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PERFIL GÊNICO DE MEDIADORES DE ESTRESSE TÉRMICO E OXIDATIVO 

ENTRE ECOTIPOS PELOCO E FRANGOS DE LINHAGEM COMERCIAL  

RESUMO 

A agricultura familiar possui grande importância para o desenvolvimento regional, 

sendo a base de subsistência de muitas famílias. Em algumas regiões no interior da 

Bahia, existe um ecotipo de frango que foi introduzido no Brasil, denominada Peloco, 

que se caracteriza pela resistência à alta temperatura, adaptabilidade e rusticidade. 

Esta ave encontra-se em número reduzido, havendo a necessidade de pesquisas 

para a conservação dessas características e de seu material genético. Existem 

genes que estão relacionados à resistência ao estresse por calor e genes 

relacionados ao estresse oxidativo que podem ser expressos em diferentes fases do 

desenvolvimento e tecidos do animal. A técnica de RT-qPCR verifica a expressão 

dos genes ligados ao estresse térmico e oxidativo, porém antes é necessário realizar 

a padronização e escolha de um gene de referência para normalização dos genes 

alvos. Contudo, objetivou-se com esse trabalho identificar genes de referência 

estáveis para a normalização de genes alvos no tecido coração e fígado de ecotipos 

Peloco e frangos de linhagem comercial Cobb 500®, submetidos ao conforto térmico 

e estresse térmico agudo, bem como, avaliar e comparar os efeitos do calor elevado 

sobre os níveis de expressão de genes relacionados ao estresse térmico e oxidativo 

nesses tecidos nos dois grupos genéticos de frangos. Vinte e quatro aves (12 Peloco 

e 12 Cobb 500®) foram submetidas ao ambiente de conforto térmico (23°C) e de 

estresse térmico agudo (39,5°C, por 1 hora). Posteriormente, as aves foram abatidas 

e fragmentos de fígado e coração foram coletados para estudo de expressão gênica. 

Três algoritmos estatísticos foram utilizados para avaliar a estabilidade da expressão 

dos genes de referência no grupo de amostras (BestKeeper, GeNorm e 

NormFinder). Após as análises, o gene considerado mais estável foi o RPL5 em 

ambos tecidos estudados. Nas análises de expressão relativa, os genes HSP70 e 

HSF1 tiveram aumento de expressão significativo no fígado dos frangos submetidos 

ao estresse térmico agudo. O HSP90 apresentou aumento de expressão significativo 

tanto no fígado quanto no coração dos animais submetidos ao estresse por calor 

(p<0,05). O gene CAT revelou aumento de expressão significativo no fígado dos 

animais Cobb 500® submetidos à alta temperatura, já o SOD foi mais expresso 

apenas no coração da Peloco. O GPX apresentou aumento de expressão 
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significativa nos dois tecidos nos animais Peloco submetidos ao estresse térmico 

agudo. O estresse térmico agudo aumenta a expressão de genes relacionados ao 

estresse térmico e oxidativo tanto no ecotipo Peloco quanto em frangos de linhagem 

comercial. Contudo, em ambiente de calor elevado os genes relacionados ao 

estresse térmico e oxidativo revelaram aumento de expressão no ecotipo Peloco 

quando comparado aos frangos de linhagem comercial, conferindo maior resistência 

ao calor elevado. 

Palavras - chave: RT-qPCR, Genes de referência, HSPs, HSFs, Enzimas 

antioxidantes.  
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GENE PROFILE OF MEDIATORS OF THERMAL AND OXIDATIVE STRESS 

BETWEEN ECOCHESTS PELOCO AND BRANCHES OF COMMERCIAL 

LINEAGE  

ABSTRACT 

Family farming has great importance for regional development, being the base of 

subsistence for many families. In some regions in the interior of Bahia, there is an 

ecotype of chicken that was introduced in Brazil, called Peloco, which is 

characterized by high temperature resistance, adaptability and rusticity. This bird is in 

small numbers, and there is a need for research for the conservation of these 

characteristics and their genetic material. There are genes that are related to 

resistance to heat stress and genes related to oxidative stress that can be expressed 

at different stages of development and tissues of the animal. The RT-qPCR 

technique verifies the expression of genes linked to thermal and oxidative stress, but 

it is necessary to standardize and select a reference gene for normalization of target 

genes. The objective of this work was to identify stable reference genes for the 

normalization of target genes in the heart and liver tissue of Peloco ecotypes and 

commercial Cobb 500® broilers subjected to thermal comfort and acute thermal 

stress, as well as , to evaluate and compare the effects of high heat on the 

expression levels of genes related to thermal and oxidative stress in these tissues in 

the two genetic groups of chickens. Twenty-four birds (12 Peloco and 12 Cobb 500®) 

were submitted to the thermal comfort environment (23 ° C) and acute thermal stress 

(39.5 ° C, for 1 hour), subsequently fragments of liver and heart to study gene 

expression. Three statistical algorithms were used to evaluate the expression stability 

of the reference genes in the sample group (BestKeeper, GeNorm and NormFinder). 

After the analysis, the gene considered more stable was RPL5 in both tissues 

studied. In the relative expression analyzes, the HSP70 and HSF1 genes had 

statistically significant expression increase in the liver tissue of chickens submitted to 

acute thermal stress. HSP90 presented a statistically significant increase in 

expression in the two tissues of the animals submitted to heat stress (p <0.05). The 

CAT gene revealed significant increase in liver expression of Cobb 500® animals 

subjected to high temperature, since SOD was more expressed only in the heart 

tissue of Peloco and GPX showed significant increase of expression in the two 

tissues in Peloco animals submitted to thermal stress acute. Therefore, it was 
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possible to conclude that there is variation of gene expression among chickens 

submitted to acute thermal stress, and that the genes related to thermal and 

oxidative stress revealed an increase in expression in the Peloco ecotype, conferring 

greater resistance to high heat. 

Key words: RT-qPCR, Reference Genes, HSPs, HSFs, Antioxidant Enzymes. 
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1. Introdução Geral 

 

O setor avícola é uma das áreas mais produtivas da agroindústria mundial. 

Essa alta produtividade está relacionada com uma série de fatores que influenciam 

positivamente no seu crescimento, tais como o melhoramento genético, nutrição, 

ambiente e manejo; contudo, as aves comerciais acabam sofrendo com variações 

de temperatura, devido a deficiências na regulação de temperatura corporal 

(CEDRAZ et al., 2017).  

Os fatores térmicos, como temperatura e umidade do ar podem comprometer 

o desenvolvimento das aves, uma vez que afetam sua homeotermia (ALMEIDA, 

2013). A linhagem comercial Cobb 500® possui excelente conversão alimentar, 

porém, se comparada as aves caipiras que possuem mais eficiência no controle da 

temperatura corporal são menos tolerante à altas temperaturas, por ser uma ave 

geneticamente melhorada (COBB BROILER, 2018). 

Embora ainda existam poucos estudos que comprovem a resistência das 

aves caipiras ao calor elevado, é possível observar que elas são mais resistentes a 

ambientes adversos. Essas raças nativas, que passaram por processos de seleção 

natural, são aves pouco produtivas, uma vez que são criadas de maneira extensiva, 

porém conseguem permanecer em ambientes quentes sem que seu potencial 

produtivo ou fisiológico seja afetado (ALMEIDA, 2013).  

 Uma dessas aves é conhecida como Peloco, e se enquadram como um 

ecotipo, já que não existem trabalhos com o sequenciamento completo do seu 

genoma. Essas aves são criadas em pequenas propriedades rurais no interior da 

Bahia, e acredita-se que foram originadas à partir de cruzamentos aleatórios na 

época da colonização do Brasil, sendo que pouco se sabe sobre o perfil gênico 

delas. Esse ecotipo está ligado à agricultura familiar e de subsistência, e objetivando 

a conservação do seu material genético, que apresenta alta variabilidade, como por 

exemplo, rusticidade, termotolerância e resistência à doenças, existe a necessidade 

de pesquisas relacionadas ao seu potencial zootécnico, uma vez que isso pode 

manter os alelos que já foram perdidos em raças e linhagens comerciais (ALMEIDA, 

2013). 
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De modo geral, quando as aves são submetidas a uma temperatura elevada, 

ocorrem respostas fisiológicas a fim de se adaptar ao ambiente, mantendo a 

homeostasia. Essa resposta ao fator estressante também está relacionada ao perfil 

gênico do animal, e podem ocorrer de modo diferente, dependendo do tecido. 

 Com o intuito de minimizar esses danos causados pelo estresse térmico, o 

organismo responde através da transcrição de genes que são fundamentais na 

manutenção celular. Dentre esses genes estão às Proteínas de choque térmico 

(HSPs) e os Fatores de choque térmico (HSFs). 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. Nesse sentido, o organismo responde através da expressão 

de genes que codificam enzimas antioxidantes como a Superóxido dismutase 

(SOD), Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPX), diminuindo os efeitos 

negativos nas células (MUJAHID et al., 2005). 

A técnica mais utilizada para analisar a expressão de determinados genes, é 

a PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR), sendo que para analisar os genes 

em estudo, é necessário a normalização dos dados, ou seja, comparar a expressão 

dos genes alvos com a expressão de um gene que se expressa uniformemente no 

organismo, independente das condições. Esses genes estáveis são conhecidos 

como genes de referência (GR) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).  

Diante disso, objetivou-se com esse trabalho avaliar e comparar a expressão 

gênica em fragmentos de fígado e coração entre a Peloco e frango de corte de 

linhagem comercial Cobb 500® submetidos ao estresse térmico utilizando genes das 

famílias dos Fatores de choque térmico (HSFs), Proteínas de choque térmico (HSPs) 

e genes que codificam as enzimas antioxidantes SOD, CAT e GPX. 
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2. Revisão de literatura 

 

2.1 Panorama da avicultura brasileira   

 

O Brasil é um dos principais países que se destaca pela grande produção e 

exportação de carne de frango, o que traz para o setor avícola cada vez mais 

investimentos. Segundo o relatório da Associação Brasileira de Proteína Animal, a 

produção de carne de frango chegou a 13.1 milhões de toneladas em 2017, com um 

consumo per capita de 44,8 Kg/Hab, o que torna o Brasil o segundo maior produtor 

de carne de frango no mundo (ABPA, 2018).  

Devido à grande demanda de produtos que provém de aves e que são 

consumidos no Brasil, produtores nacionais sempre buscam novidades para 

aumentar a produtividade animal, oferecer produtos de maior qualidade e com 

baixas perdas econômicas. Essa busca por melhorias abrange diversos aspectos 

dentro do setor, seja através da seleção de raças mais produtivas ou por sistemas 

de produção que possam permitir maior conforto e adaptabilidade para o animal 

apresentar boa produtividade e qualidade dos produtos. As linhagens comerciais de 

aves que são utilizadas no Brasil são geneticamente melhoradas, e são 

selecionadas para maior produção de carne ou ovos (MARIANTE et al.,2009).  

Na avicultura, a adaptação do animal ao ambiente pode estar relacionada 

com fatores biológicos, genéticos e fisiológicos. Dessa forma, é importante adequar 

às condições necessárias que envolvem os processos de desenvolvimento desde o 

período de incubação do animal até as condições ambientais adequadas para 

sobrevivência na fase adulta. Porém, o grande entrave dessa seleção é a adaptação 

às condições adversas, principalmente a temperatura elevada, uma vez que essas 

aves comerciais são adaptadas em ambientes com controle de temperatura e 

umidade do ar (ALMEIDA, 2013). 

As linhagens comerciais consistem em animais de produção geneticamente 

aprimorados para rápido crescimento e deposição de tecido muscular, 

características obtidas devido a avanços genéticos e nutricionais aplicados 
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(BOSCHINI et al., 2011). Contudo, sua atividade termorreguladora não é 

suficientemente eficiente. Segundo a Cobb Broiler (2018), a linhagem comercial 

Cobb 500® (Figura1), é uma ave com bom desempenho e conversão alimentar, e 

que possui excelentes cortes de carne, porém como salientado, possuem baixa 

adaptabilidade a ambiente muito quente, fato esse que também ocorre em outras 

linhagens comerciais. 

 

 

Figura 1. Frango de corte Cobb 500® (Cobb Broiler, 2018) 

 

2.2 Agricultura familiar e Peloco 

 

A agricultura familiar é um assunto de grande importância para o 

desenvolvimento das comunidades rurais e promoção do estilo de vida mais 

saudável (TOADER; ROMAN, 2015). Ela consiste em organizar a produção agrícola, 

e o gerenciamento da mesma dependente principalmente da mão de obra familiar 

(FAO, 2019). 

Esse sistema é composto por pequenos produtores que desempenham uma 

função essencial na produção de alimentos, sustentando a economia rural regional e 

preservando a biodiversidade, sempre objetivando melhorar os sistemas 

agroecológicos e a proteção dos recursos naturais (EKWALL, 2014).  
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Atualmente, existem cerca de 570 milhões de fazendas ao redor do mundo, 

sendo que mais de 90% dessas são administradas por uma pessoa ou por uma 

família; a agricultura familiar podruz mais de 80% da comida do mundo, e desta 

forma destaca-se no cenário internacional. Essas famílias que cultivam alimentos, 

tem um importante papel no combate à fome, na redução da pobreza e no 

desenvolvimento sustentável de territórios rurais. Além disso, agricultores familiares 

desempenham papel fundamental na preservação de alimentos tradicionais, 

contribuindo para a conservação da biodiversidade mundial (BERCHIN, et al., 2019). 

No Brasil, esse tipo de sistema também é de extrema importância para a 

produção agrícola. Ela corresponde a 84,4% (4,4 milhões de fazendas) de unidades 

rurais no país, oferecendo 74,4% (12,3 milhões de pessoas) de mão de obra nas 

áreas rurais e ocupa cerca de 24,3% (80,10 milhões ha) da área total das unidades 

agrícolas brasileiras (BERCHIN, et al., 2019). 

Na Bahia, existem algumas regiões rurais que desenvolvem a agricultura 

familiar e em algumas dessas regiões são criadas um ecotipo de galinha caipira que 

são conhecidas como Peloco. Essas aves são originárias de cruzamentos aleatórios 

que foram introduzidas no Brasil na época da colonização. Em virtude do processo 

de adaptação e seleção natural que ocorreu espontaneamente por muito tempo, 

essas aves adquiriram características peculiares, como resistência, adaptabilidade e 

rusticidade, porém possuem baixo índice produtivo.  

A Peloco é caracterizada pela ausência de penas durante um longo período 

do desenvolvimento e por possuírem esse fenótipo também são conhecidas como 

“Pelado” (Figura 2). Além disso, essas aves são criadas em sistema extensivo, 

indicando boa adaptação e exposição aos parasitas (ALMEIDA, 2013). A Peloco é 

encontrada principalmente em fazendas e criações de quintais na Chapada 

Diamantina e nas regiões Sul e extremo Sul da Bahia, onde são criadas em conjunto 

com outras raças (FARIAS FILHO et al., 2008a). Salienta-se que elas conseguem 

viver em regiões de altas temperaturas e servem de fonte de renda para pequenos 

produtores. 
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Figura 2. Pinto do ecotipo Peloco sem plumagem (Arquivo pessoal). 

 

Esse ecotipo tem coloração escura da carne, e é muito diferenciada em 

relação à produção de carnes e ovos (FARIAS FILHO et al., 2008b). Por possuírem 

essa diversidade, os trabalhos realizados até os dias atuais limitaram-se na 

caracterização fenotípica (FIGUEIREDO, 2015). 

Embora apresentem baixa produtividade em relação às linhagens comerciais, 

elas são consideradas fonte de recursos genéticos, e inclusive podem apresentar 

alelos únicos ou mesmo combinações alélicas que podem estar relacionadas à 

expressão de características específicas relacionadas à ambientes adversos. Devido 

às altas temperaturas dessas regiões percebe-se que a Peloco é mais resistente ao 

calor, uma vez que seu funcionamento fisiológico e reprodutivo permanece normal 

mesmo nessas condições adversas. Em virtude dessas características peculiares, 

sugere-se que ela tem grande variabilidade genética, havendo a necessidade de 

pesquisas relacionadas à sua fisiologia para detectar seu potencial zootécnico. 

Como elas são fonte de renda de famílias que residem nessas regiões, é necessário 

garantir a conservação do material genético e buscar respostas que expliquem sua 

resistência em determinados ambientes (ALMEIDA, 2013).  

Essas aves naturalizadas são muito úteis para os pequenos produtores, e por 

possuírem determinadas caracteristicas, possuem custo de manejo reduzido e 

apresentam-se como alternativa mais lucrativa para eles (CEDRAZ et al., 2017). 

Portanto, existe a importância de estudos objetivando o conhecimento da 
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termotolerância desse ecotipo, bem como buscar respostas que expliquem os 

mecanismos envolvidos. 

 

2.3 Estresse Térmico 

 

De acordo com Dantzer et al, (2014), estresse é uma resposta fisiológica que 

desafia a estabilidade do indivíduo e “fator estressante” é a perturbação ambiental 

que desencadeia essa instabilidade. 

O estresse térmico ocorre frequentemente em regiões tropicais devido as 

condições climáticas e têm contribuído de uma maneira negativa na produtividade e 

na qualidade de criação de frangos, principalmente pela alta taxa de mortalidade, 

diminuição da ingestão de água e alimento (BOSCHINI et al., 2011).  

A manutenção da homeotermia contribui para a diminuição do estresse e está 

relacionada com a temperatura, movimentação e umidade do ar (TINOCO, 2011). 

Quando esses fatores são alterados, saindo do conforto térmico, as aves diminuem 

sua habilidade de dissipar calor, entrando em um estado de ofegação, a fim de 

perder calor por evaporação. Quando essa perda de calor se torna ineficiente, 

ocorre o acumulo de calor corporal, levando a ave a um estado de prostração, perda 

de eletrólitos e morte por falência cardiovascular (ESTRADA; MÁRQUEZ; 

BETANCUR, 2007). 

Visando minimizar essas perdas de aves por fatores ambientais, estudos 

moleculares buscam fornecer informações relacionadas a determinadas 

características que causam essas mortalidades. Nesse contexto, enquadra-se a 

busca por aves mais resistentes ao calor elevado (SHIH- HAN, 2013).  

Em situações de estresse térmico, alguns tecidos viscerais, tais como fígado 

e coração, são mais afetados (TEIXEIRA, 2011). O fígado desempenha uma 

diversidade de funções no metabolismo energético, digestão e capacidade 

imunológica e é mais susceptível ao estresse térmico e oxidativo quando comparado 

a outros órgãos. Por ser mais propenso a lesões pelo estresse térmico, torna-se um 

tecido candidato ideal para estudar o impacto causado por altas temperaturas (LIN, 
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2006). Já o coração, é um órgão de importância vital e está relacionado a várias 

doenças aviárias, além de fazer parte dos processos metabólicos, o que também o 

torna um órgão candidato para estudos relacionados à expressão de genes em 

aves.  

