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RESUMO

A PCR em tempo real quantitativa (QPCR) € uma técnica que combina o sistema
de amplificacdo exponencial de um fragmento de DNA com a captacdo de dados no momento
em que ocorre a reagdo de amplificacdo por meio de medidas de fluorescéncia. A gPCR
tornou-se uma das técnicas mais utilizadas quando se trata da andlise de expressdo génica
devido a sua precisdo, ampla faixa dinamica, sensibilidade e reprodutibilidade. Ao se realizar
a comparacdo de expressdo génica entre amostras e/ou tecidos diferentes, é de suma
importancia considerar os aspectos da variacdo experimental decorrente da quantidade de
material de partida, extracdo de RNA e eficiéncias de transcricdo reversa. Para eliminar essas
variacdes é necessario o uso de um gene normalizador para garantir a precisdo dos niveis de
expressao do ensaio gPCR. Diante disso, 0 objetivo do presente trabalho € selecionar genes de
referéncia para ensaios de andlise de expressdo génica do gene da familia GSTM1. Foram
coletadas amostras de sangue periférico (5mL) de individuos expostos e ndo exposto ao
Mercurio (Hg). Foi realizado a extracdo do RNA, seguida da sintese do cDNA e realizado a
gPCR para sete genes normalizadores (ACTB, GAPDH, 18S, HPRT1, B2M, GUSB e TBP).
Para a analise da normalizacdo dos genes de referéncia foi aplicado a técnica desenvolvida
por Silver e colaboradores (2006) denominado “pares de genes”. Os resultados do presente
trabalho demonstram que os genes ACTB, GAPDH e B2M apresentaram melhores

estabilidade para serem utilizados como genes de referéncia para estudos do gene GSTM1.

Palavra chaves: PCR quantitativa; Genes normalizadores; GSTM1.



ABSTRACT

Quantitative real-time PCR (gqPCR) is a technique that combines the exponential
amplification system of a DNA fragment with the capture of data at the moment the
amplification reaction occurs by means of fluorescence measurements. The qPCR became one
of the most widely used techniques when it comes to gene expression analysis because of its
precision, wide dynamic range, sensitivity, reproducibility. When it’s compared the gene
expression between different samples and / or tissues, it is paramount to consider the aspects
of the experimental variation resulting from the amount of starting material, RNA extraction
and reverse transcription efficiencies. In order to eliminate such variations it’s necessary to
use a normalizing gene to ensure the accuracy of the levels of expression of the assay gPCR.
Therefore, this study aims to select reference genes for gene expression analysis assays of
the GSTML1 family gene. It was collected peripheral blood samples (5 mL) from exposed
individuals and not exposed ones to Mercury (Hg). The RNA extraction was performed,
then cDNA synthesis and gPCR for seven normalizing genes
(ACTB, GAPDH, 18S, HPRT1, B2M, GUSB and TBP). For the analysis of normalization of
the reference genes, It was applied the technique developed by Silver et al. (2016) called
"gene pairs". The results of the present work demonstrate that
the ACTB, GAPDH and B2Mgenes presented better stability to be used as reference genes
for GSTM1 gene studies.

Key words: quantitative PCR; Normalizing genes; GSTML.



1. INTRODUCAO

O principio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés,
polymerasse chain reaction) consiste em replicar, in vitro, um fragmento especifico de DNA
desejavel, que pode ser de fita simples ou dupla, por meio de duplica¢do exponencial obtendo,
assim, uma quantidade de cépia de DNA da ordem de até 10000 vezes que a concentracao
inicial. A visualizacdo do produto da técnica € por meio de corridas de eletroforese em gel de
agarose através da deteccdo do DNA amplificado com um corante capaz de intercalar no
DNA e fluorescer sob exposicao a luz ultra-violeta, tal como o brometo de etidio (MULLIS;
FALOONA, 1987).

O surgimento da técnica de PCR foi um marco histdrico para analises moleculares
do DNA e RNA, que logo foram surgindo variantes da técnica com melhor capacidade de
analise que a PCR ndo conseguiu abordar. Neste cenario surgiu a técnica de PCR em tempo
real que possui 0 mesmo principio da técnica PCR convencional, entretanto, o que difere
ambas as técnicas é a captacdo de dados no momento em que ocorre a reacdo de amplificacao
por meio de medidas de fluorescéncia. O método é mais sensivel, robusto e com boa
reprodutibilidade para determinacéo quantitativa de DNA ou RNA (MORGANTE; BLAWID,
2016).

Assim, técnica de PCR em tempo real pode ser aplicada para quantificacdo da
expressao de um determinado gene de interesse, permitindo, inclusive, uma analise
comparativa da expressdo de genes em diferentes amostras e/ou tecidos concomitantemente
(HIGUCHI et al., 1993).

1.1.JUSTIFICATIVA

A PCR quantitativa em tempo real tornou-se uma das técnicas mais utilizadas
quando se trata da analise de expressdo génica devido a sua precisdo, ampla faixa dinamica,
sensibilidade e reprodutibilidade. Ao se realizar a comparacdo de expressdo génica entre
amostras e/ou tecidos diferentes, € de suma importancia considerar 0s aspectos da variacao
experimental decorrente da quantidade de material de partida, extracdo de RNA e eficiéncias
de transcricdo reversa. Para eliminar essas variacOes, a precisdo do qPCR depende da
normalizagdo por um controle interno, muitas vezes referido como gene de referéncia ou gene

normalizador (housekeeping gene). As caracteristicas que um gene normalizador deve
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apresentar é ser expresso ubiquamente em todas as células e mostrar minima variabilidade na
expressao entre amostras e sob as condigdes experimentais utilizadas.

Genes normalizadores ideais e universais ndo existem e a busca pelos genes
apropriados de forma estavel deve ser realizada para cada sistema experimental. Logo, a
investigacdo de gene normalizadores requer etapas minuciosas e precisas para que 0S
resultados sejam validados, e além do mais, nenhum trabalho na literatura foi realizado
abordando a expressdo génica do gene GSTM1 para ensaios de qPCR, tdo logo associando o
gene sob o contexto da exposicdo ao mercurio. Logo, faz-se necessario a busca por estes
genes normalizadores para a selecdo do gene mais estavel visando a aplicacdo de ensaio de

expressao genica para o gene GSTM1.

1.2.0BJETIVO GERAL

Selecionar genes de referéncia para ensaios de analise de expressdo génica do
gene da familia GSTM1.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1.REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

O advento da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés, polymerasse
chain reaction) revolucionou a maneira em como se detectava e analisava 0 DNA e RNA. Até
meados de 1980, as técnicas utilizadas na Biologia Molecular estavam restritas a clonagem e
deteccdo através de sondas marcadas para determinar uma sequéncia-alvo, mesmo em
pequenas quantidades (AZEVEDO et al, 2003).

Em 1985, surge uma técnica de multiplicagdo em grandes quantidades a partir de uma
regido do genoma, traduzindo em reducdo do tempo de execucdo dos experimentos, no custo
e na complexidade. A técnica de PCR como conhecemos hoje foi desenvolvida pelo quimico
americano Kary Mullis quando trabalhava com a sintese de oligonucleotideos (MATIOLI;
FERNANDES, 2012; PASSARGE, 2011).

