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RESUMO
A apneia obstrutiva do sono (AOS) tem sido associada ao estresse oxidativo e a várias 
consequências cardiovasculares, tais como risco aumentado de doença cardiovascular. 
A PCR quantitativa em tempo real é frequentemente empregada para avaliar alterações 
na expressão gênica em modelos experimentais. Neste estudo, analisamos os efeitos 
da hipóxia intermitente crônica (um modelo experimental de AOS) na expressão de 
genes de referência no ventrículo cardíaco esquerdo de ratos. Análises a partir de quatro 
abordagens — uso dos algoritmos geNorm, BestKeeper e NormFinder e análise de dados 
2−ΔCt (ciclo limiar) — produziram resultados semelhantes: todos os genes mostraram-
se adequados para uso, sendo que gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase e 18S foram 
classificados como o mais e o menos estável, respectivamente. A utilização de mais de 
um gene de referência é altamente recomendada. 

Descritores: Hipóxia celular; Padrões de referência; Apneia do sono tipo obstrutiva; 
Doenças cardiovasculares; Modelos animais; Reação em cadeia da polimerase.
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A apneia obstrutiva do sono (AOS), um distúrbio 
respiratório do sono cuja prevalência é elevada em todo 
o mundo,(1,2) causa diversos distúrbios metabólicos, 
oxidativos e simpáticos e aumenta o risco de doença 
cardiovascular.(3) O modelo de hipóxia intermitente crônica 
(HIC) é o modelo animal de AOS mais usado, especial-
mente quando o estudo se concentra nas consequências 
cardiovasculares do distúrbio.(3) O modelo de HIC simula 
muitos dos efeitos patológicos putativos da AOS, como o 
aumento da pressão arterial e da atividade simpática.(4) 

A PCR em tempo real é a ferramenta mais usada para 
estudar a expressão gênica de alvos específicos. Para 
que os resultados da PCR quantitativa em tempo real 
sejam confiáveis, é necessário usar genes de referência 
apropriados — também denominados housekeeping genes 
(HKGs)(5) — como controles internos para a normalização 
da expressão gênica, que é essencial para a avaliação da 
expressão gênica relativa. No entanto, o uso de certos 
genes instáveis como HKGs pode comprometer muito 
a confiabilidade dos dados.(6,7) Portanto, cada condição 
experimental deveria ter uma etapa de seleção de HKGs 
para que se obtenham dados de boa qualidade. Os três 
algoritmos mais usados para a seleção de HKGs são os 
fornecidos pelos programas de computador geNorm,(8) 
BestKeeper(9) e NormFinder.(10) 

Até onde sabemos, não houve estudos que avaliassem 
a estabilidade da expressão de HKGs no ventrículo 

esquerdo ou qualquer outra estrutura cardíaca por meio 
de modelos in vivo de hipóxia; a maioria dos estudos 
desse tipo foi realizada in vitro. Portanto, o objetivo 
do presente estudo foi relatar a seleção de HKGs no 
ventrículo cardíaco esquerdo de ratos submetidos à HIC; 
os algoritmos do geNorm, BestKeeper e NormFinder foram 
usados para analisar a estabilidade da expressão de cinco 
HKGs comumente usados. Nossos resultados fornecem 
informações importantes para a seleção 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. (11) 
Todos os procedimentos experimentais foram realizados 
de acordo com as atuais diretrizes éticas e práticas de uso 
de animais de laboratório.(12) Este estudo foi aprovado 
pelo Comitê de Ética em Pesquisa Animal da Universidade 
Federal de São Paulo (Protocolo n. 2025/11). 

Os animais foram divididos em três 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 recuperação em normóxia, n = 8). 
O protocolo de HIC já foi minuciosamente descrito,(11) 
assim como o raciocínio por trás do uso de um período 
de duas semanas de recuperação no grupo HIC+N.(13) 

Após 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 decapitação rápida. 
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Subsequentemente, o coração foi rapidamente removido 
e lavado com solução salina e, em seguida, o ventrí-
culo esquerdo foi dissecado. Todos os tecidos foram 
rapidamente dissecados em gelo seco e armazenados 
a −80°C até a extração. 

