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EXPRESSAO DIFERENCIAL DE GENES RELACIONADOS A
TERMOTOLERANCIA EM FRANGOS COMERCIAIS E GALINHAS
CAIPIRAS SUBMETIDOS AO ESTRESSE POR CALOR

RESUMO

O Brasil detem importancia mundial no setor da avicultura fornecendo frangos de alta
produtividade e firmando-se como um grande produtor e exportador mundial de carne
de frango. Para aperfeicoar suas caracteristicas produtivas, o frango de corte passou por
intensa selecdo genética, bem como a melhorias no manejo, sanidade e controle de
temperatura. Entretanto, a alta produtividade resultou na diminuicdo da capacidade
adaptativa dessas aves. J& as galinhas de criagdo caipira como a Peloco e a Caneluda,
sdo rusticas, estdo localmente adaptadas, sendo criadas com pouco controle zootécnico
em sistema de avicultura familiar, constituem uma boa alternativa para a regido
Nordeste do Brasil. Além disso, as aves caipiras possuem combinacfes alélicas
importantes para o futuro das ragas comerciais, entretanto muitas ragas dessas aves
encontram-se ameacgados de extin¢do, necessitando de pesquisas que garanta Sseu uso
sustentavel e sua conservacdo. Quando expostos ao calor, os organismos alteram a
expressdo genes especificos que vao atuar gerando ressposta ao estresse por calor,
buscando restabelecer a 0 hemeostase corporal do organismo estressado. Para essa
pesquisa, ojetivou-se avaliar a expressdo de genes envolvidos na resposta ao estresse
térmico, oxidativo, do reticulo endoplasmatico e da apoptose. Nos capitulos 01, 02 e 04
utilizamos fragmentos de rim de 36 aves pertencentes a trés grupos genéticos (Cobb
500®; e os ecotipos locais Peloco e Caneluda). As analises do capitulo 03 envolveram
fragmentos de coragdo, figado, masculo e rim de 24 frangos de dois grupos genéticos
(Cobb 500®; e o ecétipo local Peloco), sendo utilizados em ambos os trabalhos 12
individuos de cada grupo, em que, 06 aves de cada grupo foram submetidos ao
tratamento estresse térmico agudo de 39,5°C e as outras 06 foram mantidas em conforto
térmico a 23°C. Inicialmente avaliou-se a estabilidade dos genes ACTB, RPLS5,
MRPS27, MRPS30, TFRC, EEF1, LDHA, HPRT1, afim estabelecer o gene mais estavel
a ser utilizado como normalizador para o tecido renal no presente trabalho. As analises
foram feitas utilizando a técnica de RT-qPCR e a estabilidade dos genes foi determinada

usando 04 algoritmos diferentes. No ranking geral, os genes LDHA, HRPT1 e MRPS30



foram considerados os mais estaveis. O gene menos estavel foi o0 ACTB, nao sendo
recomendado como normalizador em experimento de condi¢cdes semelhantes aos aqui
estabelecidos. Em seguida, avaliou-se expressédo dos seguintes genes alvos: HSP70,
HSP90, HSF1, HSF3, CAT, SOD1 GPx7 e CASP6, no rim e GRP78; EI2Fa, IREL e
ATF6 em coracdo, figado, musulo e rim). O gene LDHA foi utilizado como o
normalizador dos genes analisados no tecido renal no presente trabalho. Para os outros
tecidos, utilizamos normalizadores previamente estabeleciados, 0 RPL5, para figado e
coracdo e MRPS27, para 0 musculo. Observou-se que o0 estresse térmico agudo nédo
aumentou a atividade do mRNA de nenhum dos genes relacionados ao estresse térmico,
oxidativo, caspase 6 e, da maioria dos genes relacionados ao estresse do Reticulo
Endoplasmatico. Apenas o gene GRP78 demonstrou diferencas significativas em dois
tecidos (coragdo e rim), sendo que ambos 0s grupos genéticos (GG) aumentaram a
expressao do gene apds o estresse térmico agudo. Nas comparacdes entre 0s GG, 0s
genes HSP70 e HSP90, apresentaram expressao maior linhagem comercial que nas
galinhas caipiras e como esses genes sao essenciais na resposta ao estresse térmico, sua
maior expressdo sugere que as aves comerciais foram mais afetadas pelo estresse
térmico agudo. Os genes HSF1, HSF3, CAT, SOD1 GPx7 e CASP6 apresentaram
menores niveis de expressdao na linhagem comercial enquanto que as aves Peloco
evidenciaram maior atividade de todos esse genes, exceto para a CASP6, onde o ecdétipo
Caneluda mostrou expressdo um pouco maior que 0S outros grupos genéticos. Em
relacdo estresse do Reticulo endoplasmatico, diferengas significativas de expressdo
entre 0s GG foram observadas nos genes EI2FA e GRP78 figado, em que linhagem
comercial expressou niveis maiores do que o ecétipo Peloco. Nas analises com os genes
ATF6, EI2FA e IRE1 no rim, a galinha caipira expressou 0s maiores niveis. No coracéo
ndo houve diferenca na atividade dos genes entre os grupos genéticos. E no tecido
muscular nenhum dos tratamentos (GG, AMB e GGXAMB) mostrou diferengas
signifivas de expressdo dos genes. Esses resultados aqui apresentados para ecotipos
Peloco e Caneluda mostram que muitas vezes, essas aves ja possuem maior expressao
no ambiente conforto sugerindo que as mesmas sdo mais tolerantes ao estresse térmico.
Além disso, o presente trabalho traz informagfes inéditas que poderdo ajudar no

desenvolvimento de estratégias para seu uso sustentatvel e conservacao.



DIFFERENTIAL EXPRESSION OF GENES RELATED TO
THERMOTOLERANCE IN COMMERCIAL CHICKENS AND CAIPIRAS
CHICKENS SUBMITTED TO HEAT STRESS

ABSTRACT

Brazil has a worldwide importance in the poultry sector, supplying highly productive
chickens and establishing itself as a major world producer and exporter of chicken meat.
In order to improve its productive characteristics, the broiler chicken underwent intense
genetic selection, as well as improvements in handling, health and temperature control.
However, the high productivity resulted in a decrease in the adaptive capacity of these
birds. Farmers' hens, like Peloco and Caneluda, are rustic, are locally adapted, raised
with little zootechnical control in a family poultry system, and are a good alternative for
the Northeast region of Brazil. In addition, free-range birds have allele combinations
that are important for the future of commercial breeds, however many breeds of these
birds are threatened with extinction, requiring research to ensure their sustainable use
and conservation. When exposed to heat, organisms alter the expression of specific
genes that will act to generate heat stress response, seeking to restore the body's
hemeostasis of the stressed organism. For this research, the aim was to evaluate the
expression of genes involved in the response to thermal, oxidative stress, endoplasmic
reticulum and apoptosis. In chapters 01, 02 and 04 we used kidney fragments from 36
birds belonging to three genetic groups (Cobb 500®; and the local ecotypes Peloco and
Caneluda). The analyzes of chapter 03 involved fragments of heart, liver, muscle and
kidney from 24 chickens from two genetic groups (Cobb 500®; and the local ecotype
Peloco), being used in both works 12 individuals from each group, in which 06 birds in
each group were subjected to acute thermal stress treatment of 39.5°C and the other 06
were kept in thermal comfort at 23 ° C. Initially, the stability of the ACTB, RPL5,
MRPS27, MRPS30, TFRC, EEF1, LDHA, HPRT1 genes was evaluated, in order to
establish the most stable gene to be used as a normalizer for renal tissue in the present
study. The analyzes were made using the RT-qPCR technique and the stability of the
genes was determined using 04 different algorithms. In the general ranking, the LDHA,
HPRT1 and MRPS30 genes were considered the most stable. The least stable gene was

ACTB, not being recommended as a normalizer in an experiment with conditions similar
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to those established here. Then, expression of the following target genes was evaluated:
HSP70, HSP90, HSF1, HSF3, CAT, SOD1 GPx7 and CASP6, in the kidney and
GRP78; EI2Fa; IRE1 and ATF6 in heart, liver, muscle and kidney). The LDHA gene
was used as the normalizer of genes analyzed in renal tissue in the present study. For
other tissues, we used previously established normalizers, RPL5, for liver and heart and
MRPS27, for muscle. It was observed that acute thermal stress did not increase the
mMRNA activity of any of the genes related to thermal, oxidative stress, caspase 6 and,
most of the genes related to Endoplasmic Reticulum stress. Only the GRP78 gene
demonstrated significant differences in two tissues (heart and kidney), and both genetic
groups (GG) increased the expression of the gene after acute thermal stress. In the
comparisons between the GG, the HSP70 and HSP90 genes, showed greater
commercial lineage expression than in free-range chickens and as these genes are
essential in the response to thermal stress, their greater expression suggests that
commercial birds were more affected by acute thermal stress. The HSF1, HSF3, CAT,
SOD1 GPx7 and CASP6 genes showed lower levels of expression in the commercial
line while the Peloco birds showed greater activity of all these genes, except for
CASP6, where the Caneluda ecotype showed slightly higher expression than the others
genetic groups. Regarding the stress of the endoplasmic reticulum, significant
differences in expression between the GGs were observed in the EI2FA and GRP78
liver genes, in which the commercial strain expressed higher levels than the Peloco
ecotype. In analyzes with the ATF6, EI2FA and IRE1 genes in the kidney, the free-range
chicken expressed the highest levels. In the heart, there was no difference in gene
activity between genetic groups. And in muscle tissue none of the treatments (GG,
AMB and GGXAMB) showed significant differences in gene expression. These results
presented here for Peloco and Caneluda ecotypes show that often, these birds already
have greater expression in the comfort environment, suggesting that they are more
tolerant to thermal stress. In addition, the present work brings new information that may

help in the development of strategies for its sustainable use and conservation.

Keywords: RT-gPCR, Reference Genes, HSPs, HSFs, Antioxidant Enzymes, Peloco,
Apoptosis.
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1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de frangos de corte, nos dias atuais, € uma atividade econémica
mundial e uniforme, sem fronteiras geograficas de tecnologia (RODRIGUES et al.,
2014). Sua carne é um dos principais alimentos que compdem a dieta humana, sendo o
frango, a segunda proteina animal mais consumida no mundo (ARANDA et al., 2017).

No Brasil, a avicultura tem grande impacto econémico, uma vez que 0 pais se
destaca tanto como produtor quanto como exportador mundial de carne de aves (ver
ABPA, 2019). Essa potencializacdo do agronegocio de frango de corte no Brasil e no
mundo esta fundamentada na utilizacdo da genética avancada para selecionar individuos
mais produtivos e também, na melhora de outros aspectos como nutricdo, manejo e
sanidade (SCHMIDT; SILVA, 2018). Esses fatores favorecem a expresséo do potencial
geneético selecionado, resultando em um frango de corte precoce e com grande
eficiéncia para converter diferentes alimentos em proteina animal (OLIVEIRA; NAAS,
2012; PATRICIO et. al., 2012; RODRIGUES et al., 2014; SCHMIDT; SILVA, 2018).
Entretanto, as aves selecionadas geneticamente para alto desempenho tem,
consequentemente, sua capacidade de adaptacdo diminuida (OLIVEIRA et al., 2019;
WANG et al., 2019; SOBREIRA; VIOLA, 2019). De forma geral, sua termorregulacédo
é deficiente para enfrentar condi¢Ges climaticas de regides tropicais e isso pode
interefrir de maneira negativa na produtividade e na qualidade da carne de aves das
linhagens comerciais, principalmente pela alta taxa de mortalidade, diminuicdo da
ingestdo de agua e alimento nessas regides (WANG et al., 2019; OLIVEIRA et al.,
2019). Além disso, a intensificacdo do aquecimento global tem aumentado os gastos
com refrigeragdo, tornando o estresse térmico problema sério para a industria avicola
(XIONG et al., 2020).

Os ecotipos de galinhas naturalizadas como a Peloco e a Caneluda, fazem parte
da avicultura familiar e, sdo criadas em sistema caipira, com instalacdes rusticas,
carentes de manejo reprodutivo, nutricional e sanitdrio e, nesses ambientes,
desenvolveram caracteristicas unicas de tolerancia a estresses climaticos (CEDRAZ et
al., 2017; SOBREIRA; VIOLA, 2019). Pela sua forma de criacdo e também pelo fato de
possuirem indices de producdo bem menores que as comerciais, muitas racas de

galinhas locais brasileiras despareceram ou estdo ameacadas de extingdo uma vez estas



foram substituidas pelas linhagens melhoradas geneticamente e com altos indices de
producdo (ALMEIDA et al., 2019).

As populagdes de galinhas locais sdo apontadas como fontes de recursos genéticos
e podem servir de reservatérios de alelos, capazes de melhorar a resisténcia de outras
racas por meio de cruzamentos, bem como serem Uteis para eventuais mudancas no
mercado e/ou no interesse dos consumidores de carne de frango. Nessas circunstancias,
é imprescindivel o conhecimento de suas potencialidades, bem como sua variabilidade
genética para fins de conservacdo, desenvolvimento de estratégias de uso sustentavel e
conservacao dessas racas (ALMEIDA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2014; ALMEIDA,
2016).

Pesquisas atestam que o estresse térmico nas aves pode desencadear alteracdes
metabdlicas, enzimaticas e de expressdo de genes, 0s quais geram respostas fisiologicas
a fim de manter a homeostase (SEIDL et al., 2009; AL-ZGHOUL et al., 2019). Assim,
em resposta as perturbacGes ocorridas no ambiente, o organismo altera sua atividade
génica demonstrando que ha uma regulacdo seletiva na expressao dos genes que conduz
a sintese de proteinas especificas nas células (REGITANO; COUTINHO, 2001).

Dentre esses genes, estdo as Proteinas de Choque Térmico (HSPs), também
conhecidas como chaperonas. A expressdo das HSPs representa um mecanismo
universal desenvolvido por todos os organismos para lidar com as alteragdes adversas
do ambiente e essas proteinas desempenham papéis cruciais na protecao de células em
condicgéo de estresse (SCHLESINGER, 1986; YELLON; MARBER, 1994; GABRIEL
etal., 2002; MURUGESAN et al., 2017; YIN et al., 2018; XU et al., 2019). A regulacéo
e a expressdo génica das HSPs sdo controladas por fatores de transcricdo que podem ser
ativados quando o organismo é submetido ao estresse. Esses fatores sdo conhecidos por
Fatores de Transcrigdo do Choque Térmico (HSFs) (AKERFELT et al., 2010;
FUJIMOTO; NAKAI, 2010).

Além dos danos celulares causados pelo estresse térmico, a alta temperatura
também pode prejudicar o estado antioxidativo das aves, acumulando radicais livres e
levando a queda do desempenho produtivo (AL-ZGHOUL et al., 2019). Nesse sentido,
0 organismo responde através da expressdo de genes que codificam enzimas
antioxidantes como a Superoxido Dismutase (SOD), CATALASE (CAT) e
Glutationaperoxidase (GPX), diminuindo os efeitos negativos nas células (MUJAHID et
al., 2005).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0032579119305759?via%3Dihub#bib33

O estresse térmico também pode levar ao estresse do reticulo endoplasmatico-RE
e até apoptose. Quando isso ocorre ha alteracdes na expressao de genes como 0 GRP78,
IRE1, PERK, ATF6 e CASP6, desencadeando a ativacdo de vias importantes para
reverter o estresse da organela ou conduzir a morte celular programada (SCHRODER,;
KAUFMAN, 2005; MCILWAIN et al., 2013; ZHANG et al, 2014).

Uma das técnicas mais utilizadas para avaliar esta expressao génica é a PCR
quantitativa em Tempo Real (RT-gPCR). Ela permite a quantificacdo da expresséo de
genes induzidos em resposta a diferentes condi¢bes, de forma relativa, isto é, pela
comparacgao da expressao em um grupo exposto a um estimulo e um grupo ndo exposto,
denominado como grupo controle ou de referéncia. Para quantificar um gene de
interesse pela RT-gPCR é necessario a selecdo de genes de referéncia que servirdo para
a normalizacdo dos dados e permitird uma correta interpretacdo dos dados entre as
amostras (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; AYANOGLU et al., 2018). O estudo de
expressao génica possibilita fazer também uma analise comparativa de genes
especificos de diferentes linhagens para uma determinada caracteristica (LEDUR et al.,
2007; RENAUDEAU et al., 2011).

Diante disso, objetivou-se avaliar e comparar a expressao génica em fragmentos
de rim de frangos de corte da linhagem comercial Cobb 500® e dos ecétipos locais
Caneluda e Peloco, submetidos ao estresse térmico agudo, utilizando genes das familias
dos Fatores de choque térmico (HSFs), Proteinas de choque térmico (HSPS); genes que
codificam as enzimas antioxidantes GPX, SOD e CAT e o gene da Caspase-6,
relacionado a apoptose; e, em fragmentos de corcdo, figado, masculo e rim, analisar
genes relacionados ao estresse do reticulo endoplasméatico (GRP78; EI2Fa; IREL e
ATF®).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A consolidagéo da avicultura brasileira

No Brasil, a avicultura é uma atividade que tem grande relevancia no setor de
agronegocio, o que reflete positivamente ndo apenas na economia do pais, como

também na sociedade como um todo, pois gera renda e melhora o nivel social da

populacéo, sendo o setor que mais tem se destacado no campo da producgéo animal (Ver



GARCIA; GOMES, 2019). Ao longo dos anos, 0 pais avancou nesse mercado e
conquistou um espaco significativo na producdo mundial de carne de frango. No
ranking mundial de producdo o Brasil € o segundo maior produtor, chegando a 13,05
milhdes de toneladas em 2017 e o maior exportador desde 0 ano de 2004, seguido dos
Estados Unidos da América (EUA) e da Unido Européia (EU) (ABPA, 2019).

O sucesso obtido na producdo direcionada ao mercado externo é consequéncia da
competitividade do nosso produto. Os paises que dominam o mercado de aves investem
em melhoramento genético desde o final da segunda Guerra Mundial. A criacdo de
frangos para corte no Brasil comecou a se desenvolver com a introducdo de linhagens
importadas das ragas Leghorn e New Hampshire nos estados de S&o Paulo e Rio de
Janeiro (RODRIGUES et al., 2014).

A partir de 1965, a avicultura brasileira teve um grande crescimento, quando o
Governo Federal publicou um Decreto permitindo apenas importacdo de avds e
proibindo a importacdo de pintos comerciais e matrizes (BOARETTO, 2009). Desde o
inicio, foram estabelecidas metas enfatizando tracos de producdo para abranger uma
gama muito ampla de consideragdes, incluindo reproducdo, satde animal, qualidade do
produto e impacto ambiental (NEETESON-VAN NIEUWENHOVEN et al., 2013). De
acordo com Garcia e Gomes, (2019) esse desempenho na cadeia produtiva do setor
avicola, so foi possivel devido aos avangos tecnoldgicos no manejo, na nutricdo, na
sanidade e na genética das aves. Tais medidas possibilitaram muitas conquistas, como a
precocidade no abate, a melhora na conversdo alimentar, o aumento no peso de abate, o
aumento do rendimento de carcaca e de cortes nobres, além de reducédo nos custos de
producdo como podemos ver na ilustracdo da Figura 1.

Porém, os processos seletivos utilizados, que visam parametros produtivos,
geralmente tornam essas linhagens muito uniformes, reduzindo assim a variabilidade
genética populacional, o que pode provocar a diminuicdo de caracteristicas relacionadas
a resisténcia a doencas, que, de forma geral, ndo sdo consideradas em programas de
melhoramento genético animal. Essa reducdo da variabilidade predispde a populacdo a
se tornar mais susceptivel as doencas (FONTEQUE, 2011).

Esse gargalo tem sido fonte de preocupagdo de pesquisadores e produtores, que
buscam alternativas para manter a variabilidade genética das populacdes locais. Quando
se tém aves sensiveis ou pouco resistentes a patdgenos, essas podem estar susceptiveis a

eventuais pandemias. Como exemplo, em 2005, ocorreu 0 caso da gripe aviaria, e em



consequéncia das aves infectadas e o risco do contagio humano, optou-se pelo abate de
aproximadamente 800 milhdes de aves (PADUAN, 2005). Outro fator relevante em
relacdo as linhagens comerciais, € que, por serem selecionadas em ambientes com
controle de temperatura e umidade, elas sdo pouco adaptadas as condicdes de climas
quentes, o que pode interferir diretamente na expressdo do potencial genético, na
eficiéncia de utilizacdo de nutrientes e nos aspectos sanitarios das aves (BOSCHINI et
al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019; WANG et al., 2019; XIONG et al., 2020).
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Figura 1: llustracdo publicada no site do The Washington Post mostrando o avango no

peso do frango comercial do final dos anos 50 até o inicio dos anos 2000.

A linhagem comercial Cobb 500® (Figura 2) € um dos frangos de corte mais
eficientes atualmente, pois apresenta bons indices de desempenho e conversédo alimentar
e excelente taxa de crescimento que proporcionam grande vantagem competitiva
(FERNANDES et al., 2019; AVIGUIA, 2020).

Figura 2: Frango de corte da linhagem Cobb 500® (AVIGUIA, 2020)



Porém, a Cobb 500® ndo estd adaptada ao ambiente muito quente e tem
dificuldades ao enfrentar condi¢des climaticas de regiBes tropicais. Isso interfere de
maneira negativa na produtividade, aumentando os custos de producéo e interferindo na
qualidade de criacdo, principalmente pela alta taxa de mortalidade, limitando a
producdo de frangos de corte (RENAUDEAU et al., 2011; BOSCHINI et al, 2011,
OLIVEIRA et al., 2016)

Apesar de todo o sucesso, a criagdo de frango de corte no pais enfrenta constantes
desafios, uma vez que a cadeia é muito competitiva e possui uma margem estreita de
lucro. Por isso, é preciso alcancar novos e eficientes indices produtivos a todo o
momento (RODRIGUES et al., 2014).

2.2. Galinhas Nativas

Acredita-se que a espécie Gallus gallus tenha sido domesticada no continente
asiatico ha, aproximadamente, 3.200 anos (AVEWORLD, 2007; MURAD; SILVA,
2014). Apos a domesticacdo na Asia, a galinha foi introduzida na Africa e depois
Europa. No Brasil, a espécie foi trazida pelos portugueses no periodo da colonizacéao e
durante seis séculos passou por cruzamentos acasalamentos de todas as formas,
inclusive consanguineos resultando em galinhas diferentes conhecidas atualmente como
ecétipos naturalizados, galinhas nativas, crioulas ou locais (EGITO et al., 2002;
MARIANTE et al., 2009; FONTEQUE et al., 2011; MURAD; SILVA, 2014).

Nesse periodo, as galinhas locais brasileiras ndo receberam as praticas de manejo
adequadas e desenvolveram caracteristicas como adaptacgdo as adversidades ambientais,
resisténcia a algumas doencas e rusticidade (BARBOSA et al., 2007; SOBREIRA,
VIOLA, 2019). Tais caracteristicas tornaram essas galinhas Unicas, ndo apenas pela
tolerdncia a estresses climaticos, resisténcia a doencas e ectoparasitas, mas também em
variabilidade a nivel genético e em aspecto e sabor diferenciado da carne (CARVALHO
etal., 2018; SOBREIRA; VIOLA, 2019).

Essas aves apresentam indices de producdo menores, bem como um maior periodo
de criacdo quando comparados com as linhagens comerciais. Muitas dessas aves
localmente adaptadas que ja foram economicamente importantes no pais, sao
atualmente raras, estdo ameacadas de extin¢do e vém sendo substituidos gradativamente
por outras mais produtivas (FONTEQUE et al., 2011; ALMEIDA et al., 2019). De



acordo com a FAO-Organizacdo das NacOes Unidas para Alimentacdo e Agricultura
(2015), das 8.774 racas de aves catalogadas, mais de 20% apresenta algum risco de
exting&o.

No Estado da Bahia ha a criacdo de alguns grupos de galinhas naturalizadas, cuja
origem pouco ou nada se sabe. Geralmente, essas aves estdo distribuidas em criacdes
caseiras em diversas regides do Estado. Estudos recentes tem fornecido uma série de
informacdos sobre as aves locais encotradas na Bahia (ALMEIDA et al., 2013;
CEDRAZ et al., 2017; ALMEIDA et al., 2019; GROMBONI et al., 2020). Apesar de
alguns estudos, estas aves ainda encontram-se subutilizadas na regido e suas
potencialidades precisam ser avaliadas (ALMEIDA, 2016).

Dentre as galinhas nativas criadas na Bahia podemos citar os ecotipos Peloco e
Caneluda. O ec6tipo Peloco é composto por aves que se caracterizam pela auséncia de
penas por um longo periodo da fase de crescimento, motivo pelo qual também sdo
conhecidas como Pelado em algumas localidades. Na fase adulta, sua plumagem é
variada, encontrando-se aves de penas lisas e outras apresentam penas arrepiadas o que

Ihe atribui aspecto de raga ornamental (Figura 3A e 3B).

A

Figura 3:A- Peloco na idade jovem, mostrando perfil do ec6tipo (empenamento

tardio) e B — Peloco fémea na adulta. (Arquivo pessoal).

E encontrada em pequenas fazendas e criagdes de quintais na Chapada
Diamantina e nas regides Sul e Extremo Sul da Bahia. Atualmente, existe no Setor de
Avicultura da UESB um pequeno nacleo dessas aves e outros sdo mantidos por

produtores na Vila de Banco Central-l1lhéus-BA, Regido do Curisco-Uruguca-BA e



Quilombo em Itacaré-BA (ALMEIDA et al., 2013). Essas aves sdo predominantemente
criadas em sistema extensivo, com pouco investimento tecnolégico num sistema
conhecido como avicultura familiar (ALMEIDA et al., 2013; ALMEIDA et al., 2019).

As galinhas do ecétipo Caneludo do Catolé (Figura 4) compreendem aves que
estdo em processo inicial de identificacdo e caracterizacdo fenotipica. O Caneludo do
Catolé é originario da regido do sudoeste da Bahia, entre os municipios de Itapetinga,
Macarani, Itarantim e Maiquinique. Provém de cruzamentos entre diversas ragas de
galinhas criadas soltas em pequenas criacGes. Sdo aves de grande porte apresentando
plumagem escura, com variacdes cinza e vermelha em menor nimero. Geralmente,
esses grupos tendem a um perfil produtivo diferenciado e apresentam porte de aves de
corte e para a producdo de ovos, quando comparado com outros ecétipos como o Peloco
(ALMEIDA, 2016).

Figura 4: Ecotipo Caneluda. (Arquivo pessoal).

Assim, os ecotipos de galinhas naturalizadas ficaram longe do processo de selecéo
genética, estdo mais adaptadas as flutuacfes do ambiente e configura-se atualmente em
um importante recurso para os sistemas de producdo animal sustentavel, principalmente
nos paises em desenvolvimento como o Brasil (SOBREIRA; VIOLA, 2019).

