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RESUMO

A apneia obstrutiva do sono (AOS) tem sido associada ao estresse oxidativo e a varias
consequencias cardiovasculares, tais como risco aumentado de doenga cardiovascular.
A PCR quantitativa em tempo real & frequentemente empregada para avaliar alteracoes
na expressao génica em modelos experimentais. Neste estudo, analisamos os efeitos
da hipoxia intermitente cronica (um modelo experimental de AOS) na expressao de
genes de referéncia no ventriculo cardiaco esquerdo de ratos. Analises a partir de quatro
abordagens — uso dos algoritmos geNorm, BestKeeper e NormFinder e analise de dados
24 (ciclo limiar) — produziram resultados semelhantes: todos os genes mostraram-
se adequados para uso, sendo que gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase e 18S foram
classificados como o mais e o menos estavel, respectivamente. A utilizacao de mais de
um gene de referéncia & altamente recomendada.

Descritores: Hipoxia celular; Padroes de referencia; Apneia do sono tipo obstrutiva;
Doencas cardiovasculares; Modelos animais; Reacao em cadeia da polimerase.
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A apneia obstrutiva do sono (AOS), um disturbio
respiratério do sono cuja prevaléncia é elevada em todo
o mundo,*? causa diversos disturbios metabdlicos,
oxidativos e simpaticos e aumenta o risco de doenga
cardiovascular.® O modelo de hipdxia intermitente cronica
(HIC) é o modelo animal de AOS mais usado, especial-
mente quando o estudo se concentra nas consequéncias
cardiovasculares do disturbio.® O modelo de HIC simula
muitos dos efeitos patoldgicos putativos da AOS, como o
aumento da pressao arterial e da atividade simpatica.®

A PCR em tempo real é a ferramenta mais usada para
estudar a expressdo génica de alvos especificos. Para
que os resultados da PCR quantitativa em tempo real
sejam confidveis, é necessario usar genes de referéncia
apropriados — também denominados housekeeping genes
(HKGs)® — como controles internos para a normalizacdao
da expressdo génica, que é essencial para a avaliagdo da
expressao génica relativa. No entanto, o uso de certos
genes instaveis como HKGs pode comprometer muito
a confiabilidade dos dados.(®”) Portanto, cada condigdo
experimental deveria ter uma etapa de selecao de HKGs
para que se obtenham dados de boa qualidade. Os trés
algoritmos mais usados para a selecdo de HKGs sdo os
fornecidos pelos programas de computador geNorm,®
BestKeeper® e NormFinder.(*®

Até onde sabemos, ndo houve estudos que avaliassem
a estabilidade da expressdao de HKGs no ventriculo

esquerdo ou qualquer outra estrutura cardiaca por meio
de modelos in vivo de hipdxia; a maioria dos estudos
desse tipo foi realizada in vitro. Portanto, o objetivo
do presente estudo foi relatar a selegdo de HKGs no
ventriculo cardiaco esquerdo de ratos submetidos a HIC;
os algoritmos do geNorm, BestKeeper e NormFinder foram
usados para analisar a estabilidade da expressao de cinco
HKGs comumente usados. Nossos resultados fornecem
informacgdes importantes para a selecdo de HKGs em
futuros estudos em que se empreguem modelos de HIC.

Em 22 ratos Wistar Hannover machos adultos, a HIC (8 h/
dia) foi induzida conforme se descreveu anteriormente.*?)
Todos os procedimentos experimentais foram realizados
de acordo com as atuais diretrizes éticas e praticas de uso
de animais de laboratorio.(!? Este estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade
Federal de Sao Paulo (Protocolo n. 2025/11).

Os animais foram divididos em trés grupos experi-
mentais: controle (n = 6); HIC (seis semanas de HIC,
n = 7) e HIC+N (seis semanas de HIC, seguidas de
duas semanas de recuperagdo em normoxia, n = 8).
O protocolo de HIC ja foi minuciosamente descrito,(?)
assim como o raciocinio por tras do uso de um periodo
de duas semanas de recuperagao no grupo HIC+N.(3

Apos seis semanas (o fim do protocolo de HIC) ou oito
semanas (o fim do protocolo de HIC+N), os animais
foram eutanasiados por meio de decapitagdo rapida.
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Subsequentemente, o coragdo foi rapidamente removido
e lavado com solugdo salina e, em seguida, o ventri-
culo esquerdo foi dissecado. Todos os tecidos foram
rapidamente dissecados em gelo seco e armazenados
a —80°C até a extragdo.

O RNA total foi extraido por meio do reagente TRIzol
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, EUA) e
tratado com DNase. A PCR quantitativa em tempo real
foi realizada com o agente SYBR Green, conforme ja se
descreveu.™" Para nossa avaliacdo de HKGs, escolhemos
cinco dos genes mais usados, provenientes de diferentes
vias genéticas: RNA ribossomico (RNAr) eucariotico
18S; beta-actina (ACTB); beta-2-microglobulina
(B2M); gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT).
As sequéncias de iniciadores para todos esses HKGs
ja foram descritas.(!?)