A amplificacdo através da PCR envolve a hibridizacdo de primers (ou
oligonucleotidos iniciadores), 0s quais possuem uma sequéncia especifica, que flanqueiam a
regido alvo de interesse, e com a ajuda da enzima DNA polimerase (enzima responsavel para
realizar a extensdo da nova cadeia de DNA a partir do DNA-molde) sintetizam as novas
cadeias de DNA. Este processo de sintese de novas cadeias de DNA in vitro é analogo ao que
ocorre in vivo, entretanto, a PCR acontece através de sucessivos ciclos de desnaturacdo em
alta temperatura para a sintese de uma maior quantidade de produto final. Antes da
padronizacdo por Mullis, a enzima utilizada no processo era a DNA polimerase | de
Escherichia coli (E. coli), a qual possuia uma limitacdo: a enzima ndo suportava a alta
temperatura do processo, e a cada novo ciclo, uma nova concentracdo de DNA polimerase |
precisava ser adicionada ao meio a uma temperatura que ndo interferia em sua atividade. Este
processo se repetia até obter uma boa concentracdo de produto amplificado e refletia em
custos e propensdo a erros no final do processo (MULLIS; FALOONA, 1987).

O grande avanco realizado por Mullis foi a substituicdo da DNA polimerase | de E.
coli, por uma DNA polimerase purificada a partir da bactéria termofilica Thermus aquaticus
(Taq), que pode suportar incubacdo prolongada a uma temperatura de até 95°C, eliminando,
assim, a necessidade de reestabelecimento da enzima a cada ciclo (AZEVEDO et al., 2003;
SAIKI et al., 1988).
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2.2.AMPLIFICACAO DA PCR

O principio da técnica consiste em replicar, in vitro, um fragmento especifico de DNA
desejavel, que pode ser de fita simples ou dupla, por meio de duplicacdo exponencial a partir
de trés etapas basicas de modo sucessivas e consecutivas, utilizando a DNA-polimerase
termoestavel para regular o processo. Se faz necessario a utilizacdo de um par de
oligonucleotideos que flanqueiam a sequéncia alvo especifica, os dNTP (trifosfatos dos
quatros Desoxiribonucleotideos A; T; C; G de uma reacdo de PCR necessarios para a sintese)
e ions de magnésio no tampéo.

As trés etapas bésicas sdo: a) Desnaturacdo térmica do DNA alvo a ser amplificado,
que ocorre aproximadamente a 90-95°C para separar os filamentos de DNA helicoidal duplo a
fim de que os desoxirribonucleotideos estejam livres para o processo; b) Anelamento dos
oligonucleotideos para inicio de reacdo de sintese das novas cadeias de DNA que ocorre
aproximadamente a 50-60°C e se ligardo as bases nitrogenadas livres; c¢) Polimerizacdo das
novas fitas de DNA por incorporacdo dos dNTPs a 70-75°C (Figura 1A) (AZEVEDO et al,
2003; PASSARGE, 2011). Ao final do primeiro ciclo da reacdo, duas novas cadeias de DNA
alvo sdo geradas. Para o proximo ciclo, as duas cadeias de DNA séo utilizadas como molde
para gerar quatro copias do DNA alvo, e assim sucessivamente para cada ciclo
(aproximadamente 35 a 40 ciclos) gerando um crescimento exponencial da sintese de DNA
alvo. Ao final da reacdo, uma Gnica molécula de DNA pode resultar em aproximadamente 10°
fragmentos de DNA (Figura 1B) (MULLIS; FALOONA, 1987).
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Figura 1: Cinética da reacdo de PCR. (A) Etapa de cada clica de reacdo. (B) Amplificacdo exponencial da
reacdo de PCR (ALBERTS et al., 2011)

No que tange a andlise dos dados de uma PCR convencional os dados utilizados sdo
retirados do endpoint (Figura 2A), ou seja, apos a finalizacdo de todos os ciclos da reacéo.
Um fator limitante da PCR convencional é que por volta dos ultimos ciclos da reacdo ja
comeca a se observar um platd, que corresponde a uma estagnacao na reacao, ou seja, devido
ao consumo de reagentes, ao surgimento de inibidores ou degradacdo do DNA que podem
ocorrer a medida que os ciclos de reacdo vdo aumentando, ndo se observa mais aumento de
produto amplificado a partir deste platd. Logo, como os dados sdo coletados ao final da
reacao, a aplicacdo da PCR convencional é apenas para ensaios que consigam discriminar a

presenca ou auséncia de uma determinada sequéncia alvo de interesse na amostra (Figura 2C).
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Figura 2: llustracdo da cinética de uma PRC. Fases da PCR: exponencial, em que a quantidade de moléculas
amplificadas dobra a cada ciclo; linear, em que a eficiéncia de amplificacdo é reduzida; plat6, fase final em que
ndo h& mais amplificacdo. (A) a deteccdo da quantidade de moléculas é realizada ao final da reacdo, enquanto
gue na gPCR (B), a deteccdo é realizada em tempo real, a cada ciclo da reagdo, na fase exponencial (C)
observacdo do gene em gel de agarose (Adaptado de AGILENT TECHNOLOGIES, 2012).

Diante dessas limitagdes novas variagfes da técnica surgiram para que pudesse ser
aplicado para ensaios quantitativos de analise do DNA, como o nimero de moléculas de DNA
ou nivel de expressdo de um determinado gene. Neste contexto, surge entdo a técnica de PCR

em tempo real.

2.3.PCR EM TEMPO REAL

A PCR em tempo real possui 0 mesmo principio da técnica PCR convencional, pois
apresenta as fases de desnaturagéo, anelamento e elongacdo, entretanto, o que difere ambas as
técnicas € a captacdo de dados no momento em que ocorre a reacdo de amplificacdo por meio
de medidas de fluorescéncia (gPCR). O método é mais sensivel, robusto e com boa
reprodutibilidade para determinagdo quantitativa em relacdo a PCR convencional (Tabela 1),
pois a fluorescéncia emitida € detectada durante a fase exponencial onde os reagentes ainda
ndo sdo limitantes, bem como, ndo ha o acumulo de inibidores da reacdo (Figura 2B). A
fluorescéncia detectada esta diretamente ligada com a quantidade de produto amplificado,

portanto, quanto maior for a quantidade de amplicons durante os ciclos, maior serd o sinal
18



emitido que serd captado pelo equipamento e ir4 gerar os resultados que poderdo ser
analisados no momento que termina as reacOes, sem a necessidade de preparos e
processamentos pos reacionais por isso o nome “em tempo real” (MORGANTE; BLAWID,

2016).

