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CONDRONECROSE BACTERANA
COM OSTEOMIELITE BCO): UM

PROBLEMA SUBESTIMADO NA
Ao TURADE CORTE

A Embrapa Suinos e Aves, em uma de suas linhas de pesquisa, vem desenvolvendo estudos em

gendmica com foco em problemas locomotores, tanto em aves como em suinos. Em aves, a variacao

genética normal de carateristicas de integridade 6ssea e os fatores genéticos associados a BCO estdo

sendo investigados.,

Por | jane de Oliveira Peixoto’, Adriana Mércia Guaratini Ibelli’, Maurfcio Egidio Cantdo’, Ménica Corréa Ledur’

s problemas locomotores tém causado
perdas econdmicas & industria avicola
por diminuir 0 desempenho das aves, a
qualidade das carcagas e também por
comprometer o bem-estar animal. As perdas diretas sdo
devidas a descartes, leses e condenagdes de carcacas
em abatedouros. Contudo, muitas das perdas econdmicas
nao estdo sendo mensuradas no sistema produtivo. As aves
acomefidas com anomalias 6sseas apresentam queda no
desempenho, pois estas apresentam maior dificuldade em
chegar ao comedouwro e bebedouro, tornando-se frageis e
mais leves. Além disso, essas aves ficam a maior parte do
tempo sentadas sobre as articulagdes (Figura 01), predis-
pondo ao desenvolvimento de calos de peito, feridas nos
pés e dermatites de contato, Esse maior contato dos frangos
na cama favorece a interagdo Com 08 MiCro-Organismos
presentes nesse ambiente contaminado.
Desde 1930, inimeras causas de deformidades no tecido
0sseo em aves vém sendo identificadas. Deficiéncias ou
imbalangos nufricionais, fatores genéticos, patégenos,
micotoxinas e praticas de manejo afetam diretamente o
crescimento e desenvolvimento normal do tecido dsseo.
Acredita-se que um dos fatores que contribuiram para o
aumento da incidéncia de problemas locomotores foi o

intenso processo de selecdo para eficiéncia produtiva, O
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melhoramento genético levou a obtenco de linhagens de
rapido crescimento, cada vez mais precoces e com maior
desenvolvimento muscular quando comparado com as
oufras espécies animais. Entretanto, o desenvolvimento
do tecido ¢sseo ndo tem acompanhado estes processos
fisiolégicos, aumentando assim a incidéncia de problemas
de pernas e fragilidade do esqueleto.

De acordo com Gonzales e Macarn (2000), o melhoramen-
to genético acelerou a taxa de crescimento, afetando a
composicdo mineral dos 0ssos e cartilagens, favorecendo
0 aparecimento de alteragdes locomotoras. Além disso, a
manutengio da elevada composigao proteica da carcaga
requer mais energia e oxigénio do que a manutengao de
outros tecidos, logo, é inevitavel que aves de crescimento
mais rapido sejam em geral mais suscetivels a processos
que determinam hipdxa tecidual. Diante do exposto, as
empresas de genética estdo realizando grandes esforcos
para reduzir a incidéncia desses problemas. A robustez
das pernas € um importante critério de selegio, de modo
que todos os animais com sinais clinicos de deformacéo
das pernas séo eliminados. Além disso, o Raio X é utilizado
para detectar as doencas de pernas com sinais subclinicos.
Também é realizada selecéo para capacidade cardiorrespi-
ratéria por meio de oximetria, que mede o nivel de saturagéo
de cxigénio nas hemnacias, visando reduzir problemas me-




tabolicos causados pela hipéxia tecidual. Contudo, apesar

dos esforgos realizados, os ganhos genéticos obtidos ainda
séo insuficientes e os problemas locomotores persistem
nas diversas linhagens, tanto de corte como de postura.