O RNA total foi extraído 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 já se 
descreveu.(11) Para nossa avaliação de HKGs, escolhemos 
cinco dos genes mais usados, provenientes de diferentes 
vias genéticas: RNA ribossômico (RNAr) eucariótico 
18S; beta-actina (ACTB); beta-2-microglobulina 
(β2M); gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) 
e hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase (HPRT). 
As sequências de iniciadores para todos esses HKGs 
já foram descritas.(11) 

A estabilidade da expressão gênica 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 
expressão (o valor de M) de cada gene; valores de M 
mais baixos indicam maior estabilidade.(8) O programa 
NormFinder fornece um valor de estabilidade para cada 
gene; valores de estabilidade mais baixos indicam 
menor estabilidade.(10) O programa BestKeeper calcula 
o coeficiente de correlação de Pearson de cada gene; 
valores de p mais próximos de 1,0 indicam maior 
estabilidade.(9) Analisamos também todos os dados 
de 2−ΔCt (ciclo limiar) por meio de ANOVA de uma 
via. (14) Para testar a normalidade e a homogeneidade, 
foram usados o teste de Kolmogorov-Smirnov e o teste 
de Levene, respectivamente. O nível de significância 
estatística foi de p < 0,05. 

Nossa avaliação da qualidade e integridade do RNA 
revelou RNAr 18S e 28S intactos. A otimização das 
condições dos iniciadores e das concentrações de 
cDNA foi realizada e descrita anteriormente.(11) Os 
valores de 2−ΔCt, analisados de maneira independente, 
não atingiram significância (p > 0,05 para todos), 
embora a expressão de 18S tenha tendido para a 
significância (p = 0,076 vs. p > 0,4 para os demais 
genes; dados não apresentados). Esses dados indicam 
que, embora todos os cinco candidatos a HKG possam 
ser usados, a expressão de 18S tende a apresentar 
maior variabilidade entre grupos. 

Em nossa análise com o programa BestKeeper para 
identificar os melhores HKGs em modelos de HIC, 
todos os cinco genes candidatos apresentaram valores 
aceitáveis (p < 0,01). Segundo a classificação do 
BestKeeper, GAPDH foi o melhor candidato, seguido de 
ACTB. Além disso, 18S apresentou o menor coeficiente 
de correlação de Pearson, o que significa que foi o 
menos estável dos cinco candidatos a HKG. Todos os 
coeficientes de correlação de Pearson do programa 

BestKeeper encontram-se descritos na Tabela 1 e 
ilustrados na Figura 1A. 

Em nossa análise com o programa geNorm, todos 
os cinco genes candidatos apresentaram, em todas as 
análises, valores de M inferiores a 1,5, que é considerado 
o valor de corte para a adequação.(8) De acordo com 
a classificação do geNorm, GAPDH foi o melhor gene 
candidato, seguido de β2M. Além disso, 18S apresentou 
o maior valor de M e foi considerado o gene menos 
estável. 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 única diferença foi 
quanto ao segundo melhor candidato a HKG. 

Em nossa análise com o programa NormFinder, todos 
os cinco genes candidatos apresentaram valores de 
estabilidade inferiores a 0,15, o valor de corte para 
a adequação.(10) Os resultados do NormFinder foram 
semelhantes, porém não idênticos aos do BestKeeper; 
o algoritmo do NormFinder identificou GAPDH como 
sendo o melhor gene candidato, seguido de β2M. Além 
disso, 18S apresentou o maior valor de estabilidade e, 
portanto, foi considerado o gene menos estável. Todos 
os valores de estabilidade do NormFinder encontram-se 
descritos na Tabela 1 e ilustrados na Figura 1C. 

Foi idêntica a classificação dos HKGs nas avaliações 
com os programas NormFinder e BestKeeper; GAPDH 
e ACTB foram os genes mais estáveis, ao passo que 
18S foi o menos estável. No entanto, a classificação 
dos HKGs na avaliação realizada com o programa 
geNorm foi ligeiramente diferente: ACTB na terceira 
posição e β2M na segunda posição. Os dados de todos 
os três algoritmos corroboram os relatados em um 
estudo anterior que envolveu células derivadas de 
cardioesferas (células-tronco cardíacas endógenas, 
possíveis restauradoras de tecido perdido) e que avaliou 
a influência do envelhecimento sobre a estabilidade 
genética. Os autores constataram que ACTB, GAPDH e 
β2M foram os HKGs mais estáveis em células derivadas 
de cardioesferas adultas ou neonatais em condições de 
normóxia ou hipóxia.(16) Embora nosso estudo tenha 
envolvido a porção do ventrículo esquerdo do coração, 
que é composta por vários 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 disfunção diastólica do ventrículo 
esquerdo, GAPDH foi o segundo gene mais estável, o 
que ressalta sua estabilidade in vivo.(16) Além disso, 
o gene ACTB apresenta boa estabilidade em modelos 
que empregam diferentes estímulos de hipóxia, tais 
como diversos tipos celulares submetidos à hipóxia in 
vitro(7,15) e diversas estruturas cerebrais submetidas 
à hipóxia in vivo.(11) 

