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Resumo

O objetivo desse estudo foi avaliar a expressao génica das apolipoproteinas Al e B, bem como a relagdo entre
elas no figado de frangos de corte de duas linhagens, selecionada e ndo selecionada. O experimento foi
conduzido na fazenda experimental da Universidade Estadual de Maringa. Os animais foram alojados em
gaiolas em ambiente climatizado durante 42 dias. As dietas oferecidas foram adequadas a cada fase de
desenvolvimento, e ndo diferiram entre os dois grupos. Ao final desse periodo os animais foram abatidos e
foram realizadas coletas de figado para as analises de expressdo génica. As amostras foram armazenadas em
tubo criogénico imerso em nitrogénio liquido até 0 momento da extracdo de RNA das amostras. Os animais
da linhagem selecionada apresentaram menor expressdo relativa dos genes estudados, quando comparados
com os animais da linhagem ndo selecionada, entretanto, a relacdo entre as apolipoproteinas se manteve
constante nas duas linhagens. A selecdo para ganho de peso reduz a expressao dos genes das apolipoproteinas
Al e B no figado de frangos de corte.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the gene expression of apolipoproteins Al and B, as well as the
relationship between them in the liver from broilers of two strains: selected and not selected. The experiment
was conducted at the experimental farm of the State University of Maringa and the animals were housed in
bioclimatic cages for 42 days. The diet offered was adequate at each stage of development and did not differ
between the two groups. At the end of the experiment, the animals were slaughtered, and liver samples were
collected for analysis of gene expression. Samples were stored in a cryogenic tube immersed in liquid nitrogen
until the extraction of RNA. Animals of the selected strain showed lower relative expression of the studied
genes when compared to the animals of the unselected strain. However, the ratio between apolipoproteins
remained constant in both strains. Selection for weight gain reduces expression of apolipoprotein Al and B
genes in broiler liver.

Keywords: apolipoproteins; Gallus gallus; RT-PCR.

As lipoproteinas sdo complexos hidrofilicos
esféricos, que transportam lipidios hidrofobicos em
seu nucleo. Estes complexos sdo formados por
proteinas, chamadas de apoproteinas ou
apolipoproteinas (Apo), além de colesterol, ésteres
de colesterol, triglicerideos e fosfolipidios. A
presenca das Apos no complexo lipoproteico, confere

a este o carater hidrofilico, tornando-o soltvel no
plasma, além de promover a captacao dos lipidios
pelos tecidos (Beisiegel, 1998). As Apos sao
divididas em varios grupos, dentre eles: ApoA,
ApoB, ApoC, ApoE e Apo(a), com destaque para
ApoAl e B, por estarem relacionadas com risco
cardiovascular (Barter e Kastelein, 2006).
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O gene que codifica para a apolipoproteina
Al (ApoAl) em aves € expresso em todos os
tecidos (Shackelford e Lebherz, 1983; Lamon-Fava
et al., 1992), sendo o figado e o intestino, os
principais locais de sintese do mRNA (Lamon-
Favaetal., 1992). Nos tecidos, a ApoAlatua como
coenzima para a enzima lecitina colesterol-
aciltransferasee também como um mediador na
transferéncia do colesterol das células para as
particulas de lipoproteinas de alta densidade
(HDL), atuando como ligante para 0 ABCA-I
(transportador que promove o fluxo de colesterol
livre e fosfolipideos das células) (Walldius e
Jungner, 2004, Forti e Diament, 2006).

A ApoB é sintetizada no figado (Richardson
et al., 2005), e em aves é o principal componente
de IDL (Lipoproteina de densidade intermediaria)
e VLDL plasmatico (Hermier et al., 1985), sendo
responsavel pela ligacéo das particulas de LDL aos
receptores celulares, permitindo a entrada de LDL
nas células. Neste contexto, um excesso de ApoB
pode representar um fator desencadeante para o
processo aterogénico (Denke, 2005; Barter e
Kastelein, 2006). Polimorfismos no gene da ApoB
foram associados a melhores taxas de crescimento
iniciais e menor deposicdo de gordura corporal
(Zhang et al., 2006). De forma semelhante, Da
Cruz et al. (2015) demonstraram a existéncia de
associacdo significativa entre polimorfismos no
gene ApoB, a baixa deposicdo de gordura
abdominal e subcutanea, bem como a disturbios
esqueléticos em frangos de corte.

