotores.  

Recentemente, alguns trabalhos identificaram genes candidatos envolvidos na 

manifestação da necrose da cabeça do fêmur em aves de corte de diferentes idades 

(PEIXOTO et al., 2019, Hul 2021). Alguns genes considerados candidatos são 

apresentados a seguir. 

 

Adenosina Deaminase (ADA) 

É uma enzima que catalisa a conversão de adenosina em inosina, e regula as 

concentrações extracelulares de adenosina e inosina em mamíferos. Ela também atua 

como um regulador endógeno da resposta imune inata, atuando como uma importante 

função na proliferação e diferenciação de linfócitos T (BOIAGO et al, 2016).  

A redução sérica da atividade de ADA pode contribuir para restringir a resposta 

inflamatória e a subsequente lesão celular por causa do possível aumento tecidual de 

Adenosina, uma molécula anti-inflamatória (ABBRACCHIO e CERUTI, 2007). A 

diminuição do ADA tem sido relacionada a doenças por parasitos e bactérias, 

modulando a inflamação e a resposta imune (ISIK, KARAMAN e KIRAN et al., 2011).  

 

Avian Β-Defensins 2 (AVBD2) 

Foram identificados 14 AvBD (AvBD1 a AvBD14) em frangos (LYNN et al., 

2007). Há atividade antimicrobiana de AvBD2, 4, 6, 7 e 13 para E. coli segundo Lee 

et al., (2016). A atividade antimicrobiana de AvBD2, extraídas de leucócitos de frango, 

mostraram propriedades ativas contra E. coli, Listeria monocytogenes e Candida 

Albincans (HARWIG et al., 1994) 
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Segundo Derache et al. (2009), a expressão de AvBD 1,2 e 7 foram 

identificadas na medula óssea de frangos, sugerindo que leucócitos podem estar 

envolvidos na síntese de AVBDs.  

 

RH Associated Glycoprotein (RHAG) 

O gene RHAG (Rhesus Blood Group-Associated Glycoprotein), localizado no 

cromossomo de galinhas, codifica uma proteína específica de eritrócitos, sendo parte 

de canais de membrana de transporte de amônio e dióxido de carbono 

(GENECARDS, 2021). Este gene ainda é pouco estudado e sua função no 

desenvolvimento de doenças ósseas não é conhecido. No entanto, em outras 

espécies como ratos e camundongos a super expressão deste gene tem sido 

associada a doenças de cartilagem, como por exemplo, artrite reumatoide (FAN et al., 

2018; KUDRYAVTSEVA et al., 2012). 

 

Colágeno Tipo 28 Cadeia Alfa 1 (COL28A1) 

A família vertebrada de colágenos contém mais de 40 genes (MYLLYHARJU et 

al., 2004). O último deles, o tipo XXVIII, assemelha-se a um filamento frisado formando 

colágeno (VEIT et al., 2006). A participação de receptores de colágeno na adesão e 

migração de células inflamatórias é conhecida há algum tempo, porém, novas 

informações conectam a função do receptor a imunidade inata e a tolerância 

imunológica ao colágeno (HEINO, 2007). Além disso, a variação em ambos receptores 

e colágenos podem contribuir para a patogênese de doenças comuns como as 

osteoartroses e tromboses vasculares (HEINO, 2007). 

 

Angiopoietin Like 7 (ANGPTL7) 

A família das proteínas semelhantes a angiopoetinas é composta por proteínas 

que compartilham uma estrutura homóloga com as angiopetinas, as quais, são 

conhecidas por serem cruciais na modulação da angiogênese (KATOH e KATOH, 

2006). Todos os membros da família ANGPTL são conhecidas por regular a 

angiogênese (GALAUP et al., 2006). Em humanos ANGPTL7 é expressa em tecidos 

neurais, córneas e redes trabeculares (KUCHTEI et al., 2008). 

Desta forma, sabendo que há componentes genéticos associados ao 

desenvolvimento dos problemas locomotores e que a necrose da cabeça do fêmur 

está entre umas das principais condições envolvidas no desenvolvimento destes 
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problemas, é necessário entender quais os genes e mecanismos genéticos estão 

envolvidos com esta condição.  

