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A andlise quantitativa de expressao génica através da Reacéao

em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a partir de
Transcricdo Reversa (RT-gPCR) é um meétodo amplamente
utiizado, apesar de apresentar grande variabilidade. Essa
variacao estad associada a técnica, podendo ser referente a
gualidade da extracao do RNA das amostras, a pureza do RNA
total ou a eficiéncia da sintese de DNA complementar (cCDNA)
(SILVER et al., 2006). Para compensar a variabilidade e garantir
uma quantificacao adequada, sao utilizados controles internos
chamados genes normalizadores, que SsSao expressos
adequadamente no tecido estudado e tém alta estabilidade de
expressao mesmo sob condicoes (ou tratamentos) diferentes
(BUSTIN, 2002).

No projeto do qual este trabalho faz parte, buscou-se verificar
o efeito do tratamento com metformina sobre a expressao de IL-
8 e IL-13 em células de cultura primaria endometriais
hiperandrogénicas e hiperinsulinémicas, simulando as
caracteristicas da Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP).
Para ser possivel quantificar a expressao génica de IL-8 e IL-
13, fol realizada a busca e selecdo do melhor gene
normalizador para o modelo de cultura primaria utilizado.

Genes candidatos a normalizadores: B-actina (ACTB), (-2-
microglobulina (B2M), gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(GAPDH), hipoxantina fosforibosil-transferase 1 (HPRT1) e
proteina de ativacdo tirosina 3-monooxigenase 5-triptofano,
polipeptideo zeta (YWHAZ).

O software NormFinder foi utilizado para selecionar o melhor
gene normalizador.

Sintese RT-gPCR

Quantificagao _ _
de cDNA  (SYBR® Green)

Extragao _
(Qubit ™)

(Trizol)

Ordem Gene Valor de estabilidade
1 HPFRT1 0,140
2 ACTB 0,148
3 B2M 0,158
4 YWHAZ 0,307
2 GAFDH 0,367

Fig. 1 — Valores de estabilidade atribuidos pelo software NormFinder aos genes
candidatos a normalizador, em ordem decrescente de estabilidade. A combinacdo mais
estavel foi HPRT1 e ACTB, sendo o gene HPRT1 o mais estavel dentre todos.
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Na avaliacao intra e intergrupos (Fig. 2), é possivel verificar
alguma variacao na expressao de HPRT1, apesar de sua alta
estabilidade. Isto € esperado devido a varios fatores que
Interferem na expressao g@énica em cultura primaria,
ressaltando a necessidade de identificar o melhor gene
normalizador.
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Fig. 2 — Variacao intra e intergrupos da expressdao dos genes candidatos a
normalizadores. O gene HPRT1 apresentou maior estabilidade em ambos os casos.
Esses dados estao de acordo com o0s obtidos por Kim e
colaboradores (2009), que encontraram os genes GAPDH e
18S ribossomal RNA (18S rRNA) como menos adequados para
normalizacao em tecido endometrial e os genes YWHAZ,
cytochrome c-1 (CYC1) e ACTB como mais estaveis. Sadek e
colaboradores (2012) encontraram, utilizando o software

geNorm, os genes YWHAZ, CYCl1 e ACTB como mais
adequados para tecido endometrial biopsiado. As discrepancias
nos resultados podem ser resultantes das diferencas nas
ferramentas utilizadas em cada estudo.

A partir dos resultados, concluiu-se gque o gene HPRT1 € o
mais indicado como normalizador da analise de expressao
génica em celulas estromais endometriais hiperinsulinémicas e
hiperandrogénicas de cultivo primario.
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