Tabela 1: Caracteristicas dos métodos de PCR convencional e em tempo real

Caracteristicas PCR convencional PCR em tempo real
Trés (termociclador; sistema de Um Gnico equinamento
Equipamentos eletroforese: cuba+fonte de (amplifica ;O ep deteccio
necessarios alimentacéo; sistema de amplticag ¢
N simulténea)
fotodocumentacéo)

Maior especificidade em
Menor especificidade em relagdo a PCR
relacdo a PCR em tempo real convencional devido a
presencga de uma sonda

Especificidade

Sistema N&o-automatizado Automatizado
« . S&0 expressos em
Resultados N&o sdo expressos em numeros .
ndmeros

Baseado em valores de Ct,

Interpretacéo dos Baseado na observagéo de .
determinados por um

resultados banda em gel de agarose
software
Quantificacao do « . .
DNA Nao permite Permite
G,er_a(_;ao de residuos sim N0
toxicos
Tempo de execucdo 6 a 8 horas 2 a 3 horas
N. amostras por Depende da capacidade do 42 amostras em duplicata
corrida termociclador + controles
Custo Menor em relacdo ao PCR em  Maior em relagcdo ao PCR
tempo real convencional

Fonte: BEPA 2007

A primeira vez a ser descrita foi em 1993 por Higuchi e seus colaboradores onde
construiram um sistema capaz de detectar e registrar o aumento da fluorescéncia durante a
reacao devida adicdo de brometo de etideo que possui propriedades intercalante de DNA de
cadeia dupla e verificaram a fluorescéncia deste corante. A cada ciclo da PCR uma imagem
era gerada e, ao final da reagdo, as imagens eram analisadas por um software que media a
intensidade luminosa media emitida por cada tubo e gerava os graficos de amplificacéo.
(HIGUCHI et al., 1993).
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Com o tempo, a qPCR foi se tornando cada vez mais sofisticada em termos de
monitoramento dos ciclos de reacdo, pois 0 brometo de etideo era uma molécula radioativa e
tornava a técnica limitante. Assim, novas moléculas foram desenvolvidas para emissao do
sinal fluorescente, que séo os repdrteres fluorescentes responsaveis por se ligar ao produto
final e gerar o sinal da reacdo. Os repdrteres fluorescentes séo classificados em especificos e
ndo especificos (KUBISTA et al., 2006).

2.3.1. Reporteres ndo especificos

O reporter ndo especifico € um corante marcado com um composto fluorescente
intercalante que sera responsavel por se ligar a moléculas de DNA de fita duplas (dsDNA).
Este repdrter possui a caracteristica de se ligar de forma ndo especifica a qualquer molécula
de dupla fita. O reporter apresenta pouca fluorescéncia quando ndo esta ligado a uma
molécula de DNA, mas ao decorrer do ensaio de PCR as quantidades crescentes de fitas
duplas de DNA aumentam e consequentemente os corantes se ligam gerando o sinal de
fluorescéncia que serd monitorado ao final de cada ciclo, o sinal de fluorescéncia sera

proporcional a concentracdo de moléculas presentes no meio (Figura 3) (BUSTIN, 2005).

8 8 8 8 8 8 SYBR Green ndo Ligado
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Figura 3: Representacdo de um corante de ligagdo. O corante SYBR Green | é um
exemplo de um repoérter fluorescente, quando estd livre no meio ndo apresenta

SYBR Green Ligado
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fluorescéncia, entretanto, quando esta ligado a uma molécula de DNA, sua fluorescéncia
pode aumentar em até 1000 vezes (Adaptado de Real-Time PCR Applications Guide da
BIO-RAD LABORATORIES, 2006).

As vantagens de utilizar reporteres ndo especificos sdo: capacidade de se testar
multiplos genes, design de ensaio simples, menor custo inicial e capacidade de realizar curva
de difusdo ou curva de Melting, para verificar a especificidade da reagdo da amplificagéo.
Entre as desvantagens estdo a sua falta de especificidade, isto é, a ligacdo de corantes a
dimeros nédo especificos da reacdo o que influéncia na fluorescéncia total da reacdo. A outra
desvantagem € que ndo podem ser usados em ensaio multiplex, pois os sinais de amplicons

diferentes se misturariam e ndo seria possivel realizar a distingdo dos sinais (BUSTIN, 2005).

2.3.2. Reporteres especificos

Os reporteres especificos podem ser sondas ou oligonucleotideos iniciadores que
possuem um marcador fluorescente e uma molécula supressora na mesma estrutura cujo
principal funcéo € inibir a emisséo de fluorescéncia e garantir que a fluorescéncia seja emitida
apenas quando se hibridizar no alvo amplificado. Para isso, quando o reporter ndo esta ligado
a um alvo especifico, o supressor inibe a emissdo da fluorescéncia préxima, ao momento que
o0 reporter se liga ao alvo especifico, o supressor € clivado e deixa de atuar na inibicdo da
fluorescéncia, e assim é obtido o sinal. Em outras palavras, os repdrteres apenas apresentardo
sinal de fluorescéncia quando o alvo desejado é amplificado, ao contrario dos repOrteres
inespecificos que podem se ligar a qualquer outra molécula. Eles sdo repérteres especificos
por se tratar de sondas ou oligonucleotideos que possuem uma sequéncia especifica de acordo
com o ensaio desejado (BUSTIN, 2005).

Os reporteres especificos podem ser lineares ou estruturais. Na classe dos lineares esta
o0 reporter TagMan, que € do tipo sonda e é um dos mais utilizada para os ensaios de q PCR.
Possui um marcador fluorescente além de dois oligonucleotideos especificos na sequéncia. A
sonda quando intacta ndo apresenta fluorescéncia devido a inibicdo pela molécula supressora,
mas ao se hibridizar com a molécula alvo durante a fase de extensdo, o supressor é clivado da
sonda TagMan pela Taq Polimerase, e uma vez ndo possuindo o supressor na estrutura para
extinguir a fluorescéncia, o sinal sera emitido (Figura 4A) (HOLLAND et al., 1991).

Outro reporter utilizado € a sonda oligonucleotidica Molecular Beacons, do tipo

estrutural, que apresenta um marcador fluorescente e um supressor ligado nas extremidades de
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uma estrutura denominada Hairpin (Gancho). Esta conformacdo aproxima o fluoréforo do
supressor inibindo, assim, a fluorescéncia. Durante o anelamento, o oligonuclotideo
Molecular Beacons se hibridiza com a sequéncia alvo separando supressor do fluoréforo
gerando o sinal de fluorescéncia, pois o supressor ndo consegue inibi-la (Figura 4B) (TAN et
al., 2004)

9 A

Durante o Anelamento, a sonda TagMan se liga
a sequéncia de destino

-~

', Extensdo

Durante a extensdo, a sonda é parcialmente
deslocada e o repérter é clivado.

O repérter livre fluoresce

-~ e Repérter fluorescente

-~

-~ -
Supressor

-
v
B
@)
Molecular Beacona séo sondas de hairpin com repérter e um supressor -

. Q0

Durante o Anelamento, a sonda se liga & sequéncia alvo
para separar estruturalemnte o repérter e o extintor
P — para gerar a fluorescéncia.

Figura 4: Repérteres especificos. (A) Cinética de atuacdo da sonda TagMan. (B) Cinética de atuagdo da sonda
oligonucleotidica Molecular Beacons (Adaptado de Real-Time PCR Applications Guide da BIO-RAD
LABORATORIES, 2006).