Dentre as diversas patologias que afetam o tecido ésseoea
locomogao das aves, uma das condigdes mais prevalentes
& a condronecrose bacteriana com osteomielite (BCO, do
inglés: Bacterial Chondronecrosis with Osteomyelitis), an-
teriormente conhecida como necrose da cabega do fémur.
De acordo com Robert Wideman, a BCO é caracterizada
por sitios de elevado estresse, como as regides da cabega
do fémur e da cabega da tibia e também a regido das
vértebras sujeitas a elevado torque, Diversos organismos
oportunistas tém sido isolados nas lesées de BCO, sendo
os mais comuns: Staphylococcus aureus, Staphylococcus
spp., Enterococcus cecorum, Enterococcus hirae, En-
terococcus faecalis, Escherichia coli, Salmonella spp., &
Streptococcal spp. Acredita-se que as bactérias entrem

na corrente sanguinea por meio de translocacéo através

das barreiras epiteliais intestinais ou respiratérias e podem
desencadear a BCO. Apesar de sua etiologia ndo estar to-
talmente elucidada, fatores como genética, manejo, idade,
o rapido crescimento e alimentacao ja foram relacionados
com a susceptibilidade a essa condigao. E possivel ainda
que a interrupgao mecanica do fluxo sanguineo do osso
subcondral confribua para esta patologia, sendo o rapido
crescimento um dos possivels fatores que Iniciam esses
eventos em frangos de corte. Além disso, a patogénese da
BCO tem sido mais relacionada a alinhamentos irregula-
res de conjuntos de condrécitos na placa de crescimento
proximal do que a fraturas ou falhas corticals do osso.
Entretanto, os mecanismos genéticos relacionados a essa
condigAo ainda permanecem desconhecidos.

A BCO é uma importante causa de claudicagéo e estima-se
que afete cerca de 1,5% dos frangos abatidos aos 42 dias
idade nos Estados Unidos. No Brasil, nfo existem dados
consistentes sobre a incidéncia desse problema. Fatores
como estresse térmico e imunossupressao aumentam a
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Figura 01. Frangos de corte com problemas locomotores

incidéncia de BCO e outros, como a incluséo de Vitamina
D ou uso de antibidticos diminuem essa incidéncia. Ade-
mais, esta & uma enfermidade muito frequente também
na produgdo de perus. Na Figura 02 estdo apresentados
variados graus da manifestacio desse problema em fran-
gos de corte.

A Embrapa Suinos e Aves, em uma de suas linhas de pes-
quisa, vem desenvolvendo estudos em gendmica com foco
em problemas locomotores, tanto em aves como em sufnos.
Em aves, a variagdo genética normal de carateristicas de
Integridade dssea e os fatores genéticos associados 4 BCO
estdo sendo investigados, enquanto em suinos, estuda-se
a osteocondrose, Para isso, as novas metodologias gend-
micas, como estudos de associagéo global do genoma
(GWAS), sequenciamento do RNA (RNA-Seq) e metagend-
mica, sdo aplicadas de forma integrada com metodologias
pontuais como PCR em Tempo Real. A perspectiva é avan-
car no estudo desses importantes problemas da produgac
€ espera-se grande Impacto no avango do conhecimento
do genoma da galinha e de vias metabélicas envolvidas
nos problemas locomotores.

Figura 02. Niveis de BCO em frangos de corte

IpENTIFICAGAC DE MECANISMOS GENETICOS
AssocIADoS A PROBLEMAS LOCOMOTORES

Apesar da existéncia do componente genético, pouco se
sabe sobre quais s40 0s mecanismos genéticos envolvidos
no centrole de caracteristicas relacionadas ao esqueleto das
aves. Para entender melhor o metabolismo 6sseo e suas
anormalidades, duas abordagens genémicas vém sendo
utilizadas. A primeira delas é o estudo das varidveis associa-
das & variagao normal de caracteristicas relacionadas com
integridade éssea. Dessa forma, estao sendo realizados
estudos de pardmetros genéticos para diversas caracteris-
ticas morfométricas e fisico-quimicas dos ossos da tihia e
do fémur. Além disso, estéo sendo realizadas anélises de
associac@o global do genoma visando identificar regides
cromossdmicas e 0s possivels genes que controlam essas
caracteristicas. A segunda abordagem é o estudo caso/
controle da BCO, que é uma das patologias dsseas mais
importantes em frangos de corte. Para isso, estao sendo
realizados simultaneamente estudos de RNA-Seq e do
metagenoma presente nas lesdes da placa de crescimento
do fémur de frangos de corte. Além disso, estudos pontuais
de expressao génica v&m sendo conduzidos, nos quais
alguns genes que apresentam fungio importante no meta-
bolismo 6sseo (genes candidatos funcionais) vém sendo
investigados. Um breve relato dos estudos em andamento
esta apresentado a seguir:

1) Andlise de pardmetros genéticos de caracteristicas
relacionadas a integridade 6ssea

As caracteristicas relacionadas & integridade dssea foram
avaliadas em 1.400 aves de uma linhagem pura paterna
de frangos de corte denominada TT, desenvolvida pela
Embrapa Suinos e Aves. Esta vem sendo selecionada para
multiplas caracteristicas desde 1992. Foram avaliadas 34
caracteristicas de integridade 6ssea, medidas na tibia e no
témur, dentre elas: peso, comprimento, espessura, teores

Normal N1 N2

N3 N4 N5
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Figura 03. Amostras da cabeca do fémur de aves normais e com distintos graus de

BCO utilizadas nas andlises de transcriptoma (a) e metagenoma (b)

para o avango do conhecimen-
to do controle genético das

Normal Necrose 1 Normal

Transcriptoma Metagenoma '

caracteristicas de integridade
Ossea, permitindo também o
estudo de interages génicas
e rotas metabodlicas envolvidas
no metabolismo ésseo.

3) Estudo do transcriptoma

do tecido 6sseo da cabega

Necrose 2 do fémur

de matéria seca, cinzas, calcio, fosforo, magnésio e zinco,
além da forga de quebra, flexibilidade do osse, relagac Ca:P
e indice de seedor, que serve como indicativo da densidade
6ssea. De acordo com os resultados, observou-se conside-
ravel variabilidade genética para todas as caracteristicas
avaliadas. Dessa forma, as caracteristicas de integridade
6ssea analisadas podem responder & selegao em fungao das
magnitudes das estimativas de herdabilidade obtidas, que
variaram de 0,18 a 0,43. Num estudo de correlagio genética,
observou-se que a selegio para peso aos 42 dias aumenta a
forga de quebra e, em menor proporgéo, a flexibilidade do
0ss0. Contudo, a flexibilidade parece ser um parametro mais
adequado para melhorar a integridade 6ssea, devido a sua
correlagao positiva com relagao Ca:P e também ao fato desse
pardmetro incluir componentes organicos do 0sso, como o
colageno. A maior flexibilidade do osso proporciona maior
tolerancia das aves aos estresses da produgao intensiva.

2) GWAS para caracteristicas de integridade 6ssea

Estudos de associagao global do genoma estao sendo re-
alizados visando identificar marcadores genéticos e genes
associados & variagdo normal das caracteristicas de integni-
dade dssea. Para isso, 0 painel de 600 mil marcadores da
Affymetrix foi utilizado para a genotipagem das 1.400 aves da
linhagem TT, nas quais foram avaliadas as 34 caracteristicas
de integridade ¢ssea mencionadas acima. A genotipagem
foi realizada em parceira com a Esalg-USPE no Laboratério
Multiusudrio Centralizado de Gendmica Funcional Aplicada
a Agropecuéria e Bioenergia, coordenado pelo Prof. Dr Luiz
L. Coutinho. Esses estudos, em andamento, estao sendo
utilizados para o desenvolvimento de uma dissertagéo de
mestrado na Unesp de Jaboticabal e duas teses de doutorado
na Esalg-USP Além do auxilio na formacéao de recursos hu-

manos na area de gendmica, esses resultados irfo contribuir

O transcriptoma é o conjunto
completo de transcritos (mRNAs) em uma célula ou tecido
em um estagio de desenvolvimento especifico ou condicao
fisiologica. Utilizando a metodologia de RNA-Seq é possivel
identificar variagBes na expressdo génica sem a necessidade
de dados de sequéngcias preliminares. Desta maneira, & pos-
sivel descobrir quais genes apresentam expressao alterada
devido & manifestagdo da BCO e também entender como
o tecido sseo das aves reage a essa condigio fisioldgica.
Nos estudos do transcriptoma foram utilizados machos de
uma linhagem comercial de frangos de corte aos 35 dias de
idade. Foram utilizados quatro animais normais e quatro ani-
mais afetados com BCO no estagio inicial (Figura 03a, sfafus
necrose 1) que foram sequenciados na plataforma [llumina.
O transcriptoma do tecido ¢sseo da placa de crescimento
do fémur de frangos de corte foi mapeado usando como
referéneia o genoma da galinha. Como resultado, cerca de
15 milhdes de sequéncias foram geradas por amostra. Dos
17.108 genes ja descritos no genoma da galinha, um total
de 11.500 genes foi expresso na placa de crescimento do
fémur. Por meio de andlises estatisticas, um conjunto de 153
genes diferencialmente expressos entre frangos normais e
afetados foram detectados,