A fim de minimizar essas situações de estresse, a capacidade da homeostase 

contribui para diminuir os danos celulares, mudando a capacidade da transcrição de 

genes na presença dessas condições estressantes (DE NADAL; AMMERER; 

POSAS, 2011). 

Além das perdas relacionadas às características de desempenho produtivo, o 

estresse por calor também causa outros transtornos metabólicos; ele é considerado 

um dos estressores mais significativos, principalmente nas regiões tropicais, 

afetando inclusive o desenvolvimento das aves por induzir o estresse oxidativo (EL - 

TRABANY, 2016). 

Em resposta a essas situações estressantes, destacam-se uma classe de 

proteínas altamente conservadas, as Proteínas de choque térmico (HSPs), 

essenciais para a sobrevivência das células expostas ao estresse. As HSPs 

desempenham um papel crucial em muitos processos celulares e fisiológicos, tais 

como dobragem, transporte e montagem de proteínas (TANG et al, 2018). 

Além disso, a expressão gênica é induzida por fatores de transcrição que 

podem ser ativados quando o organismo é submetido ao estresse. Esses fatores 

são conhecidos por Fatores de transcrição de choque térmico (HSFs), sendo 

conhecidos quatro tipos (HSF1, HSF2, HSF3 e HSF4), porém apenas a HSF1 e 

HSF3 estão envolvidos na regulação das HSPs em resposta a condições 

estressantes (AKERFELT et al., 2010; FUJIMOTO; NAKAI, 2010).  

A expressão de HSPs, HSFs, bem como genes que codificam enzimas 

antioxidantes, tem sido estudada em diferentes tecidos de aves, inclusive em fígado 

e coração, mostrando que os níveis de expressão do gene que codifica essa 

proteína, pode apresentar variação de expressão (GIVIZIEZ et al., 2011). 
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2.4 Genes relacionados ao estresse térmico 

 

2.4.1 Proteínas de choque térmico (HSPs) 

 

Existe uma grande importância no conhecimento da estrutura, função e como 

as Proteínas de choque térmico atuam em determinados organismos, para que se 

possam compreender os mecanismos envolvidos nesse processo de resposta a 

algum tipo de estresse.  

Em 1962, Ferruccio Ritossa descobriu um novo padrão de espessamento em 

cromossomos através da exposição de células salivares de Drosophila melanogaster 

expostas ao calor. Esse espessamento representava sítios específicos de 

transcrição para a síntese de proteínas. A partir daí foi possível observar que a 

exposição dessas células ao calor induzia a expressão de determinados genes, até 

então quiescentes, sintetizar proteínas em resposta ao estresse. Essa resposta 

acontece em praticamente todos os organismos vivos. Quando os organismos são 

submetidos a algum tipo de estresse, seja ele térmico, mecânico ou químico, ocorre 

uma resposta rápida e transitória na expressão desses genes (JINDAL et al., 2016). 

Nesse sentido, existem as HSPs que são uma classe de proteínas altamente 

conservadas e são classificadas de acordo com suas sequências de aminoácidos e 

peso molecular; e desempenham uma infinidade de papéis biológicos, conferindo 

proteção às células (JINDAL et al., 2016). As HSPs são divididas por seus pesos 

moleculares, onde as mais estudadas são as proteínas com pesos moleculares de 

60, 70, 90 e 110 Kda (LIN et al, 2004). As que possuem pesos moleculares 

menores, são conhecidas como Pequenas proteínas de choque térmico (smHSPs), 

que atuam em situação de estresse, ligando-se à proteínas enoveladas prevenindo 

desnaturação irreversível (ROMANO et al, 2017). 

Quando agentes estressores atuam nas células, ocorre uma conformação 

incorreta na estrutura e consequentemente, altera a atividade da proteína. Para 

corrigir o dobramento incorreto, se inicia a resposta ao estresse, no qual as HSPs 
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recebem um estímulo através da ativação da HSF1. Quando ocorre essa resposta, o 

HSF1 sofre uma mudança conformacional possibilitando sua ligação à Elementos de 

choque térmico (HSE) que ficam situados na região promotora dos genes que 

codificam as HSPs (SANTORO, 2000).  

 As HSPs também são conhecidas como chaperonas moleculares (KARP, 

2005). Chaperonas agem designando substâncias que atuam evitando interações 

incorretas e auxiliando na montagem final das proteínas, como também controlando 

a síntese, endereçamento, dobramento e degradação (GUPTA et al., 2007). O 

processo de dobramento de uma determinada proteína é muito importante, pois, 

possibilita a proteínas desempenhar todas suas funções corretamente. Todas as 

proteínas funcionais estão completamente dobradas, com suas porções hidrofóbicas 

de seus aminoácidos voltadas para o interior da molécula e os hidrofílicos para o 

exterior. Essa disposição é importante para evitar agregação e possibilitar o 

movimento e solubilidade das proteínas em meio aquoso. As proteínas de choque 

térmico atuam evitando agregações aleatórias, até que o término de dobramento 

ocorra e a proteína adquira resistência (KAMPINGA; CRAIG, 2010). Dos muitos 

HSPs expressos, o HSP70 e HSP90 parecem estar mais intimamente associados à 

tolerância ao calor em frangos (AL-ZGHOUL et al., 2015) 

Um estudo realizado por Elshimaa et al., (2018), analisou a expressão do 

gene HSP70 no fígado de duas diferentes linhagens de frangos de corte (Ross e 

Cobb 500®), submetidas ao estresse térmico crônico (36°C, por 4 horas). Os 

resultados mostraram que houve um aumento significativo na expressão desse gene 

na linhagem Ross quando comparado à linhagem Cobb 500®. Além disso, os 

autores registraram que o estresse térmico aumenta a síntese e expressão do gene 

HSP70, e que também desempenha um papel protetor essencial contra lesões 

teciduais induzidas por estresse (YU et al., 2008).  

Recentemente, Song et al., (2017) relataram um aumento na expressão do 

gene HSP70 no jejuno e íleo de frangos de corte criados sob estresse térmico (34 ± 

1°C por 8h). Já Rimoldi et al., (2015) não detectaram qualquer alteração nas cópias 

de mRNA de HSP70 em frangos de corte após quatro semanas de estresse térmico. 

Além disso, Felver-Gant et al. (2012) relataram que galinhas poedeiras submetidas a 

estresse térmico por uma semana apresentaram maior número de cópias de mRNA 
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de HSP70 no fígado, mas a expressão desse gene não permaneceu elevada ao final 

da 2a semana de exposição à alta temperatura. De acordo com Cedraz et al., (2017), 

o gene HSP70 é altamente expresso em músculo de galinhas Peloco quando estas 

são expostas ao estresse térmico agudo (39°C), o que leva a considerar que esse 

frango é mais resistente que as linhagens de frango de corte geneticamente 

melhoradas para ganho de peso, como acontece com a Cobb 500®. 

Além das HSP70, outro gene que está envolvido na resposta ao estresse 

térmico é o HSP90. A HSP90 está relacionada com a manutenção da conformação, 

estabilidade e função em uma série de proteínas envolvidas na transdução de sinal, 

ciclo celular e apoptose. Juntas, as HSP70 e HSP90 atuam protegendo os 

organismos de estresses ambientais, genéticos e no enovelamento de proteínas. 

Diferente de outras chaperonas, a HSP90 possui um grupo de substratos que 

dependem dela para sua funcionalidade (TIROLLI; RAMOS, 2011). Entre os 

substratos estão presentes a telomerase, receptores de hormônios esteroides, 

fatores de transcrição e proteínas quinases (PEARL, 2005).  

 Essa proteína possui uma importante função que é a estabilização de 

proteínas mutadas, que teoricamente seriam degradadas na ausência desta 

chaperona (QUEITSCH; SANGSTER; LINDQUIST, 2002; SANGSTER et al., 2008). 

A HSP90 também regula o Fator de choque térmico 1 (HSF1). Além disso, ela 

representa cerca de 1 a 2% do total das proteínas nas células em situações normais 

(SANGSTER; QUEITSCH, 2005).  

 Em células eucarióticas, a HSP90 é codificada por uma família multigênica 

com proteínas estruturalmente relacionadas que variam de 80 a 180 kDa. Além de 

proteção celular, a HSP90 está envolvida na regulação da expressão gênica. Cerca 

de 3% das HSP90 estão localizadas no núcleo, regulando o remodelamento da 

cromatina e de outros eventos nucleares. Essa chaperona está associada à 

regulação da atividade de determinados receptores de hormônios que transitam 

entre o citoplasma e o núcleo. Dessa forma, ela tem um papel crucial para integrar 

todos esses processos celulares, como endereçamento, estabilidade, ligação e 

atividade transcricional (TREPEL et al., 2011).  

 Como todo organismo vivo, os frangos possuem mecanismos de defesa 

contra situações ambientais adversas. Um dos mecanismos de defesa está 
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relacionado com essas HSPs, e de acordo com Manolli et al, (2007), o fígado 

durante a exposição ao estresse por alta temperatura mobiliza lipídios e carboidratos 

para energia, diminuindo os efeitos negativos causados pelo estresse.  

 Um estudo realizado por Rimoldi et al., (2015), de duas linhagens diferentes 

de frangos submetidos à altas temperaturas, mostraram que não houve efeito 

significativo de expressão do gene HSP90 no fígado dos animais entre o genótipo e 

o ambiente. Assim como o gene HSP70, o HSP90 é expresso em baixos níveis em 

condições normais, porém a expressão é aumentada quando o animal está sobre 

estresse térmico. Lei et al., (2009) relataram que ocorre um aumento de expressão 

do gene HSP90 nas primeiras três horas de estresse agudo, porém no estresse 

crônico (depois de 6 horas), a expressão desse gene diminuiu. 

 A maioria dos estudos de expressão gênica realizados são voltados para a 

avicultura industrial, onde os animais em estudos são os frangos de linhagens 

comerciais. Porém, até o momento, há poucos trabalhos descritos na literatura que 

tenham avaliado a expressão de genes relacionados ao estresse térmico e oxidativo 

no ecotipo Peloco que demonstra maior adaptabilidade as essas situações 

adversas. 

 

2.4.2 Fatores de choque térmico (HSFs) 

 

Visando a proteção ao estresse térmico e oxidativo, várias estratégias foram 

desenvolvidas pelas células contra os danos causados por mudanças no ambiente. 

Os Fatores de choque térmico (HSFs) são essenciais para todos os organismos 

sobreviverem à exposição ao estresse térmico agudo. Esses fatores regulam a 

expressão das chaperonas, reconhecendo Elementos de choque térmico (HSEs) 

dentro de suas regiões promotoras, iniciando a transcrição (AKERFELT et al., 2010; 

SCHARF et al., 2012; GUO et al., 2016). 

Os HSFs já foram identificados em diferentes organismos, como plantas e 

vertebrados. De acordo com Santoro (2000), os diferentes HSFs presentes em 
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eucariotos podem interagir para proteger os organismos de diferentes danos 

ambientais.  

A atividade desses genes pode ser regulada por diferentes condições. HSFs 

formam complexos citoplasmáticos com as chaperonas HSP90 / HSP70 para manter 

seus estados inativos sob condições normais, enquanto sob condições de estresse, 

os HSFs são liberados e modificadas, permitindo que liguem a seus genes alvo 

(NOVER et al., 2001; AKERFELT et al. al., 2010; SCHARF et al., 2012; 

WESTERHEIDE et al., 2012). Com uma quantidade considerável de HSPs 

produzidas, o equilíbrio inicial de chaperonas e proteínas não nativas é 

reestabelecido e a transcrição é reprimida, através da ligação das HSPs nos sítios 

dos HSFs (SANTORO, 2000). 

Existem vários fatores de choque térmico que desempenham um papel de 

resposta rápida ao estresse térmico. Além dos HSF1, há os HSF2, HSF3 e HSF4. 

Os HSF2 são caracterizados por atuarem na diferenciação celular, bem como no 

processo de desenvolvimento, enquanto que o HSF3 parece estar relacionado à 

resposta por estresse térmico extremo e na regulação dos HSF1, atuando com 

precisão nessa regulação; e o HSF4 também está envolvido na regulação da 

expressão, porém é regulador negativo, ou seja, reprime a expressão das proteínas 

HSPs (SANTORO, 2000).  

Em aves, as células expressam três genes do fator de transcrição do choque 

térmico, o HSF1, HSF2 e HSF3, sendo esse último, de acordo com Fujimoto e Nakai 

(2010), o principal em aves caipiras.  

Segundo o trabalho realizado por Zhang et al., (2012), a expressão de mRNA 

de HSF1 teve um aumento no coração de suínos quando esses animais foram 

submetidos ao estresse térmico (40°). Cabe salientar que também aconteceu 

aumento na expressão do gene HSP70. Já Nakamura et al., (2012) encontraram 

uma alta expressão dos genes HSF1 e HSP70 em corais, porém esse aumento de 

expressão só permaneceu nas primeiras horas de exposição ao calor e depois 

ocorreu um declinio.  

Sabe-se que a expressão de genes relacionados ao estresse térmico pode 

variar dependendo do tecido. Uma pesquisa realizada com camundongos 
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submetidos ao estresse térmico demonstrou especificidade tecidual, pois, em fígado 

o gene HSF1 foi expresso, enquanto que no coração não foi detectada alteração de 

expressão (ISLAM et al., 2013). Contudo, diferentes tecidos em frangos expostos a 

altas temperaturas ainda tem uma investigação limitada. 

Uma pesquisa realizada por Zhang et al., (2014) analisaram as mudanças de 

expressão dos genes HSF3 e HSP70 em coração, fígado, músculo e cérebro de 

duas raças de frangos, as galinhas Linghans (LSC) e os Recessivos Brancos Rock 

(WRR), quando esses foram expostos ao calor com tratamento térmico crescente. 

Esse trabalho resultou na baixa expressão gênica nas primeiras três horas, e depois 

apresentou um aumento significativo na expressão desses dois genes, em ambas as 

raças. Já em relação à expressão desses genes nos tecidos, observaram que a 

expressão do gene HSP70 diminuiu no coração após 6 horas de tratamento térmico, 

enquanto que a expressão do HSF3 continuou a aumentar. No fígado, a expressão 

do gene HSP70 foi significativamente maior, comparado ao coração nas LSC. 

Entretanto, a expressão do gene HSF3 foi maior em cérebro e músculo de LSC, 

comparado com a WWR. Os resultados desse trabalho evidenciam que existe 

especificidade de raça e tecido na expressão desses genes.  

Em outro trabalho realizado recentemente, foram comparados três grupos 

genéticos de galinhas (Cobb 500®, Peloco e Caneluda) que foram submetidos ao 

estresse térmico agudo (39,5°C por 1 hora) e, posteriormente, foram avaliadas a 

expressão dos genes HSF1 e HSF3 em músculo do peito. Os resultados 

demonstraram que não houve diferença significativa na expressão dos dois genes 

em nenhuma das raças expostas ao calor elevado (CEDRAZ, et al., 2017).  

A investigação sobre o perfil de expressão dos HSFs em aves submetidos ao 

estresse térmico tem se limitado a frangos de corte. Poucos são os trabalhos 

encontrados sobre a expressão desses fatores em aves caipiras criadas em sistema 

extensivo, fato essencial, uma vez que a expressão dos HSFs e HSPs 

desempenham a função de proteger as células do estresse térmico, a fim de evitar 

outros danos metabólicos, como por exemplo, o estresse oxidativo. 

 

2.5  Estresse oxidativo 
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Atualmente, muito se tem estudado sobre compostos antioxidantes, sendo 

que a formação em excesso de radicais livres no organismo é conceituado como 

estresse oxidativo e uma ampla gama de espécies reativas é produzida como 

resultado dos processos metabólicos que ocorrem no corpo, podendo ser espécies 

reativas de oxigênio (ROS) ou espécies reativas de nitrogênio (RNS) (IVANOV, et 

al., 2016). 

Dentro das espécies reativas de oxigênio, incluem-se os radicais livres que no 

organismo estão envolvidos em várias funções, como produção de energia, 

fagocitose, regulação do crescimento celular, sinalização celular, síntese de 

substâncias biológicas importantes e transporte iônico (REHMAN, et al., 2018). 

Porém, quando esses se encontram em excesso, podem ser prejudiciais agredindo 

tecidos, lipídios, proteínas e DNA acarretando erros na transcrição, inibindo a 

síntese proteica e podendo causar mutações (KUMAR et al., 2011). 

Para combater esses efeitos oxidativos algumas enzimas atuam como 

antioxidantes, com a finalidade de diminuir os danos causados. Entre elas estão a 

Catalase (CAT), a Superóxido dismutase (SOD) e a Glutationa peroxidase (GPX). A 

CAT tem a função de catalisar a degradação de peróxido de hidrogênio para água e 

oxigênio, já a SOD catalisa a dismutação de radicais superóxido para peróxido de 

hidrogênio e oxigênio enquanto que a GPX decompõe peróxidos através de outros 

mecanismos (BRIGELIUS- FLOHÉ; MAIORINO 2013).  

De acordo com Rimoldi et al, (2015), altas temperaturas podem causar 

estresse oxidativo em frangos, e quando ocorre uma exposição ao calor elevado, 

observa-se um aumento compensatório na atividade dessas enzimas antioxidantes 

em diferentes tecidos, visando diminuir os danos causados nas células por esse tipo 

de estresse. Em um outro estudo realizado por Lin et al., (2006), o autores 

concluiram que frangos de corte com 42 dias apresentaram estresse oxidativo nas 

células quando foram expostos ao calor elevado (32°C) por 6 horas. Esse trabalho 

sugeriu que o calor elevado induz mudanças metabólicas, que estão envolvidas com 

esse tipo de estresse.  
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Outro trabalho realizado por Elshimaa et al., (2018), os autores investigaram a 

expressão de genes relacionados ao estresse oxidativo no fígado de frangos de 

corte, e foi observado que durante o estresse térmico as reservas celulares de 

lipídios e carboidratos podem ser mobilizadas para produzir uma energia suficiente 

atenuando os impactos negativos do estresse.  

Além desses, vários outros estudos demonstraram claramente que a 

exposição a altas temperaturas causam um aumento compensatório na atividade 

das enzimas SOD, GPX e CAT no soro, fígado e músculo de frangos de corte (TAN 

et al., 2010; AZAD et al., 2010). Como se sabe, o estresse térmico pode ser 

considerado como um dos principais fatores ambientais responsáveis pelo estresse 

oxidativo e pelos danos relacionados ao tecido.  

Dessa forma, estudar genes relacionados com a produção desses radicais 

livres no ecotipo Peloco é de extrema importância, uma vez que ainda não existem 

trabalhos neste contexto e a regulação da expressão de genes codificantes de 

enzimas antioxidantes, cuja atividade evita ou reduz os danos potenciais causados 

pelas ROS, faz parte da resposta a esse estresse (CYRNE et al., 2003).  

Além disso, o estresse oxidativo é responsável pelo desenvolvimento de 

várias doenças, diminuindo a produção, afetando o desenvolvimento e, 

consequentemente, trazendo prejuízo para o produtor, seja na avicultura ou na 

agricultura familiar (CRUMP et al., 2013). 