Embora análises tenham mostrado que β2M é 
instável em algumas estruturas cerebrais e linhagens 
celulares,(7,11) em nossa análise de tecido proveniente 
do ventrículo esquerdo a β2M ficou entre os genes 
candidatos mais estáveis. Nossos dados reforçam os 
de vários outros estudos, nos quais β2M foi um dos 
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genes candidatos mais estáveis em células derivadas 
de cardioesferas em condições de hipóxia(15) e em 
condrócitos humanos cultivados com concentrações 
de oxigênio de 5% e 1%.(17) 

No presente estudo, HPRT esteve entre os genes 
candidatos menos estáveis. No entanto, ele pode ser 
considerado adequado para uso porque apresentou 
estabilidade aceitável nas análises com o geNorm e 
o BestKeeper. Nossos dados vão de encontro aos de 
alguns estudos anteriores, nos quais se relatou que 
HPRT é um dos genes mais estáveis, em culturas de 
células submetidas à hipóxia aguda(7) e em um modelo 
in vivo de isquemia no ventrículo direito.(18) No entanto, 
nossos dados corroboram os de outro estudo anterior 
com células derivadas de cardioesferas, em que o HPRT 
esteve entre os genes menos estáveis em condições 
de hipóxia.(19) É possível que as discrepâncias entre 
esses estudos se devam a diferenças na origem do 
tecido avaliado (tecido cardíaco vs. tecido de próstata, 
rim e mama) e na condição experimental (hipóxia vs. 
isquemia). 

Nossos dados corroboram os de vários outros 
estudos nos quais 18S foi considerado um HKG 
inadequado. Em estudos em que se empregaram 
modelos in vitro de hipóxia, o 18S foi considerado 

inadequado como HKG na linhagem celular LNCaP (de 
câncer de próstata) (19) e em células musculares de 
gafanhotos,(6) assim como o observado em diversas 
estruturas cerebrais um modelo de HIC in vivo.(11) 
Nossos dados corroboram os de estudos anteriores 
que demonstraram a sensibilidade do 18S a diferentes 
estímulos de hipóxia. Até onde sabemos, este é o 
primeiro estudo a avaliar a expressão de 18S em 
tecido cardíaco em condições de hipóxia. 

Nosso estudo tem algumas limitações. O modelo de 
HIC simula apenas um dos quatro principais fatores 
da AOS. Além disso, análises da estabilidade da 
expressão de HKGs podem demonstrar variabilidade 
entre modelos e mesmo entre estruturas.(7,11) Portanto, 
os resultados de estudos da expressão de HKGs não 
podem ser generalizados a todas as estruturas ou 
a todos os modelos de hipóxia. Não obstante, os 
resultados do presente estudo demonstram que todos 
os HKGs testados são adequados para uso, embora 
não seja aconselhável usar o 18S. Além disso, os 
algoritmos dos programas geNorm, BestKeeper e 
NormFinder produziram resultados muito robustos, 
com pouca variação entre os três. No entanto, para 
que se obtenham dados confiáveis, recomenda-se 
veementemente o uso de mais de um HKG. 

Tabela 1. Classificação de candidatos a gene de referência do ventrículo esquerdo, de acordo com a estabilidade de 
sua expressão, a partir de avaliações realizadas com os programas de computador BestKeeper, geNorm e NormFinder. 

Posição BestKeeper geNorm NormFinder
Gene Ra Gene Valor de Mb Gene Valor de 

estabilidadeb

1ª GAPDH 0,774 GAPDH 0,3877 GAPDH 0,0759
2ª ACTB 0,745 β2M 0,4377 ACTB 0,1085
3ª β2M 0,727 ACTB 0,4641 β2M 0,1094
4ª HPRT 0,713 HPRT 0,4945 HPRT 0,1095
5ª 18S 0,588 18S 0,5182 18S 0,1176

R: coeficiente de correlação de Pearson; valor de M: média da estabilidade de expressão; GAPDH: gliceraldeído-
3-fosfato desidrogenase; ACTB: beta-actina; β2M: beta-2-microglobulina; HPRT: hipoxantina-guanina 
fosforibosiltransferase; e 18S: RNA ribossômico eucariótico 18S. aValores próximos a 1,0 (os valores mais altos neste 
cenário) indicam maior estabilidade. bValores mais baixos indicam maior estabilidade.
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Figura 1. Análise, por meio dos programas de computador BestKeeper, geNorm e NormFinder, da estabilidade de 
genes de referência no ventrículo esquerdo de ratos submetidos à hipóxia intermitente crônica. R: coeficiente de 
correlação de Pearson; valor de M: média da estabilidade de expressão; ACTB: beta-actina; HPRT: hipoxantina-
guanina fosforibosiltransferase; β2M: beta-2-microglobulina; GAPDH: gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase; e 18S: 
RNA ribossômico eucariótico 18S.
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