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INTRODUÇÃO 

Em estudos de expressão gênica, o método mais utilizado para avaliar o nível de expressão em genes 
candidatos é o da quantificação relativa realizada em equipamento de PCR em tempo real (qPCR). Este é 
aplicado a diferentes grupos: animais, humanos e plantas (1). Para isso, genes constitutivos, os quais 
apresentam pouca variação de expressão em relação a tratamentos ou problema que envolva o animal, 
são necessários para realização desta técnica (2). Para se obter um resultado confiável, a escolha de um 
bom gene constitutivo é essencial. No entanto, há um número limitado de trabalhos que investigam genes 
constitutivos em galinhas. Alguns genes, como HPRT-1 e HMBS já foram descritos como sendo 
constitutivos estáveis em estudos utilizando o músculo peitoral maior em frangos de corte (3). Porém, 
ainda não foram identificados genes de referência relacionados ao tecido ósseo em frangos de corte. 
Neste contexto, o objetivo do trabalho foi selecionar um gene constitutivo com menor variação de 
expressão para posteriormente validar a expressão de genes alvo relacionados à Necrose da Cabeça do 
Fêmur (NCF) em frangos comerciais machos aos 35 dias de idade. 

 
MATERIAL E MÉTODOS 

Neste estudo foram utilizadas amostras da placa de crescimento do fêmur de frangos de corte machos de 
35 dias de idade, sendo 10 normais e 10 afetados com NCF. O RNA total foi extraído utilizando Trizol 
(Invitrogen). Em seguida foi realizado o clean-up de RNA utilizando o mini kit RNeasy (Qiagen) seguindo 
recomendações do fabricante. A concentração foi avaliada em equipamento BioDrop e a integridade em 
gel de Agarose 1,5%. O cDNA foi sintetizado utilizando-se o kit SuperScript® III First –Strand Synthesis 
SuperMix, seguindo recomendações do fabricante. Os primers para os genes constitutivos HMBS 
(hydroxymethylbilane synthase), HPRT1 (hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1), RPLP1 (ribosomal 
protein, large, P1), RPL4 (ribosomal protein L4), RPL30 (ribosomal protein L30), GAPDH (glyceraldehyde-
3-phosphate dehydrogenase) foram desenhados no programa Primer-BLAST (4) do NCBI. A análise de 
estabilidade dos genes constitutivos foi realizada com o programa RefFinder (5) que ordena os genes 
mais estáveis considerando os métodos delta CT comparativo, BestKeeper, normFinder e Genorm. 

 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A identificação de bons genes constitutivos é essencial para a análise correta dos resultados de estudos 
que envolvam a expressão de genes alvo (3). Uma vez que são escassos os trabalhos que envolvam a 
identificação de genes referência para o tecido ósseo em frangos de corte, é indispensável que estes 
apresentem variação pequena na expressão independente do estado fisiológico do organismo (6). Neste 
trabalho, por meio da análise integrada (Comprehensive Ranking) de quatro métodos, identificou-se que 
os genes RPL4 e RPL30 apresentaram menor variação na sua expressão (Figura 1). Os resultados foram 
similares para todos os métodos testados. O gene RPL4 já foi descrito como sendo um gene referência 
estável quando analisado em ovários de camundongos (7) e o RPL30 em estudos com ovários de 
galinhas (8). Já o gene HMBS, previamente indicado como constitutivo para análises em tecido muscular, 
não se mostrou estável quando analisado no tecido ósseo de frangos aos 35 dias de idade, apresentando 
a maior variação entre os genes estudados. Porém, este foi o gene com menor variação no tecido ósseo 
de frangos de corte aos 42 dias (9), evidenciando que para diferentes idades o nível de expressão de 
determinados genes pode oscilar, indicando a necessidade de investigação para cada condição 
experimental. 
 

CONCLUSÕES 
Entre os seis genes constitutivos analisados, o RPL4 e RPL30 apresentaram menor variação de 
expressão entre frangos afetados ou não com NCF aos 35 dias de idade, indicando serem bons genes de 
referência para a normalização da expressão de genes alvo no tecido ósseo de aves.     
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Figura 1. Resultado da classificação de seis genes constitutivos pela análise com o programa RefFinder 
utilizando-se os métodos Comprehensive Ranking, comparativo delta CT, BestKeeper, normFinder e Genorm. 
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