2.4. FUNCIONAMENTO DO ENSAIO DE QPCR

Apds a reacdo do ensaio e emissdo do sinal fluorescente, o equipamento ird detectar
este sinal e gerara uma curva em resposta que reflete a quantidade de produto formado
durante os ciclos da reacdo. Conforme a Figura 5, Baseline ou linha de base refere-se aos

ciclos iniciais de fluorescéncia onde ndo ha presenca de variacdo do sinal, e é tida como o

22



ponto de partida para a quantificacdo da fluorescéncia, pois todo o sinal acima desta linha é
referente a amplificacdo da florescéncia da molecula alvo. O Threshold é o valor em que a
linha intercepta a fase exponencial do crescimento acima do Baseline. Normalmente este
valor é um ponto definido pelo préprio software do equipamento. Valor de Ciclo de
quantificacdo ou ciclos do Threshold (Ct) é uma medida primordial para a anélise dos dados.
Refere-se ao nimero de ciclos em que o sinal da fluorescéncia oriunda da amplificacdo do
modelo foi capaz de cruzar a linha Threshold na fase de amplificacdo exponencial. O valor de
Ct esta diretamente ligado ao nimero de moléculas presentes no ensaio para amplificacao,
portanto, quanto maior o numero de moléculas inicial, menor serd o nimero de ciclos Ct,
quanto menor o numero inicial, maior o nimero de ciclos Ct (MORGANTE; BLAWID,
2016).

Fase de Saturagdo

< Threshold
Z i
0, Baseline
Sample 1 -_’_-"‘-’:‘//4/ 8
Sample 2 = /__/
'!Eiampl»': 3 il
Ct1 Ct2 i3 20

Ciclos

Figura 5: Principio da deteccdo de fluorescéncia e detec¢do da concentracdo de gPCR. (Vermelho)
amplificagdo da fluorescéncia. (Azul) amplificagdo do modelo. (A) Fluorescéncia minima ou ruido
do Background. (B) Deteccdo de diferentes tipos de ciclos Ct refletindo em diferengas entre
amostras. (Adaptado de Introduction to quantitative PCR Methodos and applications Guide da
AGILIENT TECHNOLOGIES, 2012).

O grafico de amplificacdo de fluorescéncia é gerado plotando a concentracdo do DNA
alvo em relacdo ao numero de ciclos do PCR. Nos ciclos iniciais da PCR, a fluorescéncia é
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minima e permanece abaixo da Baseline denominada de Background (fluorescéncia de

fundo). Essa fluorescéncia ndo é detectada pelo sistema e ndo faz parte do processo de

quantificacdo. Durante a fase exponencial, quando o produto amplificado tende a aumentar a

sua concentracao é onde comecam a surgir os primeiros sinais de fluorescéncia detectavel, ou

seja, o sinal fluorescente acima da Baseline, e onde a linha Threshold toca a curva de

amplificacdo € o momento exato de obtencdo do valor de Ct. Ap6s a amplificacéo, o sinal

estabiliza e satura no mesmo nivel, devido a falta de reagentes, diferentemente da PCR

convencional que a saturacdo é em varios niveis apés a fase de platd. As curvas de respostas

sdo separadas na fase de amplificacdo da reacdo permitindo quantificar as diferencas entre

cada amostra nas suas quantidades iniciais de modelos de forma precisa e confiavel, pois

neste ponto nao ha a limitacao de reagentes ou a presenca de inibidores.

A seguir um resumo dos termos utilizados em gPCR (Quadro 1):

Quadro 1: Termos bésicos utilizados na gPCR

Termo

Descricao

Linha de base
(ou baseline)

Fluorescéncia
reporter

Threshold

Ciclo de
quantificacéo

Refere-se a fluorescéncia de fundo ou ruido. E detectada
nos primeiros ciclos da reacdo, nos quais hd pouca
variagdo do sinal. Esse valor deve ser desconsiderado na
analise. Somente valores de quantificacdo da
fluorescéncia acima da linha de base séo considerados
como referentes a amplificacdo da molécula alvo. A
linha de base pode ser calculada automaticamente pelo
programa de analise ou determinada manualmente pelo
USUArio

E aquela emitida pelo fluordforo escolhido para deteccéo
do aumento da quantidade de moléculas a cada ciclo

Linha que intercepta o grafico de amplificacdo acima da
linha de base (ou baseline), na fase exponencial da
reacdo. Ela pode ser ajustada manualmente, mas de
modo geral € calculada de forma automatica pelo
equipamento de gPCR, levando em consideracéo valores
de Rn dos ciclos iniciais da reagdo

Refere-se ao numero do ciclo da gPCR no qual o sinal da
fluorescéncia gerada pela amplificacdo da molécula alvo
cruza a linha de threshold na fase de amplificacéo
exponencial da reagdo. E também referido com Ct (ciclo
do threshold
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2.5.QUANTIFICACAO DA EXPRESSAO GENICA

A expressdo génica é o processo pelo qual a informacdo contida no DNA sera
transformada em outro tipo de informacdo. Primeiramente sera codificado em um RNA
mensageiro (MRNA) onde o seu codigo serd responsavel pela construcdo de proteinas
(DRLICA, 2005). A quantificagdo de expressdo génica através da qPCR utiliza como molde o
MRNA, pois 0 niumero de cdpia de um transcrito de mMRNA reflete o nivel de expressdo de um
determinado gene. Logo, para analise de expressdo génica, 0 RNA é convertido a DNA pela
técnica de transcriptase reversa originando um cDNA (sequéncia de DNA complementar ao
RNA) que serd amplificado na etapa de gPCR e submetido ao processamento pelo software
para deteccdo do sinal (BUSTIN, 2005).

Existem dois métodos de quantificacdo dos resultados de acordo com o objetivo do
ensaio realizado: Quantificacdo Absoluta em que se determina a quantidade exata da
sequéncia alvo em valores absolutos de nimero de moléculas, copia ou concentracdo; e
quantificacdo relativa em que se pretende determinar as alteragdes da expressao génica de
uma amostra teste comparando-a a uma amostra calibradora (MORGANTE; BLAWID,
2016).

2.5.1. Quantificacdo absoluta

O método de quantificacdo absoluta permite a determinar a quantidade de
moléculas, copias ou a concentragdo de uma determinada molécula de interesse de forma
precisa. E uma quantificacdo que utiliza uma curva padrdo constituida de uma série de
diluicdes da concentracdo de uma amostra conhecida do nimero de cépia do alvo inicial. A
eficiéncia da reacdo serd calculada a partir de uma curva de regressdo linear que plota a
fungéo da quantidade logaritimica do namero de molécula alvo em fungéo dos valores de Ct,
assim, 0s numeros de copia das amostras desconhecidas sdo calculados a partir da regressao
linear dessa curva padréo (BUSTIN, 2005).
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2.5.2. Quantificagao relativa

O método de quantificacdo relativa é capaz de determinar as diferencas do nivel de
expressao génica de um determinado alvo entre varias amostras. Os dados ndo sdo expressos
em nameros absolutos e sim em nimero de vezes, a mais ou a menos, que um determinado
gene é expresso em relacdo a um gene calibrador ou também denominado gene de referéncia
(LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

A normalizacdo dos genes de referéncia € um procedimento imprescindivel para o
sucesso do experimento, pois é utilizado para manutencdo e controle da variagdo que
eventualmente pode ocorrer de amostra para amostra desde que ndo seja devido a efeito
biolégicos do proprio gene. Entende-se por efeitos ndo bioldgicos variacdes nos
procedimentos da técnica de extracdo, na técnica de transcriptase reversa, na propria
eficiéncia da reacdo, e diferencas de quantidade de cDNA entre amostras e dentre outros
(HUGGETT et al., 2005). Para essa regulacdo s@o utilizados genes de referéncia do tipo
housekeeping que séo genes de expressao constante em qualquer tipo de célula. Geralmente
sdo utilizados genes que possuem fungbes primordiais para o funcionamento das células
(EISENBERG; LEVANON, 2013). A quantificacdo relativa pode ser calculada pelo método
de Ct comparativo.

