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INTRODUCAO

A utilizagdo de genes de referéncia faz-se essencial para a realizagdo da quantificacao relativa em analises
de expressao génica, ja que estes sdo usados como normalizadores de dados de expressao, influenciando
diretamente o sucesso da acurdcia da analise. Entretanto, a estabilidade dos genes pode variar de acordo
com o projeto experimental que esteja sendo realizado (1-3). Dessa forma, é primordial avaliar a
confiabilidade dos genes enddgenos antes do seu uso (1). A andlise de expressao génica permite evidenciar
0s processos bioldgicos relacionados a inimeras condigdes nos organismos vivos (1). Assim, a técnica de
PCR quantitativa (QPCR) € usada por ser rapida e sensivel para gerar anélises de expressao génica em
diversas amostras diferentes para um nimero limitado de genes (1). Desse modo, para que haja resultados
confiveis, € preciso usar genes de referéncia adequados como controles internos para se obter uma
correta normalizacao, etapa fundamental para a avaliagcdo da expressao relativa (2). Para que todo esse
processo funcione é de grande importancia o uso de genes de referéncias estaveis, pois garantem a
normalizag&o dos niveis de entrada de RNA entre as amostras, impedindo erros na quantificacdo (1). Com
isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a estabilidade de 9 genes referéncia no ileo de frangos de corte
aos 21 dias de idade.

MATERIAL E METODOS

Para este trabalho, utilizaram-se 45 frangos de corte de uma linhagem comercial com 21 dias de idade. As
amostras de ileo foram coletadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer -80°C para anélise de
expressao génica. A extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se o reagente Trizol (Invitrogen), seguido
de purificacdo em coluna de silica (Qiagen), de acordo com as recomendacfes dos fabricantes. A
concentragdo do RNA foi adquirida por meio de espectrofotdmetro (BioDrop) e em gel de Agarose (1%)
para a verificag@o da integridade. Amostras com raz&o 260/2680nm e acima de 1,8 foram escolhidas para
as analises subsequentes. Em seguida foi realizada a sintese de cDNA utilizando o kit SuperScript® |lI
First-Strand Synthesis SuperMix (Invitrogen). Para a avaliagdo da estabilidade, os genes referéncia
candidatos escolhidos foram: Beta-microglobulina, GAPDH, HMBS, HPRT1, MRPS30, RPL30, RPL4, RPL5
e RPLP1 (1). Apés, as amostras foram submetidas a técnica de PCR quantitativa (QPCR), realizada em
equipamento QuantStudio 6 Flex (Applied Biosystems), com reagdes contendo: Mastermix na concentragdo
1X (GoTag® gPCR Master Mix 2x, Promega), 0,16 uM de cada primer F e R, 2 uL de cDNA na dilui¢do 1:10
e agua ultrapura para completar 15 pL de reacgéo total. As reacdes de gPCR foram feitas em duplicatas e
os valores de Ct (cycle threshold) foram obtidos e submetidos a andlises de estabilidade utilizando os
programas Normfinder, Genorm e BestKeeper, disponiveis na ferramenta endoGenes
(https://hanielcedraz.shinyapps.io/endoGenes/). Ao final da analise do endoGenes, um ranking geral foi
obtido utilizando o pacote Rankaggreg do R, considerando os niveis de estabilidade de cada gene para
todos os programas anteriormente analisados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A utilizacao de genes referéncia estaveis é necessaria para que uma analise confiavel de expressao génica
seja possivel (4). Neste trabalho, foram avaliados genes que de acordo com a literatura ja foram
recomendados como genes normalizadores em outras espécies e tecidos (5). De acordo com os resultados
obtidos, os genes MRPS30 e RPL30 foram 0s mais estaveis nos programas Bestkeeper e Normfinder e os
genes RPL30 e RPL5 foram considerados os mais estaveis no programa Genorm. Ja os genes HPRT1 e
Beta-microglobulina foram 0os menos estaveis em todos os programas utilizados (Tabela 1). De acordo com
a andlise conjunta realizada com o Rankagreeg, os genes RPL5 e RPL30 (Figura 1) apresentaram menor
variacdo de expressao no ileo de frangos de corte. Estudos de avaliagéo de genes referéncia em aves séo
escassos, no entanto, alguns destes genes aqui avaliados ja foram recomendados para utilizagdo como
referéncia em ossos e musculo (1,4,5). Além disso, ndo h4 trabalhos evidenciando a estabilidade da
expressao destes genes no ileo. Portanto, com este trabalho foi possivel identificar genes que podem ser
utilizados como referéncia em estudos de expressao génica no ileo de frangos de corte.
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CONCLUSOES
Os genes referéncia RPL30 e RPL5 foram os mais estaveis na avaliagdo do tecido do ileo das aves,
podendo ser utilizados como normalizadores em andlises da expressdo génica nesse tecido.
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Tabela 1. Classificagdo de acordo com os softwares Bestkeeper (Valores de desvio padrdo (DP)), Genorm (valor M) e
Normfinder (valor S) e ranking geral utilizando o pacote Rankaggreg para 0s nove genes avaliados neste trabalho.

Bestkeeper Genorm Normfinder

Genes Ranking
Valor de DP Ranking Valor M Ranking Valor S Ranking Geral
RPL30 0.191 2 0.16 1 0.17 2 1
RPL5 0.204 5 0.16 1 0.2 4 2
MRPS30 0.162 1 0.23 2 0.12 1 3
RPLP1 0.192 3 0.25 3 0.19 3 4
RPL4 0.203 4 0.26 4 0.19 5 5
GAPDH 0.237 6 0.29 5 0.28 6 6
HMBS 0.282 7 0.29 6 0.29 7 7
HPRT1 0.323 8 0.41 7 0.71 8 8
B.micro 1.127 9 0.68 8 1.59 9 9
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Figura 1. Resultado da classifica¢8o geral de nove genes constitutivos pela analise com o pacote Rankaggreg, disponivel
na ferramenta endoGenes.
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