Em geral, os estudos disponíveis avaliaram apenas amostras de osso do fêmur, 

no entanto, há necessidade de se entender o que acontece na cartilagem para que 

haja o aparecimento da necrose da cabeça do fêmur. 

 

 

3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivos Gerais 

Analisar a expressão de genes candidatos na cartilagem de frangos de cortes 

normais e afetados com necrose da cabeça do fêmur. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

• Quantificar o nível de expressão de 15 genes candidatos na placa de crescimento do 

fêmur de frangos de corte COBB 500 aos 21 dias de idade afetados ou não com 

necrose da cabeça do fêmur; 

• Analisar a interação entre os genes candidatos avaliados neste estudo e suas 

relações com necrose da cabeça do fêmur. 
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Abstract 

Femoral head necrosis (FHN) is one of the most common condition in fast growing 

broilers, being characterized by separation of articular cartilage from epiphysis and 

classified as femoral head separation (FHS) or FHS with laceration (FHSL) depending 

on severity. Although molecular mechanisms involved with this disorder have been 

observed, its etiology is still unclear. Therefore, the expression of 15 candidate genes, 

chosen based on previous transcriptomic studies, was evaluated in the articular 

cartilage (AC) of normal and FHS-affected broilers at 21 days of age. Samples were 

collected based on the absence or presence of FHS for physical-chemical and qPCR 

analysis. The AvBD2, RHAG, COL28A1, ADA and ANGPTL7 were upregulated in 

FHS-affected broilers compared to the healthy group. These genes are involved in 

immune response, defense against pathogens, inflammation, cellular migration and 

adhesion, indicating different molecular mechanisms to control FHS progression at 

early age. Our results can contribute to improve the knowledge on FHN etiology in 

chickens and other species, such as horse and pigs that are severely affected by bone 

disorders. 
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Main text 

 

The genetic progress in broilers performance in the last decades has been correlated 

with the appearance of undesirable effects on physiological traits, including increased 

skeletal defects and metabolic disorders (Julian, 1998; Tallentire et al., 2016). 

Nowadays, bone disorders are the most important production problems in intensive 

broiler systems worldwide (Bradshaw et al., 2002; Julian, 1998), leading to economic 

losses and welfare concerns (de Jong et al., 2012). Femoral head necrosis (FHN) is 

one of the main locomotor problems in broilers (Dinev, 2009), causing lameness and 

negative impacts in production (Wideman and Prisby, 2013). This condition is also 

known as bacterial chondronecrosis with osteomyelitis (BCO), especially when 

involves bacterial infection (Mandal et al., 2016). Although its etiology is still unclear, 

there are studies suggesting possible genes and molecular mechanisms involved with 

femur injuries (Hul et al., 2021; Li et al., 2015; Paludo et al., 2017; Peixoto et al., 2019; 

Petry et al., 2018). Recent transcriptome studies of femur growth plate (GP) and 

articular cartilage (AC) have evidenced genes associated to femoral head separation 

(FHS) in 35 days-old  broilers (Hul et al., 2021; Peixoto et al., 2019). FHS is the 

separation of the AC from the GP, which is considered a risk factor for BCO occurrence 

in broilers (Packialakshmi et al., 2015). Since a set of candidate genes for FHS has 

already been identified in transcriptome studies in broilers with 35 days of age, a 

younger age was selected to verify whether these genes had their expression profile 

also changed at 21 days of age, which could be more related to the onset of this 
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condition. This is important to verify early stages of FHN, when animals only presented 

femoral head separation. Therefore, in this study, the expression of candidate genes 

involved with FHS was evaluated in the AC of broilers at an early age: 21 days. To this, 

25 male Cobb500 commercial broilers from the same farm in Concordia, SC, Brazil 

were used to ensure similar nutritional and management conditions. They were chosen 

based on their walking ability: normal or with lameness, transported to Embrapa 

Suínos e Aves, weighted and euthanized by cervical dislocation. After necropsy, 

animals were evaluated and classified according to the absence or presence of FHS 

(Packialakshmi et al., 2015; Paludo et al., 2017; Wideman and Prisby, 2013). Samples 

of the normal group presented good adhesion of AC and GP, while those from FHS-

affected group presented easy detachment between AC and GP. The femur was 

collected for physical-chemical analysis (bones’ weight, length and thickness, calcium 

(Ca), Zinc (ZN) and phosphorus (P) content, Ca:P ratio, dry matter, ashes and breaking 

strength), evaluated as described by Cruz et al. (2015). Statistical analysis was 

performed using a t-test for group comparison with p≤0.05 considered significant.  

 For quantitative gene expression (qPCR) analysis, AC from 8 normal and 6 

FHS-affected samples were collected and frozen immediately. 100 mg AC was grinded 

in a mortar and added to 1 mL Trizol Reagent (Invitrogen, USA) for RNA extraction, 

following the manufacturer’ protocol. Total RNA was quantified in BioDrop 

spectrophotometer (Biodrop, UK) and samples with OD260:OD280 ratio greater than 

1.9 were used. RNA integrity was confirmed in 1% agarose gel electrophoresed for 90 

min. Three µg of total RNA was used for cDNA synthesis with SuperScript III First–

Strand Synthesis SuperMix Kit (Invitrogen, USA). The 15 candidate genes were 

chosen based on previous transcriptome studies (Hul et al., 2021; Peixoto et al., 2019): 

avian beta-defensin 1 (AvBD1), avian beta-defensin 2 (AvBD2), fibrillin 2 (FBN2), 

ankyrin 1 (ANK1), collagen type XXVIII alpha 1 chain (Col28A1), eosinophil peroxidase 
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(EPX), adenosine deaminase (ADA), collagen type XIII alpha 1 chain  (COL13A1), Rh 

associated glycoprotein (RHAG), collagen type VIII alpha 1 chain (COL8A1), interferon 

alpha inducible protein 6 (IFI6/ISG12-2), osteoprotegerin (OPG/TNFRSF11B), 

collagen type XIV alpha 1 chain  (COL14A1), dermatopontin (DPT), angiopoietin like 5 

(ANGPTL5) and angiopoietin like 7 (ANGPTL7). Primers were designed with Primer-

BLAST tool (Ye et al., 2012, Appendix A1) and quality evaluated with Netprimer 

program (http://www.premierbiosoft.com/NetPrimer). Samples were submitted to 

qPCR analysis in the QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems, USA) with reactions 

containing: 1X final concentration GoTaq qPCR Master Mix 2x (Promega, USA), 0.16 

µM of each F and R primers (Appendix A1), 2 µL cDNA at 1:10 dilution, and ultrapure 

water to 15 µL total reaction. qPCR reactions were performed in duplicates, cycle 

threshold (Ct) values were obtained and transformed into 2-ΔCt (Schmittgen and Livak, 

2008). To calculate the 2-ΔCt, the Ct geometric mean of RPL5 and RPLP1 reference 

genes were used. These genes were chosen since they have already been selected 

as stable in an articular cartilage study with chickens (Hul et al., 2020). Differential 

expression analysis was performed using Mann-Whitney statistic considering two 

thresholds of significance p≤0.05 and p≤0.1.  

 The male broilers average weight at 21 days of age was approximately 850g, 

with average weight of 960±80 g for the normal and 770±220 g for the lameness group. 

This difference was significant (p=0.008), possibly because lameness broilers had 

difficulty to access water and feed, since their walking ability was impaired. 

Considering the morphometric and physical-chemical analyses, the only significant 

differences observed were for femur weight and thickness, which were lower in FHS-

affected than the normal group (p ≤ 0.05) (Appendix A2). 
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 In the gene expression analysis, all candidate genes were expressed in broiler’s 

femoral head AC at 21 days of age. Out of those, AvBD2, RHAG, Col28A1 (p < 0.05), 

ADA and ANGPTL7 (p=0.06) were upregulated in FHS-affected compared to the 

normal broilers (Figure 1). These genes were involved with apoptosis, immune 

response, ion transport, cell homeostasis, adhesion and hypoxia, mostly with functions 

related to deaminase, leak channel and binding activities (Appendix A3).  

 

Figure 1. Relative expression performed in the femoral articular cartilage from broilers normal 

and FHS-affect at 21 days of age. **p<0.05 e *p=0.06 

   

 RHAG, Col28A1 and AvBD2 code for proteins involved in immune response, 

such as defense against pathogens, inflammation, cellular migration and adhesion 

(Lee et al., 2016).  
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 AvBD2 gene showed the highest expression levels among DE genes: 5.25 

(p=0.001) times more expressed in FHS-affected broilers than their healthy 

counterparts. The AvBD family comprises 14 different genes in chickens  (Lynn et al., 

2007) coding for defensins, a family of small, cationic peptides with roles in host 

defense against pathogens (Ganz, 2003). Important antimicrobial activity of AvBD 

genes has been reported in different chicken tissues challenged with E. coli, 

Clostridium perfringens and Eimeria species (Hong et al., 2012; Lee et al., 2016; Su et 

al., 2017). Moreover, bacterial translocation from intestine and consequent proliferation 

in bone fissures is one of the causes of BCO in broilers (Wideman and Prisby, 2013). 

Wijesurendra et al. (2017) observed that E. coli and Staphylococcus were the most 

identified bacterial isolates in BCO samples. Here, AvBD2 upregulation could help to 

counteract a possible bacterial infection and prevent FHS progression into FHN severe 

levels. Similar results were found by Hul (2021) comparing normal and FHS-affected 

AC at 35 days, where AvBD2 was more expressed in the FHS-group.  

RHAG gene is a solute transporter member of the SLC42 family, which is 

involved in oxygen and ammonia transport across erythrocytes membranes (Endeward 

et al., 2008; Genetet et al., 2012). Recently, RHAG expression was found to be 

significantly lower in steroid-induced osteonecrosis of the femoral head (SONFH) 

affected individuals compared with healthy ones (Wu et al., 2021). SONFH is a human 

chronic disease caused by disruption of the blood supply of the femoral head and 

subsequent death of bone cells after chronic exposure to glucocorticoids (Wu et al., 

2021). RHAG upregulation at early age suggests a tentative to reduce hypoxia caused 

by inflammation and blood supply disruption and it has already been described in 

femoral AC and bone of 35-days old broilers with FHS (Hul et al., 2021; Peixoto et al., 



32 

 

 
 

 

2019). These findings indicate that RHAG upregulation is part of one of the 

mechanisms evoked to control FHS progression and BCO development. 

COL28A1, a member of the collagen family, was 2x more expressed in FSH-

affected than in normal broilers. Collagens, especially COL2A1, are responsible for cell 

adhesion and essential for cartilage formation and maintenance (Karamanos et al., 

2021). The COL28A1 gene encodes a filament forming collagen involved in cell 

adhesion and extracellular matrix (ECM) processes and has been observed at low 

levels in the proximal femoral head of 35-days old broilers with FHS (Peixoto et al., 

2019). Therefore, COL28A1 upregulation in AC, in contrast with bone, suggests a 

tentative to preserve the ECM integrity at early ages to avoid AC separation from 

growth plate in the femur epiphysis. 

 Finally, ADA and ANGPTL7 were also upregulated in FHS-affected broilers. 

ADA codes for an enzyme that regulates adenosine concentrations and also acts as 

an endogenous regulator of the innate immune response (Boiago et al., 2016). 

Reduction of ADA activity contributes for restricting inflammatory response and cell 

damage, because of the increase of adenosine, an anti-inflammatory molecule 

(Abbracchio and Ceruti, 2007). Furthermore, the ADA upregulation favored matrix 

degradation (Tesch et al., 2004), and joint destruction in rheumatoid arthritis 

(Bhagavatham et al., 2021). Thus, ADA upregulation in FHS-affected broilers could 

favor inflammation and trigger FHS-development since early ages.  

ANGPTL7 gene acts in angiogenesis, cell adhesion and collagen formation 

(Comes et al., 2011; Parri et al., 2014). There is a controversy in its function, since it 

was described as an angiogenesis negative regulator (Peek et al., 2002), but also 

promoting cell proliferation and vascularization in human cells (Comes et al., 2011; 
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Parri et al., 2014). Therefore, the ANGPTL7 overexpression in our study could be 

involved with the maintenance of matrix and cartilage formation and organization. 

 The FHS etiology is difficult to be fully depicted as most of other diseases, since 

the majority of the studies are performed comparing healthy and animals already 

affected, in a way that causal factors could be manifested previously to its 

development. Therefore, we have collected samples at a young age and FHS-early 

stage, trying to obtain molecular mechanisms involved mainly with its onset. With this 

approach, we showed that AvBD2, RHAG, COL28A1, ANGPTL7 and ADA were 

upregulated in FHS-affected broilers AC at 21 days of age in comparison with healthy 

broilers. At this early age, these results show, except for the ADA gene, different 

molecular mechanisms to control FHS progress and, consequently, to avoid the FHN 

development. These results can contribute to improve the knowledge on FHN etiology 

in chicken and other species, such as horse and pigs that are severely affect by bone 

disorders. 
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Appendix A.  