A partir da identificagdo dos genes diferencialmente expres-
sos entre as duas condigbes avaliadas neste experimento,
varias vias metabolicas foram exploradas, destacando-se
as de genes relacionados & matmz organica e regides ex-
tracelulares. Agrupam-se nestas vias genes da familia dos
colagenos, das angiopoietinas-like, das BMPs (proteinas
relacionadas a formacao do 0sso), condroaderinas, entre
outros. Foi possivel observar que as fungdes desses genes
estdo diretamente ligadas & formagéo e desenvolvimento
6sseo e de cartilagens e também relacionadas a vascula-
rizagdo tecidual. Esses frés processos sao de fundamental
Importéncia para a qualidade do esqueleto. Alteragdes na

e

2015 | Guia CGessulli da Avicultura e Suinocultura Industrial |+ 27

\_-". )



—~

EsTubos pa Emerara

Figura 04. Redes metabdlicas dos genes estudados e suas interacoes

que niveis baixos de RNA mensagei-
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ro de genes essenciais na formagéo
da matriz organica do 0sso podem
estar associados a essa condigao.
Dessa forma, fol possivel avangar no
conhecimento dos mecanismos mo-
leculares envolvidos no metabolismo
0sseo da galinha e identificar genes
candidatos associados a problemas
locomotores em frangos de corte.

4) Estudos de PCR em tempo real

de genes candidatos funcionais

Além dos estudos globais do genoma
e transcriptoma, estio sendo realiza-
dos estudos de expressdo de genes
especificos, os quais sabidamente
estio envolvidos com o metabolismo
6sseo em condigdes normais. Estes

genes participam de diversas vias

metabolicas e podem interagir entre

expressao de genes responsaveis pela vascularizacio tecidu-
al causam supressédo na vascularizagdo sanguinea do tecido
dsseo, predispondo & necrose da cabega do fémur. Também
foram identificados polimorfismos entre as sequéncias dos
transcritos do grupo controle e do grupo afetado. Estes
deverfio ser investigados, pois sdo potenciais marcadores
moleculares para uso em selecéo.
No entanto, ainda s&o necessarios mais estudos visando o
melhor entendimento da atuagédo desses genes ao longo
do desenvolvimento das aves. Dessa forma, serd possivel
observar se a alterago na expressio desses genes ocorre
desde o nascimento das aves ou se decorre de seu rapido
crescimento. Além disso, fol possivel verificar, tanto con-
siderando as caracterfsticas fisico-quimicas, quanto as de
expressao génica, que o depdsito de minerais nos ossos
parece néo participar diretamente na manifestagio da BCO,
O entendimento dos fatores genéticos associados & formacao
e manutencao da matriz ssea pode levar a compreensio
de como os fatores nutricionais, ambientais e de manejo
afetam o processo de necrose. Assim, serd possivel elaborar
estratégias para diminuir a prevaléncia dessa patologia na
avicultura de corte. A partir do transcriptoma gerado, mais
de 90% dos genes foram menos expressos no grupo afetado
" com BCO quando comparado ao grupo normal, indicando

e
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s, requlando a expressao génica no
tecido dsseo (Figura 04). A expressdo dos seguintes genes
fol quantificada em animais normais e afetados com BCO:
SPP1, TNFRSF11B, SPARC, CALBI, CALM, IBSP, COL1A2,
BMP2, RANKL, Smad! e Runx2. Os genes RUNXZ e SPARC'
se apresentaram diferencialmente expressos entre as aves
normais e com problemas. Observou-se que no grupo afetado
©5588 genes apresentam-se quatro vezes menos expressos
(p=0.08) em relagao ao grupo controle. Em relacac ao gene
RUNX2, este é fundamental para a diferenciacdo dos osteo-
blastos, além de estimular o VEGE, que é o gene responsével
por alimentar a invasdo de vasos sanguineos na placa de
crescimento do fémur. Dessa forma, esses resultados indicam
que em frangos de corte comerciais a regulagao negativa
do gene RUNX2 pode contribuir para a incidéncia da BCO,