Considerando o papel das AposAl e B no
transporte dos lipideos, e as evidencias de
associacdo genética com melhores taxas de
crescimento e baixa deposicéo de gordura corporal
(Seyedabadi et al., 2010), estudos sobre a
expressdo destes genes em aves de diferentes
linhagens podem auxiliar em futuros programas de
selecdo e melhoramento genético. Deste modo,
objetivamos avaliar a expressao génica das ApoAl,
ApoB e sua relacdo no figado de duas linhagens de
frango de corte, selecionadas e ndo selecionadas.

Foram utilizados 20 frangos de corte (Gallus
gallus) machos de linhagem comercial selecionada
(Cobb) e 20 frangos de corte machos de linhagem
ndo selecionada, alocados na Fazenda experimental
da Universidade Estadual de Maringd, na cidade de
Iguatemi- PR.

Os animais das duas linhagens foram
alojados em gaiolas em sala climatizada e

submetidos as mesmas condi¢des ambientais,
sendo alimentados com a mesma dieta e plano
alimentar, de acordo com a fase de cria¢do. Durante
0 periodo experimental, os animais tiveram livre
acesso a dgua e racao balanceada baseada em milho
e soja (Rostagno et al., 2011). Na fase inicial foi
fornecida racdo com 21,60% de proteina bruta e
3052 Kcal/Kg de energia, enquanto na fase de
crescimento foi fornecida ragéo contendo 19,70%
de proteina bruta e 3170 Kcal/Kg de energia.

Aos 42 dias de idade, quatro animais de cada
linhagem foram submetidos a um periodo de 6
horas de jejum pré-abate e abatidos por método de
deslocamento cervical. Foram coletadas amostras
de figado e armazenadas em tubo criogénico
imerso em nitrogénio liquido até o momento da
extracdo do RNA. Antes da extracdo do RNA das
amostras, todos os materiais utilizados foram
tratados com inibidor de RNAse AWAY®
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA).

Para extragdo do RNA, foi utilizado reagente
Trizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), nas
proporcdes de 100 mg de tecido por 1 mL do
produto, de acordo com o protocolo indicado pelo
fabricante.

O RNA total foi avaliado utilizando
espectrofotdmetro  Nanodrop 2000 UV-Vis
(ThermoScientific, Waltham, MA, EUA), por meio
da relacdo entre os comprimentos de onda de
260/280 nm. A integridade do RNA foi analisada
usando gel de agarose 1% marcado com Sybr Safe®
DNA Gel Stain (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA),
com leitura realizada sob luz ultravioleta. Ap6s
avaliagdo da integridade do RNA total, as amostras
foram tratadas com DNase |, Amplification Grade
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) utilizando os
procedimentos indicados pelo fabricante, para
evitar possiveis contaminagdes com DNA
gendmico. Para a sintese de DNA, foi utilizado kit
SuperScript® Il First-Strand Synthesis Super Mix
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), de acordo com
0s protocolos indicado pelo fabricante. O cDNA
sintetizado foi armazenado em freezer a -20 °C.

Os primers foram desenhados com base nas
sequéncias de genes depositadas no banco de dados
disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov (cédigos de
referéncias M25559.1, NM_001044633.1e
L08165.1, respectivamente para 0s genes ApoAl,
ApoB e CHKBACTN), utilizando a ferramenta do
site www.idtdna.com (Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncias dos primers utilizados para reacdo de PCR em tempo real.

amplicon (pb) temperatura de anelamento (°C)

sequéncia do primer (5'-3")

apoAl 214 60,0
apoB 196 60,0
CHKBACTN 136 60,0

GTGACCCTCGCTGTGCTCTT
CACTCAGCGTGTCCAGGTTGT
GACTTGGTTACACGCCTCA
TAACTTGCCTGTTATGCTC
ACCCCAAAGCCAACAGA
CCAGAGTCCATCACAATACC

Para as reagtes de RT-PCR, foi utilizado o
corante fluorescente SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems™, Carlshad, CA, EUA),
e as reagdes processadas em Step One Plus™ Real-
Time PCR System, Applied Biosystems™,
Carlsbad, CA, EUA. Todas as reagdes foram feitas
em duplicata, utilizando um volume total de 25 pL
por reacao.

A relacdo entre CT (Treshold Cicle) do gene
em e CT do controle endégeno foi corrigida,
considerando os valores de 22, sendo Act =CT do
gene alvo — CT do controle enddgeno. Para a
analise estatistica dos dados, foi utilizado o pacote
estatistico SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC, EUA),
utilizando teste de médias de Tukey (P <0,05). Os
resultados foram mostrados como média e erro
padrdo.

