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Resumo: O processo de normalizacdo com genes de referéncia adequados é fundamental para obter
niveis precisos de expressao génica. Portanto, objetivou-se avaliar 10 genes candidatos de referéncia para
determinar sua estabilidade nos tecidos do rim e duodeno de galinhas poedeiras submetidas a dietas com
diferentes niveis de célcio:fosforo. Os tecidos do rim e duodeno de 18 animais com 70 semanas de idade
foram coletados, congelados e submetidos a extracdo de RNA e analise quantitativa de PCR (qPCR). Os
genes de referéncia avaliados foram GAPDH, HMBS, HPRT1, MRPS27, MRPS30, RPL30, RPL4, RPLS5,
RPLP1 e TOP2B. Para a avaliagdo da estabilidade dos genes, o pipeline automatizado endoGenes foi
utilizado, incluindo a andlise com trés algoritmos: GeNorm, BestKeeper e NormFinder, e um ranking
final foi gerado. Neste estudo, os genes de referéncia mais adequados para a investigacdo do perfil de
expressdo génica relacionado ao metabolismo de célcio e fésforo em galinhas poedeiras foram o RPL5 e
RPL30 para o rim e o RPLP1 e HPRT1, para o duodeno.

Palavras—chave: estabilidade, normalizadores, gPCR.

Abstract: The use of reference genes is essential to obtain accurate measurements of gene expression.
Therefore, the aim of this study was to evaluate 10 candidate reference genes to determine their stability
in kidney and duodenum tissues of laying hens fed with different levels of calcium and phosphorus in the
diet. A total of 18 kidney and duodenal samples from 70-week-old laying hens were collected, submitted
to RNA extraction and quantitative PCR (qPCR) analysis. The reference genes evaluated were GAPDH,
HMBS, HPRT1, MRPS27, MRPS30, RPL30, RPL4, RPL5, RPLP1 and TOP2B. For the evaluation of gene
stability, the automated pipeline endoGenes was used, which included the analysis with three algorithms:
GeNorm, BestKeeper and NormFinder. Furthermore, a final ranking with the most stable genes was
generated. In this study, the most suitable reference genes for investigating the gene expression profile in
kidney and duodenum of laying hens submitted to diets with different levels of calcium and phosphorus
were RPL5 and RPL30, and RPLP1 and HPRT1, respectively.

Keywords: stability, normalizers, qPCR.

Introducéo

A analise de expressdo génica tem como objetivo elucidar os processos bioldgicos de organismos
vivos em diferentes condi¢des e a PCR quantitativa em tempo real (QPCR) é utilizada para validar os
resultados de RNA-seq, sendo considerada uma ferramenta eficiente devido a sua especificidade,
reprodutibilidade e sensibilidade. Essa técnica é usada para amplificar e quantificar de maneira
simultanea uma regido especifica da molécula de DNA e também para estudos de expressdo génica
através de amostras de cDNA a partir de RNA (Rebougas et al., 2013).

Para a andlise de gPCR é necessario padronizar as metodologias utilizadas, com a correta escolha
e utilizagdo de genes de referéncia, conhecidos como genes endogenos. O uso desses genes garante que as
variagBes nos niveis de entradas de RNA entre as amostras sejam normalizadas, evitando erros na
quantificacdo. Para que tais genes sejam utilizados como normalizadores, estes devem apresentar padrdes
de expressdo estaveis entre diferentes condigBes experimentais, estados fisiolégicos, tecidos ou
organismos. Assim, é necessario testar a estabilidade dos genes antes de utiliza-los como referéncia em
estudos de expressdo génica (Lorenzetti et al, 2018). Portanto, para obter genes estaveis para serem
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utilizados como referéncia em estudos de expressdo génica relacionados ao metabolismo de calcio e
fosforo em galinhas poedeiras, objetivou-se com este trabalho avaliar dez genes candidatos enddgenos
nos tecidos do rim e duodeno de galinhas com 70 semanas de idade submetidas a dietas com diferentes
relagdes de célcio e fosforo.

Material e Métodos

Foram utilizadas poedeiras da linhagem Bovans White submetidas a dietas com diferentes rela¢6es
de calcio:fosforo (Ca:P) a partir de 20 semanas de idade. Estas foram avaliadas até as 70 semanas de
idade quanto a sua produtividade e qualidade da casca dos ovos e separadas em trés grupos para a
realizacdo deste estudo: um grupo controle que recebeu a relagcdo Ca:P normalmente utilizada (Ca 4% e
0,35% P), um grupo de alto desempenho (4.71% Ca e 0.21% P) e um de baixo desempenho produtivo
(3.29% Ca e 0.49% P). Nas 70 semanas de idade foi realizado o abate e a coleta de amostras do rim e
duodeno de 18 galinhas, seis de cada grupo e armazenadas em freezer (-70°C). A extracdo de RNA dos
tecidos foi realizada de acordo com o protocolo Trizol (Invitrogen, CA, EUA), seguido pela purificagdo
em coluna de silica com kit Qiagen RNEasy (Qiagen, Hilden, NRW, Alemanha). O RNA foi quantificado
em espectrofotdmetro Biodrop (Biodrop, Cambridge, UK) e amostras com relacdo 260/280nm acima de
1,8 foram consideradas puras. O cDNA foi sintetizado a partir de 3 pg de RNA total utilizando-se o kit
GoScript Reverse Transcriptase (Promega, WI, EUA). A quantificagdo relativa de cada gene de referéncia
foi realizada por gPCR. O padrdo de expressdo dos seguintes genes foi avaliado: GAPDH, HMBS,
HPRT1, MRPS27, MRPS30, RPL30, RPL4, RPL5, RPLP1 e TOP2B. As reacdes de gPCR foram
realizadas em duplicata em 15 uL. de volume final contendo 0,13 uM de cada primer e ~ 20 ng de cDNA,
além da utilizacdo de controles negativos para detectar possivel contaminacdo. As reacdes foram
realizadas em equipamento Quantstudio 6 (Thermo Fisher Scientific, EUA) utilizando SYBR Green como
corante fluorescente com a seguinte condi¢éo de ciclagem: 95 °C por 10 min, 40 ciclos de 15 segundos a
95 °C e 30 segundos 60 °C. A curva de melting foi incluida para todos os genes estudados para verificar a
especificidade dos primers. A diferenca maxima permitida nos valores de Ct entre as réplicas técnicas foi
de 0,4 Ct. Para avaliacdo de estabilidade dos genes de referéncia foi utilizado o pipeline automatizado
endoGenes, disponivel em https://github.com/hanielcedraz/endoGenes, que incluiu a andlise com trés
algoritmos: GeNorm (Vandesompele et al., 2002), NormFinder (Andersen et al., 2004) e BestKeeper
(Pfaffl et al., 2004), gerando um ranking final com os genes mais estaveis usando o RankAgreeg.