2.5.2.1.Método do Ct comparativo (274

O método do Ct comparativo foi proposto por Livak e Schmittgen (2001) para calcular
a expressdo génica de um determinado gene. O método assume que o gene alvo e o gene de
referéncia, apresentam uma eficiéncia de amplificacdo de 100% durante o ensaio. Apds a

validacdo da eficiéncia, o calculo pode ser realizado utilizando as seguintes etapas:

a) Primeiramente é necessario calcular a variagdo dos valores de Ct (ACt) para

amostra teste e para amostra calibradora.

(ACt(resicy = Ctiatvo,Teste) = CliRefersncia, Testc)) (ACt(catibrador) = Cliatvo,Catibrador) = Clireferéncia,Calibrador))

b) Posteriormente a normalizacdo dos valores de ACt do teste pelos valores de ACt do
calibrador;
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AACt = ACt(Teste) - ACt(Calibrador)

c) Assim, temos;

244C = Raz4o da expressdo normalizada

Os valores de Ct da amostra alvo e o Ct da amostra calibradora sdo comparados
produzindo um valor relativo e corrigido representando apenas o produto especifico do
MRNA alvo, e assim podendo ser comparado ao Ct de outras amostras. O resultado obtido € o
aumento ou diminui¢do do gene alvo da amostra teste (amostra desconhecida) e amostra
calibradora (amostra que possui a caracteristica a ser analisada). Todos os pontos de Ct

utilizados nas equacBes podem ser observados na Figura 6.
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: ? Cllcal Cifesi) ~ ' “owcal) Ctoase) T 2 * ¢
Y
ACt(cal)

ACHt(teste)

Figura 6: Célculo do ACt usando o método do AACt. (GOI) Gene de interesse (Adaptado de
Introduction to quantitative PCR Methodos and applications Guide da AGILIENT
TECHNOLOGIES, 2012).
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Epidemiologia e Molecular
(LEPiMol), na Universidade Federal do Oeste do Parda (UFOPA). O presente trabalho faz
parte de um projeto de pesquisa aprovado pelo comité de ética e pesquisa da Universidade do
Estado do Pard (UEPA) sob o parecer de 1.127.108 (ANEXO 1) e todos os participantes
envolvidos no referente trabalho foram previamente esclarecidos sobre a natureza da pesquisa
e foram convidados a assinar, de forma voluntaria, o termo de Consentimento Livre
Esclarecido (TCLE) (ANEXO II).

3.1.COLETA DO MATERIAL BIOLOGICO

Foram coletadas amostras de sangue periférico (5mL) e armazenados em tubos
contendol,3mL de RNA later e misturado manualmente varias vezes e armazenar a -20°C até

0 momento da extracdo.

3.2.EXTRACAO DO RNA

3.2.1. Lise das células do sangue

Extracdo de RNA foi realizada através do kit RiboPure™-Blood de acordo com o
protocolo do fabricante. As amostras armazenadas contendo o RNA later foi centrifugada por
5 minutos a 13.000 rpm e removido todo o sobrenadante. Posteriormente foi adicionado
800uL de Lysis Solution e 50uL de Sodium Acetate Solution e homogeneizado em vortex para

lisar as células do sangue e transferido para um novo tubo.

3.2.2. Extragdo com acido-fenol: Cloroférmio

No tubo contendo o lisado celular foi adicionado 500uL de acido-fenol:
Cloroformio, homogeneizado e encubado a temperatura ambiente por 5 minutos.
Posteriormente foi centrifugado a 13000rpm por 5 minutos, e a fase aquosa (que contém o
RNA) foi transferido para um novo tubo e adicionado 600uL de etanol 100% seguida de

homogeneiza¢do novamente. A amostra foi entéo filtrada em um Fliter Cartridge e adicionado
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700 puL de solugdo de lavagem 1 ao conjunto do cartucho de filtro e centrifugado por cerca de
10 segundos e descartado o sobrenadante. O mesmo processo foi repetido para a solucéo de
lavagem 2/3 duas vezes seguidas. Por fim, foi adicionado 50 uL de solucdo de eluicdo pré-
aquecido a 75°C e incubado por 1 minuto a temperatura ambiente e centrifugado por 30
segundos na velocidade méaxima para recuperar 0 RNA. O mesmo processo foi realizado
novamente. O RNA recuperado e armazenado a -20°C até que seja utilizado.

3.2.3. Tratamento com DNase |

As amostras foram tratadas com DNase | para a remocdo de DNA genémico
contaminante do RNA eluido. Foi adicionado 5uL de 20x DNase Buffer e 1uL DNase | e
incubar 30 minutos a 37°C. Posteriormente foi adicionado 20 puL de DNase Inactivation
Reagent, homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por 1 minuto. Esta etapa foi

realizada duas vezes seguidas.

3.3. SINTESE DE CDNA E PCR QUANTITATIVA

A andlise de qPCR em tempo real foi realizada usando os primers mostrados na
Tabela 1. A mistura reacional da transcriptase utilizada foi um volume de 20 uL que
consistiu: 2,0ul. de Buffer 10x, 0,8yl de dNTP, 20uL de primes oligo dT, 1,0uL de
multiscribe, 3,2ul. RNAse ¢ 10 uLL de amostra de RNA. Na reacdo de qPCR foi utilizado um
volume total de 10uL de mix de reacdo contendo 5,0uL de Fast Plus EvaGreen qPCR Master
Mix (Biotium - Uniscience), 1,0uL de primer forward (10mM), 1,0uL de primer reverse
(10mM), 2,0uL de agua e 1,0 pL de cDNA. A amplifica¢do dos ciclos foi realizada nas
seguintes condicbes: 25°C a 10 minutos, 37°C a 12° minutos 85°C a 5 minutos. O
equipamento utilizado foi RealTime PCR System (lllumina — Uniscience). A andlise dos

resultados foi utilizando o EcoStudy Software (Illumina).
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Tabela 2: Primers para sete genes de referéncia

TBP 5’-TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA-3* 5- TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC-3° Maltseva et al., 2013
GUSB 5’-CTCATTTGGAATTTTGCCGATT-3" 5’- CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3*  Maltseva et al., 2013
ACTB 5’-CATCGAGCACGGCATCGTCA-3’ 5’-TAGCACAGCCTGGATAGCAAC-3’ Rho et al., 2010
GAPDH 5’- TGCACCACCAACTGCTTA -3° 5’- GGATGCAGGGATGATGTTC-3’ Rho et al., 2010
HPRT1 5’- AGACTTTGCTTTCCTTGGTCAG-3’ 5’- TCAAGGGCATATCCTACAACAA-3> Rhoetal., 2010
B2M 5’- ACTGAATTCACCCCCACTGA-3’ 5’- CCTCCATGATGCTGCTTACA -3° Rho et al., 2010
18SrRNA 5’- GTAACCCGTTGAACCCCATT -3  5’- CCATCCAATCGGTAGTAGCG -3’ Rho et al., 2010

* TBP (proteina de ligagdo TATA Box). ). ACTB (Beta-Actina). GAPDH (Gliceraldeino-3- fosfato desidrogenase). HPRT1 (Hipoxantina fosforribosil transferase 1).
B2M (Beta-2-microglobulina). 18SrRNA (18S ribosomal RNA).