No teste de eficiéncia dos primers, 0s genes
estudados apresentaram variacéo entre 90 e 100%
de eficiéncia. A analise das curvas de dissociacao
confirmou a especificidade das reagfes e a
auséncia da formacdo de dimeros de primers. O
gene CHKBACTIN foi utilizado como controle
endégeno devido a elevada eficiéncia de sua
amplificacdo, e por ndo apresentar variacao
estatistica significativa entre os tratamentos.

Os valores de expressdo relativa dos genes
(ApoAl e ApoB) sdo mostrados na Tabela 2.
Houve diferenca significativa entre a expressdo
relativa dos genes em ambas as linhagens
utilizadas. Os machos da linhagem ndo selecionada
para ganho de peso apresentaram maior nivel de
expressdo génica tanto para ApoAl quanto para
ApoB.

A correlagdo entre a expressdo génica de
ApoAl e ApoB foi alta (r=0,81; P < 0,001)
demonstrando  forte  associacdo entre  as
apoproteinas.

Nesse estudo, observou-se que os animais da
linhagem selecionada para ganho de peso
apresentaram menor expressdo relativa do gene
ApoAl (Tabela 2). As ApoAl sdo o principal
constituinte  proteico do HDL, molécula

responsavel por facilitar a remocdo do colesterol
dos tecidos periféricos levando-o ao figado. A
ApoAl atua neste processo como coenzima para
aciltransferase lecitina-colesterol (LCAT), a
principal enzima responsavel por catalisar a
maturacdo de HDL nascente em HDL esférico,
promovendo a esterificacdo do colesterol livre
(Fielding et al., 1972). Devido ao seu papel no
transporte reverso do colesterol, niveis reduzidos
de HDL no plasma tém sido associados com maior
propensdo de formacdo de placas aterogénicas
(Leanca et al., 2010).

Em frangos, a supressdo da expressdo da
ApoAl pode afetar a formagdo da HDL,
prejudicando desse modo o processo de transporte
reverso de colesterol, resultado em maior aciimulo
de gordura abdominal, como sugerido por Zhuo et
al. (2015). Os niveis de expressdo de ApoAl
podem oscilar durante a vida dos animais. Em
frangos, por exemplo, é possivel observar aumento
dos niveis de ApoAl proximo ao periodo de
eclosdo, seguido de queda brusca de sua expressao
apos esse periodo (Shackelford e Lebherz, 1983).
Estes mesmos autores relataram aumento
significativo da expressdo génica de ApoAl no
musculo esquelético distréfico de aves adultas,
entretanto, este aumento néo foi observado em aves
de dois dias de idade, sugerindo provavel relacdo
da expressdo de ApoAl com a idade, e
consequentemente, com o teor de gordura corporal
(Shackelford e Lebherz, 1985).

Daval et al. (2000) avaliaram a expressao de
ApoAl em linhagens de frangos de corte adultos
(56 dias) divergentes quanto a deposicao de
gordura abdominal. Estes autores observaram que
a linhagem de frangos magros apresentaram menor
expressao de ApoAl, bem como menores niveis
séricos desta quando comparados com animais de
linhagem gorda (transcritos de RNAm: 24,212
unidades arbitrarias (UA) para frangos gordos e
10,685 UA para frangos magros). Estes autores
encontraram em frangos de corte adulto, expressao
de ApoAl aproximadamente 2,3 vezes maior em
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frangos gordos quando comparados com frangos
magros.

A reducdo de ApoAl observada para aves
selecionadas neste trabalho sugerem que, o
processo de melhoramento genético pelo qual a
linhagem foi submetida tenha indiretamente
selecionado aves menos eficientes em expressar
ApoAl, provavelmente, por desequilibrio de
ligacio com alelos de caracteristicas de
crescimento. Apesar da menor expressdo da
ApoAl nos animais selecionados, estudos tem

sugerido que os niveis lipidicos da carcaca ndo
podem ser avaliados com base apenas nos niveis
desta lipoproteina, e sim da relacdo entre proteinas
de sintese direta e reversa de colesterol. Neste
contexto, a avaliagio de ApoAl e ApoB
representam uma medida mais acurada para esta
avaliacdo.

Semelhantemente & ApoAl, observamos
neste estudo reducdo significativa da expressao
génica de ApoB para machos selecionados (Tabela
2).