 

2.5.1 Superóxido dismutase (SOD) 

 

Em 1994, Gershman e Gilbert, realizaram um trabalho onde foi demonstrado 

que a maioria dos efeitos nocivos causados pelo excesso de oxigênio no organismo 

poderia ser atribuída a formação de radicais livres. Diante dessa informação, e 

associado a trabalhos posteriores, foi descoberta uma enzima: a Superóxido 

dismutase (SOD), que é específica para a remoção catalítica de um radical de 

oxigênio. A Superóxido dismutase, em conjunto com a enzima Catalase (CAT) e 
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Glutationa peroxidase (GPX) formam a primeira linha de defesa antioxidante de 

organismos superiores (ZHENG, 2019)  

A enzima Superóxido dismutase (EC 1.15.1.1) corresponde a uma família de 

metaloenzimas, que catalisam a formação de peróxido de hidrogênio (H2O2) à partir 

de radicais superóxidos (O2
-). Essa enzima diminui esses radicais, e dessa forma 

protege a célula de oxidação (ZHENG, 2019). 

A classificação dessa enzima é feita de acordo com o componente 

encontrado no seu sítio ativo, e podem ser divididas em três grupos: cobre/zinco 

(Cu/Zn), Manganês (Mn) ou Ferro (Fe), e sua estrutura varia de acordo com o 

organismo em que ela pode ser encontrada (FUKAI et al., 2011).  

De acordo com Azad et al (2010), o estresse térmico aumentou os níveis de 

mRNA do gene SOD no músculo esquelético de frangos de corte submetidos a uma 

temperatura de 34° C por duas semanas. Contudo, alguns pesquisadores já relatam 

que a expressão do gene SOD não é alterada quando os frangos de corte são 

submetidos ao estresse térmico (WILLEMSEN et al., 2011; RIMOLDI et al., 2015). 

Por outro lado, de acordo com Al- Zghoul et al., (2018), os níveis de expressão 

desse gene em fígado de frangos submetidos a alta temperatura mostrou-se 

significativamente menor do que os controles. Em um estudo realizado por Haibo Yu 

et al., (2017) com Oreonectes macrolepis, os resultados mostraram alteração na 

expressão do mRNA do SOD em fígado e coração, aumentando significativamente 

sua expressão quando os peixes foram submetidos à altas temperaturas. Além 

disso, a expressão variou nos diferentes tecidos, indicando diferentes sensibilidades 

dos tecidos e resposta ao estresse térmico. 

Em outro trabalho, realizado por Lin et al., (2006), onde investigaram os 

danos oxidativos causados por altas temperaturas em fígado e coração de frangos 

de corte, o gene SOD não teve um aumento significativo de expressão em nenhum 

dos tecidos testados quando os frangos foram submetidos às altas temperaturas.  

Dessa forma, a expressão do gene que codifica essa enzima revela variação 

de expressão nos tecidos e nas espécies. Naturalmente, o peróxido de hidrogênio 

também é um composto perigoso, então a célula deve usar a enzima CAT para 

desintoxicá-la (KHAN et al., 2019). 
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2.5.2 Catalase (CAT) 

 

A Catalase (CAT, EC.1.11.1.6) é uma enzima que também faz parte do 

sistema antioxidante do organismo. Ela é encontrada em peroxissomos celulares e 

tem como função decompor o peróxido de hidrogênio em água e oxigênio resultante 

da dismutação do ânion radical peróxido (HELDT; HELDT, 2005; DUBEY, 2011). 

A CAT é encontrada em todos os organismos vivos, sendo considerada uma 

enzima tetramérica, por possuir grupos hemes em sua estrutura (MALLICK; MOHN, 

2000). 

Essa enzima é a única que não consome equivalentes redutores celulares 

para tal função. Ela está presente na maioria das células aeróbicas, e é encontrada 

nos animais em abundância nos rins, fígado e eritrócitos, e em pouca quantidade no 

coração (MALLICK; MOHN, 2000). 

Um estudo realizado por Rimoldi et al., (2015) mostraram que quatro 

semanas de estresse crônico por exposição a altas temperaturas ambientais 

causaram aumento da expressão do CAT em frangos de corte. Um aumento na 

atividade da enzima CAT também foi observado como resposta protetora ao 

estresse oxidativo em humanos (DEVI et al., 2000). De acordo com Al- Zghoul et al., 

(2018), os níveis de expressão do CAT em fígado de frangos submetidos a alta 

temperatura, mostrou-se significativamente menor do que os controles. Por outro 

lado, um trabalho realizado por Habashy et al., (2018), os autores demonstraram 

que o estresse térmico agudo altera a expressão de mRNA de SOD, CAT e GPX.  

Em outro trabalho realizado, Tan et al., (2010), os autores investigaram os 

efeitos da alta temperatura na disfunção da respiração mitocondrial hepática, no 

sistema enzimático antioxidante e na lesão oxidativa em frangos de corte, e 

encontraram um aumento gradual da atividade das enzimas SOD e GPX, porém, a 

CAT não teve sua atividade alterada. Entretanto, as altas temperaturas reprimiram a 

respiração mitocondrial hepática, levando a produção de espécies reativas de 

oxigênio e, consequentemente, a lesão oxidativa. 
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Apesar de se tratar de outro espécie, em um estudo realizado com peixes, os 

resultados demonstraram alteração na expressão do mRNA do CAT em fígado e 

coração, aumentando significativamente sua expressão quando esses foram 

submetidos à altas temperaturas. Além disso, a expressão desse gene variou em 

diferentes tecidos, indicando diferentes sensibilidades dos tecidos e resposta ao 

estresse térmico (HAIBO YU et al., 2017). Além disso, esse trabalho mostrou uma 

relação dinâmica entre a CAT e a enzima GPX. 

  

2.5.3 Glutationa peroxidase (GPX) 

 

A Glutationa peroxidase (EC. 1.11.1) foi descoberta em 1959 por Mills, em 

tecidos de mamíferos, sendo que os animais possuem dois tipos de GPXs, sendo 

uma dependente de selênio e a outra não (ARAÚJO, 2015).  

A GPX dependente de selênio é capaz de reduzir qualquer hidroperóxido 

orgânico. Esse tipo de enzima tem peso molecular de 81.000 Kb, e possui um átomo 

de selênio em cada uma das suas quatro subunidades. Já a enzima não dependente 

de selênio tem peso molecular de 35.000 Kb, com duas subunidades, porém não 

consegue reduzir o H2O2 (ARAÚJO, 2015).  

O fígado possui alta atividade de GPX, já o coração, pulmão e cérebro tem 

uma atividade moderada desta enzima. Nos animais, a enzima GPX dependente de 

selênio é na maior parte responsável por todas as atividades, porém pode existir 

uma variação dependendo da espécie e do tecido em que ela se encontra 

(MALLICK; MOHN, 2000). 

A GPX age junto com a CAT na eliminação de hidroperóxidos. Ela age 

catalisando a redução de peróxido de hidrogênio e outros peróxidos orgânicos por 

meio da conversão da Glutationa reduzida à Glutationa oxidada, o que contribui para 

a proteção das macromoléculas e biomembranas da oxidação (ARAÚJO 2015). 

Atualmente, oito isoformas de GPX são encontradas, porém apenas quatro 

são dependentes de selênio. A GPX1 foi a primeira a ser identificada e se encontra 

no citosol de mamíferos, e atua transformando H2O2 em peróxido e álcool. A GPX2 
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está presente na mucosa gastrointestinal e também no fígado. A GPX3 se encontra 

em abundância nos rins e a GPX4 é responsável pela destruição de hidroperóxidos 

lipídicos. Ela atua na defesa antioxidante principalmente durante o desenvolvimento 

embrionário e na espermatogênese. A GPX5, 6 e 7 são encontradas no epidídimo, 

epitélio olfatório e tecidos embrionários, respectivamente (DUARTE et al., 2017). 

A atividade da GPX selênio dependente parece ter uma correlação positiva 

com a ingestão de selênio na dieta. Quando os níveis de selênio são inadequados 

no organismo, os níveis da GPX também são menores, diminuindo a degradação de 

peróxidos de hidrogênio (HOLOVSKÁ et al., 2003) 

  Poucos são os trabalhos encontrados para verificar o perfil de expressão 

gênica dessa enzima em frangos submetidos ao estresse térmico, bem como no 

ecotipo Peloco. 

 

2.6 Expressão gênica 

 

Os genes codificam as proteínas e RNAs regulatórios que determinam os 

transcritos que vão ser sintetizados. A expressão gênica é um processo complexo 

envolvendo proteínas específicas que atuam em conjunto permitindo flexibilidade no 

controle da expressão gênica (O’CONNOR; ADAMS, 2010). 

A expressão de genes de indivíduos de uma espécie, porém com 

características fenotípicas distintas, podem apresentar padrões diferentes de 

expressão, devido ao seu genoma e sua interação com o meio (ALMEIDA, 2007).   

Para analisar determinadas características, como por exemplo, a resistência 

de aves ao calor elevado é importante traçar um perfil da expressão de genes 

específicos em grupos genéticos diferentes. Apesar de existirem várias técnicas que 

realizam análise de expressão gênica, a PCR quantitativa em tempo real (RT-

qPCR), tem sido a mais utilizada para avaliar a expressão dos transcritos, uma vez 

que a análise pode ser realizada em diferentes tecidos e espécies (RUTLEDGE; 

CÔTÉ, 2003).  
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A técnica consiste em analisar simultaneamente diferentes amostras, 

utilizando uma enzima de Transcrição Reversa (Transcriptase Reversa) para obter 

um cDNA a partir da fita de RNA, com posterior amplificação do gene de interesse. A 

amplificação é monitorada no decorrer da reação, através da fluorescência de 

moléculas intercalantes. Ao final da reação é possível calcular o número original de 

moléculas da sequência amplificada presente na amostra (RUTLEDGE; CÔTÉ, 

2003). Para tanto um gene de referência é essencial para normalizar os resultados 

experimentais. 

2.7 Normalização da expressão gênica 

 

A normalização precisa é um pré requisito para a medição correta da 

expressão gênica (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Quando se faz esse tipo de 

estudo, vários parâmetros precisam ser controlados para se obter medidas 

confiáveis na expressão quantitativa, tais como quantidade inicial da amostra, 

qualidade e integridade do RNA, eficiência do cDNA e diferença na atividade 

transcricional dos tecidos analisados (ANDERSEN, et al., 2004). 

A quantificação de genes pela PCR em tempo real necessita de um método 

que valide os resultados gerados. Para tanto um gene de referência é utilizado para 

normalizar os resultados experimentais. Um gene de referência (GR) é definido 

como um gene que mantém sua expressão estável, independente das variações do 

experimento. Este gene atua como um controle interno da reação, e sua função é 

assegurar que qualquer variação no material genético se relacione na mesma 

medida entre o objeto de pesquisa e o controle (KOZERA; RAPACZ, 2013). 

Em estudos de expressão gênica, alguns genes são mais comumente 

testados, tais como o GAPDH, ACTB, MRPS27, MRPS30, entre outros. Geralmente 

são selecionados como normalizadores os genes expressos que participam do 

metabolismo primário e da manutenção da estrutura celular (MACÁRIO, 2016). A 

seleção de um gene de referência para os experimentos de expressão exige os 

seguintes critérios: uniformidade dos níveis de expressão em todas as amostras 

(requer a comparação dos Cts do gene de referência em várias amostras e 

tratamentos) e similaridade de eficiência de amplificação entre o gene alvo e o de 
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referência (realização do teste de eficiência de amplificação) (HASSANPOUR et al., 

2018). 

Entretanto, existem trabalhos que relatam que esses genes mesmo 

participando de rotas celulares essenciais, podem apresentar regulação de 

expressão quando submetidos em diferentes condições experimentais (BRUNNER; 

YAKOVLEV; STRAUSS, 2004; CZECHOWSKI et al., 2005; EXPÓSITO-

RODRÍGUEZ et al., 2008; GUTIERREZ et al., 2008). Além disso, alguns autores 

relatam que nenhum gene é constitutivamente expresso em todos os tipos de 

tecidos e sob todas as condições experimentais, necessitando de uma determinação 

específica para a espécie em estudo, visto que um gene de referência pode ser 

adequado para uma espécie e não ser para outra (BRUNNER; YAKOVLEV; 

STRAUSS, 2004; GUTIERREZ et al., 2008). 

Portanto, existe a necessidade de avaliar a estabilidade de expressão dos 

genes de referência, antes do uso destes na análise de expressão gênica. 

 

2.8 Análise de estabilidade dos genes de referência e de expressão relativa do 

genes alvos 

 

A estabilidade dos genes de referência podem ser medidas através de 

ferramentas estatísticas específicas. Dentre as mais utilizadas e confiáveis estão os 

algoritmos: BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), GeNorm (VANDESOMPELE et al., 

2002) e NormFinder (ANDERSEN; JENSEN; ØRNTOFT, 2004). 

O BestKeeper é um algoritmo que realiza uma análise descritiva dos valores e 

das variabilidades de expressão dos genes de referência utilizando os valores de Ct 

(cycle treshold) (WANG et al., 2012). O seu método de interpretação é através do 

desvio padrão e do coeficiente de variação. Assim, o software calcula a variação 

para todos os genes de referência baseadas na média geométrica do valor de Cq. 

Os genes com desvio padrão maior que 1,0 são considerados não estáveis (PFAFFL 

et al., 2004). 
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O GeNorm é um algoritmo que realiza as análises par a par (de um gene 

endógeno com todos os genes controles testados), classificando os genes a partir 

da sua estabilidade de expressão média (M). A partir dessa análise, é obtido o 

desvio padrão para cada par de genes, e o gene que apresentar menor média é 

considerado o mais estável, sendo que esse valor deve se encontrar abaixo de 1,0. 

Cabe ressaltar, que além de calcular o valor de M, essa ferramenta indica um 

número de genes necessários para a normalização eficaz dos dados 

(VANDESOMPELE et al., 2002). 

Já o NormFinder é uma ferramenta desenvolvida por Andersen et al. (2004), 

que também usa um modelo estatístico na sua abordagem, sendo que genes com 

alta variação devem ser excluídos. Esse método de análise propõe avaliar a 

estabilidade dentro de grupo e entre grupos, gerando um valor final de estabilidade 

combinando os dois (inter e intragrupos). O software indica a expressão do gene 

mais estável por valores médios mais baixos, identificando vários genes de 

referência de acordo com seus grupos de variação, encontrando o gene com maior 

estabilidade. Além disso, o desvio padrão acumulado funciona como um bom 

indicador do número ideal de genes a ser empregado na normalização dos dados 

(ANDERSEN et al. (2004). Para cada um dos valores obtidos com estas diferentes 

abordagens estatísticas, são realizadas combinações para obter uma lista de 

estabilidade agregada com o uso do algoritmo Monte Carlo ou Brute Force 

executadas pelo programa RankAgregg (KOZERA; RAPACZ, 2013). 

Após a escolha do gene de referência, é realizada a normalização, 

possibilitando a correção de variabilidades inerentes ao RNA. Para a normalização 

dos dados, geralmente é utilizado o método de quantificação relativa, onde é 

aplicada uma fórmula em que a razão de expressão relativa do gene alvo é 

normalizada pelo gene de referência (PFAFFL, 2004). O método utilizado é 

conhecido como “dois elevado a menos Delta Delta Ct” (2-ΔΔCT) (LIVAK; 

SCHMITTGEN, 2001). Esse método consiste em calcular a mudança na expressão 

relativa de experimentos utilizando a RT- qPCR. Para tanto é realizado um cálculo 

fazendo a comparação direta entre o Ct do gene de interesse com o Ct do gene 

normalizador, no tratamento controle e no tratamento analisado, seguindo a seguinte 

equação: 2 -ΔΔCT = (Ct, gene alvo – Ct, gene normalizador) Tratamento – (Ct, gene alvo – Ct, gene 

normalizador) Controle (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), e dessa forma é possível 
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comparar os níveis de expressão de diferentes tecidos em espécies geneticamente 

divergentes. 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 

 

Analisar e comparar a expressão gênica relativa em fragmentos do tecido 

coração e fígado do ecotipo Peloco e frangos de corte de linhagem comercial 

(Cobb500®), submetidas ao estresse térmico agudo utilizando sequências de genes 

das famílias das HSPs, HSFs e genes relacionados ao estressse oxidativo de Gallus 

gallus.  

 

3.2 Objetivos específicos: 

 

Identificar genes de referência estáveis para a normalização da expressão 

relativa dos genes alvos em fragmentos de fígado e coração em aves geneticamente 

divergentes sobre efeito de conforto térmico e estresse térmico agudo; 

Quantificar a expressão relativa dos genes alvos (HSF1, HSF3, HSP70, 

HSP90, SOD, CAT e GPX) em fragmentos de fígado e coração em aves submetidas 

ao estresse térmico por calor. 

Comparar o nível de expressão de genes alvo nos tecidos de frangos 

geneticamente divergentes submetidos aos ambientes de conforto e estresse 

térmico agudo. 
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4. CAPÍTULO I 

 

 

 

 

 

 

INFLUÊNCIA DO ESTRESSE TÉRMICO SOBRE A ESTABILIDADE DOS GENES 

DE REFERÊNCIA EM CORAÇÃO E FÍGADO DE FRANGOS 
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RESUMO 

A PCR em tempo real é uma ferramenta importante para analisar a expressão de 

genes. Para tanto é necessário que haja a normalização dos genes de referência, a 

fim de encontrar o gene mais estável para ser usado como controle endógeno nas 

análises de genes alvos. É considerado um bom normalizador o gene que 

permanece estável em todas as amostras em diferentes tratamentos. Dessa forma, 

objetivou-se com esse trabalho identificar genes de referência estáveis para 

normalização de genes alvos em coração e fígado de dois grupos de frangos 

geneticamente divergentes submetidos ao estresse térmico. Foram analisados oito 

genes de referência (ACTB, HPRT1, RPL5, EEF1, MRPS27, MRPS30, TFRC e 

LDHA) quanto à estabilidade de expressão. O experimento foi realizado com 24 

amostras de frangos, sendo 12 do ecotipo Peloco e 12 da linhagem comercial Cobb 

500® que foram submetidos a dois ambientes (conforto térmico e estresse térmico 

agudo). A temperatura que os frangos foram submetidos ao estresse térmico foi de 

39,5°C por 1 hora e de conforto, 23°C. Posteriormente, os animais foram abatidos, e 

foram coletados fragmentos de coração a fígado para extração de RNA e 

amplificação. Para determinar a taxa de estabilidade da expressão gênica, foram 

aplicados três algoritmos estatísticos diferentes: BestKeeper, GeNorm e NormFinder. 

