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 Introdução     Resultados 

Obje�vo

 O so�ware u�lizado indicou o gene ACTB como sendo, 
dentre os analisados, aquele com menor valor de estabilidade, 
ou seja, o mais estável (valor de estabilidade mais próximo de 
zero) no grupo celular GC. Este gene apresentou a menor 
variação de expressão quando da análise dos grupos controle e 
tratado juntamente, revelando um valor de estabilidade de 
0,192. Com relação ao grupo celular CC, o gene indicado pelo 
so�ware foi HPRT-1, sendo que este apresentou um valor de 
estabilidade de 0,140. As figuras 1 e 2 abaixo ilustram estes 
resultados.  

 

Conclusão 
  Este trabalho apresenta ACTB e HPRT-1 como sendo os 
mais adequados genes normalizadores, dentre os analisados, 
para estudos de expressão gênica em cultura primária de 
células murais da granulosa e do cumulus oophorus, 
respec�vamente. 
  
 

 
        
  Atualmente, as estratégias de avaliação e de seleção 
de oócitos des�nados à maturação in vitro (MIV) dependem 
principalmente da morfologia do complexo cumulus-oócito 
(CCO). Porém, este método possui precisão menor do que a 
desejada, visto que oócitos não competentes muitas vezes 
são selecionados. Portanto, técnicas in vitro não invasivas de 
avaliação da qualidade do oócito para maturação e posterior 
fer�lização in vitro (FIV) estão em desenvolvimento.  Dentre 
estas, destaca-se a seleção de oócitos através da u�lização 
do corante de vitalidade Azul Cresil Brilhante (BCB). Em 
várias espécies animais a u�lização do BCB já está 
consolidada; no entanto, os efeitos causados por este 
corante em embriões humanos provenientes de oócitos 
subme�dos a esta técnica ainda não foram elucidados. Visto 
que a u�lização de oócitos humanos para pesquisa é 
bastante restrita e que as células murais da granulosa (GC) e 
do cumulus oophorus (CC) apresentam ín�ma relação com o 
oócito na formação do folículo ovariano, a u�lização do BCB 
nestas células permite elucidar, de forma indireta, o possível 
efeito do BCB sobre oócitos humanos. A análise da 
expressão gênica de genes alvo que possam ter sido 
alterados após u�lização do BCB é uma importante 
metodologia para iden�ficar presença ou ausência de efeitos 
causados por este corante nos oócitos. Para que os 
resultados do perfil de expressão gênica sejam confiáveis é 
necessária a u�lização de uma estratégia de normalização. O 
uso de genes normalizadores é �do como padrão-áureo para 
a normalização de resultados de experimentos de Reação 
em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a par�r de 
Transcrição Reversa (RT-qPCR) até o momento; porém, uma 
vez que não há um gene de referência universal, este deve 
ser determinado conforme o �po de amostra u�lizado.  

 
  Avaliar e validar, dentre cinco candidatos, os genes 
normalizadores mais adequados para estudos de expressão 
gênica com cultura primária de GC e CC, u�lizando-se da 
técnica de RT-qPCR. 

Figura 1 – Gráfico com a variação dos valores de estabilidade 
para os genes analisados nas células murais da granulosa pelo 
so�ware NormFinder, mostrando o gene β-ac�na como sendo o 
que apresentou menor valor de estabilidade. 

Materiais e Métodos  
 Estudo experimental in vitro no qual GCs e CCs foram 
coletadas de 6 pacientes subme�das a tratamento de 
infer�lidade após es�mulação ovariana, independente deste 
estudo. O RNA das células da granulosa e das células do 
cumulus (tratadas e não tratadas com BCB) foi extraído e, 
então, o cDNA foi sinte�zado. Reação em Cadeia da 
Polimerase em Tempo Real a par�r de Transcrição Reversa foi 
realizada u�lizando-se primers para cinco genes candidatos a 
normalizadores (GAPDH, ACTB, YWHAZ, HPRT1 e B2M). A 
estabilidade dos genes foi analisada pelo so�ware 
NormFinder. (Projeto aprovado pelo CEP HCPA: 120367).   Apoio Financeiro: CAPES/FIPE-HCPA/PIBIC CNPq - UFRGS 

Figura 2 – Gráfico com a variação dos valores de estabilidade 
para os genes analisados nas células do cumulus oophorus pelo 
so�ware NormFinder, mostrando o gene HPRT-1 como sendo o 
que apresentou menor valor de estabilidade. 
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