3.4. CURVA PADRAO

Para atestar a eficiéncia da reacdo de gPCR, foi realizada a diluicdo em série das
amostras de cDNA de todos genes de normalizacdo para a construcdo da curva padrdo. A
eficiéncia de amplificacdo de cada gene de normalizacdo foi calculada a partir da inclinagéo
da curva padrdo de acordo com a equacéo de Eficiéncia (E= 10 (-1/4°"%) — 1) onde slope = O
coeficiente angular da reta. A curva padrdo plota o logaritmo (Log) do modelo de inicial
versus numero do ciclo de reacdo gerada pelo software. As diluicdes seriadas sdo

apresentadas na Tabela 2.

Tabela 3: Diluicédo seriada para a curva padréo

1:10 1 18,0uL H,0 + 2,0uL cDNA
1:100 2 18,0uL H,0 + 2,0uL cDNA (Tubo 1)
1:1000 3 18,0uL H,0 + 2,0uL cDNA (Tubo 2)
1:10000 4 18,0uL H,0 + 2,0uL cDNA (Tubo 3)

3.5.NORMALIZACAO DO GENE

Para a analise da normalizacdo dos genes de referéncia foi aplicado a técnica
desenvolvida por Silver e colaboradores (2006) denominado “pares de genes”. A técnica trata
da comparacdo da expressao relativa dos valores de ACt de cada gene em pares, comparando
um ao outro em todas as proporcBes possiveis. A selecdo do gene normalizador serd em
funcdo do menor grau de varia¢do do desvio padréo entre os genes significando a estabilidade

dos genes.
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4. RESULTADOS
4.1. SELECAO DE GENES DE REFERENCIA

Primeiramente foi utilizado o gene ACTB para realizar um ensaio de diluigéo
seriada e analisado em gqPCR. Duas amostras (controles) foram selecionadas com base na
quantidade de RNA (quantificagdo realizada no Fluorimetro “Quantus” da Promega). As duas
amostras foram comparadas em relacdo ao kit de extracdo de RNA utilizado: amostras 3A e
9A, conservadas em RNA later e extraidas com o kit Ribopure e o amostras 3B e 9B,
conservadas no tubo Tempus e extraidas com o kit Blood to Ct, para verificar se o tipo de
extracdo interferia na eficiéncia da curva padrdo. Os dados da eficiéncia foram plotados em
uma curva padrdo. Observou-se que a técnica de extracdo ndo influenciou na eficiéncia da
curva padrdo: ambos apresentaram eficiéncia acima de 0,9, sendo escolhida a amostra 9A que
foi a que apresentou maior eficiéncia (R? = 0,997).

Uma vez escolhida a amostra foi realizada uma curva padrdo para o gene alvo
(GSTML1) e para os genes de referéncia (ACTB, GAPDH, 18S, HPRT1, B2M, GUSB e TBP).
Os valores de R? variaram entre alguns genes, conforme esperado. Os genes ACTB (R? =
0,097), GAPDH (R?= 0,967), TBP (R?= 0,992) e 18S (R?= 0,928) apresentaram as melhores

eficiéncias quando avaliados separadamente.
4.2 PADRONIZACAO DOS GENES DE REFERENCIA

Os genes de referéncia precisam ser previamente padronizados para que possam
ser utilizados para normalizar a quantificacdo relativa de genes de interesse. No presente
trabalho foi utilizado o método do Delta Ct (ACt), que compara a expressao relativa de pares
de genes de uma mesma amostra. O valor de Ct significa que o sinal de intensidade de
fluorescéncia é igual a fluorescéncia do limiar. Os valores de Ct correlacionam-se com a
abundancia de um transcrito e sdo convertidos para uma forma linear a fim de atestar a
eficiéncia da reacdo de amplificacdo, e assim, estimar as alteracGes de expressao génica.

A selecédo do gene de referéncia é baseada no valor do ACt de pares de genes, ou
seja, se 0 valor do ACt entre dois genes permanece constante entre diferentes amostras,
significa que ambos o0s genes estdo sendo expressos de forma estavel. Doutro modo, se houver

diferencas nos valores de ACt entre dois genes, estes séo, entéo, expressos de forma variada
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entre as amostras. Para a selecdo do gene de referéncia, faz-se necessario a anélise com mais
de um gene de comparacdo para fundamentar com melhor exatiddo quais 0s genes que
possuem menor variagdo entre as amostras: recomenda-se a padronizacdo de 04 a 06 genes de
referéncia, para que depois sejam escolhidos até 03 para os ensaios de qPCR com o gene alvo.

Foram realizados ensaios de qPCR para os sete genes normalizadores em duas
amostras diferentes: controle vs exposta. A classificagdo da amostra foi realizada com base
nos niveis de mercurio (Hg), visto que a padronizacdo dos genes de referéncias sera utilizada
para quantificar a expressdo génica do gene GSTM1 em uma amostra ja estudada
anteriormente, cujos resultados mostraram uma associagdo entre o aumento dos niveis de Hg
e a delecdo do gene GSTM1 (MENESES, 2016). A amostra normal apresentava nivel de Hg
abaixo de 10pug/L e a amostra exposta apresentava nivel de Hg acima de 10ug/L.

Foi calculado o ACt para cada par de genes. Cada valor da tabela corresponde a
diferenca entre o Ct da amostra normal para um gene de referéncia e o Ct da mesma amostra
para outro gene de referéncia. O ensaio foi feito em triplicata. Também foram calculadas as
médias, desvio padrdo e mediana do ACt para todas as combinacgdes de pares de gene (Anexo
).

A Figura 7 apresenta os resultados da comparacdo da expressdo do gene ACTB
com os demais genes. Quando comparamos ACTB e GAPDH observa-se um desvio baixo nos
valores da ACt, assim como a comparacdo de ACTB a 18S e B2M indicando uma expressdo
estavel. Em contrapartida, quando é comparado ACTB a HPRT1, GUSB e TBP os valores da

ACt aumentam indicando que 0s genes apresentam uma expressao variavel.
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Figura 7: Box plot referente a variacdo da comparacao do gene ACTB

A Figura 8 apresenta a variacdo da comparagdo da expressdo do gene GAPDH.
Como apresentado anteriormente, a comparacdo do gene GAPDH a ACTB apresentou
expressao estavel. Além deste, 0 GAPDH apresentou menor variacao nos valores de ACt com

0s genes TBP e B2M. Os demais genes comparados apresentaram uma maior variacao.
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Figura 8: Box plot referente a variagédo da comparacéo do gene GAPDH
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Para a andlise do gene 18S (Figura 9), este apresentou 0 minimo de variacdo no
desvio dos valores de ACt apenas para 0 gene ACTB apresentando melhor estabilidade do que
com o gene GAPDH que é um gene utilizado em muitos trabalhos. A comparacdo com 0s

demais genes apresentou uma variagdo discrepante nos valores de ACt.