Além disso, foi utilizada a ferramenta RankAggreg, que baseada nos três algoritmos 

apresenta um ranking geral. Os genes mais estáveis no BestKeeper incluindo os 

dois fatores (raça e ambiente) para o tecido coração foram o LDHA, RPL5 e 

MRPS27, e para o tecido fígado, foram TFRC, RPL5 e EEF1. Na ferramenta 

GeNorm para o tecido coração, os melhores genes foram o RPL5, EEF1 e MRPS30 

e no fígado os genes mais estáveis foram LDHA, EEF1 e RPL5. Utilizando o 

algoritmo NormFinder, os genes mais estáveis para o tecido coração foram EEF1, 

RPL5 e LDHA, já no fígado os genes mais estáveis foram o EEF1, RPL5 e ACTB. 

No ranking geral obtido pelo software RankAggreg, incluindo todos os fatores e as 

três ferramentas, os genes indicados como mais estáveis para o tecido coração 

foram o RPL5, EEF1 e LDHA, enquanto que para o tecido fígado os mais estáveis 

foram o RPL5, EEF1 e ACTB. Diante disso, foi possível concluir que o RPL5 é 

indicado como normalizador mais estável para ambos os tecidos de frangos no 

ambiente conforto e de estresse térmico agudo. 
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Palavras chave: RT-qPCR, Peloco, Controle endógeno, BestKeeper, GeNorm, 

NormFinder. 
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INFLUENCE OF THERMAL STRESS AND GENETIC GROUPS ON THE 

STABILITY OF REFERENCE GENES IN HEART AND BIRD LIVER 

ABSTRACT 

Real-time PCR is an important tool for analyzing gene expression. To do so, it is 

necessary to normalize the reference genes in order to find the most stable gene to 

be used as endogenous control in the analysis of target genes. The gene that 

remains stable in all samples in different treatments is considered a good normalizer. 

Thus, the objective of this work was to identify stable reference genes for 

normalization of target genes in the heart and liver of two groups of genetically 

divergent chickens submitted to thermal stress. Eight reference genes (ACTB, 

HPRT1, RPL5, EEF1, MRPS27, MRPS30, TFRC and LDHA) were analyzed for 

expression stability. The experiment was carried out with 24 chickens, 12 of the 

Peloco ecotype and 12 of the Cobb 500® commercial strain that were submitted to 

two environments (heat stress and comfort). The temperature that the chickens 

underwent thermal stress was 39.5 ° C and comfort, 23 ° C, for 1 hour. Afterwards, 

the animals were slaughtered, and heart-to-liver fragments were collected for RNA 

extraction and amplification. To determine the rate of stability of gene expression, 

three different statistical algorithms were applied: BestKeeper, GeNorm and 

NormFinder. In addition, we used the RankAggreg tool, which based on the three 

algorithms presents a general ranking. The most stable genes in BestKeeper 

including the two factors (race and environment) for heart tissue were LDHA, RPL5 

and MRPS27, and for liver tissue, were TFRC, RPL5 and EEF1. In the GeNorm tool 

for heart tissue, the best genes were RPL5, EEF1 and MRPS30 and in the liver the 

most stable genes were LDHA, EEF1 and RPL5. Using the NormFinder algorithm, 

the most stable genes for the heart tissue were EEF1, RPL5 and LDHA, whereas in 

the liver the most stable genes were EEF1, RPL5 and ACTB. In the general ranking 

obtained by the RankAggreg software, including all variables and the three statics 

tools, the genes most indicated for heart tissue were RPL5, EEF1 and LDHA, 

whereas for liver tissue the most stable were RPL5, EEF1 and ACTB. Therefore, it 

was possible to conclude that RPL5 is indicated as a more stable normalizer for both 

chicken tissues in the comfort environment and acute thermal stress. 
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4.1 Introdução 

 

A PCR em tempo real é uma técnica muito utilizada para estudos de 

expressão gênica, visto que é um método sensível e eficiente para a análise de 

transcritos (BUSTIN et al., 2005; NOLAN; HANDS; BUSTIN, 2006). Para tanto é 

necessário a correção das variações técnicas que são inerentes da qualidade e da 

quantidade do RNA introduzidas durante o procedimento de extração, da transcrição 

reversa e eficiência da PCR, a fim de se obter resultados confiáveis de expressão 

(FLEIGE; PFAFFL, 2006; UDVARDI; CZECHOWSKI; SCHEIBLE, 2008). O método 

mais utilizado para obtenção de resultados confiáveis é a normalização para um 

controle endógeno, a fim de escolher um gene de referência (GR) estável, que será 

utilizado como normalizador dos genes alvos (OLIAS et al., 2014). 

Um gene de referência indicado como normalizador deve ser um gene onde 

os níveis de expressão se mantem estáveis independente da espécie, tecido, 

tratamento e condições experimentais. Porém, é importante estabelecer um gene de 

referência para cada nova condição experimental, com o intuito de controlar as 

variações que possam vir influenciar nos resultados (VANDESOMPELE et al., 2002). 

Os GRs que geralmente são utilizados como normalizadores são aqueles que fazem 

parte da estrutura celular ou de rotas essenciais das células, como o GAPDH 

(gliceraldeído 3-fosfato desidrogenase), 18S e 28S (rnas ribossomais), ACTB (beta 

actina), RPL5 (proteína ribossomal L5), entre outros (NERREN et al., 2010).  

Diante disso, a estabilidade da expressão desses genes de referência 

necessita ser avaliada antes de ser usado como normalizador dos genes alvos, já 

que a utilização desses genes podem influenciar os resultados do mRNA e a 

quantificação (BUSTIN, 2000; RODONIC et al., 2004; DHEDA et al., 2005). Para 

analisar a estabilidade desses genes, existem ferramentas específicas, e dentre as 

mais utilizadas estão o BestKeeper (PFAFFL et al., 2004), GeNorm 

(VANDESOMPELE et al., 2002), e NormFinder (ANDERSEN, et al., 2004). Essas 

ferramentas permitem analisar os dados de expressão obtidos da RT-qPCR, 

avaliando a estabilidade dos genes de referência testados e indicando os mais 

adequados, para ser utilizado como normalizador. Contudo, para que o 

procedimento de normalização seja eficaz, é necessário eficiências de amplificação 
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adequadas, tanto dos genes de referência, como dos genes alvos (NOLAN; HANDS; 

BUSTIN, 2006) 

Vários estudos tem demonstrado a estabilidade de genes de referência na 

normalização dos genes alvos em diferentes tecidos e espécies como bovinos 

(LISOWSKI et al., 2008), suínos (MARTÍNEZ-GINER et al., 2013), peixes (ZHENG; 

SUN, 2011; YANG et al., 2013), fígado de frangos de corte (BAGÉS et al., 2015; 

NASCIMENTO et al., 2015), pulmão e coração de frangos de corte (HASSANPOUR 

et al., 2018) e em músculo do ecotipo Peloco (CEDRAZ, et al., 2017). 

Porém, até o presente momento, não existem trabalhos descritos na literatura 

que tenham avaliado genes de referência em coração e fígado da Peloco, sob 

condições de conforto e estresse térmico agudo.  

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi identificar genes de referência 

estáveis para a normalização de genes alvos no tecido coração e fígado de dois 

grupos de frangos geneticamente divergentes (Cobb 500® e Peloco), sob condições 

de conforto e estresse térmico agudo. 

 

4.2 Material e métodos 

 

4.2.1 Animais  

 

Para a realização do experimento foram utilizadas 24 aves, entre machos e 

fêmeas sendo, 12 pintos da raça Peloco (6 controles e 6 estressadas por calor) e 12 

pintos comerciais Cobb 500® (6 controles e 6 estressadas). As aves comerciais 

foram adquiridas uma semana após o nascimento das aves Peloco no setor de 

Avicultura da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de 

Itapetinga, onde foram criadas sobre as mesmas condições ambientais no período 

entre dois de novembro a dois de dezembro de 2015. Essas aves foram alimentadas 

seguindo as exigências nutricionais (ROSTAGNO; GOMES; 2011) e foram criadas 

em galpão aberto forrado com maravalha (raspas de madeira). Todo o experimento 

teve aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais – CEUA/UESB, Protocolo 

109/2015. 
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4.2.2 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. Inicialmente 6 aves  

Peloco foram submetidas ao estresse térmico por calor em temperatura média de 

39,5°C, com umidade relativa de 60%, por uma hora, com água e comida à vontade. 

Em outro momento, 6 aves da raça Cobb 500® foram submetidas ao estresse 

térmico sob as mesmas condições. Durante todo o período em que as aves ficaram 

submetidas ao estresse térmico, elas foram observadas, a fim de verificar o 

comportamento das mesmas, evitando assim que viessem a óbito durante o período 

de estresse. Quando os animais se mostraram prostrados e com a frequência 

cardíaca aumentada, o período 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 início da manhã (4:00 h, horário local) para 

garantir temperatura de conforto térmico (23°C).  

 

4.2.3 Coleta de tecidos, extração de RNAs e quantificação 

 

Após o abate, foram coletados fragmentos de coração e fígado, e 

armazenados em tubos criogênicos, sendo identificados e imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido. As amostras foram encaminhadas ao laboratório 

de Genética Veterinária Animal da Universidade Estadual de Santa Cruz (UESC) 

onde foram armazenadas em ultrafreezer (-80ºC).  

Inicialmente foi realizada a extração do RNA total das amostras selecionadas 

com Trizol® seguindo o protocolo do fabricante. As concentrações dos RNA´s 

extraídos foram verificadas através de espectrofotômetro NanoDrop 2000® e a 

qualidade desses RNA´s através de eletroforese em gel de agarose à 1% corados 

com brometo de etídio e visualizados em luz ultravioleta.  

 

4.2.4 Transcrição Reversa do mRNA  

 

A transcrição Reversa foi realizada com o kit comercial GoScript TM reverse 

Trasncription System (Promega Corporation, Madison, EUA). Foram utilizados, 2 μl 
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de RNA obtidos a partir dos tecidos (fígado e coração), acrescidos de 10 μl de 10X 

RT buffer, 4μl de dNTP, 1 μl de Oligodt, 1 μl da enzima Transcriptase Reversa, 1 μl 

de inibidor de ribonuclease recombinante RNase OUT, e água ultrapura, para um 

volume final de 20 μl. As amostras foram incubadas em termociclador a 50°C por 50 

min, em seguida submetidas a 85°C por 5 min, e refrigeradas em gelo. O cDNA 

obtido foi armazenado em freezer -20°C, para posterior utilização nos experimentos 

de expressão gênica.  

 

4.2.5 Seleção de genes de referência e otimização da RT-qPCR 

 

Foram selecionados na literatura, sequências de oito diferentes genes de 

referência (NASCIMENTO et al., 2015) para análise da estabilidade de expressão e 

para posterior estudos de expressão gênica (Tabela 1). 

Para calcular a eficiência da PCR, uma curva padrão foi construída a partir de 

um pool de cDNA de todos os tratamentos e fatores, tanto para o tecido fígado, 

como para o tecido coração. Para tanto foram realizadas as seguintes diluições: 5, 

15, 45 e 135ng/µl com três concentrações de primers: 200, 400 e 800 mM. 

Para a comparação dos Cts, as amostras dos tecidos foram destinadas à 

amplificação em PCR em tempo real. As reações de amplificação foram realizadas 

em termociclador, no ensaio ddCt (Relative Quantification). As condições da reação 

de qPCR foram definidas com desnaturação inicial a 95ºC durante dois minutos e 40 

ciclos de desnaturação a 95ºC por 15 segundos. A temperatura de extensão foi 

padronizada individualmente para cada par de primer durante 60 segundos. Ao final 

da reação de amplificação foi incluído um passo adicional com elevação gradual de 

temperatura de 60ºC a 95ºC para se obter a curva de dissociação.  

A amplificação de todos os genes foi realizada no Sistema 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 parâmetro 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-padrão.  

A eficiência da amplificação da PCR foi calculada para cada gene de 

referência usando a fórmula E = (10^ (-1/coeficiente angular)-1) x100 (PFAFFL, 

2001). Posteriormente, as curvas de dissociação foram avaliadas quanto à 
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amplificação e à especificidade. Após a análise de eficiência, a temperatura de 

anelamento e a concentração dos primers mais adequada, foram empregadas nas 

reações de RT-qPCR.  

 

Tabela 1. Descrição dos genes de referência de Gallus gallus e seus primers específicos utilizados nas 

análises de RT-qPCR. Todos os primers foram desenhados por NASCIMENTO et al., (2015). 

GENE ID GENE SEQUÊNCIA 5' - 3' DESCRIÇÃO 

ACTB 
M11100.1  F: CACCCTGTCTGACTACAACATC Beta actina 

 
R: ACAAGACTGCTGACAACAACTA 

 
HPRT1 

AJ132697  F: GCACTATGACTCTACCGACTATT Hipoxantina fosforibosiltransferase 1 

 
R: CAGTTCTGGGTTGATGAGGTT 

 
MRPS27 

XM_424803  F: GCTCCCAGCTCTATGGTTATG Proteína ribossômica mitocondrial S27 

 
R: ATCACCTGCAAGGCTCTATTT 

 
TFRC 

ENSGALE00000080099  F: CTCCTTTGAGGCTGGTGAG Receptor de transferrina 

 
R: CGTTCCACACTTTATCCAAGAAG  

 
LDHA 

ENSGALE00000067556 F: CTATGTGGCCTGGAAGATCAG Lactato desidrogenase A 

 
R: GCAGCTCAGAGGATGGATG 

 
EEF1 

NM_204157.2  F: GCCCGAAGTTCCTGAAATCT Fator de alongamento de tradução eucariótica  

 
F: AACGACCCAGAGGAGGATAA 1 alfa  

MRPS30 
NM_204939.1  F: CCTGAATCCCGAGGTTAACTATT Proteína ribossômica mitocondrial S30 

 
R: GAGGTGCGGCTTATCATCTATC 

 
RPL5 

NM_204581.4  F: AATATAACGCCTGATGGGATGG  Proteína ribossomal L5 

  R: CTTGACTTCTCTCTTGGGTTTCT   

 

4.2.6 PCR quantitativa em tempo real 

 

Após calcular os valores de eficiência e escolher os melhores parâmetros (T° 

de anelamento, concentração de primer e cDNA), as amostras foram submetidas à 

amplificação por PCR em tempo real, seguindo as mesmas condições de reação e 

termociclagem do teste de eficiência.  Todas as amostras foram realizadas em 

duplicata. 

 

4.2.7 Determinação da estabilidade da expressão dos genes de referência 

 

Para determinar a estabilidade dos genes de referência, foi utilizado os 

valores médios de Ct, que foi usado como arquivo de entrada, de acordo com cada 

algoritmo. Foram aplicados três algoritmos estatísticos diferentes, o BestKeeper 

(PFAFFL et al., 2004), GeNomr (VANDESOMPELE 2002) e NormFinder 
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(ANDERSEN et al., 2004). Todas as análises foram realizadas no software 

estatístico R (TEAM, 2015). Além disso, foi gerado um ranking geral para cada 

tecido empregando as três ferramentas através do algoritmo RankAgreeg (PIHUR; 

DATTA; DATTA, 2007) 

Na abordagem da ferramenta estatística BestKeeper, a relação intergene, o 

coeficiente de correlação de Pearson, a integridade da amostra e a estabilidade da 

expressão em cada gene de referência foram calculados por uma variação 

intrínseca da expressão. Os dados genéticos que indicam maiores valores de 

correlação são incorporados para calcular a média geométrica dos valores de Ct 

como índice de BestKeeper. Em seguida, o coeficiente de correlação de Pearson é 

contado entre cada gene e o índice, o que fornece uma estimativa da participação 

do gene nesse índice (PFAFFL et al., 2004).  

O processo de cálculo no programa GeNorm é baseado em valores de Ct 

normalizados, nos quais os valores individuais de um gene são normalizados para a 

amostra com o menor valor de Ct (a expressão mais alta) para esse gene. Os 

valores de Ct normalizados são estimados segundo Vandesompele et al. (2002). 

Nesta abordagem, a variação de pares de um gene específico é caracterizada com 

todos os outros genes de controle como o desvio padrão das razões de expressão 

transformadas logaritmicamente. 

A estabilidade do gene de controle interno (M) é determinada como a média 

da variação paritária de um gene com outros genes de referência. O menor valor M 

significa que a expressão do gene é a mais estável. Para escolher o (s) melhor (s) 

gene (s) de referência, o método GeNorm novamente conta a estabilidade M após a 

eliminação do gene menos estável e repete a análise até que apenas os 2 genes 

mais estáveis permaneçam. A abordagem GeNorm também determina o número 

mínimo de genes de referência necessários para a normalização adequada dos 

dados (VANDESOMPELE et al., 2002).  

O NormFinder é uma abordagem que usa valores de Ct normalizados e 

estima a variação global dos genes de referência à normalização e a variação entre 

os subgrupos das mesmas amostras. Este método aplica as variações intra e 

intergrupos para calcular um valor de estabilidade para cada gene. Os genes de 

referência candidatos podem então ser classificados com base no valor de 

estabilidade, onde os menores valores correspondem aos genes mais estáveis 

(ANDERSEN et al., 2004; STAINES et al., 2016). Para cada ferramenta foi obtido um 
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ranking de estabilidade, e empregando as três diferentes abordagens estatísticas, foi 

obtido uma lista agregada gerada pelo programa RankAgregg (PIHUR; DATTA; 

DATTA, 2007).  
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4.3 Resultados 

 

4.3.1 Eficiência e especificidade dos primers 

 

Foi realizado o teste de eficiência da reação para verificar as principais 

características dos primers antes da realização da RT-qPCR. A temperatura dos 

primers variou entre 60 e 62 graus, sendo que a melhor eficiência foi com 

concentração de cDNA de 45ng/µl e primer de 400mM, tanto para coração como 

para fígado. A eficiência de amplificação variou entre 95% a 102%, o que é aceitável 

de acordo com a literatura, indicando boa correlação linear. A especificidade do 

primer foi avaliada através da curva de dissociação e visualização em gel de 

agarose, não sendo observado dímeros ou bandas inespecíficas.  

 

4.3.2 Estatística descritiva dos genes de referência 

 

Foram analisados oito genes de referência através da técnica de RT-qPCR e 

foi observado que houve grande variabilidade de expressão entre os genes no 

fígado e coração dos dois diferentes grupos genéticos. As tabelas de 2 a 5 

apresentam os dados da estatística descritiva para ambos os tecidos e grupos 

genéticos de frangos, empregando o algoritmo estatístico BestKeeper. Na linhagem 

Cobb 500®, no tecido coração os genes RPL5 e ACTB foram altamente expressos, 

uma vez que apresentaram valores de Ct de 17,12 e 17,36, respectivamente. Já os 

genes HPRT1, MRPS27, LDHA, MRPS30, EEF1 e TFRC tiveram uma expressão 

moderada variando entre 24 e 29 ciclos (NASCIMENTO et al., 2015). Também foi 

possível notar um alto coeficiente de variação, sendo que o valor mais baixo 

corresponde ao gene MRPS30 (CV= 2,752) e o mais alto ao gene HPRT1 

(CV=6,773) para este tecido.  