Mesmo apresentando indices de producdo menores, a evidéncia de variabilidade
genética em galinhas locais € uma maneira de demonstrar a importancia da conservagédo
desses animais para a preservacao da diversidade de espécies uma vez que elas podem

servir de reservatérios de alelos, capazes de melhorar a resisténcia de outras ragas por



meio de cruzamentos, fato importante para a seguranca alimentar (FONTEQUIE, et al.,
2014; CARVALHO et al., 2018). Além disso, essas aves podem fomentar um mercado
crescente dentro e fora do Brasil, de produtos organicos e das galinhas felizes ou
galinhas de quintal, uma vez que, atualmente ha muitos consumidores interessados na
producdo e consumo "éticos" de alimentos, sendo o0 bem-estar dos animais produtores
de alimentos e fibras uma grande preocupacdo para esses consumidores e, nesse
contexto as aves de criadas em fazenda tem recebido atencdo significativa (BRAY;
ANKENY, 2017).

Vale ressaltar também que as caracteristicas como rusticidade e tolerancia as
variacOes climaticas dessas aves locais tem sido de grande interesse para 0s programas
de melhormento, justificando mais uma vez a relevéncia em se buscar estratégias de uso
sustentdvel e conservacdo dessas ragas. De acordo com a FAO (2015), o
desenvolvimento de racas capazes de lidar com mudancas ambientais e climaticas se
tornardo um foco de muitos programas de reproducdo. Para conservar € importante
realizar pesquisas que corroborem com a caracterizacdo racial, genética e produtiva
desses ecotipos naturalizados (ALMEIDA, 2016).

2.3. Avicultura Familiar

A galinha caipira por ser uma ave rastica e capaz de suportar adversidades
climéticas e resistir a algumas doengas, torna-se uma alternativa principalmente para
locais com menor infra-estrutura produtiva. Asssim, as aves locais tem uma criagéo,
“tipo caipira”, nas areas rurais, por pequenos produtores familiares, com pouca
exigéncia de manejo se comparado com as linhagens comerciais (BARBOSA et al.,
2007; CARVALHO 2016; SOBREIRA; VIOLA, 2019).

As aves sdo criadas em sistema extensivo, com pouco investimento tecnoldgico,
ao qual sdo bem adaptadas e sdo Uteis para agricultores com poucos recursos, pois
podem ter boa produtividade, sem a necessidade de altos investimentos, e requerem
menor controle sanitario (YAKUBU; UGBO, 2011), o que contribui para a qualidade de
vida das familias fornecendo seguranga alimentar e rendimentos familiares e
desempenhando um papel importante em eventos socioculturais (BARBOSA et al.,
2007; SOBREIRA; VIOLA, 2019).
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Apesar de apresentarem indices produtivos menores que as linhagens
comerciais, as galinhas localmente adaptadas fornecem produtos diferenciadas em
aspecto, sabor e qualidade da carne, sendo considerada como um dos pratos mais
apreciados no Brasil e, quando associados as condicdes sanitarias e de higiene, as aves
podem alcancar alta qualidade e preco diferenciado (BARBOSA et al., 2007;
CARVALHO et al., 2018; SOBREIRA; VIOLA, 2019). Assim, avicultura familiar tem
apresentado um grande potencial para estruturar o desenvolvimento local. Na Bahia,
foram feitos estudos iniciais que visam destacar o potencial dos ecOtipos Peloco e
Caneluda para a producdo de carne e de ovos, entretanto serdo necessarios novos
trabalhos que possas salientar a conservacdo desses aves, bem como prol do
desenvolvimento técnicocientifico utilizando as aves locais como recursos genéticos
serdo de bom uso no futuro da agropecuaria nacional (BARBOSA et al., 2007,
ALMEIDA et al., 2013).

2.4. Estresse térmico nas aves

As aves sdo animais homeotermos, ou seja, mantém sua temperatura corporal
relativamente constante. Um ambiente é considerado confortavel para elas quando
apresenta temperaturas de 18 a 28 °C e umidade relativa do ar de 60 a 70% (ABREU;
ABREU, 2011).

Embora muitos fatores possam estar envolvidos, os fatores climéticos estdo entre
0s primeiros e cruciais fatores limitantes do desenvolvimento da producdo animal em
regides de clima quente (RENAUDEAU et al., 2011). De acordo com ABREU et al.,
(2011), quando as condi¢cdes ambientais ndo estdo dentro da faixa considerada
adequada (18 a 28°C), que é caracterizada pela zona termoneutra, 0 ambiente torna-se
desconfortdvel. Assim, temperaturas abaixo e, principalmente, acima da
termoneutralidade podem resultar em alteracbes metabdlicas, com consequente queda
do desempenho (LAURENTZ, 2005; OBA, 2012; BOIAGO et al., 2013).

As linhagens de frangos de corte comerciais foram geneticamente melhoradas em
paises de clima temperado, em ambientes com controle total de temperatura e umidade.
Essas linhagens tém dificuldades para tolerar as condices ambientais das regides
tropicais e sdo muito susceptiveis ao estresse térmico (RENAUDEAU et al., 2011,
OLIVEIRA et al., 2019; WANG et al., 2019; SEIDL et al., 2009; AL-ZGHOUL et al.,
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2019). Um exemplo disso é a linhagem comercial Cobb 500®, o frango de corte mais
eficiente do mundo, com bons indices de desempenho e conversdo alimentar e que
possui excelentes cortes de carne, porém ndo sdo adaptadas ao ambiente muito quente
(AVIGUIA, 2020).

De maneira geral, quando sdo expostas ao estresse térmico, uma variedade de
estruturas celulares e processos metabdlicos sdo danificados exigindo que as aves fagam
ajustes fisicos, comportamentais, fisiol6gicos, metabdlicos, enziméticos e da expressao
génica, os quais contribuirdo para manter a homeostase (RENAUDEAU et al., 2012;
MURUGESAN et al., 2017). Assim, em resposta as perturbacbes ocorridas no
ambiente, o organismo altera sua atividade génica, onde niveis de diferentes membros
da familia HSP aumentam em quase todos os tecidos demonstrando que ha uma
regulacdo seletiva na expressdo dos genes que conduzem a sintese de proteinas
especificas nas células (PIRKKALA et al., 2001; REGITANO e COUTINHO, 2001;
MURUGESAN et al., 2017).

A expressao de genes nos primeiros minutos de exposi¢do ao calor é fundamental
para a resisténcia (CAPALDI et al., 2001; GASCH et al., 2000). O mecanismo
molecular envolvido na regulagcdo de genes em situacfes de estresse por calor é
complexo e ndo é totalmente compreendido. Entretanto, os avancos na biotecnologia
molecular tém permitido caracterizar a expressdo de genes envolvidos em respostas
celulares ao estresse termico e melhorar a precisdo e a eficiéncia da sele¢do para
tolerancia ao calor (RENAUDEAU et al., 2011).

A mudanca climatica, especialmente o aumento da temperatura média da
superficie global representa uma situacao desafiadora para a indudstria avicola comercial
em termos de manutencdo da produgdo e bem-estar animal visto que essas aves sdo
altamente vulneraveis as mudancas climéticas (FAO, 2015; MURUGESAN et al., 2017;
XIONG et al., 2020). Nesse contexto, é de fundamental importancia que se conduzam
estudos em grupos genéticos que possuem tolerancia ao estresse térmico como 0s
ecatipos Peloco, visto que, de acordo com a FAQ, (2015) ha atualmente uma mudanca
nos objetivos de melhoramento e, as racas capazes de lidar com mudancas ambientais e

climéticas estardo no foco de muitos programas de reproducao.
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2.5. Genes Relacionados ao Estresse térmico

2.5.1. As Proteinas de Choque Térmico — HSPs e os Fatores de Transcri¢do —
HSFs

Quando aves sdo expostas ao estresse térmico, ocorre uma resposta rapida e
transitoria a niveis de transcricdo e tradugdo, levando a considerar que esse € 0
mecanismo responsavel pela sobrevivéncia celular durante o periodo estressante
(BURDON, 1986).

Essa resposta representa um mecanismo universal, desenvolvido por todos os
organismos e envolve a sintese de uma classe de proteinas conhecidas como Proteinas
de choque térmico - Heat Shock Proteins, HSP (PIRKKALA et al., 2001;
MURUGESAN et al., 2017).

As HSPs estdo presentes em uma grande variedade de animais sdo altamente
conservadas em estrutura através da evolucdo e sdo expressas em todas as células de
procariontes e eucariontes em condi¢fes normais. Elas se comportam como chaperonas
moleculares e desempenham papéis cruciais na protecdo de células tanto em condicdo
de hipertermia quanto de demais estados de alteracdo homeostatica (JOLY et al., 2010;
MJAHED et al., 2012; MURUGESAN et al., 2017).

Sob estresse, como choque térmico, metais pesados, infeccBes patogénicas,
aumento na concentracdo de calcio intracelular, diminuicdo de glicose, infec¢des,
aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs), ou quase todas as mudancas
repentinas que induzem dano protéico no ambiente celular, as HSPs funcionam
reparando os danos e restaurando a estrutura das proteinas danificadas e evitando o
dobramento incorreto dessas proteinas (SCHLESINGER, 1986; WELCH, 1992; GAO
et al., 2007; POWERS et al., 2009; SONG et al., 2017; MURUGESAN et al., 2017;
SURAI et al., 2019) As HSPs sdo familias génicas classificadas de acordo com o peso
molecular em: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP20, HSP10 entre outras. Dessas,
as mais estudadas sdo as proteinas com pesos moleculares de 60, 70, 90 e 110 Kda, e
devido a grande variedade de organismos nos quais elas sdo encontradas, sao chamadas
de HSPs principais (KIANG e TSOKOS, 1998; MURUGESAN et al., 2017).

A expressdao dos genes HSP70 e HSP90 podem ser detectadas em niveis

significativos em células ndo estressadas e aumentando sua abundéncia quando
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submetidas a estimulos de temperaturas (JOLLY; MORIMOTO, 2000; MORIMOTO et
al., 1997; MURUGESAN et al., 2017; YIN et al., 2018; XU et al., 2019 ). Elas atuam no
dobramento de outras proteinas possibilitando que as células sobrevivam a condicdes
potencialmente letais. As fungbes citoprotetoras das HSPs podem ser amplamente
explicadas por suas propriedades anti-apoptoticas. As HSP70 e HSP90 podem interagir
diretamente com diferentes proteinas da maquinaria de morte celular programada
rigidamente regulada e, assim, bloquear o processo apoptético em pontos-chave
distintos (LINDQUIST, 1986; LINDQUIST e CRAIG, 1988; VIERLING, 1991;
PLESOFSKY-VIG e BRAMBL, 1993; JOLY et al., 2010)

A HSP70 é altamente conservada, esta presentes em quase todas as espécies e sao
uma das mais abundantes da familia de HSPs e também, sdo onipresentemente
expressas (TAVARIA et al., 1996; KRENEK et al., 2013; LIU et al., 2014; XU et al.,
2019)

A ativacdo transcricional dos genes HSPs é mediada por outros genes chamados
de Fatores de Transcricdo do Choque Térmico (HSFs), os quais podem ser ativados
quando o organismo é submetido ao estresse e induzir expressdo génica das HSPs.

Quatro tipos de HSFs sdo conhecidos (HSF1, HSF2, HSF3 E HSF4), porém
apenas 0 HSF1 e HSF3 estdo envolvidos na regulacdo das HSPs de resposta as
condicdes estressantes (AKERFELT et al., 2010; FUJIMOTO e NAKAI, 2010; XU et
al.,, 2019). O HSF1 e HSF3 possuem carateristicas semelhantes e sdo ativados,
principalmente, em altas temperaturas e condicdes de estresse severo, aumentando
assim a habilidade celular de regular a resposta ao choque térmico (AKERFELT et al.,
2010). Entretanto, de acordo com AKERFELT et al. (2010) o HSF1 é o principal
regulador em vertebrados.

Na auséncia de estresse, esses fatores se encontram como mondmeros, porém
quando submetidos a alta temperatura, sua forma se converte em trimeros se ligando a
regido de controle do gene, conhecida como Elemento de Resposta ao Choque Térmico
(Heat Shock Elemente-HSE), resultando na inducdo da rapida expressdo das HSPs
(GUO et al., 2008; NETO, 2012).

O estresse térmico é tdo prejudicial para as aves, que pode desencadear uma série
de transtornos metabolicos. Dentre eles destaca-se o estresse oxidativo. Varios estudos

sugerem que a exposicdo ao calor pode resultar em estresse oxidativo, que por sua vez
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pode levar a citotoxicidade (ANDO et al., 1997; BERNABUCCI et al., 2002; MAINI et
al., 2007; AKBARIAN et al., 2016; ZABOLI et al., 2018).

2.6. O estresse oxidativo

O estresse oxidativo é causado por desequilibrio entre a produgdo de compostos
oxidantes e a atuagdo de sistemas antioxidantes. Os radicais livres ou espécies reativas
de oxigénio (EROs), que levam a esse tipo de estresse, sdo provenientes do
metabolismo de oxigénio. Seu excesso pode causar danos moleculares no DNA,
proteinas, lipidios e outras moléculas bioldgicas, levando ao comprometimento da
imunidade e fisiopatologias (BARBOSA, et al., 2010; AL-ZGHOUL et al., 2019;
SURAI et al., 2019).

Em geral, os organismos possuem defesas antioxidantes. Entretanto, quando a
capacidade antioxidante é excedida, ocorre queda na produtividade animal, além da
deterioracdo da qualidade da carne de frango (LANARI et al., 2004; MAINI et al.,
2007; SURAI et al., 2019).

Os efeitos bioldgicos das EROS sao controlados in vivo por mecanismos de defesa
que visam diminuir os danos causados. Esses mecanismos incluem algumas enzimas
antioxidantes, entre elas a CATALASE (CAT), a superdxido dismutase (SOD) e a
glutationaperoxidase (GPx). A CAT tem a funcdo de catalisar a degradacdo de peroxido
de hidrogénio para &gua e oxigénio, a SOD catalisa a dismutagdo de radicais superoxido
para peroxido de hidrogénio e oxigénio e a GPx decompde perdxidos atraves de outros
mecanismos.

A enzima SOD atua convertendo o superdxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio.
Durante o estresse térmico, a superoxidase dismutase (SOD) é um antioxidante
importante, pois é responsavel pela catalise de O2- no oxigénio molecular simples ou no
perdxido de hidrogénio do composto prejudicial (H202) (SURAI, 2015; IGHODARO;
AKINLOYE, 2017; SURAI et al.,, 2019). A enzima CATALASE encontra-se em
peroxissomos celulares, principalmente do figado e rim, atua na decomposi¢do de
peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio, proveniente da dismutacdo do anion radical
superéxido (WASSMANN et al., 2004; SURAI et al., 2019). A glutationa peroxidase é

uma enzima decompde peroxidos de hidrogénio (H202) e desempenha també um papel
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crucial na inibicdo do processo de peroxidacdo lipidica e, portanto, protege as células do
estresse oxidativo (GOTH et al., 2004; GILL; TUTEJA, 2010).

Quando o estresse por calor elevado provoca o estresse oxidativo em frangos, ha
um aumento compensatorio na atividade dessas enzimas antioxidantes em diferentes
tecidos, na tentativa de diminuir os danos causados nas células por esse tipo de estresse
(ALTAN et al., 2003; MAINI et al., 2007; HUANG et al., 2015; RIMOLDI et al., 2015;
SURAI et al., 2019).

Estudos atestam que, em caso de estresse térmico, as aves alteram sua atividade
génica, regulando a sintese de proteinas que possam proteger 0 organismo, contra
aquelas alteragfes ocorridas no ambiente. Entretanto, 0 mecanismo molecular exato da
regulacdo e expressdo desses genes nao é totalmente conhecido. Por isso, pesquisas sao
necessarias a fim de localizar genes associados com a tolerancia ao estresse pelo calor.
Além disso, o estudo de expressao génica possibilita fazer uma analise comparativa de
genes especificos de diferentes linhagens para uma determinada caracteristica (LEDUR
etal., 2007; RENAUDEAU et al., 2011).

2.7 As Caspases e a Morte Celular Programada

Se o estresse for muito severo, um sinal que leva a morte celular programada, a
apoptose, € ativado, proporcionando um equilibrio bem ajustado entre sobrevivéncia e
morte (PIRKKALA et al., 2001).

As caspases sdo proteases que desempenham um papel fundamental no controle e
regulacdo da inflamacéo e da morte celular programada (apoptose), sendo assim muito
importantes para manter a homeostase (MCILWAIN et al., 2013). Ha diferentes tipos de
caspases e, de acordo com as fungdes que elas estdo envolvidas, as caspases séo
classificadas em apoptéticas (caspases-2, -3, -6, -7, -8, -9 e -10) e inflamatdrias
(caspases -1, -4, -5, -11, -12 e -13). Por sua vez, as apoptdticas podem sdo classifacadas
em dois grupos: caspases iniciadoras (-2, -8, -9 e -10) e caspases executoras (-3, -6 € -7)
(LAVRIK et al., 2005; FERNANDEZ; LAMKANFI, 2015).

Normalmente, as caspases estdo no seu estado inativo e necessitam de uma
modificacdo bioquimica para se tornarem ativas e capazes de desempenhar suas
funcbes. Assim, as caspases sao sintetizadas e armazenadas e, durante a apoptose, sinais

extrinsecos ou intrinsecos ativam os zimdgenos procaspase -8ou-9. Apds a ativagdo, 0s
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executores diméricos recrutam e processam 0s principais substratos envolvidos na
homeostase celular, na transcricdo génica e na estrutura celular (MACPHERSON et al
2019).

O processo de apoptose ou morte celular programada envolve o desmantelamento
controlado dos componentes intracelulares, evitando a inflamacédo e os danos as células
circundantes. As caspases iniciadoras ativam caspases executoras que posteriormente
coordenam suas atividades para demolir as principais proteinas estruturais e ativar
outras enzimas (MCILWAIN et al., 2013).

Diferentes tipos de estresses celulares, incluindo a privacdo do fator de
crescimento, a interrupcdo do citoesqueleto, o dano ao DNA, o acumulo de proteinas
mal dobradas, hipdxia e muitos outros podem ativar a apoptose (MCILWAIN et al.,
2013). Pela sua importancia, é fundamental que se busque compreender a dindmica e o
funcionamento de todas as caspases (MACPHERSON et al., 2019)

2.8 Estresse do reticulo endoplasmatico

O reticulo endoplasmatico (ER) é uma organela intracelular dindmica com
multiplas funcGes essenciais para a homeostase celular, desenvolvimento e capacidade
de resposta ao estresse (BRAVO et al., 2013; REID; NICCHITTA, 2015; SCHWARZ;
BLOWER, 2016). Desempenha papéis criticos em uma ampla gama de processos,
incluindo (a) sintese, dobragem, modificacdo e transporte de proteinas; (b) sintese e
distribuicdo de fosfolipidios e esterdides; (¢) armazenamento de ions célcio dentro de
seu limen e sua liberacdo regulada no citoplasma (SCHRODER, 2008;
HOTAMISLIGIL, 2010; BRAVO et al., 2013; XIONG et al., 2020).

Perturbacbes em qualquer uma dessas funcGes pode afetar o dobramento de
proteinas levando ao acumulo de proteinas mal dobradas que resultam no estresse do
RE. Em resposta ao estresse celular, é ativada uma casCATa de sinalizacdo conhecida
que é como Resposta das Proteinas mal dobradas (UPR) (MAA; HENDERSHOT 2004;
BRAVO et al., 2013; GUO et al., 2020).

A UPR é um mecanismo adaptativo que tenta restaurar o equilibrio entre
proteinas mal enoveladas recentemente sintetizadas e capacidade de dobragem. Até o
momento, sabe-se que ha trés vias de UPR: PERK (fator de iniciacao eucariética do tipo

PKR 2a quinase), IRE1 (inositol que requer a enzima 1) e ATF6 (ativacdo do fator de
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transcricdo 6). Em situacfes normais, essas trés proteinas transmembranares estdo
inativas pela ligagdo das mesmas com a chaperona BiP / GRP78( BERTOLOTTI et al.,
2000 ; SHEN et al., 2002; HOTAMISLIGIL, 2010; BRAVO et al., 2013)

Em situacoes de estresse térmico do reticulo endoplasmatico-RE a Bip se dissocia
de IRE1, PERK, e ATF6, ativando-as e desencadeando a ativacdo das vias para reverter
0 estresse do RE (SCHRODER; KAUFMAN, 2005; ZHANG et al, 2014).

Finalmente, se as condigdes de estresse do ER ndo puderem ser aliviadas, a fim de
proteger o organismo é ativada uma via apoptotica, que envolve a proteina caspase-12
localizada no ER (NAKAGAWA et al., 2000; XIONG et al., 2020).

2.9. O Estudo de Expressdo Génica

Simplificadamente, a informacdo que estd contida nos genes (DNA) € transcrita
em RNA e esse é traduzido em proteinas. As células apresentam variacfes das
quantidades de transcritos (informacdo contida no RNA) e do contedo de proteinas
(BUTTOW,; BONOW, 2013). Dessa maneira, individuos de uma espécie, porém com
caracteristicas fenotipicas distintas, podem apresentar padrfes diferentes de expressao,
devido ao seu genoma e sua interacdo com o meio (ALMEIDA, 2007).

Os avangos na genética molecular incluindo clonagem, sequenciamento de DNA e
transgénese tém aberto novas perspectivas para elucidar a relacdo entre 0s genes e seus
fendtipos correspondentes (ALMEIDA, 2007; REGITANO; COUTINHO, 2001). Essas
tecnologias podem ser utilizadas para o estudo dos mecanismos moleculares envolvidos
em processos biologicos importantes como a identificacao e caracterizacdo de genes.

A pesquisa em expressao génica visa descobrir quando e quantos genes, contidos
no DNA, sdo expressos ao longo do desenvolvimento e em resposta a estresses biéticos
e/ou abiodticos em individuos de mesma espécie. Para analisar determinadas
caracteristicas, como por exemplo, a resisténcia de aves ao calor elevado, € importante
tracar um perfil de expressdo de genes especificos em grupos genéticos diferentes
(LEDUR et al., 2007).

Uma das técnicas mais utilizadas para avaliar a expressdo de genes em
vertebrados € a PCR quantitativa em Tempo Real (RT-gPCR). Por ser uma técnica que

possibilita uma analise simultanea em diferentes tecidos, o resultado é visualizado
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imediatamente, dispensando a eletroforese. Além disso, permite avaliar amostras com
baixas concentracoes de RNA (VANDESOMPELE et al., 2002).

3. Genes de Reférencia

Um gene de referéncia é definido como um gene que mantém sua expressao
estavel, independente das variagdes do experimento. Este gene atua como um controle
interno da reacdo, e sua funcdo é assegurar que qualquer variacdo no material genético
se relacione na mesma medida entre o objeto de pesquisa e o controle (KOZERA;
RAPACZ, 2013; GROMBONI et al., 2020).

A quantificacdo do gene de interesse pela RT-qPCR requer a normalizacdo dos
dados com o nivel de expressdo de genes de referéncia (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001), para uma correta interpretacdo dos dados entre amostras. Até pouco tempo, a
estratégia de normalizacdo que era utilizada envolvia padronizacdo para um Unico gene.
No entanto, nos ultimos anos, tornou-se claro que nenhum gene isolado é
constitutivamente expresso em todos os tipos de células e em todas as condicdes
experimentais, implicando que a estabilidade da expressdo do gene de controle
pretendido deve ser verificada antes de cada experimento (ANDERSEN et al., 2004).

A escolha desse gene deve ser feita com muito cuidado, levando em consideracgao
toda a especificidade do experimento e 0s ggenes mais comumente testados sdo o
GAPDH, ACTB, MRPS27, MRPS30, entre outros.

O objetivo da normalizacdo é remover a variacdo ndo bioldgica tanto quanto
possivel. Vérias estratégias de normalizacdo tém sido propostas, mas o uso de um ou
mais genes de referéncia é atualmente o meio preferido de normalizacdo (AYANOGLU
etal., 2018).

Para a normalizacdo dos dados, geralmente é utilizado o método de quantificacdo
relativa, conhecido como “dois elevado a menos Delta Delta Ct” (2-*2<T), onde é
aplicada uma formula em que a razdo de expressdo relativa do gene alvo é normalizada
pelo gene de referéncia (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001; PFAFFL, 2004). Para tanto é
realizado um calculo fazendo a comparacéo direta entre o Ct do gene de interesse com o
Ct do gene normalizador, no tratamento controle e no tratamento analisado, seguindo a
seguinte equacdo: 2 -*4<T
gene alvo — Ct, gene normalizador) Controle (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), e dessa

= (Ct, gene alvo — Ct, gene normalizador) Tratamento — (Ct,
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forma é possivel comparar os niveis de expressdo de diferentes tecidos em espécies
geneticamente divergentes.

Assim, para evitar viés, pesquisas desse tipo devem incluir genes de referéncia,
cuja expressao seja estavel nas mesmas condi¢fes experimentais para normalizacdo da
reacdo (BUSTIN et al., 2009; GUENIN et al., 2009).

3.1 Analise de estabilidade dos genes de referéncia

A estabilidade de expresséo dos genes de referéncia pode ser analisada de diversas
maneiras. Atualmente ha programas e software especificos para isso. Dentre 0s mais
utilizados, podemos citar o BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), o GeNorm
(VANDESOMPELE et al., 2002) e o NormFinder (ANDERSEN et al., 2004).

GeNorm ¢é uma ferramenta que pode identificar o gene de referéncia expresso de
forma mais estavel em um conjunto de amostras. Para a analise da estabilidade, o
algoritmo GeNorm classifica 0s genes a partir da sua estabilidade de expressdo média
(M). De acordo com o proposto por Vandesompele et al. (2002), o valor de M é a média
da variacdo de pares (de um gene endégeno em particular com todos 0s genes controles
testados), onde se obtém um desvio padrdo para cada par de genes controles. O gene
testado na combinacgdo que apresentar menor média é tido como o mais estavel, sendo
que esse valor deve situar-se abaixo de 1,5 para que o gene seja considerado estavel.

O Bestkeeper é um software que analisa a estabilidade de expressdo empregando
a analise de correlacdo de pares de todos os genes candidatos e calcula a média
geométrica dos "mais adequados”. O indice ponderado é correlacionado com até dez
genes alvo usando a mesma anélise de correlacdo de pares a fim de decidir se 0s genes
de referéncia testados sdo expressos diferencialmente sob um tratamento aplicado. Essa
ferramenta baseia-se no desvio padrdo que deve ser menor ou igual a um (<1). Assim, o
software calcula a variacdo para todos os genes de referéncia baseadas na media
geomeétrica do valor de Ct (PFAFFL et al., 2004).