Tabela 2. Expressao dos genes ApoAl e ApoB em 304 amostras de figado de frangos de corte machos
da linhagem Cobb e frangos de corte néo selecionados para ganho em peso.

apoAl apoB apoB/apoAl
média £ ep? média + ep!
ms?2 3,65 £ 0,46* 0,26 £ 0,03* 0,072 £ 0,008"
mns? 8,93 £ 0,74* 0,57 £ 0,08* 0,064 £ 0,012"
P <0,0001 0,0038

“diferenga significativa (P<0,05)
lep=erro padréo

2ms= Machos selecionados
3mns= Machos nao selecionados

Altas concentragdes de ApoB no plasma séo
frequentemente relacionadas & doengas cardio-
vasculares, devido a sua funcdo no transporte direto
do colesterol circulante para tecidos periféricos,
por meio de duas formas distintas: apoB100 e
apoB48. A apoB100 é o componente proteico das
LDL, quilomicrons e VLDL, enquanto apoB48 é
encontrada apenas nos quilomicrons(Walldius e
Jungner, 2006). A relacdo entre maiores indices de
ApoB, potencial aterogénico e provavel obesidade
foi primariamente relatada por Kissebah et al.,
(1981) e revisada por Lemieux (1997). Em frangos
de corte, esta relacdo foi confirmada por Zhang et
al. (2006) por meio de associagdo de indices de
obesidade a polimorfismos genéticos.

A expressdo génica de ApoB no saco
vitelinico de embrides de frango esta relacionada a
idade do embrido, e € expresso de maneira
coordenada com a proteina de transferéncia de
triglicerideo microsomal (MTP), responsavel pela
transferéncia dos triglicerideos para a ApoB,
permitindo a formacdo da VLDL (Eresheim et al.,
2014). A menor expressdo relativa para ApoB
observada nas aves selecionadas pode ser
decorrente da selecdo direta para maior deposicao
de carne magra, e consequentemente, menor taxa
de deposicdo de gordura nos tecidos. A menor
expressdo génica de ApoAl e ApoB para a
linhagem selecionada sugerem que estas aves

possuem quantitativamente menores indices de
colesterol circulante, sejam HDL ou ndo HDL,
entretanto, tais dosagens ndo foram realizadas
neste experimento.

A relagdo entre ApoB/ApoAl é importante
para 0 adequado transporte lipidico (Barter e
Kastelein, 2006), dado que ApoAl estd presente
em particulas potencialmente antiaterogénicas e
ApoB em particulas aterogénicas. Sato et al. (2016)
avaliaram a correlagcdo entre ApoAl, ApoB e
potencial aterogénico e antiaterogénico e
observaram que Apo A-1 foi significativamente
correlacionado com HDL (r = 0,86) e apo B foi
significativamente correlacionada com LDL,
colesterol nd&o HDL e a relagdo LDL / HDL (r =
0,86, 0,93 e 0,64, respectivamente) evidenciando a
necessidade da manutencéo das relagfes adequadas
entre ApoB e ApoAl. O valor numérico da relagéo
ApoB/ApoAl varia de acordo com a espécie
(Tabela 3).

Neste trabalho, ndo foram observadas
diferencas significativas entre a relagéo
ApoB/ApoAl para as linhagens estudadas. Estes
dados sugerem que apesar da reducdo significativa
da expressdo de ApoB e ApoAl em frangos
selecionados, tal reducdo ndo interfere na
capacidade cardiovascular nem na qualidade
lipidica das carcacas uma vez que a relacdo
ApoB/ApoAl foi mantida.
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Tabela 3. Relacdo ApoB/ApoAlem trés espécies distintas.
ApoB/ApoAl  ApoB/ApoAl

Espécie (MRNA) (sérico) Artigo Autor
Observed relationship between Kuyl e
Humanos - 0,76 £ 0,09 ratios HDL—choIest'eroI/tota_I Mendelsohn
cholesterol and apolipoprotein (1992)
Al/apolipoprotein B
The combined effects of novel Qureshi e
Frangos - 0,19 £ 0,03 tocotrienols and lovastatin on lipid
L Peterson (2001)
metabolism in chickens
Dietary Lipid and Carbohydrate
Interactions: Implications Castro et al
Peixes 0,97 + 0,04 - on Lipid and Glucose Absorption, (2016) '

Transport in Gilthead Sea
Bream (Sparus aurata) Juveniles

A selecdo direta de aves para caracteristicas
de ganho em peso reduziu a expressdo génica das
apoproteinas Al e B nas aves avaliadas. Apesar da
reducdo significativa da expresséo individual das
apoproteinas Al e B para aves selecionadas, ndo ha
comprometimento da capacidade de balango de
transporte lipidico, uma vez que a relacdo entre
estas é mantida.
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