A estabilidade da expressdo génica foi avaliada por
meio dos programas geNorm (Gene Quantification:
http://download.gene-quantification.info/), NormFinder
(Department of Molecular Medicine, Aarhus University
Hospital, Aarhus, Dinamarca: http://moma.dk/
normfinder-software) e BestKeeper (Gene Quantifi-
cation: http://download.gene-quantification.info/). O
programa geNorm calcula a média da estabilidade da
expressao (o valor de M) de cada gene; valores de M
mais baixos indicam maior estabilidade.® O programa
NormFinder fornece um valor de estabilidade para cada
gene; valores de estabilidade mais baixos indicam
menor estabilidade.*® O programa BestKeeper calcula
o coeficiente de correlagdo de Pearson de cada gene;
valores de p mais proximos de 1,0 indicam maior
estabilidade.® Analisamos também todos os dados
de 272 (ciclo limiar) por meio de ANOVA de uma
via.*¥) Para testar a normalidade e a homogeneidade,
foram usados o teste de Kolmogorov-Smirnov e o teste
de Levene, respectivamente. O nivel de significancia
estatistica foi de p < 0,05.

Nossa avaliacao da qualidade e integridade do RNA
revelou RNAr 18S e 28S intactos. A otimizacdao das
condigdes dos iniciadores e das concentragdes de
cDNA foi realizada e descrita anteriormente.) Os
valores de 272, analisados de maneira independente,
ndo atingiram significancia (p > 0,05 para todos),
embora a expressao de 18S tenha tendido para a
significancia (p = 0,076 vs. p > 0,4 para os demais
genes; dados ndo apresentados). Esses dados indicam
que, embora todos os cinco candidatos a HKG possam
ser usados, a expressao de 18S tende a apresentar
maior variabilidade entre grupos.

Em nossa analise com o programa BestKeeper para
identificar os melhores HKGs em modelos de HIC,
todos os cinco genes candidatos apresentaram valores
aceitaveis (p < 0,01). Segundo a classificagdo do
BestKeeper, GAPDH foi o melhor candidato, seguido de
ACTB. Além disso, 18S apresentou o menor coeficiente
de correlagdo de Pearson, o que significa que foi o
menos estavel dos cinco candidatos a HKG. Todos os
coeficientes de correlagdo de Pearson do programa
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BestKeeper encontram-se descritos na Tabela 1 e
ilustrados na Figura 1A.

Em nossa analise com o programa geNorm, todos
0s cinco genes candidatos apresentaram, em todas as
andlises, valores de M inferiores a 1,5, que é considerado
o valor de corte para a adequagdo.® De acordo com
a classificagdo do geNorm, GAPDH foi o melhor gene
candidato, seguido de f2M. Além disso, 18S apresentou
0 maior valor de M e foi considerado o gene menos
estavel. Todos os valores de M do geNorm encontram-se
descritos na Tabela 1 e ilustrados na Figura 1B. Os
algoritmos do BestKeeper e do geNorm produziram
resultados muito semelhantes; a Unica diferenca foi
quanto ao segundo melhor candidato a HKG.

Em nossa analise com o programa NormFinder, todos
0s cinco genes candidatos apresentaram valores de
estabilidade inferiores a 0,15, o valor de corte para
a adequacdo.® Os resultados do NormFinder foram
semelhantes, porém ndo idénticos aos do BestKeeper;
o algoritmo do NormFinder identificou GAPDH como
sendo o melhor gene candidato, seguido de 32M. Além
disso, 18S apresentou o maior valor de estabilidade e,
portanto, foi considerado o gene menos estavel. Todos
os valores de estabilidade do NormFinder encontram-se
descritos na Tabela 1 e ilustrados na Figura 1C.

Foi idéntica a classificagdo dos HKGs nas avaliagdes
com os programas NormFinder e BestKeeper; GAPDH
e ACTB foram os genes mais estaveis, ao passo que
18S foi 0 menos estavel. No entanto, a classificacdo
dos HKGs na avaliacao realizada com o programa
geNorm foi ligeiramente diferente: ACTB na terceira
posicdo e B2M na segunda posicdo. Os dados de todos
os trés algoritmos corroboram os relatados em um
estudo anterior que envolveu células derivadas de
cardioesferas (células-tronco cardiacas enddgenas,
possiveis restauradoras de tecido perdido) e que avaliou
a influéncia do envelhecimento sobre a estabilidade
genética. Os autores constataram que ACTB, GAPDH e
B2M foram os HKGs mais estaveis em células derivadas
de cardioesferas adultas ou neonatais em condicoes de
normoxia ou hipoxia.(*® Embora nosso estudo tenha
envolvido a porgao do ventriculo esquerdo do coragdo,
que é composta por varios tipos celulares, a origem
do tecido e das células derivadas de cardioesferas
analisadas por aqueles autores é a mesma. Por
outro lado, em um estudo em que se empregou um
modelo animal de disfungdo diastdlica do ventriculo
esquerdo, GAPDH foi o segundo gene mais estavel, o
que ressalta sua estabilidade in vivo.(® Além disso,
0 gene ACTB apresenta boa estabilidade em modelos
que empregam diferentes estimulos de hipoxia, tais
como diversos tipos celulares submetidos a hipdxia in
vitro7:*>) e diversas estruturas cerebrais submetidas
a hipoxia in vivo.(t