Já em relação ao desvio padrão, para que um gene seja considerado estável, 

o valor do desvio deve estar situado abaixo de 1,0 (PFAFFL et al., 2004). Dessa 

forma, três genes foram considerados estáveis na linhagem Cobb 500® para o tecido 

coração: o RPL5, MRPS30 e EEF1, cujos desvios padrão foram 0,735; 0,753 e 

0,733 respectivamente. Os demais genes apresentaram desvios padrão superior a 

1,0 (Tabela 2). 
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Tabela 2. Estatística descritiva dos níveis de expressão dos genes de referência obtidos pelo 

BestKeeper, em coração da linhagem Cobb 500
®
 submetido ao ambiente de conforto (23°C) e 

estresse térmico agudo (39,5°C). 

 n = 12 RPL5 LDHA MRPS30 EEF1 ACTB HPRT1 MRPS27 TFRC 

Média geométrica 
[Cq]  17,12 25,88 27,34 27,34 17,36 24,69 24,71 29,62 

Média aritmética [Cq]  17,15 25,91 27,36 20,83 17,41 24,75 24,75 29,66 

min [Cq] 15,58 23,9 25,46 19,93 15,68 22,39 22,52 27,19 

max [Cq] 20,03 28,98 29,34 24,27 20,68 27,07 27,38 32,57 

Desvio padrão [± Cq]  0,735 1,044 0,753 0,733 1,143 1,677 1,16 1,162 

CV [% Cq]  4,282 4,029 2,752 3,52 6,566 6,773 4,686 3,917 

Coef. de correlação [r]  0,863 0,922 0,713 0,883 0,547 0,589 0,624 0,468 

 

  

Ao avaliar o mesmo tecido, mas no ecotipo Peloco, os genes RPL5, ACTB e 

EEF1 apresentaram alta expressão, com valores de Ct de 17,25; 19,85 e 21,18, 

respectivamente. Os demais genes tiveram variação de expressão de 24 e 29 ciclos, 

ou seja, apresentaram expressão moderada (NASCIMENTO et al., 2015); diante 

disso, é possível observar um baixo coeficiente de variação quando se compara aos 

valores obtidos para a linhagem Cobb 500®; nessa situação o valor mais baixo foi do 

gene TFRC (CV= 3,616) e o mais alto do gene ACTB (CV= 5,086). Avaliando o 

desvio padrão, os genes considerados estáveis no coração de Peloco, foram o 

RPL5, EEF1 e o HPRT1 cujos desvios foram 0,806; 0,834 e 0,933 respectivamente 

(Tabela 3). 

 

Tabela 3. Estatística descritiva dos níveis de expressão dos genes de referência obtidos pelo 

BestKeeper, em coração da Peloco submetido ao ambiente de conforto (23°C) e estresse térmico 

agudo (39,5°C). 

n = 12 RPL5 LDHA MRPS30 EEF1 ACTB HPRT1 MRPS27 TFRC 

Média geométrica 
[Cq]  17,25 26,07 27,44 21,18 19,85 24,82 25,36 29,51 

Média aritmética [Cq]  17,27 26,09 27,47 21,2 19,89 24,85 25,39 29,54 

min [Cq] 15,21 24,29 24,41 19,93 17,97 23,45 22,91 21,2 

max [Cq] 18,83 27,95 29,56 22,88 22,59 27,29 27,71 31,65 

Desvio padrão [± Cq]  0,806 1,037 1,238 0,834 1,012 0,933 1,026 1,068 

CV [% Cq]  4,663 3,972 4,504 3,934 5,086 3,753 4,04 3,616 

Coef. de correlação [r]  0,661 0,823 0,774 0,803 0,702 0,779 0,831 0,324 

 

Para o tecido fígado na linhagem Cobb 500®, dos oito genes avaliados, o 

RPL5, EEF1 e o ACTB baseado nos valores de Ct, tiveram alta expressão (Ct= 
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18,18; 20,38; 20,75, respectivamente). Os demais genes apresentaram expressão 

moderada, com valores de Ct variando entre 24 a 30,03. No entanto, todos os genes 

mostraram alta variância. Apesar dos genes RPL5, EEF1 e ACTB apresentarem alta 

expressão, os seus desvios padrão estão situados acima de 1,0 sendo considerado 

não estáveis, assim como os demais genes (Tabela 4).   

 

Tabela 4. Estatística descritiva dos níveis de expressão dos genes de referência obtidos pelo 

BestKeeper, em fígado da linhagem Cobb 500
®
 submetido ao ambiente de conforto (23°C) e estresse 

térmico agudo (39,5°C). 

 n = 12 RPL5 LDHA MRPS30 EEF1 ACTB HPRT1 MRPS27 TFRC 

Média geométrica [Cq]  18,18 24,6 25,86 20,38 20,75 29,64 27,07 30,03 

Média aritmética [Cq]  19,25 24,7 25,92 20,44 20,81 29,67 27,2 30,07 

min [Cq] 17,54 21,82 23,69 18,55 17,95 28,06 24,35 27,76 

max [Cq] 22,96 28,58 29,55 24,11 23,13 32,25 34,3 32,36 

Desvio padrão [± Cq]  1,293 2,072 1,45 1,42 1,164 1,211 2,147 1,419 

CV [% Cq]  6,716 8,385 5,593 6,953 5,594 4,082 7,892 4,719 

Coef. de correlação [r]  0,842 0,856 0,757 0,891 0,887 0,47 0,604 0,409 

 

Avaliando os resultados do tecido fígado do ecotipo Peloco, o gene RPL5 

apresentou uma alta expressão (Ct= 16,26), enquanto que os demais genes tiveram 

expressão moderada. Em relação ao coeficiente de variação, o RPL5 e o TFRC 

foram os genes com menor dispersão (CV= 4,86 e 4,3 respectivamente), quando 

comparado aos demais. Já em relação ao desvio padrão, apenas o RPL5 teve um 

desvio menor que 1,0 e dessa forma foi considerado um gene estável nesse tecido 

(Tabela 5). 

 

Tabela 5. Estatística descritiva dos níveis de expressão dos genes de referência obtidos pelo 

BestKeeper, em fígado da Peloco submetido ao ambiente de conforto (23°C) e estresse térmico 

agudo (39,5°C). 

 n = 12 RPL5 LDHA MRPS30 EEF1 ACTB HPRT1 MRPS27 TFRC 

Média geométrica 
[Cq]  16,26 26,06 27,42 21,46 22,7 30,3 28,64 30,4 

Média aritmética [Cq]  19,29 26,12 27,49 21,54 22,79 30,36 28,71 30,44 

min [Cq] 17,55 22,48 24,29 18,81 19,3 28,14 25,23 27,95 

max [Cq] 22,28 29,69 32,17 25,36 26,5 34,63 32,89 32,75 

Desvio padrão [± Cq]  0,939 1,469 1,463 1,46 1,714 1,505 1,564 1,309 

CV [% Cq]  4,866 5,622 5,32 6,777 7,519 4,958 5,445 4,3 

Coef. de correlação [r]  0,944 0,929 0,953 0,898 0,879 0,903 0,962 0,703 
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4.3.3 Estabilidade de expressão dos genes de referência 

 

Para que as análises de estabilidade pudessem contemplar todos os fatores, 

os dados foram divididos em dois grupos para cada um dos tecidos: grupo genético 

(considerando o ecotipo Peloco e a linhagem Cobb 500®) e ambiente (considerando 

conforto térmico e estresse térmico agudo). No tecido coração, de acordo com a 

ferramenta BestKeeper, considerando apenas o grupo genético (Cobb 500® e 

Peloco) os melhores genes de referência foram o EEF1 (0,733) e RPL5 (0,806), 

respectivamente. Já considerando o ambiente (conforto térmico e estresse térmico 

agudo), os melhores genes de acordo com o valores obtidos foram o RPL5 (0,529) e 

o LDHA (0,968), respectivamente. No ranking geral do BestKeeper, envolvendo os 

grupos genéticos e as duas condições ambientais, o gene LDHA foi considerado o 

mais estável e o menos estável foi o ACTB (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raça e ambiente) em coração de 

frangos, obtidos através da ferramenta BestKeeper. 

Genes 
Cobb 
n=12 

Peloco 
n=12 

Conforto 
n=12 

Estresse 
n=12 

Rank 
BestKeeper 

ACTB 1,143 (5) 1,012 (4) 1,133 (8) 1,705 (8) 8 

EEF1 0,733 (1) 0,834 (2) 0,673 (2) 1,018 (3) 4 

HPRT1 1,677 (8) 0,933 (3) 1,108 (7) 1,318 (7) 5 

LDHA 1,044 (4) 1,037 (6) 0,806 (3) 0,968 (1) 1 

MRPS27 1,16 (6) 1,026 (5) 0,862 (4) 1,24 (6) 3 

MRPS30 0,753 (3) 1,238 (8) 0,887 (5) 1,074 (4) 6 

RPL5 0,735 (2) 0,806 (1) 0,529 (1) 1,012 (2) 2 

TFRC 1,162 (7) 1,068 (7) 1,06 (6) 1,147 (5) 7 

 

Ao utilizar a ferramenta estatística GeNorm, também foram gerados ranking 

de estabilidade dos genes de referência para cada grupo genético e dos ambientes. 

No grupo genético, os genes mais estáveis foram o RPL5 e EEF1 (0,58) para a 

linhagem Cobb 500® e para a Peloco o LDHA e RPL5 (0,66). Em relação ao 

ambiente, os melhores genes foram o EEF1 e RPL5 (0,53) para a situação de 

conforto térmico e EEF1 e RPL5 (0,70) para o estresse térmico agudo. No ranking 

geral obtido através dessa ferramenta, o gene RPL5 foi o mais estável e o ACTB o 

menos estável (Tabela 7). 
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Tabela 7. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raça e ambiente) em coração de 

frangos, obtidos através da ferramenta GeNorm. 

Genes 
Cobb 
n=12 

Peloco 
n=12 

Conforto 
n=12 

Estresse 
n=12 

Rank 
Genorm 

ACTB 1,15 (6) 1,16 (7) 1,22 (8) 1,53 (8) 8 

EEF1 0,58 (1) 0,78  (3) 0,53 (1) 0,70 (1) 2 

HPRT1 1,40 (8) 1,03 (5) 0,90 (5) 1,24 (6) 7 

LDHA 0,85 (4) 0,66 (1) 0,54 (3) 0,85 (4) 4 

MRPS27 1,29 (7) 1,11 (6) 1,11 (7) 1,15 (5) 5 

MRPS30 0,74 (3) 0,81 (4) 0,67 (4) 0,81 (3) 3 

RPL5 0,58  (1) 0,66 (1) 0,53 (1) 0,70 (1) 1 

TFRC 0,97 (5) 1,23 (8) 1,03 (6) 1,36 (7) 6 

 

Nos dados gerados através da ferramenta NormFinder, os genes mais 

estáveis considerando o grupo genético foram o RPL5 (0,46) para a linhagem Cobb 

500® e EEF1 (0,58) para o ecotipo Peloco. Em relação ao ambiente, os genes 

considerados mais estáveis foram o RPL5 (0,30) para o conforto térmico e o LDHA 

(0,57) para o estresse térmico agudo. No ranking geral obtido através da ferramenta 

Normfinder, o gene EEF1 foi o mais estável, enquanto que o HRPT1 foi o menos 

estável (Tabela 8). 

 

Tabela 8. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raça e ambiente) em coração de 

frangos, obtidos através da ferramenta NormFinder. 

Genes 
 

Cobb 
n=12 

Peloco 
n=12 

Conforto 
n=12 

Estresse 
n=12 

Rank 
NormFinder 

ACTB 
1,44 (6) 0,98 (6) 1,48 (8) 1,91 (8) 6 

EEF1 0,48 (2) 0,58 (1) 0,34 (2) 0,64 (2) 1 

HPRT1 1,61 (8) 0,8 (3) 1,21 (6) 1,32 (6) 8 

LDHA 0,58 (3) 0,76 (2) 0,63 (3) 0,57 (1) 3 

MRPS27 1,24 (5) 0,84(4) 0,82 (4) 1,18 (5) 4 

MRPS30 0,69 (4) 1,12 (7) 0,89 (5) 0,93(4) 5 

RPL5 0,46 (1) 0,88 (5) 0,30 (1) 0,89 (3) 2 

TFRC 1,51 (7) 1,46 (8) 1,39 (7) 1,6 (7) 7 

 

Para realizar o ranking geral para o tecido coração empregando as três 

ferramentas estatísticas foi utilizado o pacote RanKAggreg (PIHUR; DATTA; DATTA, 
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2007) no software R utilizando o algoritmo brute force com a função BruteAggreg. O 

pacote ordena os genes em ordem de estabilidade levando em consideração os 

valores de estabilidade e a frequência em que cada gene aparece posicionado de 

acordo com os algoritmos das ferramentas de análises de estabilidade (BestKeeper, 

Genorm e NormFinder). O ranking geral dos genes de referência mais estáveis para 

o tecido coração obtido pelo pacote, foram o RPL5, EEF1 e LDHA (Tabela 9). 

 

Tabela 9. Ranking geral dos genes de referência em coração de frangos, obtidos com as diferentes 

ferramentas (Bestkeeper, GeNorm e NormFinder) e ranqueado pelo pacote RankAggreg. 

  

Rank 
BestKeeper 

Rank 
GeNorm 

Rank 
NormFinder 

Rank geral 
RankAggreg 

ACTB 8 8 6 8 

EEF1 4 2 1 2 

HRPT1 5 7 8 6 

LDHA 1 4 3 3 

MRPS27 3 5 4 5 

MRPS30 6 3 5 4 

RPL5 2 1 2 1 

TFRC 7 6 7 7 

 

Semelhante ao tratamento realizado dos dados obtidos com o tecido coração, 

as três ferramentas estatísticas também foram utilizadas para analisar os genes de 

referências das amostras do tecido fígado. Para a ferramenta BestKeeper, os genes 

indicados como mais estáveis no grupo genético foram o ACTB (1,164) para Cobb 

500® e RPL5 (0,939) para Peloco. Em relação ao ambiente, os genes considerados 

mais estáveis foram o RPL5 (0,949) avaliando a situação de conforo térmico e o 

TFRC (0,915) na condição de estresse térmico agudo. No ranking gerado pelo 

BestKeeper englobando os dois grupos genéticos e ambos ambientes, o gene TRFC 

foi o mais estável enquanto que o MRPS27 foi o menos estável (Tabela 10). 

 

Tabela 10. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raça e ambiente) em fígado de 

frangos, obtidos através da ferramenta BestKeeper. 

Genes 
Cobb 
n=12 

Peloco 
n=12 

Conforto 
n=12 

Estresse 
n=12 

Rank 
BestKeeper 

ACTB 1,164 (1) 1,714 (8) 1,388 (3) 1,841 (8) 5 

EEF1 1,422 (5) 1,46 (3) 1,519 (5) 1,414 (4) 3 

HPRT1 1,211 (2) 1,505 (6) 1,466 (4) 1,092 (2) 4 
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LDHA 2,072 (7) 1,469 (5) 1,968 (7) 1,666 (6) 7 

MRPS27 2,147 (8) 1,564 (7) 2,474 (8) 1,706 (7) 8 

MRPS30 1,45 (6) 1,463 (4) 1,918 (6) 1,526 (5) 6 

RPL5 1,293 (3) 0,939 (1) 0,949 (1) 1,25 (3) 2 

TFRC 1,419 (4) 1,309 (2) 1,259 (2) 0,915 (1) 1 

Para a ferramenta GeNorm, os genes mais estáveis para a Cobb 500® foram 

o EEF1 e RPL5 (0,76) e para a Peloco foram o EEF1 e LDHA (0,63). Já em relação 

ao ambiente, os genes indicados como mais estáveis para o conforto térmico foram 

o EEF1 e LDHA (0,80) e para o estresse agudo térmico foram EEF1 e LDHA (0,82). 

Ainda foi gerado o ranking da ferramenta, envolvendo todos os fatores, sendo que o 

EEF1 foi classificado como o mais estável enquanto que o TRFC foi o menos estável 

(Tabela 11). 

 

Tabela 11. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raça e ambiente) em fígado de 

frangos, obtidos através da ferramenta GeNorm. 

Genes 
Cobb 
n=12 

Peloco 
n=12 

Conforto 
n=12 

Estresse 
n=12 

Rank 
GeNorm 

ACTB 1,29 (5) 1,10 (7) 1,19 (5) 1,38 (8) 7 

EEF1 0,76 (1) 0,63 (1) 0,80 (1) 0,82 (1) 1 

HPRT1 1,51 (6) 1,03 (6) 1,34 (6) 1,26 (6) 6 

LDHA 0,93 (3) 0,63 (1) 0,80 (1) 0,82 (1) 2 

MRPS27 1,85 (8) 0,89 (4) 1,70 (8) 0,99 (3) 5 

MRPS30 1,09 (4) 0,98 (5) 0,92 (3) 1,19 (5) 4 

RPL5 0,76 (1) 0,81 (3) 1,04 (4) 1,09 (4) 3 

TFRC 1,62 (7) 1,18 (8) 1,44 (7) 1,33 (7) 8 

 

Utilizando a ferramenta NormFinder, os genes indicados como mais estáveis 

no grupo genético foram o ACTB (0,48) para a Cobb 500® e para a Peloco o gene 

RPL5 (0,65). Ao considerar o ambiente, os genes mais estáveis foram o ACTB (0,54) 

para o conforto térmico, enquanto que o MRPS30 (0,74) foi o melhor para a situação 

de estresse térmico agudo. No ranking da ferramenta com todos os fatores, o gene 

EEF1 foi o mais estável e o MRPS27 foi o menos estável (Tabela 12). 
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Tabela 12. Ranking com os valores de estabilidade de cada fator (raça e ambiente) em fígado de 

frangos, obtidos através da ferramenta NormFinder. 

Genes 
Cobb 
n=12 

Peloco 
n=12 

Conforto 
n=12 

Estresse 
n=12 

Rank 
NormFinder 

ACTB 0,48 (1) 1,15 (7) 0,54 (1) 1,31 (7) 3 

EEF1 0,84 (2) 0,94 (6) 0,73 (3) 0,93 (3) 1 

HPRT1 1,48 (5) 0,8 (5) 1,22 (4) 0,93 (3) 7 

LDHA 1,61 (6) 0,76 (4) 1,41 (6) 1,11 (5) 5 

MRPS27 2,56 (8) 0,68 (2) 2,55 (8) 0,77 (2) 8 

MRPS30 1,37 (4) 0,69 (3) 1,41 (6) 0,74 (1) 4 

RPL5 0,99 (3) 0,65 (1) 0,67 (2) 1,17 (6) 2 

TFRC 1,7 (7) 1,35 (8) 1,39 (5) 1,36 (8) 6 

 

  

Assim como nas amostras de coração, para realizar o ranking geral dos 

genes de referência das três ferramentas utilizadas (BestKeeper, GeNorm, 

NormFinder), foi utilizado o pacote RanKAggreg (PIHUR; DATTA; DATTA, 2007). No 

ranking geral, os genes de referência mais estáveis para o tecido fígado foram o 

RPL5, EEF1 e ACTB (1°, 2° e 3° lugar, respectivamente) (Tabela 13). 

 

Tabela 13. Ranking geral dos genes de referência em fígado de frangos, obtidos com as diferentes 

ferramentas (Bestkeeper, GeNorm e NormFinder) e ranqueado pelo pacote RankAggreg. 

  

Rank 
BestKeeper 

Rank 
GeNorm 

Rank 
NormFinder 

Rank geral 

ACTB 5 7 3 3 

EEF1 3 1 1 2 

HRPT1 4 6 7 6 

LDHA 7 2 5 4 

MRPS27 8 5 8 8 

MRPS30 6 4 4 5 

RPL5 2 3 2 1 

TFRC 1 8 6 7 
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4.4 Discussão 

 

Em todos os primers analisados neste trabalho foram verificados valores de 

eficiência de amplificação, e neste caso variou entre 95 e 102%, com valores de R² 

acima de 0,99, indicando boa correlação linear. A temperatura de anelamento dos 

primers variaram entre 60 e 62°C e foi eficaz para amplificação de todos os genes. 

Esses valores de eficiência e temperaturas diferem dos valores que foram propostos 

por Nascimento et al., (2015) e Cedraz et al., (2017) que utilizaram os mesmos pares 

de primers, contudo em tecido muscular de G. gallus submetidos a tratamentos 

diferentes do realizado nesse experimento. Esse fato pode ser atribuído devido às 

condições distintas no delineamento experimental, bem como o tecido que foi 

utilizado, o que ratifica a importância da realização do teste de eficiência para cada 

experimento.   

O uso de genes de referência adequado para a normalização dos dados de 

RT-qPCR é essencial para obter resultados confiáveis e que representem 

verdadeiramente a abundância relativa de transcritos de genes, em diferentes 

espécies, células e tecidos.  

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo no tecido coração, os 

genes RPL5, EEF1 e LDHA foram ranqueados pela ferramenta RankAggreg como 

os genes mais estáveis e o ACTB foi o de pior estabilidade. Esse resultado 

corrobora com os obtidos por Macário (2016), onde o autor classificou os genes 

EEF1 e LDHA como os mais estáveis só que em baço de codornas. Além disso, 

esse trabalho também está em concordância com o de Nascimento et al., (2015) 

onde foi relatado que o gene ACTB é o menos estável em músculo peitoral de G. 

gallus. Tais variações de expressão podem ser observadas dentro de um mesmo 

tecido devido suas funções fisiológicas (JEMIOLO; TRAPPE, 2004), já que a 

quantidade de transcritos pode ser diferente no conforto térmico e no estresse 

térmico agudo, bem como nos diferentes grupos genéticos de frangos.  

No tecido coração do ecotipo Peloco, o gene RLP5 foi classificado como o 

melhor, em duas das três ferramentas utilizadas, além disso, esse gene revelou alta 

expressão. Já para a linhagem comercial Cobb 500®, no mesmo tecido, o gene 



57 

 

EEF1 foi o que apresentou maior estabilidade em duas das três ferramentas 

analisadas. Como existe diferenças entre as raças, bem como entre os tecidos, 

pode-se esperar que aconteçam essas variações.  

Assim como nesse trabalho, Cedraz et al., (2017) evidenciaram que o gene 

RPL5 permaneceu entre os mais estáveis em músculo do peito da Peloco no 

conforto térmico e estresse térmico agudo.  

O gene RPL5 codifica uma pequena proteína que é componente da 

subunidade 60S e é responsável pelo transporte de rRNA 5S para o nucléolo. Essa 

proteína atua especificamente com a subunidade beta de caseína-quinase II, sendo 

típico para os genes que codificam proteínas ribossomais (NCB1, 2019). Dessa 

forma, o RPL5 está envolvido no processo essencial de transporte de rRNA das 

células, atuando de forma frequente, o que explica em parte sua maior expressão 

nos tecidos das raças de frangos estudados. Em um estudo realizado por 

Mengmeng et al., (2017) em coração de humanos, os autores relataram que o RPL5 

foi o gene mais estável, enquanto que o ACTB foi o menos estável.  

Já o EEF1 é um gene que codifica uma proteína responsável pelo fator de 

elongação alfa1 e tem a função de entrega enzimática do tRNAs aminoacil para o 

ribossomo durante a síntese de proteínas, e dessa forma sua expressão é 

considerada contínua, o que pode explicar sua estabilidade no coração de frangos 

submetidos ao estresse térmico. O resultado do presente estudo está de acordo com 

os encontrados por Kapila et al., (2013), onde o gene EEF1 foi o segundo mais 

estável em búfalos em condições de estresse térmico, relatando também que o 

ACTB foi considerado o menos estável, sugerindo que sua regulação pode ser 

afetada pela condição experimental, já que ele é um gene muito usado como 

normalizador. 

Cabe salientar que não existe um gene de referência universal, e ao analisar 

diferentes fatores em diferentes tecidos, em diferentes organismos que estão 

constantemente se adaptando em condições de mudanças, esses podem exibir 

diferentes perfis de expressão de genes de referência. Portanto, enfatiza-se a 

extrema necessidade de abordagens únicas para cada experimento e a necessidade 

da validação de genes de referência. Além disso, os rankings de estabilidade de 

expressão gênica obtidos pelos diferentes algoritmos sempre deve ter como 

prioridade encontrar o gene que é caracterizado com uma alta estabilidade não 

apenas para um único algoritmo (KOZERA; RAPACZ, 2013). Nesse contexto, o 
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RankAggreg é de suma importância visto que faz a sua classificação baseado nos 

outros três algoritimos estatísticos utilizados nesse trabalho. 

O gene LDHA que revelou-se como terceiro mais estável está presente em 

etapas da glicólise; a proteína codificada por este gene catalisa a conversão de L-

lactato e NAD em piruvato e NADH na etapa final da glicólise anaeróbica (NCBI, 

2019). Essa proteína é encontrada predominantemente no tecido muscular, e nas 

aves, é especialmente ativa nos eritrócitos. Como faz parte de uma importante 

reação química que fornece energia para o organismo, sua expressão é constante, o 

que pode explicar sua estabilidade neste tecido (HAWKINS et al., 2006; CAPITELLI; 

CROSTA, 2013). 

Nos resultados obtidos para o tecido fígado, foi possível observar que os 

genes mais estáveis no ranking geral, ou seja, incluindo todos os fatores (Cobb 500® 

e Peloco; conforto e estresse térmico agudo) e as três ferramentas estatísticas foram 

o RPL5, EEF1 e ACTB.  No fígado da Peloco o gene RPL5 foi o mais estável em 

duas das três ferramentas utilizadas, e na linhagem Cobb 500®, o gene ACTB foi 

considerado o mais estável em duas das três ferramentas. Neste tecido, o MRPS27 

foi indicado como o menos instável. Este resultado difere do trabalho publicado 

Cedraz et al., (2017), onde o autores relatam que o MRPS27 foi o gene mais estável 

em musculo do peito do ecotipo Peloco.  Essa divergência pode estar relacionada ao 

tecido utilizado no trabalho, já que um gene de referência pode ser estável para um 

tecido, e não ser para outro, ainda que na mesma espécie.  

O ACTB é o gene que codifica uma das seis proteínas actinas existentes, e 

essas são proteínas que estão envolvidas na motilidade celular, estrutura e 

integridade (NCBI, 2019). Em aves, sua expressão é mais elevada no coração, rim, 

fígado, cérebro e músculo esquelético (WEBER et al., 2014). Embora seja um gene 

expresso em todos os tecidos, alguns experimentos que avaliaram a estabilidade de 

genes de referência em aves encontram grande variabilidade do mesmo, 

impossibilitando de utilizá-lo como gene de referência, apesar de apresentar alta 

expressão (NAJAFPANAH et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2015), assim como 

ocorreu neste trabalho. 

Muitos estudos de RT-qPCR tem procurado validar genes de referência em 

diferentes espécies, tecidos e tratamentos tanto em animais, incluindo bovinos 

(LISOWSKI et al., 2008), pulmão e coração de frangos de corte (HASSANPOUR et 
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al., 2018) em músculo do ecotipo Peloco (CEDRAZ, et al., 2017) suínos 

(MARTÍNEZ-GINER et al., 2013), ovinos (ZANG et al., 2011) caprinos 

(NAJAFPANAH; SADEGHI; BAKHTIARIZADEH, 2013), equinos (KUNG et al., 2011),  

aves (BAGÉS et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2015; OLIAS et al., 2014; ZINZOW-

KRAMER; HORTON; MANEY, 2014)  e peixes (YANG et al., 2013; ZHENG; SUN, 

2011), quanto em vegetais (MAFRA et al., 2012; ZHU et al., 2013).  

É importante ressaltar que existem genes que se expressam apenas em 

determinados tecidos, que são considerados tecido - específico e estão sob 

regulação tecido - específica. Entretanto, existem diferentes genes que são 

controlados por regulação temporal, ou seja, se expressam em determinados 

períodos. Dessa forma, diferentes tecidos, bem como diferentes grupos genéticos 

submetidos à condições ambientais adversas podem apresentar componentes 

estruturais e proteicos diferentes, resultando em um perfil gênico específico 

adequando-se a cada necessidade (COSTA; PACHECO, 2013). 

Até o presente momento, não são conhecidos trabalhos que tenham 

analisado genes de referência em coração e fígado de Peloco e Cobb 500® sob as 

mesmas condições experimentais utilizadas nesse estudo (conforto e estresse 

térmico agudo). Diante disso, esses resultados podem ser úteis para pesquisas 

futuras do ecotipo Peloco, já que os estudos realizados até o momento para esse 

grupo genético específico estão voltados apenas para características fenotípicas e o 

conhecimento do seu perfil gênico é de suma relevância. Além disso, existe a 

importância de se analisar o perfil da expressão de genes de referência em 

determinados tecidos, já que estes podem alterar a interpretação dos dados 

analisados. Tendo isso em vista, uma correta normalização, torna-se indispensável, 

uma vez que é preciso levar em consideração a relevância biológica das amostras 

de diferentes espécies e/ou tecidos, bem como as condições experimentais. 

 

4.5 Conclusão 

  

De acordo com a classificação apontada pela ferramenta RankAggreg, 

baseando-se nos três algoritmos utilizados (BestKeeper, GeNorm, NormFinder), no 

coração de frangos dos dois grupos genéticos avaliados submetidos ao conforto e 
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estresse térmico agudo, os genes mais estáveis foram RPL5, EEF1 e LDHA. Já para 

o tecido fígado dos grupos genéticos divergentes submetidos ao conforto e estresse 

térmico agudo, os genes mais estáveis foram o RPL5, EEF1 e ACTB, concluindo 

portanto, que o RPL5 é indicado como normalizador mais estável para ser 

empregado como gene de referência em ambos os tecidos de frangos submetidos 

ao conforto térmico e estresse térmico agudo. 
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EXPRESSÃO RELATIVA DE GENES RELACIONADOS AO ESTRESSE TÉRMICO 

E OXIDATIVO EM FRANGOS GENETICAMENTE DIVERGENTES 
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RESUMO 

 

A alta temperatura tem contribuído de forma negativa na produção dos frangos. Em 

frente ao desenvolvimento de características selecionadas para maior ganho de 

peso e conversão alimentar, as linhagens comerciais sofrem de uma deficiência na 

regulação da temperatura corporal, tornando-as muitos sensíveis às variações 

ambientais. Em contrapartida, em algumas regiões rurais do interior da Bahia, 

principalmente em sistemas de agricultura familiar, existe um ecotipo de frango 

denominado Peloco que possui características peculiares, como resistência à altas 

temperaturas. Porém essas aves encontram-se em número reduzido e existe a 

necessidade de pesquisas relacionadas a sua fisiologia para verificar o seu potencial 

zootécnico, valorizando essa importante característica para o pequeno produtor. 

Sabe-se que existem genes que estão relacionados aos principais mecanismos de 

defesa celular durante a exposição em ambiente quentes, bem como genes 

relacionados ao estresse oxidativo que protegem dos danos causados pela alta 

temperatura. Tendo isso em vista, objetivou-se com este trabalho avaliar e comparar 

os efeitos do calor agudo sobre os níveis de expressão dos genes HSF1, HSF3, 

HSP70, HSP90, SOD, CAT e GPX em coração e fígado de ecotipos Peloco e 

frangos de linhagem comercial Cobb 500®. Vinte e quatro aves (12 Peloco e 12 

Cobb 500®) foram submetidas ao ambiente de conforto térmico (23°C) e de estresse 

térmico agudo (39,5°C durante 1h), posteriormente foram abatidos e coletados 

fragmentos de fígado e coração para análises utilizando a RT-qPCR. Foi possível 

observar, através dos dados de expressão relativa, que nos animais submetidos ao 

ambiente de estresse térmico, os genes HSF1 e HSP70 tiveram aumento de 

expressão significativa no fígado dos frangos. O HSP90 revelou aumento de 

expressão significativa nos dois tecidos dos dois grupos genéticos submetidos ao 

estresse por calor. Já o gene CAT teve aumento de expressão significativo no fígado 

dos animais Cobb 500® submetidos à alta temperatura, enquanto que o SOD foi 

mais expresso apenas no tecido coração da Peloco; o gene GPX apresentou 

aumento de expressão significativa no coração das aves Peloco que foram 

submetidos ao estresse térmico agudo. Não foram encontradas diferenças 

significativas de expressão no gene HSF3. Diante disso, conclui-se que existe 

variação de expressão dos genes de estresse térmico e oxidativo no coração e no 
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fígado da Peloco submetidos ao estresse térmico, indicando expressão tecido – 

específica. Além disso, de acordo com os resultados, sugere-se que esse ecotipo é 

mais adaptado ao calor elevado, comparado a linhagem comercial Cobb 500®. 

Palavras - chave: RT-qPCR, Peloco, expressão gênica, Cobb 500®, enzimas 

antioxidantes. 
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EXPRESSION ON RELATED GENE TO STRESS AND THERMAL OXIDATIVE IN 

CHICKENS GENETICALLY DIVERGENT 

 

ABSTRACT 

 

The high temperature has contributed in a negative way in the production of the 

chickens. Faced with the development of selected characteristics for greater weight 

gain and feed conversion, commercial strains suffer from a deficiency in body 

temperature regulation, making them very sensitive to environmental variations. On 

the other hand, in some rural regions of the interior of Bahia, mainly in family farming 

systems, there is an ecotype of chicken called Peloco that has peculiar 

characteristics, such as resistance to high temperatures. However, these birds are 

few in number and there is a need for research related to their physiology to verify 

their zootechnical potential, valuing this important characteristic for the small 

producer. It is known that there are genes that are related to the major cellular 

defense mechanisms during exposure in warm environments, as well as genes 

related to oxidative stress that protect from damage caused by high temperature. The 

objective of this study was to evaluate and compare the effects of acute heat on the 

expression levels of HSF1, HSF3, HSP70, HSP90, SOD, CAT and GPX genes in 

heart and liver of Peloco and broiler chickens commercial Cobb 500®. Twenty-four 

birds (12 Peloco and 12 Cobb 500®) were submitted to the thermal comfort 

environment (23°C) and acute thermal stress (39,5 °C for 1 h), later they were 

slaughtered and collected fragments of liver and heart for analysis using RT-qPCR. It 

was possible to observe, through the data of relative expression, that in the animals 

submitted to the thermal stress environment, the HSF1 and HSP70 genes had 

significant expression in the liver of the chickens. HSP90 revealed significant 

increase of expression in the two tissues of the two genetic groups submitted to heat 

stress. The CAT gene, on the other hand, had significant expression in the liver of 

Cobb 500® animals subjected to high temperature, whereas SOD was expressed 

only in the Peloco heart tissue; the GPX gene showed increased expression in the 

heart of Peloco birds that were submitted to acute thermal stress. No significant 

differences in expression were found in the HSF3 gene. Therefore, it is concluded 
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that there is variation in expression of the thermal and oxidative stress genes in 

Peloco's heart and liver submitted to thermal stress, indicating tissue-specific 

expression. In addition, according to the results, it is suggested that this ecotype is 

more adapted to the high heat, compared to the commercial line Cobb 500®. 

Keywords: RT-qPCR, Peloco, Gene Expression, Cobb 500®, Antioxidant Enzymes. 
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5.1 Introdução 

 

Em algumas regiões rurais no interior da Bahia, principalmente onde 

predominam-se sistema de agricultura familiar, existe um ecotipo de frango 

denominado Peloco. Essas aves são caracterizadas pela ausência de penas durante 

um longo período do desenvolvimento, e são criadas em sistema extensivo, 

observa-se que são bem adaptadas às altas temperaturas e resistentes à várias 

condições adversas, e além disso, servem de fonte de renda para pequenos 

produtores. A Peloco encontra-se em número reduzido, e dessa forma pesquisas 

relacionadas ao seu potencial zootécnico são necessários, a fim de conservar esse 

material genético e manter as características que agregam na agricultura familiar 

(ALMEIDA, 2013; SAGRILO et al., 2018).  

 As linhagens comerciais de frangos são geneticamente melhoradas visando 

o rápido crescimento e ganho de peso, contudo apresentam atividade 

termorreguladora deficiente. Dessa forma, em algumas regiões, a alta temperatura 

acaba contribuindo de maneira negativa na qualidade e no desenvolvimento dos 

frangos já que esses não se adaptam bem ao ambiente quente (TEMIM et al., 2000; 

XIE et al., 2014).  

Existem alguns fatores que atuam no mecanismo de defesa contra altas 

temperaturas, sendo que a capacidade da homeostase pode minimizar os danos 

celulares (DE NADAL; AMMERER; POSAS, 2011) alterando a expressão dos genes 

na presença do estresse e voltando às condições basais após voltar às condições 

de conforto térmico (GASCH et al., 2000; CAUSTON et al., 2001). 

Um desses mecanismos de defesa é a ativação de genes que estão 

envolvidos na resposta ao estresse térmico, dentre eles estão os HSFs (Fatores de 

choque térmico) que induzem a expressão gênica e os HSPs (Proteínas de choque 

térmico) que está entre as principais formas de defesas do estresse (WORKMAN, 

2010; GUERTIN et al., 2011; WEAKE).  

Existem vários estudos com genes relacionados ao estresse térmico em 

mamíferos (SONNA et al., 2002; AHN; THIELE, 2003), plantas (NAGAYA et al., 

2010), peixes (YEH; HSU, 2002) e frangos de corte (FIGUEIREDO et al., 2007; LEI 

et al., 2014), porém, até o momento não foram encontrados estudos em coração e 

fígado do ecotipo de galinha caipira Peloco. 
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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. Nesse sentido, o organismo responde 

através da expressão de genes que codificam enzimas antioxidantes como a 

Superóxido dismutase (SOD), Catalase (CAT) e Glutationa peroxidase (GPX), 

diminuindo os efeitos negativos nas células (MUJAHID et al., 2005). Alguns 

trabalhos na literatura demonstram que a exposição a altas temperaturas causa um 

aumento compensatório na atividade da SOD, GPX e CAT no soro, fígado e 

músculo de frangos (TAN et al., 2010, AZAD et al., 2010). 