5) Estudo da microbiota presente no tecido ésseo da
cabeca do fémur

O metagenoma pode ser considerado o conjunto de genomas
da microbiota total de um determinado habitat. & partir da
evolugéo das técnicas de sequenciamento, tem sido possivel
realizar a andlise gendmica das comunidades de micro-
-organismos diretamente em seus habitats, por técnicas
independentes de cultivo. Esta é uma das vantagens da

andlise de metagenomas, pois a grande maioria dos micro-
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Figura 08. Principais familias de bactérias encontradas na regido da placa de
crescimento do fémur de frangos de corte aos 21 e 42 dias de idade

como oportunistas na manifestacio
de diversas doengas em varias espé-
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cles, sendo que o género Staphylo-
coccus vem sendo amplamente
isolado em lesdes decorrentes de
BCO. Contudo, novos estudos com
malor amostragem e cobertura de
sequenciamento deverdo ser reali-
zados para aprofundar essa andlise
em nivel de espécie. A classificagao
das espécies de bactérias presentes
nas lesBes permitird o entendimento
da dindmica destas populagdes na
manifestagao da BCO.

ConsIDERACOES Finals

Com a integragdo dos resultados
obtidos utilizando-se modernas
tecnologias, como GWAS, RNA-Seq,

metagendmica e metodologias pon-

-organismos ndo € cultivavel. Diversos micro-organismos ja
foram isolados nas lesdes de BCO, por meio de cultivo, porém
é interessante analisar a microbiota existente de forma global
eindependente do cultivo. Dessa forma, objetivou-se identifi-
car 0s grupos de bactérias presentes na cabega do fémur de
frangos de corte comerciais normais e afetados com BCO.
Para isso, amostras de DNA de nove machos nas idades de
21 e 42 dias (Figura 03b, status necrose 2) foram submetidas
a0 sequenciamento das regides V3V4 do gene do RNA ribos-
sémico 165 usando a plataforma Hlumina-MiSeq. Por meio
de analises de bioinformatica, identificou-se a diversidade
bacteriana e as principais familias de micro-organismos en-
contradas na regido da placa de crescimento do fémur, tanto
de aves normais como de afetadas (Figura 08). As principais
familias de bactérias encontradas foram: Lachnospiraceae
(14%), Staphylococcaceae (13%), Ruminococcaceae (12%),
Lactobacillaceae (10%), Moraxellaceae (10%), Sphingomona-
daceae (5%), enfre outras. Foi possivel observar considerdvel
diversidade bacteriana, tanto em animais normais quanto nos
afetados com BCO. Quando a andlise foi direcionada para
0 génerc dessas bactérnas, e 0s grupos de aves normais e
afetadas foram comparados, observou-se que os géneros
Staphylococcus spp. e Dietzia spp. foram os mais abundantes
nos animais afetados. Estes dois géneros sao classificados

7%
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tuais, como PCR em tempo real, esta
sendo possivel avangar na etiologia e
descoberta dos fatores predisponentes a BCO. Esse conhe-
cimento poderd ser utilizado de forma integrada com outras
4reas da produgdo para tracar estratégias visando diminuir
aincidéncia desses problemas na cadeia produtiva de aves.
As perspectivas desses estudos na Embrapa Suinos e Aves
sdo de continuar avangando no conhecimento sobre os
mecanismos genéticos responséveis pela manifestagio da
BCO. Além disso, pretende-se fortalecer a parceria com
empresas piiblicas e privadas para a realizagio de pesquisas
relacionadas a problemas locomotores envolvendo diversas
areas da produgéo. Sobretudo, busca-se despertar o interes-
se do setor produtivo para a necessidade de se quantificar
o real impacto econdmico desses problemas na produgao.
A mensuragdo mais acurada das perdas causadas pelos
problemas locomotores impulsionard a busca prioritaria
de solugbes para redugéo desses graves problemas na
avicultura, refletindo também na melhoria do bem-estar

das aves. @

‘Embrapa Suinos e Aves

A Literatura Citada nesse artigo pode ser obtida no site da
Avicultura Industrial por meio do link:



