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Atualmente, as estratégias de avaliacdo e de selecdo de odcitos destinados a maturacao
in vitro (MIV) dependem principalmente da morfologia do complexo cumulus-oécito (CCO).
Porém, este método possui precisdo menor do que a desejada, visto que odcitos nao
competentes muitas vezes sdo selecionados. Portanto, técnicas in vitro ndo invasivas de
avaliacdo da qualidade do odcito para maturacdo e posterior fertilizacéo in vitro (FIV) estdo
em desenvolvimento. Dentre estas, destaca-se a sele¢do de odcitos através da utilizacdo do
corante de vitalidade Azul Cresil Brilhante (BCB). Em varias espécies animais a utilizacao do
BCB ja estd consolidada; no entanto, os efeitos causados por este corante em embrides
humanos provenientes de oocitos submetidos a esta técnica ainda nao foram elucidados. Visto
que a utilizacdo de odcitos humanos para pesquisa € bastante restrita e que as células murais
da granulosa (GC) e do cumulus oophorus (CC) apresentam intima relacdo com o odcito na
formacéo do foliculo ovariano, a utilizacdo do BCB nestas células permite elucidar, de forma
indireta, o possivel efeito do BCB sobre o6citos humanos. A anélise da expressdo génica de
genes alvo que possam ter sido alterados apds utilizacdo do BCB é uma importante
metodologia para identificar presenca ou auséncia de efeitos causados por este corante nos
odcitos. Para que os resultados do perfil de expressdo génica sejam confidveis é necessaria a
utilizacdo de uma estratégia de normalizacdo. O uso de genes normalizadores é tido como
padrdo-aureo para a normalizacdo de resultados de experimentos de Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real a partir de Transcricdo Reversa (RT-gPCR) até o momento;
porém, uma vez que ndo ha um gene de referéncia universal, este deve ser determinado
conforme o tipo de amostra utilizado. Desta forma, este estudo buscou avaliar e validar,
dentre cinco candidatos, os genes normalizadores mais adequados para estudos de expressao
génica com cultura primaria de GC e CC, utilizando-se da técnica de RT-qPCR. Utilizando
software especifico para a determinacdo de genes normalizadores, este trabalho apresenta
ACTB e HPRT-1 como sendo os mais adequados genes normalizadores dentre os analisados,
para estudos de expressdo génica em cultura primaria de células murais da granulosa e do
cumulus oophorus, respectivamente.