O software NormFinder também pode ser aplicado para avaliar a adequacéo de
qualquer candidato a gene de normalizacdo em qualquer tipo de delineamento
experimental. Permite estimar ndo apenas a variacdao geral dos genes de normalizacao
candidatos, mas também a variacdo entre subgrupos de amostras do conjunto de

amostras (ANDERSEN et al., 2004). Além disso, segundo 0 mesmo autor, essa
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ferramenta permite ao pesquisador avaliar o erro sistematico introduzido ao usar o gene,
0 gue preconiza que 0S genes que mostram uma alta variagdo entre as amostras
analisadas devem ser evitados. O NormFinder propde entéo avaliar a estabilidade dentro
e entre grupos a principio, e a determinacdo final da estabilidade do gene combina os
dois valores de estabilidade (inter e intragrupos), adicionando as duas fontes de variacédo
ocorrentes. 1sso representa uma medida préatica de erro sistematico que sera introduzida
quando se utiliza o gene investigado (ANDERSEN et al., 2004).
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GERAL

Analisar e comparar a expressao génica relativa em fragmentos de rim dos
ecotipos Peloco e Caneluda e frangos de corte de linhagem comercial (Cobb500®),
submetidas ao estresse térmico agudo utilizando sequéncias de genes das familias das
HSPs (HSP70 e HSP90), HSFs (HSF1 e HSF3), genes relacionados ao estressse
oxidativo (CATALASE, SOD e GPX), a apoptose (Caspase-6). Adicionalmente, avaliou-
seem fragmentos de rim, musculo, figado e coracdo de genes de estresse do reticulo
endoplasmatico (ATF6, EI2Fa, IRE1 e GRP78) de Gallus gallus.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Identificar genes de referéncia estaveis para a normalizacdo da expressao relativa
dos genes alvos em fragmentos de rim em aves geneticamente divergentes sobre efeito
de conforto térmico e estresse térmico agudo;

¢ Quantificar e comparar o nivel de expressao de genes alvo para estresse térmico
(HSF1, HSF3, HSP70, HSP90) e de genes alvo para estresse oxidativo (SOD, CAT e
GPX) no rim de frangos geneticamente divergentes submetidos aos ambientes de
conforto e estresse térmico agudo;

e Quantificar e comparar o nivel de expressdo de genes alvo para estresse do
reticulo endoplasméaticoo (ATF6, EI2Fa, IRE1 e GRP78) em diferentes tecidos de
frangos geneticamente divergentes submetidos aos ambientes de conforto e estresse
térmico agudo.

¢ Quantificar e comparar o nivel de expressdo de gene alvo Caspase-6, no rim de
frangos geneticamente divergentes submetidos aos ambientes de conforto e estresse

térmico agudo;
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6. CAPITULO |

EXPRESSAO DE GENES DE REFERENCIA EM RIM DE DIFERENTES
DE FRANGOS COMERCIAIS E FRANGOS LOCAIS CAIPIRAS DO BRASIL
SUBMETIDOS A ESTRESSE TERMICO AGUDO
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EXPRESSAO DE GENES DE REFERENCIA EM RIM DE DIFERENTES DE
FRANGOS COMERCIAIS E FRANGOS LOCAIS CAIPIRAS DO BRASIL
SUBMETIDOS A ESTRESSE TERMICO AGUDO

RESUMO

A PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) é muito utilizada para avaliar a
expressdo génica mas, para obter resultados confiaveis deve-se normalizar a reacao,
geralmente, selecionando genes de referéncia cuja expressdo permanece estavel em
todas as amostras nos diferentes tratamentos. Objetivou-se avaliar a estabilidade dos
genes ACTB, RPL5, MRPS27, MRPS30, TFRC, EEF1, LDHA, HPRT1 e recomendar
genes estaveis para normalizacdo de genes alvos no tecido renal de diferentes frangos,
submetidos ao estresse térmico agudo. O experimento foi conduzido com 36 frangos de
trés grupos genéticos (Cobb 500®; e os ecdtipos locais Peloco e Caneluda), sendo 12
individuos de cada grupo, onde, seis aves de cada grupo foram submetidas ao ambiente
de conforto térmico, a 23°C e seis, a0 ambiente de estresse térmico agudo, a
temperatura de 39,5°C por uma hora. A estabilidade dos genes foi determinada usando
os algoritmos: BestKeeper, GeNorm, NormFind, RankAggreg e, heatmap. Dados da
estatistica descritiva evidenciou variabilidade na expressdo dos genes. No ecOtipo
Peloco os genes ACTB, EEF1 e MRPS27, e na linhagem Cobb 500®, o ACTB foram
considerados ndo estaveis, enquanto que no ecotipo Caneluda apenas os genes MRPS30
e LDHA mostraram estabilidade. Em rela¢do o fator ambiente, os genes mais estaveis
foram HRPT1 (conforto) e o EEF1 (estresse térmico agudo). Ao analisarmos todas as
amostras (grupo genético e ambiente), os genes LDHA e HPTR1 foram os melhores
classificados pelos algoritimos BestKeeper e NormFinder, o0 MRPS30 e HRPT1 pelo
GeNorm. Entretanto, no ranking geral, os genes LDHA, HRPT1 e MRPS30 foram os
mais estaveis e devem ser utilizados como controle enddégeno em rim de frangos para 0s
fatores aqui analisados. Esses resultados foram confirmados pelo grafico heatmap. Ja
gene ACTB revelou-se como 0 menos estavel na maioria das andlises e ndo deve ser

usado como normalizador nesse experimento.

Palavras chave: BestKeeper, Caneluda, Cobb, Controle endogeno, GeNorm,
NormFinder, Peloco, RT-qPCR.
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EXPRESSION OF REFERENCE GENES IN THE KIDNEY OF DIFFERENTS
FROM COMMERCIAL CHICKENS AND LOCAL CHICKENS IN BRAZIL
SUBJECTED TO ACUTE THERMAL STRESS

ABSTRACT

Quantitative real-time PCR (qQRT-PCR) is widely used to assess gene expression, but to
obtain reliable results, the reaction should be normalized, usually by selecting reference
genes whose expression remains stable in all samples in the different treatments. The
objective was to evaluate the stability of the ACTB, RPL5, MRPS27, MRPS30, TFRC,
EEF1, LDHA, HPRT1 genes and to recommend stable genes for normalization of target
genes in the renal tissue of different chickens submitted to acute thermal stress. The
experiment was conducted with one hundred and thirty-six chickens from three genetic
groups (Cobb 500®; and the local ecotypes Peloco and Caneluda), with 12 individuals
from each group, where 06 birds from each group were subjected to the thermal comfort
environment, at 23 °© C and 06, in an environment of acute thermal stress, at a
temperature of 39.5 ° C. The stability of the genes was determined using the algorithms:
BestKeeper, GeNorm, NormFind, RankAggreg and, heatmap. Descriptive statistics data
showed variability in gene expression. In the Peloco ecotype the ACTB, EEF1 and
MRPS27 genes, and in the Cobb 500® strain, the ACTB were considered to be non-
stable, whereas in the Caneluda ecotype only the MRPS30 and LDHA genes showed
stability. Regarding the environment factor, the most stable genes were HRPT1
(comfort) and EEF1 (acute thermal stress). When analyzing all samples (genetic group
and environment), the LDHA and HPTR1 genes were the best classified by the
BestKeeper and NormFinder algorithms, the MRPS30 and HRPT1 by GeNorm.
However, in the general ranking, the LDHA, HRPT1 and MRPS30 genes were the most
stable and should be used as an endogenous control in chicken kidney for the factors
analyzed here. These results were confirmed by the heatmap graph. The ACTB gene was
found to be the least stable in most analyzes and should not be used as a normalizer in

this experiment.

Keywords: BestKeeper, Caneluda, Cobb, Endogenous control, GeNorm, NormFinder,
Peloco, RT-gPCR.
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1. Introducéo

Estudos envolvendo expressdo e funcdes dos genes sdo cada vez mais importantes
na pesquisa bioldgica e, hoje constituem um importante campo de estudo da biologia
celular e molecular (VANDESOMPELE et al., 2002; BUSTIN; NOLAN, 2009;
AYANOGLU et al.,, 2018). A PCR quantitativa em tempo real (QRT-PCR) é uma das
técnicas mais utilizadas para avaliar a expressdo de genes em vertebrados por ser uma
técnica que possibilita uma analise simultanea em diferentes tecidos, com o resultado
podendo ser visualizado imediatamente. Além disso, permite avaliar amostras com
baixas concentracdes de RNA e fornece resultados reproduziveis e verificaveis (ARYA
et al., 2005; WONG; MEDRANO, 2005; NOLAN et al., 2006; PAOLACCI et al., 2009;
AYANOGLU et al., 2018).

Todos os ensaios de gqRT-PCR sdo caracterizados por variacdo bioldgica,
principalmente a variabilidade inerente dos niveis de mMRNA em diferentes tecidos e
individuos, mas também variacdes analiticas caracterizadas por diferencas na qualidade
do RNA, variabilidade nos protocolos de extracdo, eficiéncias de RT e PCR que podem
levar a erros e resultados confusos (HUGGETT et al., 2005; BUSTIN; NOLAN, 2009).
Para obter resultados precisos e confidveis em um experimento que vise quantificar a
expressdo génica, € de extrema importancia normalizar a reacdo buscando remover a
variacdo ndo bioldgica tanto quanto possivel. Vérias estratégias de normalizacdo tém
sido propostas até 0 momento, mas 0 uso de um ou mais genes de referéncia tem sido o
meio preferido para normalizar os genes alvos em estudos de expressdo génica
(GUTIERREZ et al., 2008; AYANOGLU et al., 2018).

Os genes de referéncias sao genes cuja expressdo permanece constante entre as
células em diferentes condi¢bes experimentais ou fisiologicas por serem expressos a
todo 0 momento em determinadas células, apresentando pequena ou nenhuma variacao
entre diferentes idades e tecidos (KOZERA; RAPACZ, 2013). No entanto, nenhum
gene isolado é constitutivamente expresso em todos os tipos de células e em todas as
condi¢cbes experimentais, implicando que a estabilidade da expressdo do gene de
controle pretendido deve ser verificada antes de cada experimento (ANDERSEN et al.,

2004). Além disso, 0 uso de genes instaveis como normalizadores pode comprometer a
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confiabilidade dos dados uma vez que esses atuam como um controle interno da reacao
e sua funcdo é assegurar que qualquer variacdo no material genético se relacione na
mesma medida entre o objeto de pesquisa e o controle (KOZERA; RAPACZ, 2013;
JULIAN et al., 2015).

Assim, a escolha do gene de referéncia € de vital importancia e deve ser feita com
muito cuidado, levando em consideracdo toda a especificidade do seu experimento,
havendo sempre a obrigatoriedade de um estudo inicial da estabilidade de expressao
desses genes, para posteriormente utilizar o mais adequado como controle endégeno do
experimento. Os genes que mais cumprem esse requisito sdo os chamados metabolicos
basicos, ou genes de manutengio (THELLIN et al., 1999; MACARIO, 2016).

2. Materiais e Métodos

2.1 Aprovagédo do CEUA

Todo o experimento teve aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UESB, Protocolo 109/2015.

2.2 Animais

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), no municipio de
Itapetinga, BA, localizado a 293 metros de altitude, situado ente coordenadas
geograficas: Latitude: 15° 15' 23" Sul e Longitude: 40° 15' 27" Oeste. Foram utilizadas
36 aves, machos e fémeas: 12 pintos da linhagem comercial Cobb 500®, 12 pintos do
ecdtipo Peloco e 12 pintos do ec6tipo Caneluda. As aves locais foram provenientes de
ovos de galinhas dos ec6tipos Peloco e Caneludo do Catolé do Setor de Avicultura da
UESB, campus ltapetinga. Em relacdo as aves comerciais, foram adquiridos pintos de
um dia da linhagem Cobb 500®, os quais chegaram, uma semana apds 0 nascimento das
aves caipiras e logo foram criadas sob as mesmas condiges ambientais sob temperatura
média local de 26,5°C. Foi utilizado galpdo aberto, forrado com maravalha e, as aves
foram alimentadas atendendo as exigéncias das respectivas fases de criacdo seguindo a
dieta nutricional de ROSTAGNO; GOMES, (2011), sendo produzida no Setor de
Avicultura da UESB, Itapetinga, BA (Tabela 1).
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Vale ressaltar que a regido de Itapetinga é caracterizada por possuir clima
semiarido e por oscilacdes de temperatura, com o verdo longo e quente, e temperaturas
oscilando entre 17°C e 32°C. Durante o dia a temperatura é bem alta e a noite diminui.
O més mais seco é agosto e tem, em média, 30 mm de precipitacdo e 0 més de
dezembro é o més de maior precipitacdo com uma meédia de 140 mm, sendo que 857
mm ¢é o valor da pluviosidade média anual (CLIMA TEMPO, 2020; CLIMATE-DATA,
2020).

Tabela 1: Composicédo da ragdo que foi usada para os pintainhos até os 30 dias de idade
segundo ROSTAGNO; GOMES (2011).

Milho 61,1%
Farelo de soja 35,0%
Fosfato bi célcico 2,00%
Calcario 1,10%
NaCl 0,30%

Suplemento vitaminico e mineral 0,40%
Niveis nutricionais

Pb 21,2%
Em 2,89%
Ca 1,01%
P disponivel 0,49%
Sodio 1,63%
Lisina 1,10%
Met + cis 0,74%

2.3 Estresse térmico

O estresse por alta temperatura foi realizado em dois momentos, para que as aves
fossem abatidas com a mesma idade, com 30 dias de vida. No dia 02/12/2015 seis aves
do ecétipo Peloco e seis aves da raca ecotipo foram submetidas ao estresse térmico por
calor sob temperatura média de 39,5°C e umidade relativa ambiental de 60%. Uma
semana depois, seis aves da linhagem Cobb 500 foram submetidas ao estresse térmico
com as mesmas condicOes de temperatura e umidade.

Durante o periodo em que as aves estavam submetidas ao calor dos aquecedores,

elas foram monitoradas, ficando sob observacdo constante quanto as mudancas de
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comportamento, afim de evitar que 0s animais experimentais viessem a ébito por
excesso de temperatura e para determinar o tempo em que cada grupo genético
suportaria a alta temperatura. Quando os animais se mostraram prostrados e com a
frequéncia cardiaca aumentada, o periodo de estresse por calor foi finalizado e,
imediatamente, as aves foram abatidas por deslocamento cervical. As aves controles (6
de cada grupo genético) foram abatidas no inicio da manha (4:00 h, horario local) para

garantir temperatura de conforto térmico (23°C).

2.4 Coleta de tecidos, extragdo e quantificacéo

Apos o abate, foram coletados fragmentos de rim, que foram armazenados em
tubos criogénicos, identificados e, imediatamente, congelados em nitrogénio liquido.
Apos a coleta, as amostras foram encaminhadas ao laboratério de Genética Veterinaria
Animal da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC), Ilhéus, Bahia e armazenadas
em ultrafreezer -80°C. Inicialmente foi realizada a extracdo do RNA total das amostras
selecionadas com Trizol® - Invitrogen, seguindo o protocolo do fabricante. As
concentragdes dos RNA’s extraidos foram verificadas através de espectrofotometro
NanoDrop 2000® e a qualidade desses RNAs através de eletroforese em gel de agarose

a 1% corados com brometo de etidio e visualizados em luz ultravioleta.

2.5 Transcricdo Reversa do mRNA

A transcricdo Reversa foi realizada com o kit comercial GoScript TM Reverse
Trasncription System (Promega Corporation,Madison, EUA). Foram utilizados, 4 pl de
RNA obtidos a partir do tecido e padronizados para 500ng, acrescidos de 1 pl de
Oligodt e 15 pl de um mix contendo enzima Transcriptase Reversa, inibidor de
ribonuclease recombinante RNase OUT, RT buffer, dNTP e agua ultrapura, em um
volume final de 20 pl. As amostras foram incubadas em termociclador a 50°C por 50
min, 85°C por 5 min e refrigeradas em gelo. O cDNA foi acondicionado em freezer -

20°C para posterior utilizacdo nos experimentos de expressdo génica.
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2.6. Expressao génica: validacéo dos genes de referéncia

A avaliacdo da expressdo génica utilizando o cDNA obtido a partir de RNA
extraido das amostras de interesse foram realizadas em duplicatas. Inicialmente, o
melhor controle enddgeno para normalizacdo dos dados foi determinado por meio da
analise de 8 genes constitutivos (tabela 2), cujos primers foram desenhados por
Nascimento et al. (2015).

Tabela 2. Descricdo dos genes de referéncia de Gallus gallus e seus primers especificos

utilizados nas analises de RT-qPCR.

GENE ID GENE SEQUENCIAS' - 3'

ACTB M11100.1 F:CACCCTGTCTGACTACAACATC
R:CAAGACTGCTGACAACAACTA
LDHA ENSGALEOO0 F:.CTATGTGGCCTGGAAGATCAG
00067556 R: GCAGCTCAGAGGATGGATG

TFRC ENSGALEOOO0 F: CTCCTTTGAGGCTGGTGAG
00080099 R:CGTTCCACACTTTATCCAAGAAG

MRPS30 NM_204939.1 F:.CCTGAATCCCGAGGTTAACTATT
R:GAGGTGCGGCTTATCATCTATC
RPLS NM_204581.4 F:ATATAACGCCTGATGGGATGG
RTTGACTTCTCTCTTGGGTTTCT

MRPS27 XM_424803 F:GCTCCCAGCTCTATGGTTATG
R:ATCACCTGCAAGGCTCTATTT
HPRT1 AJ132697 F:GCACTATGACTCTACCGACTATT
R:CAGTTCTGGGTTGATGAGGTT

EEF1 NM_204157.2 F:GCCCGAAGTTCCTGAAATCT
R:AACGACCCAGAGGAGGATA

Para a construcdo da curva padrédo foi utilizado um pool de cDNA, de todos os
tratamentos e tecidos, visando calcular a eficiéncia da PCR, através de uma diluicdo
seriada (nas concentragdes de 5, 15, 45 e 135ng/ul com trés concentracdes de primers:
200, 400 e 800 mM).

Para a comparagdo dos Cts, as amostras dos tecidos foram destinadas a
amplificagdo em PCR em tempo real. As reagdes de amplificagdo foram realizadas em
termociclador, no ensaio ddCt (Relative Quantification). As condigdes da reagdo de
gPCR foram definidas com desnaturacdo inicial a 95°C durante dois minutos e 40 ciclos
de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos. A temperatura de extensdo foi padronizada
individualmente para cada par de primers durante 60 segundos. Ao final da reacdo de

amplificagdo foi incluido um passo adicional com elevagdo gradual de temperatura de
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60°C a 95°C para obter a curva de dissociacdo. A amplificacdo de todos os genes foi
realizada na plataforma Real Time PCR 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City,
CA, EUA) e os resultados foram obtidos com o programa Sequence Detection Systems
(V. 2.0.6) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que gerou o parametro cycle
threshold (Cts). Os valores de Cts das duplicatas foram obtidos diretamente pelo
programa acima citado e usados para calcular o Ct médio e o desvio-padrdo. A
eficiéncia da amplificagdo da PCR foi calculada para cada gene de referéncia usando a
férmula E = (10" (-1/coeficiente angular)-1) x100 (PFAFFL, 2001). Posteriormente, as
curvas de dissociacdo foram avaliadas quanto a amplificacdo e a especificidade. Apos a
analise de eficiéncia, a temperatura de anelamento e a concentragdo dos primers mais

adequada foram empregadas nas reacdes de RTgPCR.

2.7. PCR quantitativa em tempo real

Apos calcular os valores de eficiéncia e escolher os melhores parametros (T° de
anelamento, concentragdo de primers e cDNA), as amostras foram submetidas a
amplificacdo por PCR em tempo real, seguindo as mesmas condicdes de reacdo e

termociclagem do teste de eficiéncia. Todas as amostras foram realizadas em duplicatas.

2.8. Determinacdo da estabilidade da expressao dos genes de referéncia

Para determinar a estabilidade dos genes de referéncia foram utilizados os valores
médios de Ct, que foram usados como arquivo de entrada, de acordo com cada
algoritmo. Foram aplicados trés algoritmos estatisticos diferentes, o BestKeeper
(PFAFFL et al., 2004), GeNorm (VANDESOMPELE 2002) e NormFinder
(ANDERSEN et al., 2004). Foi gerado também, um ranking geral dos genes de
referéncia empregando as trés ferramentas através do algoritmo RankAgreeg (PIHUR,
et al., 2007).

Fizemos um gréafico Heatmap por meio dos pacotes pheatmap v. 1.0.12 (KOLDE,
2019) e pvclust v.2.2 (SUZUKI et al., 2019). Para o0 agrupamento utilizou-se a distancia
Euclidiana, com valor de bootstrap de 10.000 iteracGes e todas as analises foram
realizadas utilizando os softwares R v. 3.6.3 (R CORE TEAM, 2020) e R Studio v. 1.
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2.1335 (RSTUDIO TEAM, 2018) e, para cada ferramenta foi obtido um ranking de
estabilidade.

3. RESULTADOS

3.1 Eficiéncia e especificidade dos primers

Para o trabalho em questdo, foram selecionados para validacdo os seguintes genes
candidatos, diferencialmente expresso (ACTB, LDHA, HPRT1, MRPS27, EEF1, RPS30,
RPL5 e TFRC). Inicialmente, para a otimizacdo das reagdes de RTq-PCR, foi realizado
o teste de eficiéncia nos oito genes candidatos para verificar as principais caracteristicas
dos primers usando cDNA extraido de fragmentos de rim das linhagens de frangos:
comercial Cobb 500® e os ecoétipos naturalizados Caneluda e Peloco. Amostras do
RNA foram visualizadas em gel de agarose para autenticar a preservacgdo da qualidade
do material utilizado (Figura 01).

Figura 1. Gel evidenciando a qualidade do RNA.

Apobs o teste de eficiéncia, foi estabelecida como étima uma temperatura de
anelamento dos primers de 60 °C. A concentragdo de cDNA de 45ng/pl foi considerada
a melhor. E, as concentra¢@es dos primers foram escolhidas de acordo com a eficiéncia
de cada primer variando entre 200, 400 e 800mM. A eficiéncia de amplificacdo
mostrou-se aceitavel, com uma faixa de porcentagem variando entre 90% a 107, com a
inclinagdo da reta entre -3,59 a -3,16, indicando boa correlacéo linear (Tabela 03 e
Figura 02).
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Tabela 03: Pardmetros dos primers especificos dos Genes de Referéncia para frangos obtidos a

partir das analises de curva de Eficiénciaem RT-qPCR

GENE TA (°C) cDNA PRIMER EFICIENCIA%) RR2 SLOPE

ACTB 60 45ng/ul - 800mM 95 0,997 -3,456
HPRT1 60 45ng/ul - 800mM 91 0,999 -3,517
LDHA 60 45ng/ul - 400mM 96 0,999 -3,413
EEF1 60 45ng/ul - 200mM 94 0,995 -3,467
MRPS27 60 45ng/ul - 400mM 90 0,999 -3,598
MRPS30 60 45ng/pl - 800mM 104 1 -3,225
RPL5 60 45ng/ul - 800mM 107 0,993 -3,160
TFRC 60 45ng/ul - 200mM 104 0,999 -3,2211

TA = Temperatura de anelamento; SLOPE = Inclinagdo da Reta; R? = Coeficiente de

Determinacgdo; [CDNA] = Concentracéo de cDNA; [PRIMER] = Concentragdo de primer

Os valores de coeficiente de determinagdo (R?) foram maiores que 0,99. A
especificidade dos primers foi avaliada por meio da curva de dissociacdo, e também das
curvas de fusdo, as quais mostraram um pico especifico, ndo sendo observados dimeros

indicando um desempenho ideal dos iniciadores (Figura 02).

LDHA' 5

HPRTE 557

MRPS30: 322661+ 33867

Figura 2: Curvas de regressao, amplificacdo e dissociacdo do teste de eficiéncia de oito genes

de referéncia de frangos provenientes das reagdes de RT-gPCR.
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3.2 Estatistica descritiva dos genes de referéncia

Observaram-se resultados discrepantes na expressdo dos oito genes quando
analisamos separadamente os grupos genéticos de frango (GG) e o ambiente (AMB)
empregando a ferramenta BestKeeper (Tabelas 04 e 05). Essa expressdo foi agrupada
em duas categorias (forte e moderada), de acordo como os valores de média aritmética
dos CTs encontrados em todas as nossas analises.

Assim, na linhagem Cobb 500®, os genes analisados pelo algoritmo BestKeeper
apresentaram niveis de expressao com valores médios Ct bem préximos, com 07 genes
considerados como genes de alta expressdo por possuir valores médios de Ct menores
que 25 ciclos e 0 TFRC, que teve uma expressdao moderada com média de 27.12 ciclos.
O coeficiente de variacdo no gene TFRC, em fragmentos de rim da linhagem Cobb
500®, apresentou um valor mais baixo (Coeficiente de Variacdo-CV = 2.607%) e o
ACTB, o valor mais alto (CV =5.27%). Essa linhagem de frangos apresentou os valores
mais baixos em relacdo aos outros grupos genéticos aqui analisados. Quanto ao desvio
padrdo, sete dos oito genes podem ser considerados estaveis no rim da linhagem Cobb
500® por apresentarem valores menores que 1, sendo que apenas o ACTB apresentou
valor superior a 1 (ver Tabela 04).

No ec6tipo Caneluda, usando 0 mesmo software de andlise, apenas os genes EEF1
e RPL5 evidenciaram alta expressdo. Os outros seis genes tiveram uma expressao
considerada moderada e apresentaram Ct variando de 26 a 28 ciclos. Foi observado
também um alto coeficiente de variacdo nas andlises desse grupo genético, cujo valor
mais baixo foi do gene LDHA (CV = 3.602%) e o mais alto EEF1 (CV = 11.305%).
Quanto ao desvio padrdo, dois dos genes (MRPS30 e LDHA) apresentaram valores
inferiores a um e todos os outros revelaram valores de DP superiores a um, sendo assim
considerados ndo estaveis, diferente do que foi observado no mesmo tecido da linhagem
Cobb500® (Tabela 04).

No grupo genético Peloco, assim como em Caneluda apenas os genes EEF1 e
RPL5 evidenciaram alta expressdo com valores de Ct de 18.19 e 18.652,
respectivamente. Os outros seis genes tiveram uma expressao moderada Ct entre 25.96 e
28.39.

Em relacdo ao coeficiente de variacdo ecétipo Peloco apresentou resultados que
podem ser considerados como intermediario, com valores mais altos que Cobb500® e

mais baixos que Caneluda. Assim, em Peloco, o valor mais baixo foi do gene TFRC
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(CV = 1.963) e 0 mais alto EEF1 (CV = 7.212%). Cinco genes tiveram valores de
desvio padrdo inferiores a um e os outros trés (ACTB, EEF1 e MRPS27) foram

considerados ndo estaveis (Tabela 04).

Tabela 04: Estatisticas descritivas dos niveis de expressdo dos genes de referéncia obtidos pelo

BestKeeper, em rim de grupos genéticos diferentes de frangos

n=12 ACTB LDHA HPRT1 MRPS27 EEF1 MRPS30 RPL5 TFRC
COBB500®
Média geométrica [Cq] 22.91 2438  25.15 23.92 18.16  25.027 18.64 27.11
Média aritmética [Cq] 22.96 2440 25.16 2394 1819 25.044 1865 27.12
Min [Cq] 209 2315 2355 22.69 1727 2393 17.92 25.90
Max [Cq] 26.19 26.05 26.80 26.07 2035  26.89 19.95 28.27
Desvio padréo [+ Cq] 121 0818 0.743 0.762 0.671 0706 0524 0.707
Coef. Variag. [% Cq]  5.27 3.352  2.953 3.181  3.688  2.817 2.811 2.607
Coef. Corr. [r] 0.475 0.841 0.819 0.792 0.95 0.846  -0.065 0.748
CANELUDA
Meédia geométrica [Cq] 25.55 25.67  26.32 27.14 21.16 26.17 2151 28.19
Média aritmética [Cq] 25.67 25.70  26.47 2732 2134  26.21 21.66 28.24
Min [Cq] 2272 2283 2235 22.23 1727 2298 17.63 26.09
Max [Cq] 30.97 2733 3143 33.72 2669 2791 26.32 31.29
Desvio padrédo [+ Cq] 2.26 0.926  2.509 2.651 2413 0.972 2.138 1.390
Coef. Variag. [% Cq]  8.81 3.602 9.478 9.701 1135  3.707 9.871 4.921
Coef. Corr. [r] 0.93 0.837 0.94 0.984 0.98 0.716  0.832 0.687
PELOCO

Média geométrica [Cq] 26.95 2595  26.15 2729 2011  26.04 20.09 28.38
Média aritmética [Cq] 27.03 2596  26.17 27.34 2019  26.06 20.11 28.39
Min [Cq] 23.64 2496  24.47 24.86 18.12  24.06 18.84 27.43
Max [Cq] 30.14 2753 27.86 29.81 2484 2795 21.66 29.48
Desvio padrdo [+ Cq] 1.835 0.614 0.88 1474 1456  0.905 0.78 0.557
Coef. Variag.[% Cq] 6.786  2.366  3.362 5.39 7212 3473  3.878 1.963
Coef. Corr. [r] 0.59 0.794  0.954 0.917 0.63 0.88 0.477 0.357

Foi realizada também uma analise unindo todos os grupos genéticos e tratamentos
e, a partir da ferramenta Bestkeeper, a expressdo dos oito genes foi agrupada também
em duas categorias (forte e moderada). Os genes EEF1 e RPL5 apresentaram expressao
de mRNA forte, com valores de Ct < 25 ciclos e, seis genes (RPL5, MRPS30, EEF1,
HPRT1, ACTB, LDHA) tiveram expressdo moderada variando entre as médias 25 e 27
ciclos. Observou-se um alto coeficiente de variacdo entre todos os genes, sendo, 0 mais
alto em EEF1 (CV = 9.57%) e 0 mais baixo foi do gene TFRC (CV = 3.42%). Quanto
ao desvio padrdo, dois dos oito genes (TFRC e LDHA) podem ser considerados estaveis

para todos os fatores analisados no rim da linhagem Cobb 500® e dos ecétipos



48

Caneluda e Peloco, por apresentarem valores menores que todos 0s outros genes

apresentaram valores superiores a um (Tabela 05).

Tabela 05: Estatisticas descritivas dos niveis de expressdo dos genes de referéncia em rim de

frangos obtidos pelo BestKeeper (n=36)

n=36 ACTB LDHA HPRTL MRPS27 EEF1 MRPS30 RPL5 TFRC
Média geométrica [Cq] 2508 2533 2587 2607 10.77 2574  20.04 27.89
Média aritmética [Cq] 2523 2536 2594 2620 1991 2577 2014 27.92
Min [Cq] 209 2283 2235 2223 1727 2298 17.63 259
Max [Cq] 309 2753 3143 3372 2669 27.95 2632 31.29
Desvio padrio [+ Cq] 235 0967 1472 2205 1905 1.062 1588 0.956
Coef. de Variac. [% Cq] 9.315 3.815 5676 8416 9571 4121  7.882 3.423
Coef. de corr. [r] 0816 0846 0.889 0969 00912 0782 0792 0.724

3.3 Estabilidade de expressao dos genes de referéncia

Usando trés ferramentas estatiticas: BestKeeper, GeNnorm e NormFinder foi
possivel ainda estabelecer uma classificagdo de estabilidade dos genes, de acordo com o
fator analisado (grupo genético: Peloco, Caneluda e Cobb 500® e tratamento: ambiente
com conforto térmico e ambiente com estresse térmico agudo), para cada ferramenta
utilizada. Para a ferramenta BestKeeper, considerando apenas o grupo genético, os
melhores genes de referéncia foram o0 MRPS30 (0.706), TFRC (0.557) e LDHA (0.926),
respectivamente. Considerando-se o ambiente, por sua vez, os melhores genes foram o
TFRC (1.015) para o ambiente conforto e o LDHA (0.825) para o estresse por calor
agudo. O gene ACTB foi considerado menos estavel nos grupos genéticos Cobb 500® e
Peloco, no ambiente estresse. Em Caneluda no ambiente conforto o gene menos estavel
foram o HTPT1 e o MRPS27 no ambiente etresse térmico. No ranking geral do
BestKeeper, envolvendo os grupos genéticos e as duas condi¢bes ambientais, 0 gene
LDHA e o HPTR1 foram considerados os mais estaveis e, 0 menos estavel foi o ACTB
(Tabela 06).

A partir do uso da ferramenta GeNnorm verificou-se que dois genes foram
semelhantes quanto a estabilidade nos grupos genéticos Cobb 500 e Peloco (MRPS30-
0.034 e HRPT1- 0.027) e, igualmente semelhantes, para os genes LDHA e RPL5 (0.167)
no grupo Caneluda. Quando analisamos o fator ambiente, no estresse térmico, 0 HRPT1
(0.078) foi mais estavel e no ambiente conforto foi verificado novamente que os genes
MRPS30 e HRPT1 (0.080) mostraram-se com maior estabilidade.
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Em relacdo ao gene menos estavel, pela ferramenta GeNnorm, o ACTB também
mostrou menor estabilidade tanto nos grupos genéticos quanto em relacdo aos
tratamentos. No ranking geral para o algoritmo, os genes MRPS30 e HRPT1, foram os

mais estaveis e 0 ACTB o menos estavel (Tabela 07).

Tabela 06. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raga e ambiente) em

rim de frangos, obtidos através da ferramenta BestKeeper.

GENE Geral Cobb Peloco Caneluda Conforto Estresse Rank
(n=36) (n=12) (n=12) (n=12) (n=18) (n=18) Geral

LDHA  0967(2) 0818(5) 0614(2) 0926(1) 1.12(2) 0825(1) 1
HPRT1  1.472(4) 0.743(2) 0.88(4) 2509(8) 1757() 1.19 (4)

MRPS30 1.062(3) 0.706 (1) 0.905(5) 0.972(3) 1.203(3) 0.894 (3)
TFRC  00956(1) 0707 (6) 0557 (1) 1.39(4)  1.015(1) 0.879 (2)
RPL5 1.588(5) 0.524(3) 0.78(3) 2.138(2) 1678(4) 1511 (5)
MRPS27 2.205(6) 0.762 (7) 1.474(7) 2.651(7) 2511(8) 1.836 (6)
EEF1 1.905(6) 0.671(4) 1.456(6) 2.413(6) 1.903(6) 1.908 (7)
ACTB 2.35(8)  1.21(8) 1.835(8) 2.264(5) 2.051(7) 2.648 (8)

O NO O WN

Apos utilizar a ferramenta NormFinder, os genes mais estaveis, considerando o
grupo genético, foram o EEF1 (0,25 e 0,45) para a linhagem Cobb 500®e o ecétipo
Caneluda, respectivamente. J& 0 gene HPRT1 (0,21) mostrou-se mais estavel para o
ecotipo Peloco. Em relacdo ao ambiente, os genes mais estaveis foram o HRPT1 (0,56)
para o conforto térmico e o EEF1 (0,83) para o estresse térmico agudo. No ranking
geral obtido através da ferramenta NormFinder, o gene LDHA foi o mais estavel,
enquanto que o ACTB foi 0 menos estavel (Tabela 08).

Tabela 07. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raca e ambiente) em rim de
frangos, obtidos através da ferramenta GeNorm.

Geral Cobb Peloco Canelud Conforto Estresse Rank
(n=36) (n=12) (n=12) a(n=12) (n=18) (n=18) Gera
|

MRPS30 0.078(1) 0.034 (1) 0.027(1)  0.233(5) 0.080(1)  0.078(2)
HPRTL  0.078(1) 0.034(1) 0.027(1)  0.257(6) 0.080(1)  0.078(1)
LDHA  0.129(3) 0.077(4) 0079(3)  0.167(1) 0.147(3)  0.111(3)
RPL5  0.158(4) 0.054(3) 0.088(4)  0.167 (1) 0.183(5)  0.133 (4)
TFRC  0.173(5) 0.102(6) 0.098(5)  0.198(3) 0.197(5)  0.149(5)
MRPS27 0.195(6) 0.093(5) 0.124(6) 0211 (4) 0.220(6)  0.169 (6)
ACTB  0.269(8) 0.131(8) 0.156(7)  0.286(7) 0.252(7)  0.252(8)

EEF1  0.234(7) 0.112(7) 0.197(8) 0.323(8) 0.289(8)  0.208 (7)

O NO O~ WNPE
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Os resultados gerados pelas trés ferramentas (BestKeeper, GeNorm, NormFinder)
possibilitaram a determinacdo de um ranking geral dos genes mais estaveis para 0s
menos estaveis no tecido rim de frangos de diferentes grupos genéticos. Esses dados
estdo disponiveis na tabela 09 onde, além da classificacdo geral estabelecida por meio
do uso do pacote RanKAggreg, ha também uma sintese de estabilidade génica
determinado por cada um dos softwares utilizados inicialmente. Assim, quando
desconsideramos todos os fatores, cada ferramenta forneceu uma classificagcdo de
estabilidade dos genes em tecidos de rim, onde os genes TRFC, LDHA e MRPS30
foram os melhores classificados pelos algoritmos BestKeeper, MRPS30, HRPT1 e
LDHA pelo GeNorm e LDHA, HPTR1 e MRPS30 pelo NormFinder.

Tabela 08. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raca e ambiente) em rim de

frangos, obtidos através da ferramenta NormFinder.

GENE Geral Cobb Peloco Caneluda  Conforto  Estresse  Rank
(n=36) (n=12) (n=12) (n=12) (n=18) (n=18) Geral
LDHA 0.68(1) 0.48(4) 046(2) 0.59(3) 0.58 (2) 0.68 (2) 1
HPRT1 07(2) 05(0) 021(1) 0.61(4) 0.56 (1) 0.86 (3) 2
MRPS30 0.78(3) 0.37(3) 0.48(3) 0.77(8) 0.6 (3) 1.01 (7) 3
EEF1 0.84(5) 0.25(1) 0.96(7) 0.45(1) 0.87 (4) 0,83 (1) 4
RPL5 0.83(4) 051(7) 0.71(5) 0.62(5) 1.15 (7) 0.55 (1) 5
TFRC 0.85(6) 0.45(3) 0.65(4) 0.76 (7) 0.81 (4) 0.96 (6) 6
MRPS27 1.02(7) 0.49(5) 0.91(6) 0.66 (6) 1.16 (8) 089(5) 7
ACTB 1.098) 0.89(8) 1.13(8) 0.52(2) 0.85 (6) 1.55 (8) 8

Na classificacdo pelo pacote RanKAggreg os genes de referéncia mais estaveis
para o tecido rim foram o LDHA, HRPT1 e MRPS30 (1°, 2° e 3° lugar,
respectivamente), este resultado corrobora com os obtidos pelo algoritmo NormFinder.
Sendo assim, no presente trabalho, esses genes mantiveram niveis de expressao com
menor variabilidade e sdo indicados como normalizadores de genes alvos para o
experimento realizado.

Os genes ACTB em maior grau e MRPS27 em menor apresentaram variacoes de
expressdo entre os fatores analisados e por isso, foram considerados 0s menos estaveis,
ndo sendo recomendado seu uso como controle endégeno em rim de frangos (Tabela
09).

O heatmap (Figura 03) gerado a partir dos valores de Cts dos oito genes

constitutivos para os grupos genéticos de frango Peloco, Caneluda e Cobb 500 sob
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conforto e estresse térmico demonstrou uma maior estabilidade para os genes HRPT1,
MRPS30 e LDHA. Em contrapartida, o gene ACTB apresentou os valores mais
discrepantes de Cts, indicando que este ndo € um gene estavel, de modo que ndo é
adequado como controle enddgeno considerando-se as condi¢fes experimentais do
presente estudo. Esses resultados corroboram com os obtidos por meio do software

Rankaggreg.

Tabela 09. Ranking geral dos genes de referéncia em rim de frangos, obtidos com as diferentes

GENE  Rank BestKeeper Rank GeNorm Rank NormFinder Rank Aggreg

LDHA 2 3 1

HRPT1 5 2 2 2
MRPS30 3 1 3 3
RPLS 4 4 5 4
TRFC 1 5 6 5
EEF1 6 8 4 6
MRPS27 7 6 7 7
ACTB 8 7 8 8
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Figura 3: Grafico gerado pelo Heatmap comparando os valores de Cts provenientes das reaces
de RT-gPCR de oito genes candidatos e analisando em funcéo da interacdo Grupo genéticos (PC
= Peloco Conforto, PE = Peloco Estresse, CC = Cobb Conforto, CE= COBB Estresse, CAC =

Caneluda Conforto, CAE = Caneluda Estresse. Os tons mais para verde sdo oS menores

valores de expressdo e 0s mais para vermelho, os maiores.
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Foi possivel verificar também pelo Heatmap, que houve diferencas nos niveis de
expressdo dos genes (forte ou moderada), de acordo como o0s valores médios dos CTs.
Os genes EEF1 e RPL5 apresentaram niveis de expressdo mais altos com valores de
Cts< que 25 para todos 0s grupos genéticos em ambos os tratamentos. O gene TRFC,
por sua vez, foi expresso em um nivel moderado em todos os grupos sob conforto e

estresse térmico.

4. DISCUSSAO

Devido a sua eficiéncia, a RT-gPCR tornou-se rapidamente uma técnica
amplamente utilizada para a quantificacdo dos niveis de mRNA (BUSTIN; NOLAN,
2009). Para que os dados fornecidos pela RT-qPCR sejam confidveis em analises de
perfis de expressdo génica é necessario que se estabeleca um controle endégeno que
venha a ser utilizado para normalizar as reaces (OLIAS et al., 2014). Esse controle
atualmente é estabelecido a partir de selecdo de um ou mais genes que presumivelmente
mantém uma expressao estavel durante o experimento, denominado genes de referéncia
(THELLIN et al., 1999; VANDESOMPELE, et al., 2002; WONG; MEDRANO, 2005;
PAOLACCI et al., 2009; NAJAFPANAH, et al., 2013; AYANOGLU et al., 2018).

Neste trabalho, visando selecionar os genes com maior estabilidade para o tecido
renal de frangos, dentro de uma condig@o experimental que envolveu os fatores: grupo
genético (frangos caipiras Peloco e Caneluda e, linhagem comercial Cobb 500®) e
ambiente (conforto térmico e estresse térmico agudo) foi escolhido oito genes
candidatos, usados como normalizadores provenientes de diferentes vias metabolicas e
genéticas. De acordo com Coutinho et al., (2010) os genes candidatos devem ser
previamente identificados e, geralmente estdo envolvidos com caracteristicas de
desenvolvimento, metabdlicas e da biologia do animal.

Os valores de eficiéncia e temperatura (60°C) estabelecidos em nosso estudo em
fragmentos de rim divergem daqueles ajustados por Cedraz et al., (2017) e Gromboni et
al., (2020), ao utilizarem os mesmos pares de primers aqui analisados a partir de
experimento também envolvendo o estresse térmico em grupos genéticos diferentes de
aves. Nesse contexto, a temperatura variou de 60 a 64°C, com eficiéncia entre 94 e
109% no estudo realizado por Cedraz et al., (2017) em musculo de frangos e, de 60 a

62°C com eficiéncia entre 95% a 102% no estudo conduzido por Gromboni et al.,
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(2020), em figado e coracdo. Esses dados demonstram o grau de importancia da
realizacdo do teste de eficiéncia dos primers para cada tecido utilizado em estudos de
expressdo génica. Apesar das variagOes, nossos resultados estdo de acordo com a
literatura, encontrando-se dentro de uma faixa de porcentagem aceitavel de eficiéncia
RT-gPCR, sendo, portanto considerado preciso e confiavel para este tipo de estudo
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001, STAINES et al., 2016; ZHANG et al., 2018).

Apb6s determinar as condi¢Ges adequadas para uma reacdo de RT-gPCR,
buscamos rastrear os genes de referéncia ideais para normalizar a expressao de genes de
interesse nas condicdes experimentais desse estudo. Para tal, empregamos ferramentas
de analises amplamente difundidas para este tipo de pesquisa.

Diversos algoritimos ja foram propostos para determinar a estabilidade dos genes
de controle enddgeno, e o BestKeeper é um dos mais adotados para este tipo de estudo
(AZARPEYKAN; DITTMER; 2016; STAINES et al., 2016).

Nossos resultados com o uso do BestKeeper demonstrou uma grande
variabilidade de expressdo entre os diferentes genes de referéncia (tabela 04) para os
fatores aqui analisados e os resultados da estatistica descritiva dos genes obtido a partir
ferramenta apontaram que a maior estabilidade de um gene esta relacionada a um valor
menor de coeficiente de variacdo e, valores de desvio padrao inferiores a um. De fato, o
BestKeeper € um software que classifica a estabilidade de expressdo dos genes de
referéncia correlacionando os desvios padrdo (DP) e os coeficientes de variancia (CV)
de seus valores de Ct em que, geralmente a maior estabilidade de um gene esta
relacionada a um valor menor de CV e valores de desvio padrdo que deve ser menor ou
igual a um (<1) (PFAFFL et al., 2004; NAJAFPANAH et al., 2013; QU et al., 2019).
Em outros trabalhos de validacdo dos genes de referéncia, também ficaram evidentes
que a maior estabilidade esta relacionada a esses critérios (NAJAFPANAH et al., 2013;
NASCIMENTO et al., 2015; CEDRAZ et al., 2017; QU et al., 2019).

As diferencas observadas entre os grupos genéticos para 0 mesmo tecido podem
ser atribuidas as caracteristicas préprias de cada grupo (CEDRAZ et al., 2017). Essas
aves, apesar de pertencerem a mesma espécie (G. gallus), passaram por processos
seletivos diferentes durante a evolugdo. Assim, enquanto a linhagem comercial Cobb
sofreu intensa selecdo para melhoria das carateristicas produtivas, os ecotipos Caneluda

e Peloco mantiveram-se ao longo de seis séculos por cruzamentos aleatorios e selecédo


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Staines%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27537060
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empirica por pequenos criadores, resultando em galinhas menos produtivas, mas com
maior resisténcia as doencas e ao estresse térmico (CEDRAZ et al., 2017).

Os resultados calculados pelos trés algoritmos adotados (BestKeeper, geNorm,
NormFinder) variaram consideravelmente quanto estabilidade da expressao entre grupos
genéticos e ambiente (ver tabelas 06-08). Cada ferramenta forneceu uma classificacédo
de estabilidade dos genes e sugerem que diferentes softwares podem introduzir um
ranking diferente de genes de referéncia. Essas divergéncias de resultados entre as
ferramentas também foram observadas em outros trabalhos e, provavelmente, estdo
relacionadas as diferencas no algoritmo que cada programa usa na classificacdo de
genes e na determinacdo da estabilidade da expressdo génica, portanto, ndo se espera
que eles produzam resultados idénticos (CRUZ, et al., 2009; NAJAFPANAH et al.,
2013).

Entretanto, Cedraz et al., (2017) alegam que como existem varia¢@es entre racas e
condi¢gbes ambientais de estresse-conforto, espera-se que ocorram tais variacGes além
das diferencas estatisticas dos algoritmos. Dessa forma, os resultados aqui encontrados
corroboraram estudos anteriores e mais uma vez ratificam que nédo existe um gene de
referéncia universal que se expresse de forma estavel em todos os tecidos e condi¢des
experimentais e que, para estabelecer os genes de referéncia realmente adequados para
serem usados em um estudo devem-se levar em consideracdo todas as condigcdes
experimentais daquela pesquisa (SCHMITTGEN; ZAKRAJSEK, 2000; CARDEC et
al., 2010; CANKORUR-CETINKAYA et al., 2012; NAJAFPANAH et al., 2013,
OLIAS etal., 2014).

Além das trés ferramentas, uma classificacdo geral dos genes de maior
estabilidade para os genes de menor estabilidade foi estabelecida usando o pacote
RanKAggreg (PIHUR et al., 2007). Assim, os genes de referéncia considerados mais
estaveis no rim de diferentes grupos genéticos de frangos submetidos aos tratamentos
conforto e estresse térmico agudo foram: LDHA, HRPT1 e MRPS30 (1°, 2° e 3° lugar,
respectivamente) e séo recomendados para normalizacdo dos dados de expressdo génica
em estudos de RT-gPCR. Esses trés genes preencheram a maioria dos critérios por
serem fortemente estaveis e apontam flutuacdo minima de expressdo (KOZERA;
RAPACZ, 2013).

O gréfico Heatmap dos genes candidatos confirmou os resultados definidos

pelas outras ferramentas estatisticas aqui usadas e permitiu enxergar de maneira clara 0s
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genes mais e 0S menos estaveis em expressdes dos genes candidatos analisados neste
trabalho. O Heatmap apresenta a matriz de dados com uma escala de cores, onde as
linhas (ou colunas) sdo ordenadas de maneira que valores similares aparecem proximos,
agrupando genes com padr@es de expressao similar, auxiliando identificar relacGes entre
eles e, a0 mesmo tempo reduzindo a quantidade de informacéo a ser analisada (BRUN
et al., 2005; HIGA et al., 2010).

O gene LDHA foi considerado mais estavel neste estudo. Esse gene tem funcéo
importante em etapas da glicélise; a proteina codificada pelo LDHA catalisa a conversao
de Lactato e NAD em piruvato e NADH na etapa final da glicolise anaerébica (NCBI,
2020). A LDH é encontrada em concentracdes relativamente altas em diversos 6rgaos e
tecidos corpdreos, desde coracao, figado, musculos e rins, e nas aves é especialmente
ativa nos eritrocitos. Em condigdes de estresse térmico essa enzima pode aumentar sua
expressao por estar envolvida na degradacao da glicélise (ALMEIDA, 2007). Como faz
parte de uma importante reacdo quimica que fornece energia para 0 organismo, sua
expressdo é constante, 0 que pode explicar sua estabilidade neste tecido (HAWKINS et
al., 2006; CAPITELLI; CROSTA, 2013).

O HRPTL1 codifica uma transferase que catalisa a conversdo de hipoxantina em
inosina monofosfato e guanina em guanosina monofosfato através da transferéncia do
grupo 5-fosforibosil do 5-fosforibosil 1-pirofosfato. Esta enzima desempenha um papel
central na geracdo de nucleotideos de purina através da via de recuperacdo de purina.
Uma deficiéncia nessa enzima inibe a salvacdo das bases purinicas desencadeando uma
grande producao de acido Urico, o qual se acumula na corrente sanguinea, resultando em
patologias como: gota, disfuncéo renal, hiperuricemia, uricosuria, retardo mental e auto-
mutilagdo (JIMENEZ et al., 1998; BAVARESCO, 2004; DELGADILLO, et al. 2012).
Nos rins, 0 acumulo de cristais de acido urico pode formar calculos renais (PUIG e
JIMENEZ, 2010).

O terceiro gene mais de estavel foi o MRPS30 é um gene constituinte do
ribossomo mitocondrial que gera proteinas que produzem a maior parte do ATP nas
celulas eucaridticas, entre suas vias relacionadas estdo a tradugdo mitocondrial e
a biogénese e, a manutencdo de organelas. Esse gene também é encontrado em tecidos
como coracao, muasculo esquelético, rim e figado (NCBI, 2020).

Todos os genes classificados como gene de referéncia neste trabalho sdo

considerados genes constituintes, encontrados ndo apenas em rim, mas também em
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diversos tecidos de frangos. Esses genes, geralmente tem expressao constante entre as
células em diferentes condigdes experimentais ou fisiolégicas por serem expressos a
todo o momento em determinadas células (KOZERA; RAPACZ, 2013; NCBI, 2020).

O gene ACTB foi classificado como o gene de menor estabilidade neste estudo,
pois variaram entre as condi¢des experimentais e nao deve ser usado para normalizar 0s
dados de expressdo génica em experimentos semelhantes. Trabalhos de validagdo de
genes de referéncia em tecidos de frangos realizados por Nascimento et al., (2015), em
musculo e Gromboni et al., (2020) em coracdo, também revelaram que o ACTB € o0 gene
menos estavel quando comparados com a estabilidade de outros genes candidatos
analisados. O ACTB ¢ encontrado nas células de todo o corpo e desempenha papéis
importantes na determinagdo da forma celular e no controle do movimento celular e,
pelas suas caracteristicas, figura entre os genes de referéncias comumente usados como
normalizador de reacbes de RT-gPCR (HEASMAN, 2006; GIRICZ et al., 2008; YANG
et al., 2013; JULIAN et al., 2015; ZHANG et al., 2018). Entretanto, muitos estudos
atuais tem nos feito desertar dessa ideia e tem refutado o uso do ACTB como
normalizador universal por esse ser um gene que apresenta variabilidade de expresséo.

Nossos resultados ressalta a vital importancia de um estudo prévio que selecione e
valide de genes de referéncia apropriados para normalizacdo de dados. De acordo com
Bustin e Nolan, (2009) um gene de controle deve ser expresso aproximadamente no
mesmo nivel do gene de interesse para minimizar a influéncia do erro técnico e sua
variacdo deve ser a menor possivel. Além disso, é importante analisar o perfil de
expressao de gene de referéncia em tecidos especificos, pois eles podem influenciar a
interpretacdo dos dados analisados (GROMBONI et al., 2020).

Essa ideia esta se disseminando no meio cientifico e muitos estudos de RT-qPCR
tem procurado validar genes de referéncia em aves a exemplo de Olias et al., (2014);
Zinzow-kramer et al., (2014); Bagés et al., (2015); Nascimento et al., (2015); Cedraz, et
al., (2017); Hassanpour et al., (2018); Zhang et al., (2018), Gromboni et al., (2020) e
muitos outros.

Este estudo traz informacgdes inéditas em relacdo a validacdo de genes de
referéncia em rim de frangos geneticamente divergentes, submetidos a um experimento
de conforto e estresse térmico agudo. Nossos resultados podem ser interessantes para

pesquisas futuras especialmente, envolvendo as galinhas caipiras Peloco e Caneluda,
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uma vez que os estudos genéticos realizados nesses grupos encontram-se em fase

inicial.

5. CONCLUSAO

Este € o primeiro estudo que visa a selecdo de genes de referéncia em rim de
frangos geneticamente divergentes (Peloco, Caneluda e Cobb 500 ®) em duas condicdes
ambientais (conforto e estresse térmico). Os genes LDHA, HRPT1 e MRPS30
permaneceram estaveis para todos os fatores analisados e podem ser recomendados para
normalizacdo dos dados de expressdo génica em estudos de RT-gPCR de tecido renal de

frangos de diferentes grupos genéticos e condicGes de estresse térmico.
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PERFIL GENICO DE MEDIADORES DE ESTRESSE TERMICO EM
GALINHAS LOCAIS DO NORDESTE DO BRASIL

RESUMO

As linhagens de frango de corte atuais s&o altamente produtivas, entretanto muito
susceptiveis ao estresse térmico. Ja, ecotipos de frangos locais do nordeste brasileiro
apresentam adaptacdes as variagfes ambientais por serem criadas soltas no ambiente e
sem controle zootécnico. Dessa forma, avaliar genes de resposta ao estresse por calor, e
ao estresse oxidativo nesses grupos genéticos torna-se importante. Objetivou-se avaliar
e comparar o0s niveis de expressdo de genes relacionados ao estresse térmico (HSF1,
HSF3, HSP70, HSP90), genes codificadores de enzimas antioxidantes (CAT, SOD e
GPx) em fragmentos do rim de grupos genéticos (GG) de frangos submetidos ao
estresse térmico (AMB). Utilizou-se 36 aves e trés grupos genéticos sendo 12
individuos por grupo (Cobb 500®; e os eco6tipos locais Peloco e Caneluda) das quais 06
aves de cada GG foram induzidas ao estresse térmico agudo, submetidas a 39,5°C e as
outras 06 em conforto térmico a 23°C. O gene LDHA foi utilizado como o normalizador
dos genes alvos. Em relacdo ao tratamento AMB, os genes aqui avaliados nao
aumentaram sua expressao apds o estresse térmico agudo. Nas comparacdes entre 0s
GG, a linhagem comercial apresentou menores niveis de expressdo de HSF1, HSF3,
CAT, SOD1, GPx7 enquanto Peloco evidenciaram maior atividade de todos esses genes
e Caneluda mostrou expressdo intermediaria entre os outros dois GG. Quanto aos genes
HSP70 e HSP90, as expressdes diminuiram nas galinhas caipiras e aumentou na
linhagem comercial. Esses genes sdo 0s principais responsaveis pela resposta ao
estresse térmico e, suas maiores expressdes nas aves comerciais, mostram que estas
foram mais afetadas pelo estresse térmico agudo. Além disso, os resultados para 0s
outros genes aqui analisados mostram que os ecoétipos Peloco e Caneluda ja possuem
maior expressdo desses genes no ambiente conforto sugerindo que as mesmas sdo mais

tolerantes ao estresse térmico agudo do que a linhagem comercial.

Palavras - chave: Apoptose, Cobb 500®, enzimas antioxidantes, expressdo génica,

galinhas locais, RT-gPCR.
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GENE PROFILE OF THERMAL STRESS MEDIATORS IN LOCAL
CHICKENS IN NORTHEAST BRAZIL

ABSTRACT

Current broiler chicken lines are highly productive, however very susceptible to thermal
stress. On the other hand, ecotypes of local chickens from northeastern Brazil show
adaptations to environmental variations because they are raised loose in the
environment and without zootechnical control. Thus, evaluating genes that respond to
heat stress and oxidative stress in these genetic groups becomes important. The
objective was to evaluate and compare the levels of expression of genes related to
thermal stress (HSF1, HSF3, HSP70, HSP90), genes encoding antioxidant enzymes
(CAT, SOD and GPx) in kidney fragments of chicken genetic groups (GG) subjected to
thermal stress (AMB). 36 birds and three genetic groups were used, 12 individuals per
group (Cobb 500®; and the local Peloco and Caneluda ecotypes) of which 06 birds of
each GG were induced to acute thermal stress, subjected to 39.5°C and the other 06 in
thermal comfort at 23 ° C. The LDHA gene was used as the normalizer of the target
genes. Regarding the AMB treatment, the genes evaluated here did not increase their
expression after acute thermal stress. In comparisons between GGs, the commercial line
showed lower levels of expression of HSF1, HSF3, CAT, SOD1, GPx7 while Peloco
showed greater activity of all these genes and Caneluda showed an intermediate
expression between the other two GGs. As for the HSP70 and HSP90 genes,
expressions decreased in free-range hens and increased in the commercial line. These
genes are mainly responsible for the response to thermal stress and, their greatest
expression in commercial birds, show that they were more affected by acute thermal
stress. In addition, the results for the other genes analyzed here show that the Peloco and
Caneluda ecotypes already have greater expression of these genes in the comfort
environment, suggesting that they are more tolerant to acute thermal stress than the

commercial strain.

Keywords: Apoptosis, Cobb 500®, antioxidant enzymes, gene expression, local
chickens, RT-gPCR.
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1-INTRODUCAO

O estresse térmico pode afetar o bem-estar e a salide dos animais causando
danos celulares em vérios 6rgdos podendo até levar a morte (TANG et al., 2018). Além
do impacto negativo para a economia, com o advento do aquecimento global, a forma
de criacdo e o bem-estar animal das aves vém despertando atencdo maior do
consumidor (LARA e ROSTAGNO, 2013; Al-ZGHOUL et al., 2109).

Nos frangos de corte a intensa selecdo genética contribuiu para que as linhagens
atuais melhoradas, como a Cobb 500® sejam muito produtivas, entretanto apresentem
grande susceptibilidade ao estresse térmico (FERNANDES et al., 2019; WANG et al.,
2019; XIONG et al., 2020).

Em paises de clima tropical como o Brasil, 0o processo de sele¢do natural
favoreceu o surgimento de frangos localmente adaptados, os quais sdo criados em
sistema de avicultura familiar e possuem maior capacidade de para enfrentar as
condi¢cdes adversas como 0 estresse térmico, parasitas e doencas, que lhes conferiu
elevada rusticidade e alta variabilidade genetica (EGITO et al., 2002; OLIVEIRA et al.,
2014; CARVALHO et al., 2018; ALMEIDA et al., 2019). Pela sua forma de criacéo e
também pelo fato de possuirem menores indices de produgdo, muitas ragas de galinhas
locais desapareceram ou estdo ameacadas de extincdo (FAO 2015; ALMEIDA et al.,
2019).

Hoje, as galinhas caipiras sdo consideradas fontes importantes recursos
genéticos, e requer o desenvolvimento de estratégia que visem sua conservagdo e seu
uso sustentavel (KAYA e YILDIZ, 2008; ALMEIDA, 2016). Uma dessas estratégias é
estruturar a avicultura familiar valorizando os produtos dessas aves, diferenciados em
aspecto, sabor e qualidade da carne, considerada como um dos pratos mais apreciados
no Brasil (BARBOSA et al., 2007; CARVALHO et al., 2018; SOBREIRA; VIOLA,
2019). Além disso, existe a mudanca quanto ao perfil do consumidor mundial, que tem
passado valorizar o consumo "ético™ de alimentos e o bem-estar das aves, preferindo
adquirir produtos provenientes das galinhas de quintal ou como sdo chamadas
atualmente, “galinhas felizes” (BRAY; ANKENY, 2017).

No estado da Bahia, estudos foram realizados em dois grupos de frangos locais,
0s ec6tipos Peloco e Caneluda, os quais evidenciaram variabilidade genética e maior

tolerancia ao estresse térmico agudo do que as linhagens comerciais (ALMEIDA et al.
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2012; ALMEIDA et al., 2013; OLIVEIRA et al. 2014; CEDRAZ et al., 2017). Contudo,
ainda ha uma caréncia de informacdes populacionais, fenotipicas, genéticas e produtivas
dessas galinhas e suas potencialidades precisam ser avaliadas (ALMEIDA et al., 2019).

De modo geral, para se adaptar as oscilacbes das condicdes ambientais 0s
organismos alteram o metabolismo celular e ativam mecanismos de defesa, alterando
sua atividade génica, que conduz a sintese de proteinas especificas nas células, as HSPs
(REGITANO e COUTINHO, 2001; SEIDL et al., 2009; SUN et al., 2015; SCHMOLL
et al., 2016)). As proteinas de choque térmico (HSPs) atuam como chaperonas
reparando 0s danos e evitando o dobramento incorreto de proteinas ap0s 0 estresse
térmico (PIRKKALA et al., 2001; SCHMOLL et al., 2016; SONG et al., 2017). A
ativacdo transcricional dos genes HSPs é mediada por outros genes chamados de
Fatores de Transcricdo do Choque Térmico (HSFs), ativados quando o organismo é
submetido ao estresse, 0s quais vao induzir assim a expressdo das HSPs. (AKERFELT
etal., 2010; FUJIMOTO e NAKAI, 2010).

Além dos danos celulares causados pelo estresse térmico, a exposicao ao calor
pode resultar em estresse oxidativo, que por sua vez pode levar a citotoxicidade (ANDO
et al., 1997; MAINI et al., 2007; AKBARIAN et al., 2016; HABASHY, et al., 2018).
Nesse sentido, o organismo responde através da expressdo de genes que codificam
enzimas antioxidantes como a Superoxido dismutase (SOD), CATALASE (CAT) e
Glutationa peroxidase (GPX), diminuindo os efeitos negativos nas células
(AKBARIAN et al., 2016; SURAI et al., 2019).

Diante disso, objetivou-se avaliar e comparar a expressao génica, em fragmentos
de rim, de frangos de corte da linhagem comercial Cobb 500® e dos ecotipos locais
Caneluda e Peloco, submetidos ao estresse térmico agudo. Utilizou-se genes das
familias dos Fatores de choque térmico (HSFs), Proteinas de choque térmico (HSPs),

genes gue codificam as enzimas antioxidantes GPX7, SOD e CAT.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais
O experimento foi realizado seguindo as diretrizes do Comité de Etica no Uso de
Animais - CEUA/UESB, Protocolo aprovado sob nimero: 109/2015.

A etapa préatica do experimento foi realizada Setor de Avicultura da Universidade
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Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), no municipio de Itapetinga, BA. Um total de 36
aves, entre machos e fémeas, foram destinadas para o trabalho: 12 amostras da linhagem
comercial Cobb 500®, 12 amostras da raca Peloco e 12 amostras da raga Caneluda. Os
pintos das aves Peloco e Caneluda nasceram a partir de ovos incubados no nucleo de
aves do setor de avicultura enquanto que os pintos de um dia das aves comerciais foram
adquiridos de uma granja. A criacdo de todas as aves ocorreu em um galpdo aberto,
forrado com maravalha, sob as mesmas condi¢cdes ambientais. Os animais foram
alimentadas de acordo com as exigéncias das respectivas fases de criacdo seguindo a
dieta nutricional de ROSTAGNO; GOMES, (2011).

O experimento foi realizado no periodo de dois de novembro a dois de dezembro
de 2015, considerado uma época de verdo intenso na regido com temperatura média
diaria de 26,5°C.

A regido de Itapetinga é caracterizada por possuir clima semiarido onde o verdo
é longo e quente com temperaturas oscilando entre 17°C e 32°C. Durante o dia a
temperatura é bem alta e a noite, diminui. H4 uma variacdo sazonal extrema e a
sensagdo de desconforto dura em torno de 9 meses por ano. O més mais seco € Agosto e
tem 30 mm de precipitacdo e 0 més de Dezembro € 0 més de maior precipitacdo com
uma média de 140 mm. 857 mm é o valor da pluviosidade média anual (CLIMA
TEMPO, 2020; CLIMATE-DATA, 2020).

2.2 Estresse térmico

Para que as aves fossem submetidas ao estresse térmico, foi construido um box
experimental de madeira medindo 1,5 metros de comprimento, 1 metro de altura e 1
metro de largura, onde foram instalados dois aquecedores a gas distribuindo
homogeneamente o calor por todo 0 ambiente interno.

Metade das aves utilizadas no experimento (seis de cada grupo genético), foram
colocadas na caixa de madeira e, submetidas a uma temperatura média de 39,5°C e com
uma umidade relativa de 60%.

Inicialmente seis aves do ec6tipo Peloco e seis da Caneluda foram submetidas ao
estresse térmico por calor em temperatura média de 39,5°C, com umidade relativa de
60%. Em um segundo momento, seis aves da linhagem Cobb 500® foram submetidas

ao estresse térmico sob as mesmas condi¢fes de temperatura e umidade. Durante o
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periodo em que as aves estavam submetidas ao calor, elas foram monitoradas, ficando
sob observacdo constante quanto as mudancgas de comportamento, para determinar o
tempo em que cada grupo genético suportaria a alta temperatura. O estresse térmico foi
considerado agudo quando a grande maioria das aves de cada grupo genético (+/- 90%)
se mostraram prostradas (deitadas com a face abdominal para baixo) e com frequéncia
respiratéria acelerada. Assim, os ecétipos Peloco e Caneluda, suportaram o calor por
uma hora. As aves da linhagem comercial prostraram-se ao alcancar 30 minutos sob
estresse por calor. Durante o periodo de estresse todos 0s animais tiveram acesso a agua
e comida a vontade. Apds o periodo de estresse térmico, todas as aves foram abatidas
por deslocamento cervical. Todas as aves controles (seis aves de cada grupo genético)
foram abatidas por deslocamento cervical no inicio do periodo da manha (4h, horério

local) para garantir temperatura de conforto térmico (23°C).

2.3 Coleta de tecidos, extracao e quantificacéo

Ap6s o abate, foram coletados fragmentos de rim, as amostras foram
armazenadas em tubos criogénicos, identificados e imediatamente congelados em
nitrogénio liquido. Apds a coleta, as amostras foram encaminhadas ao laboratério de
Genética Veterinaria Animal da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) e
armazenadas em ultrafreezer -80°C.

Realizou-se a extragdo do RNA total das amostras selecionadas com Trizol® -
Invitrogen. As concentracBes dos RNA’s extraidos foram verificadas usando e
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000® e a qualidade desses RNAs por meio de
eletroforese em gel de agarose a 1% corados com brometo de etidio e visualizados em

luz ultravioleta.

2.4 Transcricdo Reversa do mRNA

A transcrigdo Reversa foi realizada com o kit comercial GoScript TM Reverse
Trasncription System (Promega Corporation,Madison, EUA). Foram utilizados 4ul de
RNA obtidos a partir do tecido renal e padronizados para 500ng, acrescidos de 1ul de
Oligodt, e 15 pl de um mix contendo enzima Transcriptase Reversa, inibidor de

ribonuclease recombinante RNase OUT, RT buffer, dNTP, e &gua ultrapura, para um
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volume final de 20 pl. As amostras foram incubadas em termociclador a 50°C por 50
min, 85°C por 5 min, e refrigerado em gelo. O cDNA foi acondicionado em freezer -

20°C, para posterior utilizagdo nos experimentos de expresséo génica.

2.5 PCR quantitativa em tempo real

A avaliacdo da expressédo génica utilizando o cDNA obtido a partir de RNA
extraido das amostras de interesse foi realizada em duplicata. Para a construcdo da curva
padrdo, foi utilizado um pool de cDNA, de todos os tratamentos e tecidos para calcular
a eficiéncia da PCR, por meio de uma diluigcdo seriada (nas concentracdes de 5, 15, 45 e
135ng/ul com trés concentragcdes de primers: 200, 400 e 800 mM). Apds calcular 0s
valores de eficiéncia e escolher os melhores parametros (T de anelamento, concentragao
de primers e cDNA), as amostras foram submetidas a amplificacdo por PCR em tempo
real para a comparacao dos cycle threshold (Cts). Todas as amostras foram realizadas
em duplicata.

As reacOes de amplificacdo foram realizadas em termociclador (PCR 7500 Fast -
Applied Biosystems), no ensaio ddCt (Relative Quantification), sob as seguintes
condigdes: desnaturacgdo inicial a 95°C durante dois minutos e 40 ciclos de desnaturacao
a 95°C por 15 segundos. A temperatura de extensdo foi padronizada individualmente
para cada par de primers durante 60 segundos. Ao final da reacdo de amplificacdo foi
incluido um passo adicional com elevacdo gradual de temperatura de 60°C a 95°C para
obter a curva de dissociacdo. A amplificacdo de todos os genes foi realizada na
plataforma Real Time PCR 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0s
resultados foram obtidos com o programa Sequence Detection Systems (V. 2.0.6)
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que gerou o parametro Ct. Os valores de
Cts das duplicatas foram obtidos diretamente pelo programa e usados para calcular o Ct
médio e o desvio-padrdo. A eficiéncia da amplificacdo da PCR foi calculada para cada
gene de referéncia usando a formula E = (10" (-l/coeficiente angular)-1) x100
(PFAFFL, 2001). Posteriormente, as curvas de dissociacdo foram avaliadas quanto a
amplificacdo e a especificidade. Apds a andlise de eficiéncia, a temperatura de
anelamento e a concentracdo dos primers mais adequadas foram empregadas nas
reacdes de RT-qPCR.
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2.6 Expressdo nos Genes Alvos

Quatro genes relacionados ao estresse térmico (HSF1, HSF3, HSP70, HSP90),
trés genes de resposta ao estresse oxidativo (CAT, SOD1, GPx7), foram selecionados
para serem avaliados em relacdo ao ambiente(AMB), nas condic¢des de conforto térmico
e estresse térmico agudo em trés grupos Genéticos distintos (GG) (Tabela 14). Os
niveis de expressdo do mRNA desses genes foram estabelecidos por quantificacdo
relativa em amostras de rim. A reacdo foi normalizada pelo controle endégeno, o gene
LDHA definido previamente. A tabela 01 descreve cada gene bem como a fungdo de

cada um deles.

Tabela 01: Descricdo dos genes alvos e do normalizador e seus primers especificos
utilizados nas analises de RT-qgPCR em rim de frangos submetidos ao conforto térmico e

estresse téermico agudo.

Nome do Gene

Sequéncia do iniciador (5° - 3°

Funcéao

Heat shock  factor
protein 1 (HSF1)

Heat shock
protein 3 (HSF3)

Heat shock
70kDa (HSP70)

Heat shock
90kDa (HSP90)

Superoxido dismutase 1
(SOD)
CATALASE (CAT)

factor
protein

protein

Glutationa peroxidase 7
(GPXT7)

Lactato desidrogenase A
(LDHA)

F: TGTGGCTGATTCTTGGCTTT

R: GAGGGAGACAGAGGGGTTTC
F: CGGAAGATGGAAATGGAGAG

R: TCAGGAAGCAGGAGAGGAGA
F:ATTCTTGCGTGGGTGTCTTC

R: GATGGTGTTGGTGGGGTTC

F: TGAAACACTGAGGCAGAAGG

R: AAAGCCAGAGGACAGGAGAG

F: TGGACCTCGTTTAGCTTGTG
R: ACACGGAAGAGCAAGTACAG
F: ACTGGTGCTGGCAACCC

R: ACGTGGCCCAACTGTCAT

F: TTGTAAACATCAGGGGCAAA
R: TGGGCCAAGATCTTTCTGTAA

F.CTATGTGGCCTGGAAGATCAG
R: GCAGCTCAGAGGATGGATG

Codificacdo de proteinas Que se
ligam ao HSE

Codificacao de proteinas Que se
ligam ao HSE

Resposta ao choque térmico
Resposta a choque térmico

Decompde radicais superoxido
para H,O, e O,

Catalisa a degradacdo H,0O,
para H,O e O,

Decompde H,0; para H,O

Participa da etapa final da
glicdlise anaerdbica

As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se o Kit Power

SYBR Green PCR Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA), conforme as
recomendacbes do fabricante, utilizando-se primers especificos. As reacdes de
amplificacdo foram realizadas em termociclador ABI Prism 7500® (Applied

BioSystems), no ensaio ddCt (Relative Quantification) plate. Apos a determinagdo da
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eficiéncia media das amplificacGes, as diferencas nas frequéncias dos transcritos alvos
foram calculadas pela equacgdo: razao de expressao = [1 + (eficiéncia média da PCR)] Ct
médio do grupo testado — Ct médio do grupo referéncia (LIVAK e SCHITTGEN, 2001).
A normalizacdo dos dados foi feita utilizando a técnica de AACT (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001)

2.7 Analises estatisticas

Anélises de variancia (ANOVA) foram utilizadas para comparar 0s niveis de
expressdo dos genes em relacdo aos grupos genéticos (Cobb 500® e Peloco), ao
ambiente (conforto x estresse) e a interacdo entre os fatores. A ANOVA foi realizada
segundo o modelo:

yijk = p + Gi + AMBj + GGAMBIj + ¢ijk

Em que: p é a média da expressdo do gene; Gj é o efeito do Grupo Genético;
AMB; ¢ o efeito de Ambiente; GGAMB;; o efeito da interacdo entre Grupo Genético e
Ambiente e; &ijk 0 erro experimental associado.

Um grafico heatmap foi utilizado para sumarizar o agrupamento e a relacdo
desses com as expressdes dos genes. Foi utilizada a distancia Euclidiana e para
obootstrap 10.000 reamostragens. Os grupos que evidenciaram valores de aproximagéo
imparcial (Al) acima de 95% foram considerados fortemente suportados pelos dados.
Todas as analises foram realizadas utilizando o software R v. 3.6.3 (R CORE TEAM,
2020).

3 RESULTADOS

3.1 Expressao relativa dos genes alvo

N&o houve interacdo (P valor > 0,05) entre 0 ambiente (conforto e estresse) e 0s
grupos genéticos (Cobb 500®0, Peloco e Caneluda) para os niveis de expressao de
todos os genes.

Em relagdo ao tratamento ambiente, apds o estresse térmico agudo nenhum dos

genes apresentou diferencas estatisticamente significativas para as amostras de rim nos
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trés grupos genéticos analisados, ou seja, nenhum dos genes aumentou

significativamente seus niveis de expressdo nesse tecido apds o estresse térmico para

ambos os fatores analisados (Tabela 02).

Tabela 02. Médias e desvio padrao para expressao dos genes em rim de frangos
geneticamente divergentes apds ANOVA

Caneluda Cobb500®  Peloco p.valor
N=12 N=12 N=12

CATALASE 1.30(1.87) 1.15(1.68) 1.78(2.74)  0.758
GPX 3.04(6.99) 0097(0.62) 167(3.09)  0.512
HSF1 2.85(3.95) 0.89(0.54) 3.71(2.37)  0.042
HSF3 1.28(1.02)  1.01(0.42) 452 (4.32) 0.003
HSP70 2.13(5.77)  3.29(3.93)  0.83(0.55) 0.342
HSP90 0.12(0.14) 2.27(2.82) 0.37(0.48)  0.006
SOD 3.58(4.52) 1.83(1.30)  8.02(9.08) 0.042

Valores informados como (o) , a / b diferencgas significativas para Grupo Genético, A /
B diferencas significativas para Ambiente. Letras mailsculas diferentes referem-se a
diferencas significativas para ambientes (Conforto e Stress). Letras minusculas
diferentes referem-se a diferencas significativas para grupos genéticos (COBB 500®,
Peloco e Caneluda). Médias com letras mintsculas iguais na mesma linha e maidsculas
na mesma coluna nédo diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste F da ANOVA.

Em relagdo aos GG, os genes HSF1, HSF3, HSP90 e SOD apresentaram
diferencas estatisticamente significativas para um ou mais grupos. Observou-se
diferencas estatisticas nos niveis de expressdo dos fatores de transcricdo HSF1 (p =
0.042) e HSF3 (p = 0.003) (Tabela 02) entre os GG, sendo que as galinhas de criagcdo
caipira Peloco e Caneluda apresentaram niveis maiores de expressdo do mMRNA HSF1 e
Peloco apresentou maior atividade do HSF3, do que Caneluda e Cobb 500® (figura 01).

No que se refere a expressdo dos genes de resposta ao estresse térmico HSPs, o
HSP70, ndo apresentou discrepancia entre os fatores avaliados e o gene HSP90
apresentou niveis significativamente maiores de expressdo na linhagem comercial

Cobb500® do que nos ecétipos localmente adaptados (Tabela 02; figura 01).
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Os resultados das analises dos padrdes de expressdo dos genes de resposta ao
estresse oxidativo evidenciaram que apenas o0 gene SODI1(P= 0.042) apresentou
diferencas entre os GG, no qual podemos observar que Peloco mostrou niveis de
expressao cerca de 2 vezes mais altos que Caneluda e 4 vezes maiores que Cobb 500®
(Tabela 02 e Figura 01). CAT e GPX7 ndo apresentaram diferencas em nenhum dos
fatores analisados. A linhagem comercial apresentou os menores niveis de expressao
para todos os genes relacionados ao estresse oxidativo analisados.

Cluster dendrogram with AU/BP values (%)
reproduced plot with dendrogram

sSoD =
HSP70
HSP90
CATALASE &

GPX

HSF1

HSF3

-
epnjue) g

Figura 01- Grafico gerado pelo Heatmap comparando os valores de Cts provenientes
das reacdes de RT-gPCR em fragmentos de rim dos genes HSF1, HSF3, HSP70,
HSP90; CAT, SOD1 e GPx7 em trés grupos genéticos divergente = Peloco, Cobb 500®
e Caneluda. Os tons mais para verde sdo 0s menores valores de expressdo e 0s mais para

vermelho, os maiores.

4. DISCUSSAO

O estresse por calor agudo é um dos maiores entraves na criacao de frangos seja
na industria, seja na producdo de aves caipiras em fazendas, especialmente nas regides
quentes do mundo, pois pode afetar o bem-estar e a salde dos animais e até levar a
morte (RENAUDEAU et al., 2011; VARASTEH et al., 2015; DUANGJINDA et al.,
2017; TANG et al., 2018; HEIKAL et al., 2019). Com relagdo aspecto molecular, o
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estresse térmico provoca o acumulo de proteinas mal enoveladas que podem ser muito
prejudiciais a integridade celular e afetar varios 6rgdos causando grandes danos ao
organismo (STAIB et al., 2007; VOISINE et al., 2007; SANTOS VAZ et al., 2016).

A elevacdo de temperatura estimula o aumento da expressdo de genes
especificos capazes de acompanhar essas proteinas mal enoveladas, corrigir os danos e,
reestabelecer a homeostase (PIRKALA et al., 2001). Essa reposta é desencadeada por
uma familia génica, evolutivamente conservada, conhecidas como HSPs (Proteinas de
Choque Térmico), que desempenham papéis cruciais de restaurar as proteinas
danificadas (MEYER e DA SILVA, 1999; GAO et al., 2007; SUN et al., 2015;
ROUSHDY et al., 2018). De acordo com Meyer e da Silva (1999), a resposta ao estresse
térmico se inicia pela ativacdo de um fator especifico de transcricdo, chamado HSF
(fator do choque térmico). Dentro da familia de HSFs conhecidos até o momento, 0s
genes HSF1 e HSF3 sdo considerados os principais genes de transcricdo na resposta ao
choque térmico em aves (MORIMOTO; 1998; INOUYE et al., 2003; FUJIMOTO e
NAKAI 2010; ALBOKHADAIM et al., 2019).

No presente trabalho observou-se que ndo houve diferenca de expressédo dos
fatores de transcricdo HSF1 e HSF3 apds o tratamento ambiente, ou seja, 0 estresse
térmico agudo ndo aumentou a atividade desses genes nas aves avaliadas. Resultados
semelhantes foram observados por Cedraz et al. (2017), em um estudo envolvendo
estresse térmico agudo em frangos locais (Peloco e Caneluda) e a linha comercial de
frangos de corte Cobb 500®, os quais notaram que o calor agudo de 39 °C ndo induziu
aumento da expressdo de HSF1 e HSF3 no musculo do peito. Em resultados
semelhantes, com galinhas poedeiras da raca Arbor Acres, Xie et al., (2014) nao
detectaram alteracdo de expressdo de HSF1 em tecido hepético e de HSF1 e HSF3 no
musculo do peito apds tratamento térmico agudo. Nesse contexto, de acordo Cedraz et
al., (2017), os genes HSF1 e HSF3 ndo sdo bem expressos em estresse térmico agudo.
Esses genes possuem limiares diferentes de ativacdo apds o calor. O HSF1 é ativado em
estresse térmico médio e mais rapido, enquanto que o HSF3 é ativado em estresse
térmico severo e mais demorado (TANABE et al.,1997; MORIMOTO, 1998). Assim, a
ndo ativacdo dos fatores de transcricdo apds estresse térmico agudo pode ser atribuido
ao meétodo de inducdo do estresse ou ao tempo em que as aves estiveram expostas as
altas temperaturas em nosso experimento. Além disso, 0s mecanismos que regulam a

transcricdo dos genes HSFs nédo estdo completamente esclarecidos e ndo se sabe se
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existe um limite de temperatura para ativar a transcricdo génica de HSFs (XIE et al.,
2014).

Nas comparagdes entre os trés GG, os genes HSF1 e HSF3 mostraram diferencas
no nivel de expressdo. De maneira geral, o ecotipo Peloco teve uma expressdo maior
desses genes quando comparados com a linhagem comercial. As aves do grupo
Caneluda apresentaram niveis de expressao intermediario entre Cobb 500® e Peloco.

As divergéncias de expressdo observadas nos genes HSF1 e HSF3 entre o0s
grupos genéticos (Cobb 500®, Caneluda e Peloco) sdo compativeis com as
caracteristicas fisiologicas de cada grupo, pois essas aves se originaram a partir de
processos seletivos divergentes, levando a perfis completamente diferentes. Enquanto a
selecdo da linhagem comercial foi feita em ambientes 6timos de produgdo e devem ser
criadas de acordo com pacotes tecnoldgicos definidos pelas empresas de melhoramento,
0s ecétipos naturalizados sdo aves caipiras criadas em fazendas, forrageando, sujeitas a
infeccdo por patdgenos e alteracbes de temperatura (ALMEIDA et al., 2012,
OLIVEIRAZ et al., 2014; CEDRAZ et al., 2017).

Em relacdo as HSPs, os genes HSP70 e HSP90 ndo aumentaram sua a expressao
apos os tratamentos ambiente (AMB). O gene HSP70 também ndo mostrou resposta
diferenciada entre 0s grupos genéticos. Resultados semelhantes foram constatados por
Tamzil et al. (2013) ao analisar a expressdo do mRNA de HSP70 no cérebro de frangos.
Entretanto, em um estudo de estresse térmico agudo (39,5° C) conduzido em trés grupos
genéticos (Cobb 500®, Caneluda e Peloco) usando tecido muscular, Cedraz et al. (2017)
observaram que o gene HSP70 apresentou alta expressdo e foi estatisticamente
diferentes nos trés grupos genéticos. Heikal et al., (2019) também registraram que a
exposicao aguda ao calor aumentou significativamente os niveis do mRNA HSP70 no
tecido cerebral em duas racgas de galinhas - a local Fayoumi e a comercial Leghorn.
Outro trabalho realizado por Yu e Bao, (2008) analisando a expressdo do gene em
diferentes tecidos de uma raca de frango comercial sob estresse por calor por 0
(controle), 2, 3,5 e 10 h, demonstraram que os niveis de HSP70 no coragdo foram
significativamente maior no tratamento de 2 horas do que em aves controle. No figado,
aumentaram com o estresse térmico em comparagdo com o controle apds 2, 3 e 10 horas
e apos 2 e 10 h de no rim. Essa pesquisa mostrou que a quantificacdo do mMRNA HSP70
eram dependentes do tempo e do tecido. Assim os resultados dos niveis de expressédo do

gene HSP70 parecem estar condicionados a maneira Como ocorreu o estresse, ao tempo
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em que o animal foi submetido ao estresse ou como o tecido foi afetado pelo estresse ou
ainda em que grupo genético ocorreu esse estresse (ZHANG et al., 2014; KONG et al.,
2015; CEDRAZ et al;. 2017).

O gene HSP90 exibiu niveis maiores de mRNA na linhagem comercial apds o
estresse térmico do que nas racgas locais, salientando que a galinha caipira Peloco
apresentou niveis bem baixos de mRNA desse gene. Esses resultados foram
coincidentes com aqueles observados por Cedraz et al., (2017), que também notaram
um aumento da expressdo de HSP90 no musculo de aves comerciais. De acordo com
estes autores, tais resultados reforcam a suscetibilidade das linhagens comerciais e
maior resisténcia das racas locais ao estresse por calor agudo. Dessa forma, acreditamos
que 0 gendtipo possa influenciar a expressao de HSPs durante o estresse térmico e as
galinhas locais Peloco e Caneluda demonstraram ser mais tolerantes ao calor e ao
estresse térmico agudo do que a linhagem comercial. Entretanto, Jaiswal et al. (2018)
enfatizam que o mecanismo de como e em que medida o HSP protegem para as aves
néo sdo totalmente conhecidos e ainda exigem mais pesquisas.

Os resultados obtidos aqui mostraram uma nédo sincronizagdo na ativacdo
transcricional entre os genes HSFs e HSPs. De acordo com XIE at al., (2014) pode
haver outros motivos reguladores, além dos elementos de choque térmico, nas regides
promotoras dos genes HSP. Além disso, 0s mesmos autores argumentam que ndo se
pode chegar a uma conclusdo definitiva, dada a incerteza quanto a correlagdo da
abundancia de mRNA de HSF com suas atividades de ligagdo de DNA a genes HSP.
Vale ressaltar, que esse € um dos primeiros estudos que buscou investigar a expressao
dos HSFs e HSPs em aves de criagdo caipiras na Bahia e outras pesquisas devem ser
realizadas, utilizando esses grupos genéticos a fim de tracar um perfil molecular em
relacdo ao estresse térmico em frangos do nordeste do Brasil.

O rim é um 6rgdo que desempenha funcdes homeostaticas de grande importancia
atuando na filtragem do sangue, na recuperacdo dos componentes aproveitaveis da urina
por reabsorcdo, na eliminacdo dos produtos metabdlicos ou tdxicos e na regulacdo do
balanco hidrico, de eletrolitos e do equilibrio &cido-basico. (GAW et al., 2001;
MINAFRA, et al 2009; FLORIANO, 2013). Todos os genes analisados nesse trabalho
tem expressao elevada no rim (NCBI, 2020). Por isso, podemos afirmar que o rim é
verdadeiramente um o6rgdo vital e susceptivel ao estresse térmico. Embora existam

poucos estudos sobre o efeito do estresse térmico e oxidativo no rim das aves, sabe-se
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que esse evento afeta direta e indiretamente todas as facetas do rim de humanos e
animais, incluindo reatividade vascular e hemodinamica renal, filtragdo glomerular e
reabsorcdo e secrecao tubular em todos os segmentos do néfron (RATLIFF et al., 2016).

Um sintoma geral do estresse térmico € a perturbacdo do equilibrio entre a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e/ou espécies reativas de nitrogénio
(ERN) e as defesas antioxidantes celulares, resultando em estresse oxidativo (LIN et al.,
2006; RIMOLD et al., 2015; VARASTEH et al., 2015). Usualmente, apds o estresse
térmico agudo, as atividades das enzimas antioxidantes (CAT, GPX e SOD) aumentam
acentuadamente para proteger e atuam para converter as EROs em espécies menos
reativas nas células (AKBARIAN et al., 2016; HABASHY, et al., 2019; SURAI et al.,
2019). Estudos em frangos de corte demonstraram lesdo oxidativa induzida por altas
temperaturas (LIN et al., 2000; MAHMOUD e EDENS, 2003; ALTAN et al., 2003;
MUJAHID et al., 2007; SAHIN et al., 2010).

Notamos em nosso estudo que os niveis expressao de GPX7, SOD1 e CAT néao

aumentaram entre os tratamentos AMB, ou seja, 0 estresse térmico agudo ndo
estabeleceu o estresse oxidativo no rim dos frangos analisados. Habashy et al. (2019),
usando diferentes tecidos da linhagem Cobb 500®, também ndo observaram alteracdes
nos niveis de CAT e GPX no figado apds estresse térmico de 1 dia e de GPx e SOD no
musculo peitoral tanto em 1 quanto em 12 dias de estresse térmico. Lin et al. (2006)
também constataram que atividade da SOD ndo foi alterada em tecidos cardiacos e
Hepatico de aves Cobb 500® apds 03 horas de estresse e Kikusato et al. (2015 ),
concluiram em sua investigacgdo que o nivel de expressdéo de SOD permaneceu
inalterado nas células musculares de frangos da linhagem Ross ap0s estresse térmico.
Entretanto, espera-se que a atividade dos genes de resposta ao estresse oxidativo
seja alterado apds o estresse térmico. Conforme demonstrado por Habashy et al. (2019),
0s niveis de SOD e GPX aumentaram no figado apds 12 dias de estresse (estresse
térmico cronico), e enquanto que o nivel de CAT diminuiu no musculo apos 1 dia
(estresse térmico agudo). Resultados semelhantes foram obtidos por Lin et al., (2006),
que perceberam um aumento na atividade de SOD em frangos ap6s um estresse térmico
de 6 horas; Del Vesco et al. (2017), analisando fragmentos de figado da linhagem cobb
que foram submetidos ao estresse por calor aos 21 e aos 42 dias, notando que a idade
influenciou na expressdo génica de SOD e GPx7, com maior expressao em aves de 21

dias do que em aves de 42 dias. Os niveis de expressdo dos genes SOD, GPX7 e CAT,
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apos estresse térmico, estdo vinculados a especificidade tecidual e a tolerancia de cada
tecido ao dano causado pela oxidacdo, podem depender também do grupo genético, da
idade e ainda da duracdo do estresse. Nesse contexto, Habashy, et al., (2019) afirmam
que as principais vias redox, incluindo SOD, CAT e GPx, podem responder de maneira
diferente, de acordo com a necessidade do tecido de desintoxicar a ERO ou a tolerancia
a ERO.

Ao se avaliar o efeito dos grupos genéticos, 0 SOD1 apresentou maior expressao
nas galinhas caipiras Peloco e Caneluda. Os resultados aqui observados permitem
inferir que as galinhas caipiras (Peloco e Caneluda) sdo homeotérmicas mais
competentes que a Cobb e apresentam uma maior inducdo de SOD1 no rim. Em um
estudo utilizando duas linhagens comercias Cobb (C) e Ross (R), Altan et al., (2003),
constataram que as aves da linhagem R apresentaram maiores aumentos nas atividades
de SOD, CAT e GPx do que Cobb 500® apds estresse térmico. Al- Zghoul et al. (2019),
observaram que 0s niveis de expressdo de mMRNA de SOD2 em figado foram maiores
em galinhas da raca Hubbard em comparacdo com aves da linhagem Cobb 500®. As
galinhas da raga Hubbard caracterizam-se como um frango de crescimento lento
destinado ao mercado ao ar livre e/ou organico e maior resisténcia as variagdes de
temperatura que a Cobb 500® (RIMOLDI et al., 2015; SANTOS et al., 2019). Assim, as
respostas oxidativas ao estresse térmico podem sofrer influéncia quanto ao genotipo
indicando que grupos genéticos divergentes como os do presente estudo, apresentam
perfis proprios de expressdo de mRNA dos quais algumas racas sdo mais tolerantes ao
estresse por calor agudo do que outras. A alta expressdo do gene SOD em aves locais
pode ser decorrente das mesmas portarem um sistema de resposta ao estresse oxidativo
mais eficiente do que da linhagem comercial.

Vale ressaltar que esse € um dos primeiros estudos que buscou investigar a
expressao dos HSFs e HSPs e das enzimas antioxidantes (SOD1, GPX7 e CAT) em aves
de criacdo caipiras na Bahia. Novas pesquisas utilizando esses grupos genéticos sdo
recomendadas a fim de tracar um perfil molecular em relagcdo em estresse térmico em

frangos locais do nordeste do Brasil.
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5 CONCLUSOES

Os niveis de expressdo de genes relacionados ao estresse térmico HSFs e HSPs e
ao estresse oxidativo (GPX, CAT e SOD), apresentaram discrepancias de expressao
entre 0s grupos genéticos analisados. As galinhas caipiras Peloco e Caneluda
demonstraram ser mais tolerantes ao estresse térmico agudo quando comparados com a
linhagem comercial Cobb 500®. Entre as aves caipiras é possivel inferir ainda que o
ecétipo Peloco é mais adaptado as altas temperaturas do que o ec6tipo Caneluda,

ressaltando a importancia de se conservar as aves nativas locais.
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EFEITO DO ESTRESSE TERMICO AGUDO NA EXPRESSAO DE GENES
LIGADOS AO ESTRESSE DO RETICULO ENDOPLASMATICO EM
DIFERENTES TECIDOS DE GALINHAS COMERCIAIS E FRANGOS
CAIPIRAS DO BRASIL

RESUMO

As galinhas de criacdo caipira, como a linhagem Peloco, s&o aves rusticas e estdo mais
adaptadas ao calor que os frangos de corte, uma vez que estresse térmico é um dos
principais fatores de perdas produtivas das aves comerciais. Assim, esse trabalho
envolveu 24 frangos de dois grupos genéticos (Cobb 500®; e a linhagem local Peloco),
sendo 12 individuos de cada grupo, em que, 06 aves de cada grupo foram submetidas a
tratamento por estresse térmico agudo de 39,5°C e as outras 06 foram mantidas em
conforto térmico a 23°C. Fragmentos de coracgéo, figado, masculo e rim foram coletados
com o objetivo de analisar a expressdo dos genes relacionados ao estresse do reticulo
endoplasmatico (GRP78; EI2Fa; IREL e ATF6). Em relacdo ao tratamento ambiente
(AMB), apenas o0 gene GRP78 demonstrou diferencas significativas em dois tecidos
(coracgdo e rim), no qual ambos os grupos genéticos (GG) aumentaram a expressao do
gene apos o estresse térmico. Em relacdo ao GG, diferencas significativas de expressao
entre a linhagem comercial e a linhagem Peloco foram observadas nos genes EI2FA (p
= 0.01301) e GRP78 (p = 0.00593) no figado e em ATF6 (p = 0.005807), EI2FA (p =
0.01640) e IRE1 (p = 0.007695) no rim. No tecido muscular ndo houve diferencas
estatisticamente significativas para nenhum dos tratamentos (GG, AMB e GGXAMB).
Dentre as vias de UPR, apenas a via da IRE1 foi ativada no figado da linhagem
comercial que aumentou sua expressao apds o estresse térmico. Esses resultados trazem
informacdes inéditas importantes para analisar a disparidade transcricional de genes
relacionados ao estresse do RE em diferentes tecidos e grupos de frangos apos

exposicao a estresse térmico agudo.

Palavras - chave: Cobb 500®, expressao génica, Peloco, RT-qPCR, UPR.
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EFFECT OF ACUTE THERMAL STRESS ON THE EXPRESSION OF GENES
CONNECTED TO STRESS OF THE ENDOPLASMATIC RETICLE IN
DIFFERENT TISSUES FROM COMMERCIAL CHICKENS AND CAIPIRAS
CHICKEN IN BRAZIL

RESUME

Free-range chickens, such as the Peloco lineage, are rustic birds and are more adapted to
heat than broiler chickens, since thermal stress is one of the main factors of productive
losses of commercial birds. Thus, this work involved 24 chickens from two genetic
groups (Cobb 500®; and the local Peloco strain), 12 individuals from each group, in
which 06 birds from each group were subjected to treatment by acute thermal stress of
39.5°C and the other 06 were kept in thermal comfort at 23 ° C. Heart, liver, muscle and
kidney fragments were collected in order to analyze the expression of genes related to
endoplasmic reticulum stress (GRP78; EI2Fa; IRE1 and ATF6). Regarding the
environmental treatment (AMB), only the GRP78 gene demonstrated significant
differences in two tissues (heart and kidney), in which both genetic groups (GG)
increased the expression of the gene after heat stress. Regarding GG, significant
differences in expression between the commercial line and the Peloco line were
observed in the EI2FA (p = 0.01301) and GRP78 (p = 0.00593) genes in the liver and in
ATF6 (p = 0.005807), EI2FA (p = 0.01640 ) and IRE1 (p = 0.007695) in the kidney.
There was no statistically significant difference in muscle tissue for any of the
treatments (GG, AMB and GGXAMB). Among the UPR pathways, only the IRE1
pathway was activated in the liver of the commercial strain, which increased its
expression after thermal stress. These results provide important new information to
analyze the transcriptional disparity of genes related to ER stress in different tissues and
groups of chickens after exposure to acute thermal stress.

Keywords: Cobb 500®, gene expression, Peloco, RT-gPCR, UPR
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1. INTRODUCAO

As altas temperaturas tem forte influéncia no desempenho zootécnico das aves,
constituindo um dos principais fatores de perdas produtivas em climas tropicais. As
linhagens comerciais de frangos de corte, como a Cobb 500®, foram geneticamente
selecionadas para apresentar bons indices de producdo e taxas de crescimento mais
rapidas, entretanto tornaram-se mais susceptiveis as variagdes ambientais, apresentando
baixa resisténcia ao estresse por calor (BROSSI et al., 2009; RENAUDEAU et al.,
2011; DUANGJINDA et al., 2011; SOLEIMANI et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2019;
WANG et al., 2019; AL-ZGHOUL et al., 2019).

Sob outra perspectiva, as ragas de galinhas caipiras, que se desenvolveram em
areas tropicais, demonstram ser mais resistentes ao estresse térmico, uma vez que elas se
formaram sob as pressdes seletivas locais ou sofreram com altas temperaturas durante o
processo de formacao. Em muitos locais essas aves sao criadas em sistema de avicultura
familiar com pouco ou nenhum controle zootécnico (BARBOSA et al., 2007;
SOLEIMANI et al., 2011; CARVALHO 2016; SOBREIRA; VIOLA, 2019). Na Bahia,
aves naturalizadas como a linhagem Peloco, sdo rlsticas e adaptadas a ambientes
adversos e com temperatura elevadas. Estudos recentes de expressdo génica
comprovaram que essa linhagem possui maior resisténcia a altas temperaturas do que a
linhagem comercial Cobb 500® (CEDRAZ et al., 2017). Essas aves tém grande
importancia local, sendo criadas em fazendas e seus produtos contribuem para 0s
rendimentos familiares carentes dos pequenos produtores.

SituacOes estressantes como as altas temperaturas podem acarretar um actimulo
de proteinas mal enoveladas, as quais podem resultar no estresse do reticulo
endoplasmatico. Assim, 0 estresse térmico e 0 estresse oxidativo estdo muitas vezes
associados ao estresse do reticulo endoplasméatico RE, uma organela intracelular
complexa, dinamica, com multiplas fungdes essenciais para a homeostase celular
(BRAVO et al., 2013; BRAAKMAN e HEBER, 2013; REID e NICCHITTA, 2015;
SCHWARZ; BLOWER, 2016). De maneira geral, o reticulo endoplasmatico
desempenha papéis muito importantes e estdo intimamente relacionados a uma série de
processos, incluindo (a) sintese, dobragem, modificacdo e transporte de proteinas; (b)

sintese e distribuicdo de fosfolipidios e esteroides; (c) armazenamento de ions célcio
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dentro de seu limen e sua liberacdo regulada no citoplasma e (d) interagdes com outras
organelas como o complexo de Golgi (SCHRODER, 2008; HOTAMISLIGIL, 2010).

O acumulo dessas proteinas mal enoveladas no RE desencadeia uma resposta
evolutivamente conservada em todos os eucariotos, designada resposta das proteinas
mal enoveladas (unfolded protein response - UPR) (MAA e HENDERSHOT, 2004;
HOTAMISLIGIL, 2010). Até o momento foram descritas 03 vias da UPR: PERK (fator
de iniciacdo eucariotica do tipo PKR2a quinase), IRE1 (inositol que requer a enzima 1)
e ATF6 (ativacdo do fator de transcricdo 6). Quando o reticulo endoplasmaético estd em
funcionamento normal, essas trés proteinas sdo ligadas a chaperona BiP também
conhecida como GRP7 ou HSPA5 (BERTOLOTTI et al.,, 2000; SHEN et al., 2002;
HOTAMISLIGIL, 2010; BRAVO et al., 2013). Quando ocorre estresse da organela, a
chaperona HSPAS se dissocia, torna-se ativa e libera as vias de resposta, as quais
podem desencadear cascatas de sinalizacbes que agem ora simultaneamente, ora
sequencialmente, visando reverter o estresse do RE (SCHEUNER et al.,, 2001;
SCHRODER e KAUFMAN, 2005; ZHANG et al., 2014). Pesquisas que visem
investigar o perfil da expressdo dos genes de resposta ao estresse do Reticulo
endoplasmatico em diferentes tecidos de aves de criagdo caipira da regido Nordeste sdo
inexistentes.

Deste modo, no presente trabalho analisou-se a expressdo do mRNA de genes
relacionados ao estresse do reticulo endoplasméatico em diferentes tecidos em dois
grupos de frangos (linhagem comercial Cobb e a linhagem localmente adaptado Peloco)
submetidos ao estresse térmico agudo a 39,5°C. Foram avaliados o0s niveis de expressao
da chaperona GRP78 e para verificar quais vias UPR estavam envolvidas no estresse do

reticulo endoplasmético examinaram-se genes das trés vias UPR: EI2Fa; IREL e ATF6.
2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais e Experimento

Para a realizacdo do experimento foram criadas 24 aves, entre machos e fémeas:
12 da linhagem comerciais Cobb 500® e 12 a linhagem Peloco.

O experimento foi realizado no Setor de Avicultura da Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia (UESB), no municipio de Itapetinga, BA, onde foram incubados
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ovos de matrizes do agrupamento Genético Peloco, enquanto que os pintos de um dia
das aves comerciais aves comerciais foram comprados de uma granja. Essas aves
chegaram ao Setor de Avicultura da UESB, uma semana apds a eclosdo dos ovos de
Peloco. A realizaco do projeto foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA / UESB, registrado com o n° 166/2017, Protocolo 109/2015.

A cidade de Itapetinga possui clima semiarido e a estagdo quente dura cerca de
cinco meses e meio, de 19 de Outubro a 04 de abril, com temperatura méaxima média
diaria acima de 30 °C, sendo que o més mais seco é Agosto, com 30 mm de
precipitacdo. E o més de maior precipitacdo € Dezembro (média de 140 mm). O inverno
permanece por dois meses e meio, de 2 de Junho a 20 de Agosto, com temperatura
méaxima didria em média abaixo de 27°C (WEATHER SPARK, 2020; CLIMATE-
DATA, 2020). No decorrer do experimento, temperatura dos galp6es foi monitorada e a
média diéria de temperatura durante o periodo em gque o experimento foi conduzido foi
de 26,5 °C.

As aves foram criadas em um galpdo aberto forrado com maravalha, sob as
mesmas condi¢des ambientais no periodo de dois de novembro a dois de dezembro de
2015. Racdo e agua foram fornecidas ad libitum para as aves durante todo o periodo
experimental. As racOes utilizadas na dieta nutricional das aves foram produzidas no
Setor de Avicultura da UESB seguindo as exigéncias das Tabelas Brasileiras para Aves
e Suinos (ROSTAGNO; GOMES, 2011) (Tabela 01). Para o ensaio de estresse térmico
foi confeccionada uma camara climatica madeira com dimensdes de 1,5 metros de
comprimento, 1 metro de altura e 1 metro de largura e equipada com dois aquecedores a
gas.

Uma vez que as aves comerciais chegaram uma semana ap6s o nascimento das
galinhas locais, o estresse por alta temperatura foi realizado em dois momentos, para
que as aves fossem abatidas com a mesma idade, com 30 dias de vida. A submissdo das
aves ao estresse térmico aconteceu da seguinte maneira: inicialmente seis aves da
linhagem Peloco foram transferidas para a cAmara climatica experimental e mantidas a
temperatura média de 39,5°C e com uma umidade relativa de 60%. Uma semana
depois, 06 aves da linhagem Cobb 500® foram também submetidas estresse térmico
com as mesmas condicOes de temperatura e umidade.

As aves expostas ao calor ficaram sob observagdo continua para detectar tanto as

alteracGes comportamentais que evidenciassem o estresse térmico quanto para definir
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momento de parar, a fim de evitar a morte dos animais. Assim, como ndo houve tempo
determinado, o estresse térmico foi considerado agudo quando a maioria as aves
modificaram seu comportamento, recusando o consumo de alimento e &agua e
mantiveram-se prostradas (+/- 90%), e com respiracdo ofegante. Os frangos da
linhagem Peloco suportaram o calor por uma hora enquanto que as aves da linhagem
comercial prostraram-se ao alcancar 30 minutos sob estresse por calor. Imediatamente
apos constatar o estresse térmico agudo das aves, elas foram abatidas por deslocamento
cervical. As outras seis aves de cada grupo genético foram mantidas no galpédo e foram

abatidas as 4h, para garantir temperatura de conforto térmico (23°C).

Tabela 1: Composicédo da racdo que foi usada para os pintainhos até os 30 dias de idade
segundo ROSTAGNO; GOMES (2011).

Milho 61,1%
Farelo de soja 35,0%
Fosfato bi célcico 2,00%
Calcario 1,10%
NaCl 0,30%

Suplemento vitaminico e mineral 0,40%
Niveis nutricionais

Pb 21,2%
Em 2,89%
Ca 1,01%
P disponivel 0,49%
Sodio 1,63%
Lisina 1,10%
Met + cis 0,74%

2.2 Coleta de tecidos, extracao e quantificacéo

Fragmentos tecidos (coracdo, musculo do peito, figado e rim) de cada ave foram
rapidamente coletados, armazenados em tubos criogénicos, identificados e congelados
em nitrogénio liquido. O material coletado foi levado a Universidade Estadual de Santa
Cruz (UESC), nas dependéncias do laboratério de Genética Veterinaria Animal onde
foram armazenadas em ultrafreezer -80.

A extracdo do RNA total de amostras de cada tecido foi feita utilizando-se
reagente Trizol® da Invitrogen seguindo o protocolo do fabricante. Usando um aparelho

espectrofotdbmetro NanoDrop 2000® a concentragdes e purezas dos RNAs foram
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medidas e a integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1%, corado com

brometo de etidio e visualizados em luz ultravioleta.

2.3 Transcricdo Reversa do mRNA

O kit comercial GoScript TM Reverse Trasncription System (Promega
Corporation,Madison, EUA) foi utilizado para a transcricdo Reversa do mRNA para
cDNA. Foram utilizados 4pl de RNA com concentracdo de 500ng, acrescidos de 1 pl de
Oligodt. A reagéo foi incubada por cinco minutos a 70°C e, entdo, mantida em gelo por
um minuto. Logo ap6s, foi adicionado 15 pl de um mix contendo enzima Transcriptase
Reversa, inibidor de ribonuclease, recombinante RNase OUT, RT buffer, dNTP, e agua
ultrapura, para um volume final de 20 pl. As amostras foram incubadas em
termociclador utilizando-se as seguintes temperaturas e tempos: anelamento 72°C por 5
min e, em seguida de extensdo, 50°C por 50 min, e refrigeradas em gelo. O cDNA foi

mantido em freezer -20°C até a sua utilizacao.

2.4 Eficiéncia e PCR quantitativa em tempo real

Para o estudo de expressdo génica, as PCRs foram realizadas com cada amostra
em duplicatas. Inicialmente, foi feito um teste de eficiéncia para determinar as
condic¢des adequadas para uma reacdo de RT-QPCR. Um pool de cDNA contendo 05 pl
de amostra foi utilizado para otimizar e calcular a eficiéncia da PCR. Esse pool foi entéo
diluido em quatro concentragcfes de cDNA (5, 15, 45 e 135ng/pl) e, trés concentracdes
de cada primer (200, 400 e 800 mM). Essas diferentes concentracGes foram para
amplificacdo via em PCR em tempo real para a visando comparar os cycle threshold
(Cts) e contruir a curva padrao Util para otimizar e calcular a eficiéncia da PCR. Todas
as reagO0es de amplificacdo foram conduzidas em termociclador, no ensaio ddCt
(Relative Quantification), sob as seguintes condicBes: desnaturacdo inicial a 95°C
durante dois minutos e 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos. A
temperatura de extensdo determinada para cada par de primers durante 60 segundos. A
curva de dissociagdo foi obtida na estapa final, onde eleva-se gradualmente a
temperatura de 60°C a 95°C. As amplificacbes dos genes ocorreram dentro da
plataforma Real Time PCR 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0s
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resultados foram obtidos com o programa Sequence Detection Systems (V. 2.0.6)
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que gerou o parametro cycle threshold,
(Ct) os quais possibilitaram os célculos de Desvio Padrdo de Ct médio. A eficiéncia da
amplificacdo da PCR foi calculada usando a férmula E = (10" (-1/coeficiente angular)-
1) x100 (PFAFFL, 2001).

2.5 Expressdo nos Genes Alvos

Apl6s a otimizacdo reacBes de RT-qPCR, a expressdo de quatro genes
relacionados ao estresse do reticulo endoplasmatico (ATF6; EI2Fa; GRP78 e IRE1) foi
avaliada por meio de quantificacdo relativa em amostras de masculo, rim, coracdo e
figado dos dois grupos genéticos de frangos em ambientes de conforto e estresse
térmico. A tabela 02, descreve cada primer, bem como a fungéo desses genes que foram
desenhados por Guo et al. (2016). Todas as rea¢des de PCR em tempo real realizadas
com reagentes do kit Power SYBR Green PCR Master Mix (Promega, Madison, WI,
EUA), utilizando primers especificos. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em
termociclador ABI Prism 7500® (Applied BioSystems), no ensaio ddCt (Relative
Quantification) plate.

As reacOes foram normalizadas por controles enddgenos escolhidos para cada
tecido: LDHA para o tecido renal, RPL5 para o coragédo e o figado e, MRPS27 para o
musculo. Os normalizadores LDHA, RPL5 e MRPS27 demonstraram estabilidade para
serem utilizados como controle enddgeno em reacdes de RT-QPCR no experimento
com frangos geneticamente divergentes (linhagem Cobb 500® e linhagem Peloco)
submetidos ao tratamento ambiente (conforto e estresse térmico agudo). Apés a
determinacéo da eficiéncia média das amplificacdes, as diferencas nas frequéncias dos
transcritos alvos foram calculadas pela equagéo: razéo de expresséo = [1 + (eficiéncia
média da PCR)] Ct médio do grupo testado — Ct médio do grupo referéncia (LIVAK;
SCHITTGEN, 2001).
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2.6 Analises estatisticas

As anélises comparativas dos genes em relagdo aos grupos genéticos (Cobb 500®
e Peloco), ao ambiente (conforto x estresse) e a interacdo entre os fatores foram feitas
utilizando analises uni e multivariadas, de acordo com o seguinte modelo:
yijk = u+ G; + AMB; + GGAMB;; + g

Em que: p ¢ a média da expressdo do gene; Gi € o efeito do Grupo Genético;
AMB; e o efeito de Ambiente; GGAMB;; o efeito da interagéo entre Grupo Genético e
Ambiente e; &ijx 0 erro experimental associado.

Avaliou-se, via ANOVA, os efeitos de GG, AMB E GGAMB sobre a expressdo
dos genes nos diferentes tecidos. Posteriormente realizou-se MANOVA e Analise de
Componentes Principais (PCA), considerando os grupos formados pela interacdo

GGxAMB como tratamentos.

Tabela 02: Descricdo dos genes relacionados ao estresse do reticulo endoplasmatico e seus

primers especificos utilizados nas anélises de RT-qPCR em diferentes tecidos de frangos

submetidos ao conforto térmico e estresse térmico agudo.

GENE SEQUENCIA 5°-3° FUNCAO
GRP78 - 78-kDa glucose- F:GAATCGGCTAACACCAGAGGA Reestabelecer a
regulated protein R:CGCATAGCTCTCCAGCTCATT homeostase do RE
EiF2a - a-subunit of F.GCTGCGAGTCAGTAATGGGTATAA  Reverter o estresse do

eukaryotic initiation factor 2

IRE1 - Inositol-requiring
enzyme 1
ATF6 - Activating

Transcription Factor 6

MRPS27- Mitochondrial Small
Ribosomal Subunit Protein MS27

RPL5- Ribosomal Protein L5

LDHA-Lactato desidrogenase A

R:CTGCCAGGAAACTTGCCACA
F-TGAGGGCAATGAGAAATAAGAAGC
R:TGTAGGAGCAGGTGAGGGAAGC

F: GATTGTGGGCGTCACTTCTCG
R:TGGGATGCCAATGTTAGCCTG
F:GCTCCCAGCTCTATGGTTATG
R:ATCACCTGCAAGGCTCTATTT

F-ATATAACGCCTGATGGGATGG
RTTGACTTCTCTCTTGGGTTTCT

F:CTATGTGGCCTGGAAGATCAG
R: GCAGCTCAGAGGATGGATG

RE
Reverter o estresse do
RE

Reverter o estresse do
RE

Ajudam na sintese de
proteinas na mitocondria

Catalisam a sintese de
proteinas,

Participa da etapa final da
glicolise anaerdbica

Adicionalmente foi confeccionado um grafico heatmap, utilizando-se o

programa R (R Development Core Team, 2008), no intuito de verificar a existéncia de
expressao génica diferencial entre os grupos genéticos em ambiente de conforto e

estresse térmico, além de identificar a relacdo entre os genes avaliados. Para o
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dendrograma atrelado ao grafico heatmap, foi considerada a distancia euclidiana média
com agrupamento por meio de ligagdo completa. Foram considerados fortemente
suportados pelos dados os grupos com valores de aproximacéo imparcial (Al) acima de
95%.

3. RESULTADOS

3.1 Expressao relativa dos genes alvo

Os normalizadores LDHA (rim), RPL5 (figado e coracdo) e MRPS270 (musculo)
demonstraram ser estaveis e desse modo ideais para servir como controle endégeno em
reacdes de RT-qPCR no experimento com frangos geneticamente divergentes (linhagem
Cobb 500® e linhagem Peloco) submetidos ao tratamento ambiente (conforto e estresse
térmico agudo).

Dentre todos os tecidos avaliados, o muscular foi o Unico que ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas, pela ANOVA, para todos os tratamentos (GG,
AMB e GGXAMB). Ou seja, nenhum dos genes aumentou significativamente seus
niveis de expressdo nesse tecido apds o estresse térmico para ambos os fatores
analisados (Tabela 03).

As andlises de variancia, a partir dos resultados da PCR quantitativa em todos 0s
tecidos, ndo revelaram diferencas significativas para a interacdo (P > 0,05) entre os
grupos genéticos e o ambiente (GG x AMB) em musculo, coracéo e rim.

No tecido cardiaco, as andlises dos niveis de expressdo para 0 gene GRP78
foram significativas para AMB (p = 0.01546). As aves de ambos 0s grupos genéticos
quando submetidos ao estresse térmico expressaram niveis maiores de mRNA de
GRP78 do que aqueles mantidos em conforto. Os outros genes analisados no coragéo,
ndo apresentaram diferencas significativas nos niveis de expressdo para ambos aos
grupos genéticos e para o tratamento ambiente (Tabela 03). No figado, foram
observadas diferencas estatisticas significativas para os genes EI2FA (p = 0.01301) e
GRP78 (p = 0.00593) quanto ao GG (Tabela 03).

A MANOVA foi realizada para cada tecido, considerando os tratamentos
formados pela interagio GG x AMB e a expressdo dos genes como variaveis
dependentes. Observaram-se diferencas significativas no tecido hepatico (Wilks, p =

0,004363) e para avaliar os perfis de expressao dos grupos, foi realizada a Analise de
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Componentes Principais (PCA), na qual os dois primeiros componentes explicaram
99% da variacdo observada. Os componentes principais PC1 e PC2 podem ser
observados na figura 01. Os primeiros componentes principais (PC1) foram
responsaveis por 94,7% da variacdo e foi descrito como: ATF6 (0.271), EI2FA(0.147),
GRP78 (0.342) e IRE1 (0.888). Verificou-se que a variavel mais importante para
evidenciar a expressao diferencial dos grupos genéticos nos diferentes ambientes no
tecido hepatico, foi o gene IREL, que apresentou o maior coeficiente, seguido pelo
GRP78, com moderado coeficiente e pelos genes ATF6 e EI2FA, que apresentaram

expressdes baixas e proximas da média (Figura 01).

0.5
0.271 0:542 GENES
%)
g 0.147 0.178 ATFs
a 007 EI2FA
§ GRP78
-0.132 . IRE1
-0.51
: ; ; : ; ———=0.906
ATF6  EIFA GRP78  IRE1 ATF6  EI2FA GRP78  IREf
GENES

Figura 01: Andlise de Componentes Principais (PCA). O PC1 ( 94,7% ) O PC2 que
explica 4,35%.

O gene IRE1 apresentou uma superexpressdo nas aves da linhagem Cobb 500®
sob estresse (Figura 02, tabela 03), seguido dos outros genes que também apresentaram
expressOes elevadas nesse tratamento. Vale ressaltar o gene GRP78, que apresentou
niveis consideraveis de expressdo nos dois grupos genéticos sob estresse térmico, fato
que ndo aconteceu com o IRE1, que apresentou niveis muito altos de expressdo apenas
na Cobb sob estresse. O segundo componente, foi responsavel apenas por 4,35 % da
variacdo dos dados, porém traz uma explicacdo complementar para a expressdo

diferencial dos genes nos tratamentos (Figura 01). A varidvel com maior contribuigdo



102

foi o gene GRP78, com baixa expressdo nas aves de ambos 0s grupos genéticos
mantidas em ambiente de conforto térmico, evidenciando uma variagcdo no conjunto de
dados em que esse gene aumenta sua expressdo sob estresse para ambos oS grupos
genéticos (Figura 2; Tabela 03).

A analise da expressdo dos genes no figado permitiu notar que todos os genes
aumentaram sua expressdo na linhagem comercial e ainda que no ec6tipo Peloco a
expressdo do gene IRE1 diminuiu no estresse, enquanto que o GRP78 teve um leve
aumento nos niveis de expressdo nesse grupo genético apos estresse térmico (figura 02).
Ja em relacdo a expressdo do gene EI2FA nesse tecido, a Peloco apresentou niveis de
expressao praticamente igual para os dois ambientes e menores que aqueles observados

para a ave comercial (Tabela 03).

Tabela 03. Médias e desvio padrao para expressao dos genes cada tecido ap6s ANOVA

COBB PELOCO

Genes Conforto Stress Conforto Stress
e ATF6 1,12(0,49) 1,44(1,14) 4,41(6,55) 3,56(5,85)
é GRP78 1,05(0,35) 3,10(5,31) 1,97(2,76) 4,07(5,55)
3 IRE1 1,06(0,37) 1,04(0,69) 1,42(0,73) 1,53(0,72)
= EI2FA 1,03(0,26) 0,85(0,36) 1,60(1,44) 1,13(0,53)
o ATF6 1,08(0,51) 2,08(2,85) 0,68(0,25) 0,29(0,26)
é« GRP78 1,01(0,17) A 7,06(5,27) B 1,26(0,57) A 6,29(8,78) B
% IRE1 1,03(0,29) 0,88(0,45) 0,92(0,43) 1,17(0,52)
© EI2FA 1,03(0,30) 0,85(0,56) 0,86(0,22) 1,00(0,29)
o ATF6 1,20(0,93) 2,73(1,78) 0,67(0,27) 1,25(1,13)
<DE GRP78 1,04(0,33) a 3,86(5,63) a 1,68(0,56) b 2,49(1,04) b
% IRE1 1,21(0,81) 6,55(13,03) 1,41(0,89) 0,66(0,32)

EI2FA 1,09(0,47) a 1,81(0,92) a 0,85(0,22) b 0,76(0,25) b

ATF6 1,34(0,98) a 1,74(0,83) a 2,86(1,96) b 4,11(2,01) b
s GRP78 1,37(1,03) A 6,69(6,05) B 6,36(4,73) A 9,70(5,96) B
o IRE1 1,32(0,73) a 2,02(0,82) a 3,00(2,59) b 4,25(1,58) b

EI2FA 1,27(0,74) a 1,74(0,96) a 2,33(1,67) b 6,21(4,73) b

Valores informados como p(o) , a / b diferengas significativas para Grupo Genético, A / B diferencas
significativas para Ambiente. Letras maiusculas diferentes referem-se a diferengas significativas para ambientes
(Conforto e Stress). Letras minusculas diferentes referem-se a diferencas significativas para grupos genéticos
(COBB e Peloco). Médias com letras minudsculas iguais na mesma linha e maidsculas na mesma coluna nio
diferem estatisticamente (P>0,05) pelo teste F da ANOVA.
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Para o tecido rim, a expressao relativa apresentou diferencas significativas entre
os fatores GG para os genes ATF6 (p = 0.005807), EI2FA (p = 0.01640) e IRE1 (p =
0.007695). Por outro lado, o gene GPR78 ndo apresentou diferencas entre 0s grupos
genéticos, mas foi o Unico no tecido renal que apresentou diferencas significativas para
o tratamento AMB (GPR78 - p = 0.04209), no qual ambos os grupos genéticos

aumentaram a expressao desse gene apds o estresse térmico agudo (Tabela 03).

Cluster dendrogram with AU/BP values (%)
reproduced plot with dendrogram

Figura 02: Gréafico gerado pelo Heatmap comparando os valores de Cts provenientes das
reacdes de RT-qPCR em fragmentos figado de quatro genes relacionados ao estresse do reticulo
endoplamatico analisando em funcdo da interagdo Grupo genéticos (PC = Peloco Conforto, PE
= Peloco Estresse, CC = Cobb 500® Conforto, CE= Cobb 500® Estresse. Os tons mais para

verde sdo 0s menores valores de expresséo e 0s mais para vermelho, os maiores.

4. DISCUSSAO

Analisou-se a expressdao de genes relacionados ao estresse do reticulo
endoplasmatico (RE) (GRP78; EI2Fa; IREL e ATF6) em quatro tecidos diferentes. Os

resultados evidenciaram diferencas estatisticamente significativas de expresséo entre os
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grupos genéticos, condi¢des ambientais que foram analisadas e da interacdo entre ambos
em analises uni e multivariadas.

O reticulo endoplasmético ¢ uma organela essencial para a sintese proteica,
modificacGes dobraveis e pos-traducionais, bem como tem um papel essencial para a
homeostase celular, desenvolvimento e capacidade de resposta ao estresse (JI et al.,
2011; BRAVO et al., 2013; REID e NICCHITTA, 2015; SCHWARZ ¢ BLOWER,
2016). O estresse por calor agudo pode ser muito prejudicial a integridade celular,
ocasionando no acumulo de proteinas toxicas e mal enoveladas no Iimen do RE
(BRAVO et al.,, 2013). A restauracdo da homeostase do RE é essencial para a
sobrevivéncia celular o qual responde as perturbacdes ativando uma rede coordenada de
transcricdo e traducdo denominada Resposta das Proteinas mal enoveladas (UPR). Essa
resposta envolve a chaperona GRP78, a qual permite a ativacao de até trés vias distintas
de UPR. Cada uma dessas vias € capaz de desencadear uma casCATa de sinalizacdo
cujo objetivo final é restabelecer as condigdes fisiologicas adequadas a organela celular
(MAA e HENDERSHOT 2004; BRAVO et al., 2013; ADAMS et al., 2019; GUO et
al., 2020).

Nas aves, 0 estresse térmico afeta seu status fisiologico provocando alteragdes
nas atividades de varios 6rgdos desses animais, inclusive no masculo. Podem ocorrer
mudancas no metabolismo, nas reacdes de glicolise determinando alteragdes nas
caracteristicas de qualidade da carne e perda de dgua e peso do 6rgdo (GONZALES e
SARTORI, 2002; FLORIANO, 2018; SANTOS VAZ et al. 2016). Diversos estudos tém
mostrado que a expressdo génica € temporal, tecido-especifica e grupo-genético-
especifica. Assim, um mesmo gene pode expressar niveis maiores ou menores de
acordo com o tecido, com o grupo genético analisado ou com o tempo de estresse a que
foi submetido (ZHANG et al., 2014; KONG et al., 2015; CEDRAZ et al., 2017;)

O tecido musculo ndo ¢é adequado para avaliar a expressao de genes relacionados
ao estresse do reticulo endoplasmatico nos grupos genéticos propostos. Nas células
musculares, estd presente uma variante do RE, denominada reticulo sarcoplasmatico
(SR), formando uma rede de tubulos e cisternas que armazenam ions de célcio, cuja
principal funcdo é controlar a liberacdo desse célcio para a contracdo muscular
(BRAVO et al., 2013; SANTOS, 2020). Isso poderia ser a explicacdo para ndo terem
sido observadas diferencas significativas entre genes investigados. O reticulo

sarcoplasmatico pode ndo estar envolvido em respostas ao estresse térmico ou, 0 tempo
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de exposicdo ao calor, pode nao ter sido suficiente para aumentar o nivel da expressao
dos genes no musculo do peito. Além disso, 0 estresse térmico afeta mais diretamente
alguns tecidos considerados viscerais (metabolicamente ativos) tais como figado,
coracao e rim (BROSSI et al., 2009; ZHU; LEE, 2015).

Tanto a linhagem comercial quanto a galinha caipira apresentaram aumento na
expressdo do GRP78 nos tecidos analisados, apds o estresse térmico, evidenciando que
0 estresse térmico agudo provavelmente causou estresse no RE. Um estudo recente,
WANG et al., (2018), analisando a expressdo de HSPAS5, também conhecida como
GRP78, observou que essa chaperona aumentou o nivel de expressdo do mRNA em
testiculos de frango de corte apds estresse térmico agudo.

O sistema cardiovascular tem grande implicacdo pratica para a avicultura de
corte, pois o crescimento acelerado dos frangos sobrecarrega o coragdo e um
desequilibrio, ainda que pequeno, nas condi¢fes ambientais pode ocasionar em déficit
de oxigenacdo nos tecidos prejudicando a manutencdo da homeostase celular que é
premissa importante para a maioria dos organismos (MACARI e LUQUETI, 2002;
FLORIANO, 2018). Quando as aves sdo submetidas ao estresse pelo calor, ha no tecido
cardiaco, um aumento na expressao de genes de reposta ao estresse. Esses genes sdo
responsaveis por corrigir imediatamente as proteinas mal enoveladas e evitar a queda
nos niveis de oxigenacao até danos graves no 6rgdo como a fragmentacdo do miocardio
nas fibras musculares cardiacas (ZHANG et al., 2016). Nesse contexto, no tecido
cardiaco, ambos 0s grupos genéticos aumentaram a atividade do gene GRP78 apés
estresse téermico agudo. Esse gene é um sensor de estresse do RE e 0 aumento em seu
nivel de expresséo, indica o acumulo de proteinas mal enoveladas no RE.

No figado, observou-se diferenca nas variacGes de expressao apenas para grupo
genético, entretanto a partir da MANOVA observou-se interacdo GgxAMB
significativa. A maior expressdo do IRE1 deixa evidente que a via de resposta de UPR -
IREL1 foi ativada nesse tecido.

De acordo com Adams et al. (2019), o BiP e o IRE1l estdo diretamente
implicando na sinalizacdo UPR,) considerados como sensores do estresse de ER. No
geral, o mecanismo pelo qual o IRE1 detecta o estresse do RE e induz a sinalizagéo
UPR ainda ndo esta claramente entendido. Existem trés modelos que fornecem
mecanismos contrastantes para explicar como o estresse do RE é detectado (ADAMS et

al., 2019). O modelo mais citado na literatura diz que, capacidade do IREla de detectar
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o0 estresse do RE depende de sua dissociagdo do complexo BiP / GRP78, em que, 0
alto grau de estresse do RE provoca essa dissociacdo e promove a oligomerizacdo do
IREla que detecta proteinas mal enoveladas no Iimen, se liga a&s mesmas e desencadeia
uma das vias de sinalizacdo intracelular da UPR, a via da IRE1 (BERTOLOTTI et al.,
2000; KIMATA et al., 2003 ; OIKAWA et al., 2009 ; AMIN-WETZEL et al., 2017;
ADAMS et al., 2019). Assim, o gene IRE1 desempenha um papel importante na
percepgéo e sinalizagdo do estresse do RE, ativando a via de UPR que pode atenuar o
estresse do RE (TIRASOPHON et al., 1998; MORI, 2009).

No presente estudo, os genes GRP78 e IRE1 tiveram sua expressdo aumentada e,
a superexpressdao do IRE1 na linhagem comercial no tecido hepéatico pode estar
relacionada a maior susceptibilidade da Cobb500®, as quais podem ter acumulado mais
proteinas mal enoveladas que a galinha caipira durante o estresse térmico.

O figado é a maior glandula do corpo, desempenha uma variedade de fun¢des no
metabolismo energeético, digestdo e capacidade imunoldgica, e seu alto nivel de funcéo
secretora torna esse Orgdo particularmente suscetivel ao estresse do RE, propenso a
lesbes e acumulo excessivo de triglicerideos (esteatose hepética), sendo considerado
ideal para estudar o impacto causado por altas temperaturas (McCORMICK, 1990;
MINAFRA, et al 2009; JI et al., 2011; FU et al., 2012). De acordo com Ji et al., (2011),
UPR desempenha um papel fundamental no figado, na manutencdo da homeostase do
RE em condi¢es basais e na adaptacdo as flutuagdes na disponibilidade de nutrientes.

Entre os tecidos aqui analisados, o rim se mostrou promissor para estudos de
expressao génica diferencial frente ao estresse térmico, pois foi o Unico tecido em que
ambos 0s genes analisados mostraram diferencas significativas em pelo menos um dos
fatores analisados, com o0s genes ATF6, EI2FA e IRE1 apresentando diferencas entre 0s
grupos genéticos e 0 gene GPR78 nos ambientes.

O rim é um 6rgdo que esta diretamente relacionado como o funcionamento
cardiovascular colaborando com as respostas fisioldgicas compensatorias das aves
submetidas ao estresse por calor. Esse 6rgdo mantém a composi¢do quimica dos
liquidos corporais e desempenha fungdes homeostaticas de grande importancia como
regulacdo do balanco hidrico, de eletrélitos e do equilibrio &cido-basico (GAW et al..
2001). Em condicGes de estresse pode ocorrer alcalose respiratoria, provocando
alteracdo no equilibrio acido-base das aves e quando isso ocorre, 0s rins aumentam a

excrecdo de HCO3 - e reduzem a excrecdo de H+, na tentativa de manter o equilibrio
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(BORGES et al., 2003; MINAFRA, et al., 2009). Assim como coracdo e figado, o rim é
um Orgdo susceptivel ao estresse térmico e a exposicdo as altas temperaturas pode
regular significativamente a expresséo de genes que atuem na estabilizagdo da estrutura
proteica intracelular e preservacdo da integridade celular, reestabelecendo a homeostase
da organela.

Mais uma vez, em nosso estudo, observamos que, a expressao de um gene esta
intimamente relacionada ao tecido analisado. Nesse contexto, perfis diferentes de
expressao génica entre tecidos foram relatados em estudos com frangos apds estresse
térmico por Zhen et al. (2006), que observaram niveis diferente do HSP70 no figado,
cérebro e masculo ao analisarem 162 individuos de duas populacdes F2 gerados apds
acasalar Xinghua com Taihe e Silkies com White Recessive Rock. Zhang et al., (2014)
encontraram expressoes distintas de mRNA de HSP70 e HSF3 em Galinhas Lingshan
(LSC) e White Recessive Rock (WRR) nos quatro tecidos testados (coragdo, figado,
cérebro e musculos da coxa).

Em relacdo ao tratamento ambiente, o gene GRP78 foi 0 Unico que apresentou
aumento de expressdo apos estresse térmico agudo em ambos 0s grupos genéticos nos
tecidos coracdo e rim. Esses resultados representam evidéncias consistentes de que o
estresse térmico agudo desencadeou a resposta de proteinas mal enoveladas e
consequentemente causou estresse no RE no coracdo e no rim da linhagem comercial e
também da galinha localmente adaptada Peloco. Um estudo de estresse térmico
realizado por Kong et al., (2015) na raca de galinha White Recessive Rock (WRR)
também mostrou que os niveis diferentes de expressao do mRNA de GRP78 no figado,
cérebro e cardiaco, foi notavelmente mais alta apds 3h de estresse térmico quando
comparado com o grupo controle.

De acordo com Wang et al., (2018) e Zhu e Lee (2015), a HSPA5, também
conhecida como GRP78 é um marcador de estresse no reticulo. Sob condi¢cbes
fisiologicas normais, a chaperona GRP78 ou BIP, atua como repressor chave da UPR,
pois, se liga aos dominios luminais das proteinas PERK, IRE1 e ATF6 mantendo-0s
inativos (HETZ, 2012). Com o acumulo de proteinas mal enoveladas, GRP78 sdo
liberadas das vias de UPR e permite suas ativacbes (WALTER e RON 2011,
BRAAKMAN e HEBER, 2013; REID e NICCHITTA, 2015; SCHWARZ e BLOWER,
2016). Até o momento, trés vias UPR foram documentadas: PERK, IRE1 e ATF6
(HOTAMISLIGIL 2010; HETZ, 2012; BASAR et al., 2014; GUO et al., 2016).
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O presente estudo também monitorou genes que ativam as trés vias UPR: via
PERK, via IRE1 e via ATF6, a fim de identificar quais as vias de resposta do estresse do
reticulo endoplasmético foram ativadas apds o estresse térmico agudo nos dois grupos
de frangos. Nesse contexto, apenas a via da IRE1 foi ativada na linhagem comercial
Cobb 500® no tecido figado. As outras duas vias ndo foram ativadas em nenhum dos
tecidos ou grupo genético avaliado.

Em relagdo aos grupos genéticos (Cobb 500® e Peloco) diferencas nos niveis de
expressao foram observadas em genes nos tecidos figado, no qual a linhagem comercial
aumentou a expressdo de GRP78 e EI2FA apos estresse térmico, e rim, no qual Peloco
apresentou niveis maiores de mRNA dos genes ATF6, IRE1 e EI2FA j& no tratamento
conforto, e ainda aumentaram sua atividade apds estresse térmico.

Divergéncias de expressdo génica entre grupos genéticos de frangos apds
tratamento térmico também foram obtidos em estudos de Zhang et al., (2014) ao
analisarem a expressdao de genes (HSF3 e HSP70) em quatro tecidos de Galinhas
Lingshan (LSC) e White Recessive Rock (WRR) sob 0, 2, 3 e 6 h de tratamento
térmico. Esses autores observaram que, no tratamento controle, o gene HSP70 ndo
apresentou diferencas de expressdo enquanto o HSF3 apresentou niveis mMRNA maiores
no cérebro e no coracdo de LSC. Apo6s 2 e 3 h de tratamento térmico, no masculo da
perna e cérebro e apos 6 h, no musculo da perna e coracdo, a expressdao do mRNA de
HSF3 também foi maior em LSC do que WRR. J& para o gene HSP70, apds 2 h de
tratamento térmico, no musculo da perna e figado a expressdo do mRNA foi maior na
WRR. Apobs 3 h no figado e coracdo, e apés 6 h no figado, cérebro e coracdo houve
maior expressao em LSC que em WRR.

Outro estudo, realizado no Brasil por Cedraz et al., (2017), também deixaram
evidentes as divergéncias nos niveis de expressdo génica quando analisa-se grupos
genéticos diferentes, ainda que estes grupos pertengcam a mesma espécie. Dessa forma.
Cedraz et al., (2017), utilizaram em sua investigacao trés grupos genéticos de frangos (a
linhagem comercial Cobb e as linhagens localmente adaptadas Peloco e Caneluda) e,
estresse térmico agudo a 39°C notaram que as galinhas de criacdo caipira apresentaram
niveis maiores de MRNA HSP70 do que Cobb500®.

Tais disparidades mostram que 0s genes se expressam de maneira particular em

cada tecido e/ou em cada grupo genético, bem como, sua expressdo pode depender das
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condi¢des experimentais que os animais foram submetidos como o tempo de estresse
(ZHEN et al., 2006; ZHANG et al., 2014; KONG et al., 2015).

O ecétipo Peloco expressou niveis maiores dos genes aqui analisados do que
Cobb 500® no ambiente conforto, principalmente nos genes do tecido renal, sugerindo
gue 0 mesmo possui maior resisténcia ao estresse do reticulo endoplasmatico do que a
linhagem comercial. Estudos envolvendo estresse térmico e realizados por Cedraz et
al., (2017); comparando niveis de expressdo de genes em Peloco e Cobb 500®,
mostraram que a linhagem Peloco expressaram niveis maiores de mMRNA HSP70 que a
linhagem comercial e, os referidos autores, sugeriram que a galinha localmente
adaptada é mais resistente ao estresse por calor agudo do que a linhagem comercial. De
acordo Cedraz et al., (2017), as diferencas observadas entre esses grupos genéticos para
0 mesmo tecido podem ser atribuidas as caracteristicas proprias de cada grupo, uma vez
que passaram por processos seletivos diferentes durante a evolucdo. A Cobb 500® é
uma linhagem de frango comercial e passou por selecdo para melhoria dos indices
produtivos, enquanto que a Peloco é uma ave caipira localmente adaptada, que nao
passou por selecdo artificial, mas em contrapartida, foram submetidas as pressdes
seletivas do ambiente (sele¢do natural), o que as conferiu a adaptacdo local (ALMEIDA
et al.,, 2012; OLIVEIRA et al., 2014). Enfatiza-se que a linhagem Peloco é um
reservatorio de alelos importante para a seguranga alimentar. Adicionalmente, tem
grande potencial para fomentar um mercado crescente dentro e fora do Brasil no qual os
consumidores estdo mais interessados no consumo "éticos" e bem-estar dos animais
valorizando o consumo das galinhas de criacdo de quintal ou galinhas felizes (BRAY e
ANKENY, 2017).

Os resultados aqui disponibilizados constituem os primeiros estudos sobre a
influéncia do estresse térmico no estresse reticulo endoplasmatico em tecidos de frangos
de grupos genéticos distintos. Os resultados indicam diferentes sensibilidades dos
tecidos e dos grupos geneticos na resposta ao estresse térmico. Como cada 6rgéo
apresenta fungdes diferentes, os mesmos regulam a expressdo dos genes de maneira
especifica.

Esses resultados podem ser utilizados como base para explorar 0s mecanismos de
respostas ao estresse térmico em frangos de diferentes grupos genético. Além disso,
novos estudos seriam interessantes visando compreender 0s mecanismos que regulam a

expressao desses genes, a fim de explicar como a variabilidade de determinado grupo
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geneético e a intensidade e/ou extensdo do estresse térmico pode propiciar respostas tdo
variaveis, efeitos e consequéncias tdo distintas e, com isso, contornar problemas e

prejuizos na avicultura.

5. CONCLUSAO

Os niveis de expressdo de genes relacionados ao estresse térmico o estresse do
reticulo endoplasméatico (GRP78; EI2Fa; IRE1 e ATF6) apresentaram variacOes de
expressao entre os tecidos, entre 0s grupos genéticos e, o gene o GRP78, entre as
condigdes ambientais em que foram analisadas. E possivel apontar que a linhagem
Peloco € mais adaptado a alta temperatura, do que a linhagem comercial Cobb 500® em
virtude de que o estresse térmico nao ativou vias de UPR nesse grupo genético, além do
mais  Peloco apresentou maior atividade dos genes ja na temperatura de conforto
térmico, especialmente no tecido renal do que linhagem comercial. Esses resultados
demonstram que a linhagem localmente adaptado Peloco possui alelos importantes para
a termotolerancia em aves e ressaltam a necessidade estratégia que visem seu uso

sustentavel e sua conservacao.
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PERFIL GENICO DA CASPASE 6 APOS ESTRESSE TERMICO AGUDO EM
TRES GRUPOS DE FRANGOS GENETICAMENTE DIVERGENTES

RESUMO

O frango de corte da linhagem Cobb 500® passou por selecdo genética para melhorar
sua produtividade, diminuindo assim sua capacidade de adaptacdo deixando-o
susceptivel ao estresse térmico especialmente em paises tropicais. Por outro lado,
galinha de criacdo caipira, como o0s ecoétipos Peloco e Caneluda, surgiram a partir de
cruzamentos naturais, sdo geralmente criadas no sistema de avicultura familiar com
pouco controle zootécnico e estdo localmente adaptadas, fato que as tornaram mais
rasticas e mais tolerantes as oscilagdes de temperatura. A nivel molecular as aves,
quando sdo expostas ao estresse térmico, ativam uma resposta rapida e transitoria a
niveis de transcricdo e traducdo a fim de retornar sua homeostase. Se as perturbacdes
ambientais forem severas e as condi¢cdes ndao poderem ser aliviadas pelos mecanismos
de defesas, é ativada uma via apoptética de morte célular que envolve a atuacdo de
proteinas conhecidas como caspases. Diante disso, objetivamos avaliar e comparar 0s
niveis de expressdo do gene CASPASE6 envolvida no processo apoptético em
fragmentos de rim de 36 aves provenientes de trés grupos genéticos diferentes (ecotipos
naturalizados Peloco e Caneluda e, linhagem comercial Cobb 500®), sendo 12 aves
para cada grupo, das quais metade de cada grupo foi mantida em conforto térmico e a
outra metade foi submetida ao estresse por calor agudo 39,5°C. Nossos resultados nédo
evidenciaram diferencas significativas na expressdio do mRNA de CASPASE6 apos o
estresse térmico agudo. Adicionalmente, também ndo foi possivel observar divergéncias

entre os grupos genéticos de frango aqui analisados.

Palavras - chave: RT-qPCR, expressdo génica, homeostase; aves naturalizadas, Cobb
500®, apoptose.
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GENICAL PROFILE OF CASPASE 6 AFTER ACUTE THERMAL STRESS IN
THREE GROUPS OF GENETICALLY DIVERGENT CHICKENS

ABSTRACT

The Cobb 500® broiler has undergone genetic selection to improve its productivity,
thus reducing its ability to adapt leaving it susceptible to thermal stress especially in
tropical countries. On the other hand, free-range chicken, such as the Peloco and
Caneluda ecotypes, emerged from natural crossbreeding, are generally raised in the
family poultry system with little zootechnical control and are locally adapted, a fact that
made them more rustic and more tolerant to temperature fluctuations. At the molecular
level, birds, when exposed to thermal stress, activate a rapid and transient response to
levels of transcription and translation in order to return their homeostasis. If the
environmental disturbances are severe and the conditions cannot be alleviated by the
defense mechanisms, an apoptotic pathway of cell death is activated that involves the
action of proteins known as caspases. Therefore, we aim to evaluate and compare the
expression levels of the CASPASEG6 gene involved in the apoptotic process in kidney
fragments from 36 birds from three different genetic groups (naturalized ecotypes
Peloco and Caneluda and, commercial line Cobb 500®), being 12 birds for each group,
of which half of each group was kept in thermal comfort and the other half was
subjected to acute heat stress at 39.5°C. Our results did not show significant differences
in the expression of CASPASE6 mRNA after acute thermal stress. Additionally, it was
also not possible to observe divergences between the chicken genetic groups analyzed

here.

Keywords: RT-gPCR, gene expression, homeostasis; naturalized birds, Cobb 500®,

apoptosis.
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I. INTRODUCAO

O estresse térmico causa grande prejuizo na avicultura comercial, elevando os
custos da producdo, bem como pode afetar 0 bem-estar e a salde dos animais causando
danos celulares em varios 6rgdos, e também levar a morte. De maneira geral, o aumento
da demanda por carne de frango levou esses animais a passarem por selecdo genética
que promoveu em melhorias na produtividade, mas os deixou suscetiveis a condi¢Ges de
estresse térmico (Soleimani et al., 2011; Abreu et a., 2019).

Por outro lado, as aves naturalizadas apresentam caracteristicas importantes
como rusticidade e adaptabilidade as oscilagdes climaticas das regides tropicais. Essas
aves evoluiram a partir do processo de selecdo natural, sdo criadas em sistema
avicultura familiar e sdo capazes de tolerar mais o estresse térmico (Egito et al., 2002;
Mariante et al., 2011).

No Estado da Bahia ha a criacdo de alguns grupos de galinhas naturalizadas,
dentre quais podemos citar os ec6tipos Peloco e Caneluda. As aves do ec6tipo Peloco se
caracterizam por possuir um padrdo de empenamento tardio. Suas populacdes
encontram-se em numero bastante reduzido e ndo se tem muitas informagdes sobre seu
potencial para a producdo de carne e ovos. Ja o ecotipo Caneluda, apesar de ser uma ave
naturalizada, caracteriza-se com aves robustas, pernaltas, com excelente conformacao
corporal e indices produtivos relativamente melhores que Peloco (Almeida, 2013).

As aves possuem a capacidade de lidar com as variagcbes ambientais, ativando
seus mecanismos de defesa e restaurando a homeotermia. Em nivel molecular, os
organismos podem alterar sua atividade génica, direcionando a sintese de proteinas
especificas nas células (Regitano & Coutinho, 2001; Joly et al., 2010; Sun et al., 2015).

Outro mecanismo que visa reestabelecer a homeostase apds estrese térmico, € a
morte celular programada - apoptose (Gorman et al., 1996). Quando as células sofrem
estresse irreversivel, ocorre eliminacdo das células danificadas por apoptose. Nesse
sentido, as caspases sdo proteases que desempenham um papel fundamental na morte
celular programada (apoptose), sendo assim muito importantes para manter a
homeostase (Mcllwain et al., 2013).

Ha diferentes tipos de caspases: as apoptoticas (caspases-2, -3, -6, -7, -8, -9 e -

10) e as inflamatdrias (caspases -1, -4, -5, -11, -12 e -13). Por sua vez, as apoptdticas
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sdo classifacadas em dois grupos: caspases iniciadoras (-2, -8, -9 e -10) e caspases
executoras (-3, -6 e -7) (LAVRIK et al., 2005; FERNANDEZ e LAMKANFI, 2015).

Normalmente, as caspases estdo no seu estado inativo e necessitam de uma
modificacdo bioquimica para se tornarem ativas e desempenhar as suas funcdes durante
a apoptose (Macpherson et al., 2019). As caspases iniciadoras ativam caspases
executoras que, posteriormente, coordenam suas atividades para demolir as principais
proteinas estruturais e ativar outras enzimas (Mcllwain et al.,, 2013). Pela sua
importancia, é fundamental que se busque compreender a dindmica e o funcionamento
de todas as caspases (Macpherson et al., 2019).

Diante disso, objetivou-se com esse trabalho avaliar e comparar a expresséo
génica em fragmentos de rim entre o frango de corte da linhagem comercial Cobb 500®
500® e os ecotipos naturalizados Caneluda e Peloco, submetidos ao estresse térmico
agudo, utilizando o gene da CASPASES®.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Experimento de Estresse térmico

Todo o experimento teve aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animais —
CEUA/UESB, Protocolo 109/2015.

Para a realizagdo do experimento foram utilizadas 36 aves, entre machos e
fémeas: 12 pintos da linhagem comerciais Cobb 500® (6 controles e 6 estressadas), 12
pintos da raca Peloco (6 controles e 6 estressadas) e 12 pintos da raca Caneluda (6
controles e 6 estressadas).

As aves comerciais foram adquiridas uma semana ap6s 0 nascimento das aves
Peloco no setor de Avicultura da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB),
Campus de Itapetinga, onde foram criadas sob as mesmas condi¢fes ambientais entre
02/11/2015 e 02/12/2015. Todas as aves foram criadas em galpdo aberto forrado com
maravalha (raspas de madeira) e alimentadas seguindo a dieta nutricional de Rostagno
& Gomes, (2011). Durante o experimento a temperatura média local foi de 26,5°C.

Metade das aves utilizadas no experimento (seis de cada grupo genético), foram
submetidas a uma temperatura média de 39,5°C e com uma umidade relativa de 60%.

Inicialmente 06 aves da raca Peloco e 06 da Caneluda foram submetidas ao estresse
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térmico por calor em temperatura média de 39,5°C, com umidade relativa de 60%. No
segundo momento, 06 aves da linhagem Cobb 500® foram submetidas ao estresse
térmico com as mesmas condigdes de temperatura e umidade.

Durante o periodo em que as aves estavam submetidas ao calor, elas foram
monitoradas, ficando sob observacdo constante quanto as mudancas de comportamento,
para determinar o tempo em que cada grupo genético suportaria a alta temperatura. O
estresse térmico foi considerado agudo quando a grande maioria das aves de cada grupo
genétco (+/- 90%), se mostrou prostrados (deitados com a face abdominal para baixo) e
com frequéncia respiratdria acelerada. Assim, 0s ecoétipos Peloco e Caneluda,
suportaram o calor por uma hora. E a linhagem comercial prostraram-se ao alcangar 30
minutos sob estresse por calor.

Durante o periodo de estresse todos 0s animais tiveram acesso a agua e comida a
vontade. ApoOs o periodo de estresse térmico, todas as aves foram abatidas por
deslocamento cervical.

Todas as aves controles (06 aves de cada grupo genético) foram abatidas por
deslocamento cervical no inicio do periodo da manha (4h, horério local) para garantir

temperatura de conforto térmico (23°C).

2.2 Coleta de tecidos, extracdo, quantificagdo e transcrigdo reversa do mRNA

Apo6s o abate, foram coletados fragmentos de rim, armazenados em tubos
criogénicos, identificados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido. As
amostras foram encaminhadas ao laboratdrio de Genética Veterinaria Animal da
Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) e armazenadas em ultrafreezer -80.

Inicialmente foi realizada a extracdo do RNA total das amostras selecionadas
com Trizol® - Invitrogen. As concentracdes dos RNA’s verificadas através de
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000® e a qualidade desses RNAs foram atestadas através
de eletroforese em gel de agarose a 1% corados com brometo de etidio e visualizados
em luz ultravioleta.

A transcricdo Reversa foi realizada com o kit comercial GoScript TM Reverse
Trasncription System (Promega Corporation,Madison, EUA). Foram utilizados, 4 pl de
RNA obtidos a partir do tecido e padronizados para 500ng, acrescidos de 1 pl de

Oligodt, e 15 pl de um mix contendo enzima Transcriptase Reversa, inibidor de
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ribonuclease recombinante RNase OUT, RT buffer, dNTP, e &gua ultrapura, para um
volume final de 20 pl. As amostras foram incubadas em termociclador a 50°C por 50
min, 85°C por 5 min, e refrigerado em gelo. O cDNA foi acondicionado em freezer -

20°C, para posterior utilizacdo nos experimentos de expressdo génica.

2.3 Expresséo génica

Para a construcdo da curva padrdo, foi utilizado um pool de cDNA, de todos os
tratamentos e tecidos, para calcular a eficiéncia da PCR, através de uma diluicdo seriada
(nas concentragdes de 5, 15, 45 e 135ng/ul com trés concentracdes de primers: 200, 400
e 800 mM).

Para a comparagdo dos Cts, as amostras dos tecidos foram destinadas a
amplificacdo em PCR em tempo real. As condi¢fes da reacdo de gPCR foram definidas
com desnaturacdo inicial a 95°C durante dois minutos e 40 ciclos de desnaturacéo a
95°C por 15 segundos. A temperatura de extensdo foi padronizada individualmente para
cada par de primers durante 60 segundos. Ao final da reacdo de amplificacdo foi
incluido um passo adicional com elevacdo gradual de temperatura de 60°C a 95°C para
se obter a curva de dissociacdo. A amplificacdo de todos os genes foi realizada na
plataforma Real Time PCR 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e 0s
resultados foram obtidos com o programa Sequence Detection Systems (V. 2.0.6)
(Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que gerou o parametro cycle threshold
(Cts). Os valores de Cts das duplicatas foram obtidos diretamente pelo programa acima
citado e usados para calcular o Ct médio e o desvio-padrdo. A eficiéncia da
amplificacdo da PCR foi calculada para cada gene de referéncia usando a férmula E =
(10~ (-1/coeficiente angular)-1) x100 (PFAFFL, 2001). Posteriormente, as curvas de
dissociacdo foram avaliadas quanto a amplificacdo e a especificidade. Apos a analise de
eficiéncia, a temperatura de anelamento e a concentracdo dos primers mais adequada
foram empregadas nas reacoes de RTgPCR.

A expressdo do gene relacionado a processos apoptéticos (CASP6) foi feita por
quantificacdo relativa em amostras de rim de diferentes grupos genéticos de frangos em
ambientes de conforto e estresse térmico. A reacdo foi normalizada pelo controle

enddgeno escolhido, o gene LDHA. O primer do gene Capese-6 foi desenhado por
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nosso grupo de pesquisa. A tabela 01 descreve cada gene bem como, a funcéo de cada
um deles.

As condicdes de reagdo de PCR em tempo real foram de 1x de Power SYBR
Green PCR Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA), utilizando primers especificos.
As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador ABI Prism 7500®
(AppliedBioSystems), no ensaio ddCt (Relative Quantification) plate. Apé6s a
determinacdo da eficiéncia média das amplificacdes, as diferencas nas frequéncias dos
transcritos alvos foram calculadas pela equacdo: razdo de expressdo = [1 + (eficiéncia
média da PCR)] Ct médio do grupo testado — Ct médio do grupo referéncia (Livak &
Schittgen, 2001).

Tabela 01: Descricdo dos genes alvos e do normalizador e seus primers especificos
utilizados nas analises de RT-gPCR em rim de frangos submetidos ao conforto térmico

e estresse térmico agudo.

Nome do Gene Sequéncia do iniciador (5' - 3 Funcao

Caspase 6 F:CAATTAACCCTCACTAAAGGGT  Controle da morte celular programada
(CASP6) GGACAGCAAACCTACTCACCA
R: GGGCATCATATGCGTAGACA

Lactato F.:CTATGTGGCCTGGAAGATCAG Catalisa a conversdo de L-lactato e
desidrogenase  R: GCAGCTCAGAGGATGGATG NAD em piruvato e NADH na etapa
A (LDHA) final da glicolise anaerdbica

Posteriormente, a razdo de expressao relativa do gene alvo foi normalizada pelo
controle enddgeno, previamente estabelecido para o rim no presente experimento, 0
LDHA.

As anélises comparativas do gene em relacdo aos grupos genéticos (Cobb 500®,
Peloco e Caneluda) ao tratamento ambiente (conforto x estresse) e a interagéo entre 0s

fatores foram feitas utilizando o software Graph Prism 8.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Eficiéncia e especificidade dos primers

Apos o teste de eficiéncia, estabelecemos como O6tima, uma temperatura de

anelamento dos primers de 60 °C. A concentracdo de cDNA de 45ng/ul foi considerada
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a melhor. E, a concentracdo do primer foi 400mM. A eficiéncia de amplificacédo foi de
92% com a inclinacdo da reta entre -3,52 e valor de R?= 0,99, indicando boa correlagéo
linear

A especificidade do primers foi avaliada através da curva de dissociacdo e
também das curvas de fusdo as quais mostraram um pico especifico, ndo sendo

observados dimeros indicando um desempenho ideal dos iniciadores (Figura 01).

A CASPASE " "LT0a B il\

Figura 01. Curvas de regressdo e dissociacao do teste de eficiéncia do gene CASP6 em
reag0es RT-qPCR.

Os valores definidos aqui para eficiéncia de amplificagéo estdo de acordo com o
que proposto pela literatura, encontrando-se dentro de uma faixa de porcentagem
precisa e confiavel para este tipo de estudo (Livak & Schmittgen, 2001, Zhang et al.,
2017).

3.2 Expressao relativa da CASPASEG

O gene Caspase 6, relacionado a morte celular programada, ndo aumentou a sua
atividade ap0s estresse térmico agudo para todos os fatores analisados (GG x AMB).
Dessa forma, o estresse térmico agudo ndo foi capaz de induzir aumebto na expressdo

desse gene nas condicdes desse expereimento (figura 2).
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Figura 2. Perfil de expressdo do gene CASPASE6 em fragmentos de rim de frangos de
linhagem comercial Cobb 500® e dos ecétipos caneluda e Peloco submetidos ao

conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C).

Embora a viabilidade celular seja importante para 0s organismos Vivos a
eliminacdo de células desnecessarias ou danificadas também é fundamental para a
manutencdo da homeostase nos tecidos, 6rgaos e em todo o organismo (KIRAZ et al.,
2016). Diferentes tipos de estresses celulares, incluindo o estresse por calor agudo
podem ativar a apoptose. A protease caspase 6 esta diretamente envolvida na casCATa
de ativacdo de caspases responsaveis pela execucdo da apoptose, embora detalhes
estruturais subjacentes a ativacdo da caspase-6 ainda sdo limitado (Dagbay & Hardy,
2017).

Os estudos de Habashy et al., (2018) corroboram com nossos resultados, 0s
quais observaram que os niveis de mMRNA CASP6 além de ndo aumentarem, foram
regulados negativamente ap0s 1 dia de estresse térmico. Entretanto, os autores
verificaram que esse gene aumentou a expressao apos 12 dias de estresse térmico. Outra
investigacdo conduzida por Zhang et al., (2017), em que avaliaram a influéncia do
estresse térmico na viabilidade celular e apoptose das células do tecido cardiaco de
frangos, evidenciou que, a partir de 1 h de estresse térmico, a viabilidade celular
diminuiu, enquanto a taxa de apoptose aumentou. Nesse contexto, esta claro que
estresse téermico em frangos pode provocar perturbacdes nas vias metabolicas e isso
pode vir a deflagrar a apoptose (PAROLIN e REASON, 2001; RIMOLDI et al., 2015).

De acordo com Monroe et al. (2002), numerosos genes podem estar envolvidos
na decisdo de uma célula de sofrer apoptose. A caspase 6 € um gene classificado como

um efetor apoptético que esta diretamente envolvido na casCATa de ativacdo de
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caspases responsaveis pela execucdo da morte celular, embora detalhes estruturais
subjacentes a ativacao da caspase-6 ainda sejam limitados, sabe-se que esse gene possui
mecanismos Unicos de ativagdo e regulacdo que diferem de outras caspases efetoras
(WANG etal., 2015; DAGBAY e HARDY, 2017).

Por mais que 0s nossos dados aqui apresentados ndo tenham comprovado o
aumento dos niveis de expressdo da caspase6, este estudo fornece as primeiras analises
de regulacdo transcricional desse gene em rim de frangos da linhagem comercial e dos
ecétipos naturalizados Peloco e Caneluda submetidos ao estresse térmico agudo.
Estudos futuros podem corroborar com nossos dados, mostrando que esse gene é
regulado de maneira semelhante em outros sistemas, ou podem ser divergentes e

levantar hipdtese novas sobre a regulacdo da caspase-6 em frangos.
4. CONCLUSAO

Esse trabalho fornece informacGes inéditas sobre a regulacdo transcricional de
Caspase-6 em rim de frangos geneticamente divergentes. Adicionalmente, nosso estudo
mostrou que o estresse térmico agudo ndo induziu aumento da expressdo do gene

CASPASES6 no rim de frangos da linhagem comercial linhagem Cobb 500® e nem nos
ecdtipos de galinhas naturalizadas Caneluda e Peloco nas condicGes desse experimento.
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10. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo revelou que a expressé@o de diferentes genes relacionados ao estresse
térmico pode variar de acordo com o tecido e com o grupo genético em que € analisado.
O estresse térmico agudo de 39°C ndo foi capaz de aumentar a atividade da maioria dos
genes analisados. O Unico gene a aumentar os niveis de expressdo foi o GRP78, em
coracdo e rim de Cobb 500® e Peloco ap6s o estresse térmico.

Os grupos genéticos evidenciaram perfis diferentes de expressdo dos genes, assim
0s genes HSP70 e HSP90, diretamente responsaveis pela resposta ao estresse térmico,
apresentaram expressdo maior na linhagem comercial que nas galinhas caipiras.
Enquanto HSF1, HSF3, CAT, SOD1 GPx7 e CASP6 apresentaram 0 inverso: menores
niveis de expressdo na linhagem comercial e maior atividade nas aves Peloco, exceto
para a CASP6, onde o ecdtipo Caneluda mostrou expressao um pouco maior que 0s
outros grupos.

O ecétipo Caneluda, geralmente apresentou niveis intermediarios, sempre entre
Cobb500® e Peloco, exceto para o gene CASP6.

Em relacdo estresse do Reticulo endoplasmaético, diferencas de expressao entre 0s
tecidos também ficaram evidente. Dos quatro tecidos analisados em dois deles foi
possivel notar diferengas significativas entre 0s grupos genéticos, onde os genes EI2FA
e GRP78 no figado expressaram niveis maiores na linhagem comercial do que no
ecatipo Peloco e, no rim, em ATF6, EI2FA e IRE1, a galinha caipira expressou maiores
niveis que a Cobb. Além disso, 0 GRP78 aumentou sua atividaade em coracédo e rim de
Cobb500® e Peloco apos o estresse térmico.

Esses resultados sugerem que as aves comerciais foram mais afetadas pelo
estresse térmico agudo e ressaltam que as galinhas de criagdo caipira Caneluda em
menor grau e Peloco em maior grau sdo mais tolerantes ao estresse térmico.

Pela sua forma de criacdo e sua constituicdo genética essas galinhas locais,
especialmente o ecétipo Peloco sdo fontes importantes recursos genéticos necessaarios
para a seguranca alimentar que podem ser facilmente criadas em regides de clima
guente e representa uma alternativa ao aquecimento global tdo preocupante para
mercacdo avicultor. Além disso, o consumidor tem preferido adquirir produtos

provenientes de ciacdo mais "ética” que valorize o bem-estar das aves. Dada a asua
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importancia, € necessario desenvolver estratégias que visem a conservacdo e 0 USO
sustentavel das aves caipiara da Bahia.

Os resultados aqui apresentados fornecem dados inéditos sobre os ectipos
naturalizados Peloco e Caneluda do estado da Bahia/Brasil e reforca-se a necessidade de
investigacdo molecular mais detalhada que contribua para tracar perfis génicos desses
frangos e conhecer seus potenciais na producdo avicola, bem como conservar
determinadas caracteristicas que colaboram com o baixo custo de criacdo para o

pequeno produtor na agricultura familiar.
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