Diante disso, objetivou-se com este trabalho, analisar e comparar a expressão 

de genes relacionados ao estresse térmico e oxidativo em frangos Peloco e na 

linhagem comercial Cobb 500® submetidos ao conforto e estresse térmico agudo. 

 

5.2 Material e métodos 

 

5.2.1 Animais 

 

Para a realização do experimento foram utilizadas 24 aves: 12 pintos da raça 

Peloco e 12 pintos comerciais Cobb 500®. As aves comerciais foram adquiridas uma 

semana após o nascimento das aves Peloco no setor de Avicultura da Universidade 

Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB), campus de Itapetinga, onde foram criadas 

sobre as mesmas condições ambientais no período entre dois de novembro a dois 

de dezembro de 2015. Todas as aves foram criadas em galpão aberto forrado com 

maravalha (raspas de madeira) e foram alimentadas seguindo todas as exigências 

nutricionais até os 30 dias de vida (ROSTAGNO; GOMES; 2011). Todo o 

experimento teve aprovação do Comitê de Ética no Uso de Animais – CEUA/UESB, 

Protocolo 109/2015. 

 

5.2.2 Aquecedores 

 

 Para submeter as aves a condição de estresse térmico agudo, foi construído 

um box medindo 1,5 metros de comprimento, 1 metro de altura e 1 metro de largura 
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(Figura 3) com dois aquecedores a gás instalados visando homogeneizar o calor por 

todo o ambiente interno (Figura 4). 

 

 

Figura 3. Box experimental de aquecimento utilizado para a realização do estresse térmico nas aves.  

 

 

Figura 4. Aquecedores a gás utilizados para o estresse térmico nos animais. 

 

5.2.3 Estresse térmico 
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 O estresse térmico foi realizado em dois momentos para que as aves 

tivessem a mesma idade de abate (30 dias de vida). No primeiro momento, 6 aves 

do ecotipo Peloco foram submetidos a temperatura ambiental de 39,5°C, com 

umidade relativa de 60% durante 1 hora. Em um segundo momento, as mesmas 

condições foram replicadas para 6 aves da linhagem Cobb 500®, sendo que em 

ambos períodos as aves tiveram acesso à agua e comida. 

 Durante o período de estresse térmico, as aves foram observadas a fim de 

evitar óbito pela alta temperatura, e o estresse térmico agudo foi determinado 

quando os animais se mostraram prostrados e com frequência respiratória 

acelerada. Imediatamente após o período de estresse, os animais foram abatidos 

por deslocamento cervical. Já as aves controles de cada grupo genético foram 

abatidas no início da manhã (4 h), para garantir condições de conforto térmico 

(Temperatura ambiental de 23°C). 

 

5.2.4 Coleta de tecidos 

 

Após o abate, foram coletados fragmentos de coração e fígado, sendo que 

essas amostras foram colocadas em tubos criogênicos e imediatamente 

armazenadas em botijão contendo nitrogênio líquido e transportadas para o 

laboratório de Genética Animal do Hospital Veterinário na Universidade Estadual de 

Santa Cruz – UESC e armazenadas em ultrafreezer -80°C até o momento da 

extração do RNA. 

 

5.2.5 Extração, quantificação e qualidade do RNA 

 

A extração do RNA total das amostras selecionadas foi realizada com Trizol® 

seguindo o protocolo do fabricante. A concentração do RNA foi quantificada através 

de espectrofotômetro NanoDrop 2000® e a qualidade do RNA extraído foi verificada 

através de eletroforese em gel de agarose à 1%, corados com brometo de etídio e 

visualizados em luz ultra violeta.  

 

5.2.6 Transcrição reversa do mRNA  
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A transcrição reversa foi realizada com o kit comercial GoScript TM reverse 

Transcription System (Promega Corporation, Madison, EUA). Foram utilizados, 2 μl 

de RNA obtidos a partir da extração realizada nos tecidos (fígado e coração), 

acrescidos de 10 μl de 10X RT buffer, 4μl de dNTP, 1 μl de Oligodt, 1 μl da enzima 

Transcriptase Reversa, 1 μl de inibidor de ribonuclease recombinante RNase OUT, e 

água ultrapura, para um volume final de 20 μl. As amostras foram incubadas em 

termociclador a 50°C por 50 min, em seguida a temperatura foi elevada a 85°C por 5 

min, e na sequência foram refrigeradas em gelo. O cDNA obtido foi armazenado em 

freezer -20°C, para posterior utilização nos experimentos de expressão gênica.  

 

5.2.7 Seleção de genes alvos e otimização da RT-qPCR 

 

Quatro genes relacionados ao estresse térmico e três genes envolvidos no 

estresse oxidativo foram selecionados para serem avaliados nos dois grupos 

genéticos de frangos nas condições de conforto térmico e estresse térmico agudo 

(Tabela 14).  

 

Tabela 14. Descrição dos genes alvos e do normalizador e seus primers específicos utilizados nas 

análises de RT-qPCR em coração e fígado de frangos submetidos ao conforto térmico e estresse 

térmico agudo.  

Gene Sequência (5'-3') Descrição  

HSF1 
F: TGTGGCTGATTCTTGGCTTT Fator de choque térmico 1 Cedraz et al; (2017) 

R: GAGGGAGACAGAGGGGTTTC 
 

 

 

HSF3 
F: CGGAAGATGGAAATGGAGAG Fator de choque témico 2 Almeida (2007) 

R: TCAGGAAGCAGGAGAGGAGA 
 

 

 
HSP70 

F: ATTCTTGCGTGGGTGTCTTC 
Proteína de choque térmico 70 
Kda 

Almeida (2007) 

R: GATGGTGTTGGTGGGGTTC 
 

 

HSP90 
F: TGAAACACTGAGGCAGAAGG 

Proteína de choque térmico 90 
Kda 

Almeida (2007) 

R: AAAGCCAGAGGACAGGAGAG 
 

 

 

CAT 
F: ACTGGTGCTGGCAACCC Catalase Rimoldi (2015) 

R: ACGTGGCCCAACTGTCAT 
 

 

 

SOD 
F: TGGACCTCGTTTAGCTTGTG Superóxido Dismutase Del Vesco (2017) 

R: ACACGGAAGAGCAAGTACAG 
 

 

 

GPX F: TTGTAAACATCAGGGGCAAA Glutationa peroxidase Del Vesco (2017) 
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 R: TGGGCCAAGATCTTTCTGTAA    

RPL5 

 
F: AATATAACGCCTGATGGGATGG              
R: CTTGACTTCTCTCTTGGGTTTCT 

 
Proteína ribossomal L5 

 
Nascimento et al; 
(2015) 

   

 

Para calcular a eficiência da PCR, uma curva padrão foi construída a partir de 

um pool de cDNA de todos os tratamentos e fatores, para ambos tecidos. Para tanto 

foram realizadas as seguintes diluições: 5, 15, 45 e 135ng/µl de cDNA com três 

concentrações de primers: 200, 400 e 800 mM. 

Visando realizar a comparação dos Cts, as amostras dos tecidos foram 

destinadas à amplificação em PCR em tempo real. As reações de amplificação 

foram realizadas em termociclador, no ensaio ddCt (Relative Quantification). As 

condições da reação de qPCR foram definidas com desnaturação inicial a 95ºC 

durante dois minutos e 40 ciclos de desnaturação a 95ºC por 15 segundos. A 

temperatura de extensão foi padronizada individualmente para cada par de primer 

durante 60 segundos. Ao final da reação de amplificação foi incluído um passo 

adicional com elevação gradual da temperatura de 60ºC a 95ºC para ser possível a 

obtenção da curva de dissociação. A amplificação de todos os genes foi realizada no 

Sistema Real Time PCR 7500 Fast (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) e, os 

resultados foram obtidos utilizando o programa Sequence Detection Systems (V. 

2.0.6) (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) que gerou o parâmetro 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-padrão dos 

dados experimentais. A eficiência da amplificação da PCR foi calculada para cada 

gene de referência usando a fórmula E = (10^ (-1/coeficiente angular) -1) x100 

(PFAFFL, 2001). Posteriormente, as curvas de dissociação foram avaliadas quanto à 

amplificação e à especificidade. Após a análise de eficiência da PCR, a temperatura 

de anelamento e a concentração dos primers mais adequada, foram empregadas 

nas reações de RT-qPCR.  

 

5.2.8 PCR quantitativa em tempo real 

 

Após o cálculo dos valores de eficiência e da escolha dos melhores 

parâmetros (temperatura de anelamento, concentração de primer e cDNA), as 
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amostras foram submetidas à amplificação por PCR em tempo real, seguindo as 

condições estabelecidas de reação e termociclagem do teste de eficiência. Todas as 

reações do experimento foram realizadas em duplicatas utilizando o método de 2 -

ΔΔCT. 

 

 

 

5.2.9 Análise estatística da expressão dos genes alvos 

 

 Para a análise estatística dos dados obtidos da RT-qPCR foi utilizado o 

programa estatístico Graph – Prism 8 utilizando dois testes estatísticos: Two – way 

ANOVA onde avaliou-se: (I) a expressão relativa do gene em relação aos grupos 

genéticos; (II) a expressão relativa dos genes em relação ao ambiente (conforto ou 

estresse térmico agudo); (III) a interação de todos os fatores; e o teste T não 

pareado onde comparou-se dentro dos grupos genéticos a situação de conforto e 

estresse: (IV) Cobb conforto x estresse e (V) Peloco conforto x estresse, com 

intervalo de confiança de 95%.  

 

5.3 Resultados 

 

5.3.1 Eficiência e especificidade dos primers 

 

 Antes da realização da análise de expressão dos genes alvos foi realizado o 

teste de eficiência para otimização dos parâmetros a serem utilizados no estudo. 

Ficou determinada a temperatura de anelamento de 60°C e a concentração de 

cDNA igual 45ng/µl, e 400Mm foi a concentração ideal para todos os primers. A 

eficiência de amplificação dos primers variaram entre 92% e 103%. Os valores de 

coeficiente de determinação (R²) ficaram acima de 0,99, indicando boa correlação 

linear. A especificidade dos primers foi avaliada através da curva de dissociação a 

qual revelou apenas um pico, não sendo observado dímeros de primers. 

 

5.3.2 Expressão relativa dos genes alvos 
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 Baseado nos resultados obtidos no capítulo I, o gene RPL5 foi utilizado como 

normalizador dos genes alvos, tanto para o coração como para fígado dos frangos.  

 De acordo com os dados gerados através da RT-qPCR foi possível observar 

que no tecido coração, o gene HSF1 não revelou alteração de expressão tanto na 

Cobb 500® quanto na Peloco (Figura 5 A). Já no fígado, esse gene teve um 

aumento significativo de expressão comparando os animais do conforto térmico com 

os animais em condição de estresse térmico (sem considerar o grupo genético) 

(Tabela 15) (Figura 5 B). 

 

 

Figura 5. Perfil de expressão do gene HSF1 em diferentes tecidos de frangos. (A) Análise comparativa 

da expressão do gene HSF1 em coração de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco 

submetidos ao conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C). (B) Análise comparativa da 

expressão do gene HSF1 em fígado de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco 

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

 

Tabela 15. Análise estatística de expressão relativa do gene HSF1 aplicando-se o teste two-way 

ANOVA para comparação entre grupos genéticos (ambientes de conforto e estresse térmico e 

interação entre os fatores) e aplicando-se o teste t não pareado para avaliar os ambientes de 

conforto e estresse térmico dentro dos grupos genéticos de frangos.  

Gene: HSF1 
P valor 

Coração Fígado 

Cobb x Peloco 0,9709 0,2833 

Conforto X estresse 0,2906 0,0389* 

Interação 0,3128 0,1103 

Cobb conforto x estresse 0,9616 0,0863 

Peloco conforto x estresse 0,2576 0,55 

* p<0,05 apresentam diferença estatística 
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 Quanto à expressão do gene HSF3, em ambos tecidos estudados, esse gene 

não revelou alteração de expressão nos dois grupos genéticos submetidos ao 

estresse térmico (Figura 6), (Tabela 16). 

 

 
Figura 6. Perfil de expressão do gene HSF3 em diferentes tecidos de frangos. (A) Análise comparativa 

da expressão do gene HSF3 em coração de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco 

submetidos ao conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C). (B) Análise comparativa da 

expressão do gene HSF1 em fígado de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco 

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

 

Tabela 16. Análise estatística de expressão relativa do gene HSF3 aplicando-se o teste two-way 

ANOVA para comparação entre grupos genéticos (ambientes de conforto e estresse térmico e 

interação entre os fatores) e aplicando-se o teste t não pareado para avaliar os ambientes de 

conforto e estresse térmico dentro dos grupos genéticos de frangos.  

Gene: HSF3 
P valor 

Coração Fígado 

Cobb x Peloco 0,2323 0,065 

Conforto X estresse 0,2536 0,1139 

Interação 0,0878 0,5192 

Cobb conforto x estresse 0,0661 0,0779 

Peloco conforto x estresse 0,599 0,2043 

* p<0,05 apresentam diferença estatística 

 

 Em relação à expressão do gene HSP70 os resultados revelaram maior 

expressão relativa desse gene no fígado dos animais que foram submetidos ao calor 

elevado (sem considerar o grupo genético), com diferença estatística significativa 

(Figura 7) (Tabela 17). 
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Figura 7. Perfil de expressão do gene HSP70 em diferentes tecidos de frangos. (A) Análise 

comparativa da expressão do gene HSP70 em coração de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e 

Peloco submetidos ao conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C). (B) Análise 

comparativa da expressão do gene HSP70 em fígado de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e 

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

 

Tabela 17. Análise estatística de expressão relativa do gene HSP70 aplicando-se o teste two-way 

ANOVA para comparação entre grupos genéticos (ambientes de conforto e estresse térmico e 

interação entre os fatores) e aplicando-se o teste t não pareado para avaliar os ambientes de 

conforto e estresse térmico dentro dos grupos genéticos de frangos.  

Gene: HSP70 
P valor 

Coração Fígado 

Cobb x Peloco 0,1555 0,2948 

Conforto X estresse 0,0701 0,0093* 

Interação 0,2446 0,1339 

Cobb conforto x estresse 0,4102 0,0515 

Peloco conforto x estresse 0,1517 0,091 

* p<0,05 apresentam diferença estatística 

 

 Quanto ao gene HSP90, observa-se que em ambos tecidos ocorre aumento 

na expressão quando os animais são submetidos a situação de estresse térmico 

agudo; sendo que para os dois tecidos ao comparar o fator ambiente os resultados 

foram estatisticamente significativos; no coração, ao comparar a situação conforto e 

estresse dentro do grupo genético, é possível notar que não houve alteração de 

expressão, (Figura 8 A). Contudo, no fígado, os animais que foram submetidos ao 

estresse térmico, além de apresentarem essa mesma tendência observado no 

coração, tiveram aumento de expressão do gene HSP90 na linhagem Cobb 500® 

como na Peloco (Tabela 18) (Figura 8 B). 
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Figura 8. Perfil de expressão do gene HSP90 em diferentes tecidos de frangos. (A) Análise 

comparativa da expressão do gene HSP90 em coração de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e 

Peloco submetidos ao conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C). (B) Análise 

comparativa da expressão do gene HSP90 em fígado de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e 

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

 

Tabela 18. Análise estatística de expressão relativa do gene HSP90 aplicando-se o teste two-way 

ANOVA para comparação entre grupos genéticos (ambientes de conforto e estresse térmico e 

interação entre os fatores) e aplicando-se o teste t não pareado para avaliar os ambientes de 

conforto e estresse térmico dentro dos grupos genéticos de frangos.  

Gene: HSP90 
P valor 

Coração Fígado 

Cobb x Peloco 0,8655 0,0258* 

Conforto X estresse 0,0076* 0,0048* 

Interação 0,9526 0,0257* 

Cobb conforto x estresse 0,0622 0,0254* 

Peloco conforto x estresse 0,0657 0,0067* 

* p<0,05 apresentam diferença estatística 

 

Ao analisar os genes de estresse oxidativo, a expressão do gene CAT no 

tecido coração não apresentou diferença de expressão significativa em nenhuma 

das situações avaliadas (Figura 9 A). Já no fígado, o gene CAT apresentou 

diferença estatística tanto na comparação dos grupos genéticos, quanto nos 

ambientes de conforto e estresse; já na linhagem Cobb 500®, ele foi mais expresso 

nos animais submetidos ao estresse térmico se comparado ao conforto 

apresentando diferença significativa nos níveis de expressão; enquanto que na 

Peloco os valores obtidos foram praticamente o mesmo independente do ambiente 

(Figura 9 B) (Tabela 19). 
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Figura 9. Perfil de expressão do gene CAT em diferentes tecidos de frangos. (A) Análise comparativa 

da expressão do gene CAT em coração de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco 

submetidos ao conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C). (B) Análise comparativa da 

expressão do gene CAT em fígado de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco submetidos 

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

 

Tabela 19. Análise estatística de expressão relativa do gene CAT aplicando-se o teste two-way 

ANOVA para comparação entre grupos genéticos (ambientes de conforto e estresse térmico e 

interação entre os fatores) e aplicando-se o teste t não pareado para avaliar os ambientes de 

conforto e estresse térmico dentro dos grupos genéticos de frangos.  

Gene: CAT 
p  valor 

Coração Fígado 

Cobb x Peloco 0,1308 0,0057* 

Conforto X estresse 0,7617 0,0003*  

Interação 0,5281 0,0005* 

Cobb conforto x estresse 0,747 0,0017* 

Peloco conforto x estresse 0,6246 0,8006 

* p<0,05 apresentam diferença estatística 

 

Em relação a expressão do gene GPX, os resultados do tecido coração 

revelaram que existe diferença de expressão entre os grupos genéticos e no 

ambiente; no ecotipo Peloco, as aves submetidas ao estresse térmico tiveram maior 

expressão que todos os demais animais; ao comparar os animais da Peloco nas 

situações de conforto e estresse térmico, observa-se um aumento estatisticamente 

significativo na expressão dos animais submetidos ao estresse por calor. (Figura 10 

A). Já no tecido fígado, ao comparar os grupos genéticos observa-se diferença 

estatística entre os mesmos, sendo a expressão da linhagem comercial maior do 
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que na Peloco. Já para o ecotipo Peloco, a expressão do GPX no fígado apresentou 

expressão similar entre grupo conforto e estressado (Figura 10 B) (Tabela 20).  

 

Figura 10. Perfil de expressão do gene GPX em diferentes tecidos de frangos. (A) Análise comparativa 

da expressão do gene GPX em coração de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco 

submetidos ao conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C). (B) Análise comparativa da 

expressão do gene GPX em fígado de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco submetidos 

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

 

Tabela 20. Análise estatística de expressão relativa do gene GPX aplicando-se o teste two-way 

ANOVA para comparação entre grupos genéticos (ambientes de conforto e estresse térmico e 

interação entre os fatores) e aplicando-se o teste t não pareado para avaliar os ambientes de 

conforto e estresse térmico dentro dos grupos genéticos de frangos.  