Embora andlises tenham mostrado que B2M é
instavel em algumas estruturas cerebrais e linhagens
celulares,”'Y) em nossa analise de tecido proveniente
do ventriculo esquerdo a B2M ficou entre os genes
candidatos mais estaveis. Nossos dados reforcam os
de varios outros estudos, nos quais f2M foi um dos
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Tabela 1. Classificagdo de candidatos a gene de referéncia do ventriculo esquerdo, de acordo com a estabilidade de
sua expressdo, a partir de avaliagGes realizadas com os programas de computador BestKeeper, geNorm e NormFinder.

Posicdao BestKeeper geNorm NormFinder
Gene Re Gene Valor de MP Gene Valor de
estabilidade®
12 GAPDH 0,774 GAPDH 0,3877 GAPDH 0,0759
2@ ACTB 0,745 B82M 0,4377 ACTB 0,1085
32 B82M 0,727 ACTB 0,4641 B2M 0,1094
42 HPRT 0,713 HPRT 0,4945 HPRT 0,1095
52 18S 0,588 18S 0,5182 185 0,1176

R: coeficiente de correlacao de Pearson; valor de M: média da estabilidade de expressao; GAPDH: gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase; ACTB: beta-actina; 82M: beta-2-microglobulina; HPRT: hipoxantina-guanina
fosforibosiltransferase; e 185: RNA ribossémico eucariotico 18S. 2Valores proximos a 1,0 (os valores mais altos neste
cenario) indicam maior estabilidade. "Valores mais baixos indicam maior estabilidade.

@ BestKeeper GeNorm © Normfinder
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Figura 1. Andlise, por meio dos programas de computador BestKeeper, geNorm e NormFinder, da estabilidade de
genes de referéncia no ventriculo esquerdo de ratos submetidos a hipdxia intermitente cronica. R: coeficiente de
correlagdo de Pearson; valor de M: média da estabilidade de expressdo; ACTB: beta-actina; HPRT: hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase; B2M: beta-2-microglobulina; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase; e 18S:
RNA riboss6mico eucaridtico 18S.

genes candidatos mais estaveis em células derivadas  inadequado como HKG na linhagem celular LNCaP (de
de cardioesferas em condigdes de hipoxia™® e em  cancer de prostata)® e em células musculares de
condrdcitos humanos cultivados com concentragbes  gafanhotos,® assim como o observado em diversas
de oxigénio de 5% e 1%.17) estruturas cerebrais um modelo de HIC in vivo.(*V
No presente estudo, HPRT esteve entre os genes Nossos dados corroboram os de estudos anteriores
candidatos menos estaveis. No entanto, ele pode ser ~ due demonstraram a sensibilidade do 18S a diferentes
considerado adequado para uso porque apresentou estimulos de hipdxia. Até onde sabemos, este é o
estabilidade aceitavel nas andlises com o geNorm e  Primeiro estudo a avaliar a expressdo de 18S em
0 BestKeeper. Nossos dados v3o de encontro aos de  tecido cardiaco em condic6es de hipdxia.
alguns estudos anteriores, nos quais se relatou que Nosso estudo tem algumas limitagdes. O modelo de
HPRT é um dos genes mais estaveis, em culturas de  HIC simula apenas um dos quatro principais fatores
células submetidas a hipoxia aguda” e em um modelo  da AOS. Além disso, andlises da estabilidade da
in vivo de isquemia no ventriculo direito.*® No entanto,  expressdo de HKGs podem demonstrar variabilidade
nossos dados corroboram os de outro estudo anterior  entre modelos e mesmo entre estruturas.”:*) Portanto,
com células derivadas de cardioesferas, em que 0 HPRT s resultados de estudos da expressdo de HKGs ndo
esteve entre os genes menos estaveis em condigdes  podem ser generalizados a todas as estruturas ou
de hipdxia.®) E possivel que as discrepancias entre 3 todos os modelos de hipdxia. Ndo obstante, os
esses estudos se devam a diferengas na origem do  resultados do presente estudo demonstram que todos
tecido avaliado (tecido cardiaco vs. tecido de préstata, o5 HKGs testados s3o adequados para uso, embora
rim e mama) e na condigdo experimental (hipdxia vs.  n3o seja aconselhavel usar o 18S. Além disso, os
isquemia). algoritmos dos programas geNorm, BestKeeper e
Nossos dados corroboram os de varios outros  NormFinder produziram resultados muito robustos,
estudos nos quais 18S foi considerado um HKG  com pouca variagdo entre os trés. No entanto, para
inadequado. Em estudos em que se empregaram  que se obtenham dados confiaveis, recomenda-se
modelos in vitro de hipdxia, o 18S foi considerado  veementemente o uso de mais de um HKG.
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