 

Appendix A1. Primers for candidate genes used in the qPCR of femoral articular cartilage of 

broilers. 

Gene Gene/Ensembl ID Primer Squences (5'-3') 

AVBD1 ENSGALG00000022815 
F: CAGGATCCTCCCAGGCTCTA 

R: GATGAGAGTGAGGGAAGGGC 

AVBD2 ENSGALG00000016669 
F: TTCTCCAGGGTTGTCTTCGC 

R: TGCATTCCAAGGCCATTTGC 

FBN2 ENSGALG00000014686 
F: TGCATCGATAGCCTGAAGGG 

R: CTAATTCACACCGCTCACATGG 

ANK1 ENSG00000029534 
F: CCACCATCCCACCATTCAGT 

R: ACGGTCACAAACTCCAGCAT 

Col28A1 ENSGALG00000010259 
F: ACCAGGTCTAAAGGGTCAACG 

R: TGGATTCCCAGAGTCTCCCA 

EPX ENSGALG00000043254 
F: AAAGGAGGTGGCATTGACCC 

R: GCCACGCTGCATGTTAAGAG 

ADA ENSGALG00000004170 
F: TTCGGCAAGAAAAGAGGGGT 

R: GTGTTTGGTAGCTGACGTGC 

COL13A1 ENSGALG00000004286 
F: CCAAGCAAGGACTAGACACTCA 

R: ACCCTTCATGCCATGTCTTCC 

RHAG ENSGALG00000016684 
F: TCTGGAGATCACGGCCTTTG 

R: GCTCCAATATCTGTGGCCTGA 

COL8A1* NM_001293134.1 
F: ACTCTCCTATTAAGCTGAGGGAC 

R: CAGGAAAGGGCAGAAGGACA 

IFI6* NM_001001296.5 
F: AGAAATGGGTGCCAAAGGCT 

R: GAACTCCGCCTCCGCAAG 

OPG** ENSGALG00000016114 
F: ACGCTTGTGCTCTTGGACAT 

R:CAGCGTAGTACTGGTCTGGG 

COL14A1* NM_205334.1 
F: GTGATGTTGGAGCTCCTGGT 

R: CACACTTGACGAGCAACAGC 

DPT ENSGALG00000019229 
F:GCCAATGTATACCGGGGGTT 

R: CCATTCAGTTCCTGCCCTGT 

ANGPTL5* NM_001197236.1 
F: TCAGGAAACGCAGGTGATGC 

R: AGTGCACACTGGCCTACATC 

ANGPTL7* XM_004947467.1 
F: AGCTACCGTCTGTTTGTGGG 

R: ACCAATATCCACCTTTGCGG 

*(Petry et al., 2018) , **(Paludo et al., 2017)  
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Appendix A2. Bone integrity-related traits of normal broilers and those with lameness 

at 21 days of age.  

 

 

Trait 
Femur 

Normal Lameness 

Weight (g) 3.34 ± 0.49a 2.70 ± 0.76b 

Length (cm) 5.07 ± 0.19 4.72 ± 0.47 

Thickness (cm) 0.64 ± 0.07a 0.58 ± 0.08b 

Dry matter (%) 46.2 ±1.44 47 ± 3.4 

Ashes (%) 22.64 ± 2.27 23.08 ± 1.52 

Ca (mg/kg) 74320 ± 7192 77.340 ± 6335 

Mg (mg/kg) 1910 ± 195 1993 ± 176 

P (mg/kg) 42270 ± 4486 43360 ± 3557 

Zn (mg/kg) 115.00 ± 13.70 119.00 ± 13.10 

Breaking Strength (Kgf) 28.45 ± 44.13 24.53 ± 6.60 

Means followed by different letters, on the line, and within the same bone, differ from each 

other (p<0.05). 

 

Appendix A3. Ontologies (biological processes, cell component and molecular 

functions) attributed for differentially expressed genes between normal and FHS-

affected broilers 
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