Gene: GPX 
p valor 

Coração Fígado 

Cobb x Peloco <0,0001* 0,007* 

Conforto X estresse <0,0001* 0,3118 

Interação <0,0001* 0,2781 

Cobb conforto x estresse 0,4481 0,2755 

Peloco conforto x estresse 0,0010* 0,839 

* p<0,05 apresentam diferença estatística 

 

Nas análises referentes ao gene SOD, no tecido coração nota-se que existe 

diferença estatística de expressão quando compara-se os grupos genéticos e 

também quando compara-se os ambientes; em relação aos grupos genéticos, a 

expressão na Peloco é maior do que na Cobb 500®; enquanto que em relação aos 

ambientes, a situação de estresse térmico ocasionou uma maior expressão gênica; 

dentro dos grupos observa-se que em situação de estresse a expressão desse gene 

é maior, contudo apenas na Peloco observou-se diferença estatística significativa 
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(Figura 11 A). No fígado, a expressão do gene SOD não foi alterada quando as 

aves foram submetidas ao estresse térmico (Figura 11 B) (Tabela 21).  

 

 

 

 

Figura 11. Perfil de expressão do gene SOD em diferentes tecidos de frangos. (A) Análise comparativa 

da expressão do gene SOD em coração de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco 

submetidos ao conforto térmico (23°C) e estresse térmico agudo (39,5°C). (B) Análise comparativa da 

expressão do gene SOD em fígado de frangos de linhagem comercial Cobb 500® e Peloco submetidos 

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

 

Tabela 21. Análise estatística de expressão relativa do gene SOD aplicando-se o teste two-way 

ANOVA para comparação entre grupos genéticos (ambientes de conforto e estresse térmico e 

interação entre os fatores) e aplicando-se o teste t não pareado para avaliar os ambientes de 

conforto e estresse térmico dentro dos grupos genéticos de frangos. 

Gene: SOD 
p valor 

Coração Fígado 

Cobb x Peloco 0,0004* 0,3531 

Conforto X estresse 0,0004* 0,2252 

Interação 0,0009* 0,448 

Cobb conforto x estresse 0,576 0,2597 

Peloco conforto x estresse 0,0041* 0,699 

* p<0,05 apresentam diferença estatística 
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Nas tabelas 22 e 23 são apresentadas uma síntese dos resultados de 

expressão gênica obtidos nesse estudo para coração e fígado de frangos, 

respectivamente.  

 

Tabela 22. Sintese dos resultados de expressão gênica para todos os fatores no tecido coração dos 

grupos genéticos de frangos submetidos ao conforto e estresse térmico agudo.  

  Coração 

Gene 

Grupo genético: 
Cobb x Peloco 

Ambiente: 
conforto x 
estresse 

Cobb:       
conforto x 
estresse 

Peloco:      
conforto x 
estresse 

HSF1 
  

  
 HSF3 

   
   

HSP70 
  

    

HSP90 
 

  ↑* 
 

  

CAT   
  

  

GPX   ↑*   ↑*      ↑* 

SOD   ↑*   ↑*      ↑* 

Legenda: ↑* aumento de expressão estatisticamente significativa *(p< 0,05); ↓* queda de 

expressão estatisticamente significativo *(p< 0,05). 

 

Tabela 23. Síntese dos resultados de expressão gênica para todos os fatores no tecido fígado dos 

grupos genéticos de frangos submetidos ao conforto e estresse térmico agudo.  

  Fígado 

Gene 

Grupo genético: 
Cobb x Peloco 

Ambiente: 
conforto x 
estresse 

Cobb:       
conforto x 
estresse 

Peloco:      
conforto x 
estresse 

HSF1 
 

  ↑* 
 

  

HSF3 
  

  
 HSP70 

 
  ↑* 

  HSP90   ↓*   ↑*   ↑*   ↑* 

CAT   ↓*   ↑*   ↑*   

GPX   ↓* 
  

  

SOD 
    Legenda: ↑* aumento de expressão estatisticamente significativa *(p< 0,05); ↓* queda de 

expressão estatisticamente significativo *(p< 0,05). 
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5.4 Discussão 

 

Altas temperaturas podem causar vários danos e afetar economicamente 

produtores que contribuem no sustento da economia rural através da agricultura 

familiar. Diversas raças de galinhas caipiras encontram-se ameaçadas de extinção 

(BLACKBURN, 2006), e o ecotipo Peloco faz parte dessas aves, correndo o risco de 

perder genótipos e características importantes para o pequeno produtor e em virtude 

disso existe a importância de investigar os mecanimos moleculares que as tornam 

mais resistentes ao calor elevado, bem como conservar essa característica.   

Neste estudo, foram analisados genes relacionados ao estresse térmico e 

oxidativo em coração e fígado da Peloco, e a linhagem comercial Cobb 500® foi 

utilizada a fim de comparação dos dados. Essa linhagem é uma ave melhorada 

geneticamente para características de produção que engloba ganho de peso, 

conversão alimentar e bom rendimento de carcaça (COBB BROILER, 2018).  

Com os resultados foi possível observar que no coração dos animais do 

ecotipo Peloco quando submetidos ao calor, o gene HSF1 não revelou diferença de 

expressão; já no fígado nota-se aumento de expressão desse gene nos animais em 

ambos grupos genéticos submetidos ao estresse térmico agudo de 39,5°C. O gene 

HSF3, quando analisado no tecido coração da Peloco, revelou expressão igual dos 

animais submetidos ao calor se comparado aos animais conforto desse grupo 

genético.  

De acordo com De Nadal et al., (2011) a exposição ao estresse térmico pode 

induzir a expressão de genes relacionados à sobrevivência, ao invés de genes 

menos essenciais, resultando na rápida expressão dos fatores e nas proteínas de 

choque térmico. De acordo com alguns autores, o HSF1 é ativado em estresse 

térmico agudo e médio, enquanto que o HSF3 é ativado em estresse térmico 

crônico, sugerindo que o HSF3 desempenha importante papel em períodos mais 

longos de estresse por calor em aves (TANABE et al., 1997; KAWAZOE et al., 1999; 

PIRKKALA; NYKÄNEN; SISTONEN, 2001). Nota-se que a Peloco já tem um nível de 

expressão maior do gene HSF3 em situações de conforto comparado à linhagem 
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comercial, indicando a necessidade de um tempo mais prolongado de exposição ao 

calor elevado para que ocorra aumento de expressão. 

É possível observar também entre os grupos genéticos estudados, que o 

perfil de expressão dos genes em questão são diferentes, indicando seus diferentes 

papéis na regulação gênica de frangos. 

Em células eucarióticas, a regulação dos genes HSPs pelo calor é controlada 

pelos HSFs, deflagrando o processo de transcrição (SANTORO, 2000). Contudo, em 

um grande número de eucariotos, o HSF1 e o HSF3 está presente tanto em células 

fisiologicamente normais, como em células submetidas a diferentes tipos de 

estresse. Porém, durante o estresse térmico, os HSFs se ligam a elementos de 

choque térmico (HSE) criando uma cascata de eventos e de proteínas mal 

configuradas que competem com os HSFs para se associarem com a HSP70. 

Através de um processo de fosforilação e mudança conformacional, a transcrição é 

iniciada, seguida pela tradução. Diante disso, o aumento de expressão dos HSFs 

induz a expressão das HSPs, em particular da HSP70 (SANTORO, 2000). Neste 

trabalho, foi possível notar que o gene HSF1 e HSP70 revelaram maior expressão 

no fígado dos animais Cobb que foram submetidos ao estresse térmico, reforçando 

que o HSF1 induz a expressão do gene HSP70 nas aves estudadas durante o 

estresse por calor (INOUYE et al., 2003). Além disso, as linhagens comerciais são 

animais de produção geneticamente melhorados para rápido crescimento e 

deposição de tecido muscular, contudo, suger-se que o fígado dessas aves se 

tornam mais susceptíveis ao calor elevado quando comparada a Peloco que são 

aves criadas em sistema extensivo.  

Em um experimento realizado por Zhang et al., (2012), onde suínos foram 

expostos a altas temperaturas, revelou-se que a expressão do gene HSP70 variou 

no coração, fígado e estômago. Essa especificidade de tecido pode explicar o 

aumento de expressão significativo dos genes HSF1 e HSP70 no fígado dos frangos 

submetidos à alta temperatura.  

Em relação ao gene HSP90, os dados mostraram alta expressão tanto no 

coração como no fígado dos animais submetidos ao estresse térmico. No tecido 

coração notou-se um aumento significativo de expressão apenas comparando o 

ambiente (sem considerar o grupo genético). No fígado, os dados indicaram que o 
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gene HSP90 teve aumento significativo de expressão nos animais submetidos ao 

estresse térmico nos dois grupos genéticos. Esses resultados corroboram com a 

literatura que associa a elevada expressão desse gene com o estresse térmico 

agudo em frangos (LEI et al., 2009). As HSP90 representam cerca de 1 a 2% do 

total de proteínas celulares na ausência de estresse, contudo, em temperaturas 

elevadas e outros estresse ambientais tem sua expressão aumentada (SANGSTER; 

QUEITSCH, 2005).   

Embora o gene HSP90 tenha revelado aumento significativo de expressão 

nos animais submetidos ao estresse térmico agudo no fígado do ecotipo Peloco, 

essa expressão foi menor quando comparada a linhagem Cobb 500®, sugerindo que 

a Peloco é mais adaptada à temperatura elevada, atribuindo também ao seu 

fenótipo, que por conta de uma quantidade menor de penas, esse ecotipo tem mais 

facilidade na dissipação do calor. De acordo com Manolli et al., (2007), quando o 

animal é submetido ao estresse térmico, as reservas celulares de lipídios e 

carboidratos podem ser mobilizadas produzindo uma energia suficiente para atenuar 

os impactos negativos do estresse. O fígado por ser o centro do metabolismo, torna-

se mais susceptível ao estresse, o que poderia explicar a alta expressão desse gene 

nesse tecido quando comparado ao coração dos mesmos animais submetidos ao 

estresse térmico. 

Segundo Cedraz et al, (2017), a galinha caipira Peloco por ser criada em 

sistema extensivo, é mais adaptada ao ambiente de clima quente e consegue se 

manter sob alta temperatura com maior facilidade do que as aves Cobb 500®. O 

estresse térmico ocorre quando a quantidade de calor produzida por um animal 

ultrapassa a capacidade do animal de dissipar calor para o ambiente circundante 

(ABKARIAN et al., 2016). Tendo isso em vista, foi possível observar nesse 

experimento que durante o período que esses animais foram expostos ao estresse 

térmico elevado, a Peloco manteve-se menos desconfortável, enquanto que a 

linhagem comercial demonstrou bastante desconforto.  

Os resultados de expressão dos genes HSF1, HSF3, HSP70 e HSP90 

apresentados nesse estudo estão de acordo com os encontrados por Yu et al., 

(2008); Lei et, al., (2009); entretanto, os genes HSF1 e HSF3 mostraram resultados 

diferentes dos que foram encontrados por Xie et al., (2014), que reportou alta 
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expressão desses genes em frangos submetidos ao estresse térmico. Essa 

divergência de resultados pode ter sido em função do método de indução às altas 

temperaturas, do tempo de exposição dos animais, dos tecidos, bem como das 

diferenças fisiológicas dos grupos genéticos estudados. 

Além dos efeitos negativos causados pelo estresse térmico em frangos, esses 

animais expostos ao calor elevado podem ter seu desempenho produtivo reduzido 

devido ao estresse oxidativo induzido pela alta temperatura. O estresse por calor 

provoca uma perturbação no estado fisiológico dos frangos, incluindo uma redução 

geral do sistema antioxidante (MUJAHID et al., 2007).  

A CAT é uma enzima que atua como primeira linha de defesa antioxidante, e 

neste estudo, observou-se aumento de expressão desse gene no fígado da 

linhagem comercial submetida ao estresse agudo por alta temperatura. Esse fato 

pode ser atribuído ao sistema de criação dessa ave, resultando em considerável 

mudança genética e susceptibilidade de alguns órgãos ao estresse oxidativo. Em 

relação a esse gene, os dados revelaram que no tecido coração, a expressão não foi 

afetada quando os animais foram submetidos ao calor nos dois grupos genéticos 

estudados. Observa-se que no coração o grupo conforto apresenta altos níveis de 

CAT, o que pode ter sido suficiente para combater o estresse oxidativo. 

 Vários estudos relatam aumento de atividade e expressão de mRNA de 

enzimas antioxidantes em frangos durante período de estresse térmico agudo ou 

crônico, indicando seus papéis protetores para diminuir o estresse (ALTAN et al., 

2003; TAN et al., 2010; HAO; GU, 2014; RIMOLDI et al., 2015), porém existem 

trabalhos que atribuem a diferença de expressão ao tecido, ou seja, a capacidade 

antioxidativa pode variar de tecido para tecido. A Catalase é encontrada em 

abundância no fígado dos animais, e em pequena quantidade no coração 

(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985), o que pode ser atribuído a expressão no 

fígado.  

Ainda em relação a expressão das enzimas antioxidantes, foi observado um 

aumento de expressão do gene GPX no coração dos animais submetidos ao 

estresse térmico. Verificou-se que no coração, a Peloco revelou aumento de 

expressão no grupo submetido ao calor com diferença significativa. De acordo com 

Mallick; Mohn, (2000), o coração tem uma atividade moderada desta enzima, 
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podendo existir variação dependendo da espécie e do tecido em que ele se 

encontra. Além disso, a GPX age articuladamente com a CAT, impedindo o acúmulo 

de peróxidos de hidrogênio (KOIVULA; EEVA, 2010). 

Já no fígado, o GPX revelou aumento de expressão significativo apenas 

quando comparados os grupos genéticos.  De acordo Lin et al., (2006), a 

temperatura corporal elevada pode induzir alterações metabólicas envolvidas na 

indução do estresse oxidativo. Além disso, sugere-se que o fígado de aves 

selecionadas para rápido crescimento é mais susceptível que o coração a esse tipo 

de estresse durante a exposição aguda ao calor. Esse fato pode estar relacionado 

ao alto conteúdo de ácidos graxos insaturados, apresentando alta peroxidação 

lipídica (SZABÓ et al., 2005). No entanto, nesse tecido, a Peloco, além de ter tido 

baixa expressão comparada a Cobb 500®, os níveis desse gene não foi alterado 

quando os animais foram submetidos ao estresse térmico. Além da especificidade 

tecidual, sugere-se que esse ecotipo é mais adaptado ao ambiente de clima quente 

e dessa forma, consegue se manter em alta temperatura com mais facilidade sem 

alterar a expressão de determinados genes.  

Outro gene do sistema antioxidante analisado foi o SOD e de acordo com os 

resultados, foi possível notar que no coração, a expressão desse gene teve um 

aumento significativo nos animais Peloco. Já no fígado, a expressão desse gene não 

foi alterada.  

A SOD é essencial para sobrevivência das células, pois é considerada a 

primeira barreira antioxidante, e é responsável pela dismutação do radical 

superóxido em peróxido de hidrogênio, que é menos reativo e pode ser degradado 

pela CAT e GPX. Diante disso, sugere-se que o SOD foi degradado, explicando o 

porque de não ter ocorrido uma expressão significativa neste tecido nos dois grupos 

genéticos (RIMOLDI et al., 2015). 

Segundo Zhang et al., (2014), diferenças na expressão dos genes que 

codificam enzimas antioxidantes podem depender em grande parte das condições 

do experimento, espécies, tecidos e tempo de exposição ao estresse térmico. Vários 

trabalhos tem mostrado alterações de expressão de genes que codificam enzimas 

antioxidantes em frangos de corte (TAN et al., 2010, AZAD et al., 2010; 

WILLEMSEN et al., 2011; RIMOLDI et al, 2015; DEL VESCO et al., 2017), porém, 
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até o momento não existem relatos do perfil de expressão de genes relacionados ao 

estresse oxidativo no ecotipo Peloco submetidos ao calor elevado. 

No entanto, foi estabelecido que a capacidade antioxidante sozinha não pode 

ser extrapolada para fazer suposições sobre o estresse oxidativo, mas serve como 

um parâmetro útil em experimentos de estresse de calor quando incluído ao lado de 

outros (CONSTANTINI; VERHULST, 2009).  

Dessa forma, é importante ressaltar que só existem relatos na literatura da 

expressão de genes relacionados ao estresse térmico e oxidativo no ecotipo Peloco 

no tecido músculo, sendo que os dados desse trabalho são o ponto de partida para 

novas pesquisas, a fim de traçar um perfil gênico desse frango, fornecendo 

informações essenciais para futuras investigações funcionais.  

 

5.5 Conclusão 

 

  Diante do exposto, é possível concluir que existe alteração de expressão 

relativa nos genes relacionados ao estresse térmico e oxidativo nos dois grupos 

genéticos estudados, e que o ecotipo Peloco apresenta perfil de expressão diferente 

das linhagens comerciais, e que esse perfil gênico pode variar dependendo do 

tecido. Além disso, os dados sugerem que o frango Peloco é mais adaptada a 

ambientes de clima quente, sendo os frangos da linhagem comercial mais 

susceptíveis ao calor elevado.  
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6. Considerações finais 

 

 À partir das análises de expressão dos genes de referência, foi possível notar 

a importância da escolha do gene mais adequado para a normalização da expressão 

relativa dos genes alvos relacionados ao estresse témico e oxidativo de grupos 

genéticos divergentes, bem como a importância de traçar um perfil de expressão em 

diferentes tecidos do ecotipo Peloco submetidos à altas temperaturas, uma vez que 

esse trabalho é pioneiro e traz informações que servem como ponto de partida para 

futuras pesquisas com esse ecotipo de frango.  

Além disso, de acordo com os resultados obtidos foi possível perceber que 

existe variação de expressão dos genes em estudo, inclusive os genes de 

referência, confirmando que esses podem sofrer variação dependendo do 

tratamento, espécie ou tecido, bem como, o uso adequado dos algoritmos 

BestKeeper, GeNorm e NormFinder. E dessa forma, uma correta normalização, 

torna-se indispensável, uma vez que é preciso levar em consideração a relevância 

biológica das amostras de diferentes espécies e/ou tecidos, bem como as condições 

experimentais.  

Outro fator importante é a expressão relativa nas aves Peloco. Embora alguns 

genes de estresse térmico e oxidativo tenham revelado aumento de expressão nos 

tecidos dos animais submetidos ao calor elevado, durante o experimento foi possível 

notar que a Peloco é mais adaptada à alta temperatura, pois durante a situação de 

estresse térmico foi observado que essas estavam menos desconfortáveis com tal 

situação quando comparada com a linhagem comercial. Diante disso, reforça-se a 

necessidade de investigação molecular mais detalhada desse ecotipo, para verificar 

seu perfil gênico, bem como conservar determinadas características que colaboram 

com o baixo custo de criação para o pequeno produtor na agricultura familiar.  