Resultados e Discusséo

A concentragdo média de RNA total foi 1398,81 ng/ul para o rim e 1848,04 ng/ul para o
duodeno. Em relagdo a qualidade do RNA, a relagdo A260/280 média foi de 1,86 + 0,34 para as amostras
de rim e 2,01 + 0,06 para as amostras de duodeno, demonstrando uma boa qualidade das amostras de
RNA a serem utilizadas em analises posteriores. Os valores médios de Ct dos genes candidatos de
referéncia variaram de 16,62 a 22,27 nas amostras de rim e 16,43 a 23,67 nas amostras de duodeno, sendo
semelhantes entre os grupos estudados e indicando que todos 0s genes avaliados se apresentaram
expressos no rim e no duodeno.

Foram avaliados genes ja recomendados como normalizadores de acordo com a literatura
(Kozera & Rapacz, 2013). Em relagdo & estabilidade dos genes, aqueles mais bem classificados no
ranking final também tiveram uma boa estabilidade em cada algoritmo separadamente (Tabela 1). Para o
rim, os genes RPL5 e RPL30 foram os mais estaveis para o algoritmo GeNorm. Para o NormFinder, os
mais estaveis foram RPL4 e RPL5 e para o algoritmo Bestkeeper foram 0 RPL5 e MPRS27. Ja os genes
menos estaveis foram MRPS30 e GAPDH para todos os algoritmos, exceto para Bestkeeper que foram
GAPDH e RPLP1. Para o duodeno, os genes RPLP1 e TOP2B foram os mais estaveis no algoritmo
GeNorm e para o Bestkeeper foram os genes RPLP1 e HPRT1. Os genes TOP2B ¢ GAPDH foram
considerados mais estaveis para 0 NormFinder. JA 0s genes menos estaveis para o duodeno foram o
RPL30 e RPL5 em todos os algoritmos. Por meio de uma classificacdo geral, RPL5 e RPL30 foram os
genes mais estaveis encontrados para os tecidos do rim e RPLP1 e HRPT1 para os tecidos do duodeno.

Tabela 1. Valores de estabilidade e classificacdo dos genes (entre parénteses) para cada tecido segundo
os trés algoritmos utilizados e o ranking final gerado pelo RankAgreeg.
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RIM DUODENO
GENE  "Bestkeeper NormFinder  geNorm Final Bestkeeper  NormFinder  geNorm Final
Ranking Ranking

HBMS 039 (3) 0,15 (4) 0,40 (3) 4 039 (3) 0,48 (8) 0,67 (7) 8

RPL5 0,30 (1) 013 (2) 022 (1) 1 098(10) 0,67 (10) 0,91 (9) 10

RPL4 0,42 (5) 011(1)  051(5) 5 0,45 (7) 0,44 (7) 0,62 (6) 7
MRPS30 0,51 (8) 032(9  073(9) 9 041 (4) 0,25 (5) 041 (3) 4
MRPS27 036 (2) 025(7)  066(7) 7 047 (8) 0,34 (6) 0,56 (5) 6
HPRTL  044(7) 014(3)  034(2) 3 037 (2) 0,23 (3) 0,34 (1) 2
RPLP1  053(9) 027(®) 059 (6) 8 032 (1) 0,23 (4) 0,36 (2) 1
TOP2B 041 (4) 0,17 (6) 0,45 (4) 6 0,42 (5) 0,19 (1) 0,34 (1) 3
GAPDH  076(10)  046(10)  085(10) 10 0,45 (6) 021 (2) 0,50 (4) 5
RPL30 042 (6) 0,16 (5) 0,22 (1) 2 0,82 (9) 0,60 (9) 0,79 (8) 9

Em galinhas, ndo existem estudos sobre a estabilidade de genes enddgenos no rim e duodeno.
Portanto, este estudo é importante para caracterizar esses tipos de amostras, principalmente porque esses
tecidos estdo envolvidos no metabolismo dos principais nutrientes presente nas dietas. Assim, 0s genes
mais estaveis para cada tecido poderdo ser utilizados como normalizadores para estudos de expresséo
génica relacionados ao metabolismo de célcio e fosforo em poedeiras.

Concluséo
Os genes de referéncia mais adequados, identificados no presente estudo, para a investigacdo do
perfil de expressdo génica relacionado ao metabolismo de célcio e fésforo em galinhas poedeiras foram o
RPL5 e RPL30 para o rime 0 RPLP1 e HPRT1 para o duodeno.
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