10

185w ACTB
1855 GAPDH|
185vsHPRTI
185vsB2M|
185vwGUSB
185w TBP)|

Figura 9: Box plot referente a variacdo da comparacdo do gene 18S

Quando comparado o gene B2M, os resultados indicam que houve menor variagéo
dos valores de ACt apenas para os genes ACTB e GAPDH, como apresentados em
comparacg0es anteriores (Figura 10).
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Figura 10: Box plot referente a variacdo da comparacdo do gene B2M

Os genes HPRT1 e GUSB apresentaram um aumento nos desvios dos valores de
ACt em todas as suas comparacBes, assim estes dois genes ndo apresentaram expressao
estavel com nenhum par de gene. A selecdo do gene de referéncia foi realizada com base no
valor da média do desvio padrdo do ACt: baixo desvio padrdo indica que o0 gene apresentou

melhor estabilidade de expressao génica (Tabela 5).

Tabela 5: Média do desvio padrdo dos genes de referéncia
Média do desvio padrao

ACTB 1,47
GAPDH 1,81
18S 1,90
HPRT1 2,63
B2M 1,66
GUSB 2,58
TBP 1,87

Com base na estabilidade da expresséo, os resultados indicam que os genes ACTB,
GAPDH e B2M sé@o os genes mais adequados para o0 uso em ensaios de gPCR do gene
GSTML.
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5. DISCUSSAO

5.1.EFICIENCIA DA CURVA PADRAO

A maioria das questdes cientificas relacionadas com a técnica da expressao génica
pode ser respondida com preciséo e reprodutibilidade medindo-se a concentracdo do gene de
interesse que se pretende estudar em amostras desconhecidas correlacionando-a, sempre, a
medicdo da concentracdo de um gene conhecido, o gene de referéncia ou gene normalizador.
O termo Housekeeping vem do inglés, gene de limpeza, pois com a utilizagcdo desse gene
garante uma limpeza, ou uma minimizacdo, da variacdo da técnica desde que ndo seja devido
a efeitos bioldgicos da préopria amostra (SOUSA, 2016). Os efeitos ndo biolégicos que podem
causar um mau desempenho em um ensaio de gPCR séo: (a) acondicionamento inadequado da
amostra, preparacdo e qualidade do material selecionado. (b) Variagdo da técnica de
Transcriptase Reversa (mé selecdo de iniciadores e sondas). (c) Dados inadequados e anélises
estatisticas, gerando resultados que podem ser altamente enganosos (BUSTIN et al., 2009)

O MIQE (Informacdo Minima para Publicacdo de Experimentos Quantitativos de
PCR em Tempo Real) determina que o gene de referéncia necessita de uma validagéo antes da
experiéncia especifica, para confirmar que a expressdo génica garanta relevancia, precisao,
interpretacdo correta, repetibilidade e reprodutibilidade (BUSTIN et al., 2009). A integridade
e concentracdo do RNA para garantir a precisdo da selecdo do gene normalizador € um dos
trabalhos iniciais. Muitos trabalhos na literatura realizam a quantificacdo da concentracdo de
RNA utilizando espectrofotometria ou em gel eletroforese em gel capilar. Entretanto,
conforme SILVER et al. (2006), descreve que nem sempre é satisfatorio confiar na precisdo e
reprodutibilidade do RNA. Uma forma de validar ainda mais os resultados é através da curva
de amplificacdo, a eficiéncia da reacdo € um passo confidvel na comparacao entre amostras
(PFAFF, 2004). Neste trabalho, as amostras de RNA foram e selecionados de acordo com a
sua quantificacdo. A abundancia de transcrito ndo variou de acordo com o0 método de extracao
utilizado e sim com a caracteristica préprias da amostra. Para validar a amostra escolhida, a
curva padrdo apresentou eficiéncia de amplificagdo para alguns genes de interesse. Este
resultado demonstra que as etapas iniciais como extragdes, pipetagem ou concentracdes de
amostras néo interfiram na eficiéncia da amplificacio dos genes de referéncia.

Os dados da curva padrdo demostram uma 6tima eficiéncia da reacdo, apenas 0s

genes B2M, GUSB e HPTR1 n&o apresentaram uma boa eficiéncia de amplificacdo. Os genes
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ACTB (R? = 0,097), GAPDH (R?= 0,967), TBP (R?=0,992) e 18S (R?= 0,928) apresentaram
as melhores eficiéncias quando avaliados separadamente. Amostras individuas podem gerar
interferéncia na expressao génica final da gPCR, apesar do processo de normalizacéo,
pequenas diferencas entre o alvo e a referéncia pode resulta em uma taxa de expressdo falsa
(PFAFF, 2004). Portanto, os genes normalizadores mais estaveis encontrados pelo método
proposto podem ser utilizados com base nas eficiéncias de amplificacdo dos genes.

5.2.ESCOLHA DO GENE NORMALIZADOR

Um gene normalizador € um gene cujo sua expressao e constitucional em todas as
células nucleadas, uma vez que se trata de genes necessarios para a sobrevivéncia da propria
célula. Logo, os genes de normalizacdo tendem a serem expressos em todas as amostras do
ensaio. Esta caracteristica € o mecanismo que fornece a comparacao da expressao de genes de
interesse em amostras desconhecidas de forma eficiente. Em linhas gerais, se o0 objetivo é
identificar, usando a finalidade deste trabalho, os niveis de expressdo do gene GSTM1 em um
grupo de amostras desconhecidas, o resultado da expressdo génica serd confidvel somente
com o uso do gene normalizador, pois as diferencas de expressdo génica entre genes
normalizadores, tanto na amostra controle (gene conhecido) quanto na amostra de interesse,
serdo subtraidos (normalizados) restando apenas os resultados da diferenca da expresséo
génica do gene GSTML1. Para isso, 0s genes normalizadores devem apresentar variacdo
minima entre as amostras para garantir a precisdo dos niveis de expressdo do ensaio
(THELLIN, 1999).

Entretanto, a selecdo de genes normalizadores ndo é uma tarefa fécil, pois a sua
expressao pode apresentar variacdo em decorréncia da utilizacdo do tipo de tecido e sua fase
de desenvolvimento (VANDESOMPELE et al., 2007). Logo, 0 MIQUE sugere que diferentes
genes normalizadores sejam utilizados a fim de transpor provaveis limitagdes que um dos
genes venha apresentar (BUSTIN et al., 2009).

Os genes estudados no presente trabalho sdo: O GAPDH, localizado na regido
p13.31 do cromossomo 12. O gene é codificador da enzima gliceraldeino-3- fosfato
desidrogenase que catalisa diversas funcdes dentro da célula como catalisador a producgéo de
energia no metabolismo de carboidratos ou a fosforilagdo oxidativa reversivel do
gliceraldeido-3-fosfato na presenca de fosfato inorgdnico e nicotinamida adenina
dinucleotideo (NAD). (ERCOLANI et al., 1988). O B2M (Beta-2-microglobulina) localizado
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no cromossomo 15 na regido g21.1. O gene codifica uma proteina sérica e participa na
associacdo com o complexo principal de histocompatibilidade de classe I (MHC) (GUSSOW
et al., 1987). A HPRT1 (Hipoxantina fosforibosil transferase 1), localizado no cromossomo X
na regido q26.1. Este gene codifica uma enzima que possui um papel central na sintese de
nucleotideos de purinas (JOLLY et al., 1983). A ACTB (Beta Actina) localizado no
cromossomo 7 na regido p22.1. Este gene codifica uma das seis proteinas diferentes de actinas
que sdo responsaveis pela motilidade celular, estrutura, integridade e sinalizacdo intercelular
(HABETS et al.,, 1998). 18SrRNA, gene localizado no cromossomo 22, codificador da
subunidade ribossomica. GUSB (Beta-D-Glucuronidase), localizado no gene 7 na regido
g11.21. Este gene codifica uma enzima que se encontra no lisossomo e possui a atividade de
hidrolisar glicosaminoglicanos (OSHIMA et al.,1987). TBP, € um gene que transcreve a
proteina de ligacdo a caixa TATA. Esta proteina age como reguladora do DNA, pois se liga a
uma regido do DNA conhecida como caixa TATA, geralmente encontrada préxima ao inicio
dos genes. Uma vez ligada a caixa TATA ela serve como sinalizagdo para outras enzimas
realizarem a leitura do gene (KAO et al., 1990).

Os resultados demonstram que alguns genes apresentaram uma alta variacdo na
comparagao nos valores de ACt com base na media do desvio padrdo, como é o caso do gene
HPRT1 e GUSB onde a expressao é relativamente baixa, portanto, inadequado para a
utilizagdo como um gene normalizador. Conforme VANDESOMPELE et al., (2002) ao
comparar a expressao de dois genes normalizadores, a selecdo apropriada dos genes é quando
apresentam expressdo idéntica em todas as amostras, condigdes experimentais ou tipo de
células. Variacdo nos niveis de expressao entre os dois genes retrata que, um ou ambos 0s
genes ndo possuem expressao estavel, por conseguinte, 0 aumento da variacdo dos genes
HPRT1 e GUSB indica que eles ndo sdo estaveis.

Os genes que apresentaram melhor estabilidade foram o ACTB, GAPDH e B2M
apresentando minima variacdo nos valores de ACt. O gene ACTB apresentou a melhor
estabilidade na comparagdo com todos os genes, com exce¢cdo HPRT1 e GUSB, e 0 GAPDH o
segundo melhor. A selecdo destes genes esta em acordo com a literatura, pois estes dois genes
sdo 0s mais utilizados para avaliagdo de genes normalizadores para 0s outros sistemas
bioldgicos (ZHANG et al., 2018; MENGMENG et al., 2017; LOPEZ-LANDAVERY et al.,
2014; SILVER et al., 2006). A estabilidade do gene GAPDH corrobora os achados de LOPA
et al. (2016) onde analisou a estabilidade do gene GAPDH em células humanas. CHEN et al.,

(2011) utilizando o método ACt encontrou a expressao estavel do gene ACTB e GAPDH em
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células de cancro da mama. SILVER et al. (2006) avaliou a estabilidade do gene GAPDH e
avaliou que o gene B2M como um gene normalizador a ser evitado em células de reticuldcitos
humano. Entretanto, como pode haver variacdo de um tipo de tecido a outro em genes
normalizadores, e como nenhum trabalho envolvendo amostras expostas ao Hg para analise
da expressdo génica do gene GSTM1 foi publicado até o momento, os resultados obtidos
corroboram a utilizagdo do gene B2M como gene normalizador. Estudos com em outros
sistemas bioldgicos demonstraram a estabilidade do gene B2M (GONG et al., 2016; RHO et
al., 2010; MATSUZAKI et al., 2015).

Este método aplicado é uma abordagem simples, facil e sem os célculos
complexos quando comparado a outras abordagens baseada em andlise por software
(BestKeeper, Normfinder e Genorm), pois ndo necessita de andlise rigorosa do RNA e calcula
a eficiéncia da técnica através da comparacdo do ACt e ndo necessita de muitas amostras de
RNA para a analise (SILVER et al., 2006). Muito esforcos sdo medidos para a sele¢cdo de
genes normalizadores. O presente estudo é o primeiro a investigar a estabilidade de genes de

referéncia para o gene GSTM1.

5.3. EIXO PROBLEMATIZADOR

5.3.1. Exposicdo ambiental ao mercurio

O elemento mercurio (Hg) é um metal pesado no maior nivel de toxicidade, e sua
forma organica, o Metilmercurio (MeHg), é considerado a espécie mais toxica para a saude
humana, pois o principal efeito que 0 Hg pode causar no corpo humano, é o ataque direto ao
sistema nervoso central (SNC) (LACERDA; MALM, 2008) (CLARKSON, 1997).

Na Amazobnia, a demanda crescente pela mineracdo de ouro despejou toneladas de
Hg para os estuarios amazonicos tornando, assim, o Hg biodisponivel a ser incorporado na
biota aquatica através da sua forma orgéanica que e tende a acumular os niveis de Hg nas
musculaturas dos peixes. O ser humano se expde ao MeHg quando consume pescados com
altos niveis de Hg nas suas musculaturas (CLARKSON, 1997).

A Organizacdo Mundial da Salde preconiza que niveis acima de 10ug/g o
individuo e considerado ambientalmente exposto ao Hg. Na bacia do Rio Tapajés, apesar do
declinio da mineracdo, muitos trabalhos foram realizados a fim de estimar o nivel de

exposicao ambiental dos individuos residentes na regido de rios Amazonicos através do nivel
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de Hg encontrados em peixes. CASTRO et al. (2016) verificaram exposicdo ao Hg através da
alimentacdo de peixes contaminados com altos niveis de Hg na bacia Amazbnica. Outro
trabalho identificou niveis de mercurio total (Hg-T) nos peixes que sdo comercializados no
Mercado Ver-0-Peso em Belém, Para e observaram uma contaminacdo de Hg-T proxima ao
limite recomendado pela OMS (AMARO, 2014). NEVADO et al. (2010) demonstrou que as
populacbes habitantes de regides proximas a garimpos, estdo sofrendo exposi¢do cronica ao

Hg com niveis de concentracdo de até acima (20ug/g) do estipulado pela OMS.

5.3.2. Mercurio e glutationa

Uma vez dentro do corpo humano, a bioquimica do Hg é regida pela alta
afinidade com as ligacGes de grupamentos tidis, mais especificamente enxofre (—SH),
principalmente em proteinas e moléculas de baixo peso molecular como a Glutationa (GSH)
uma das principais moléculas responsavel pela dindmica do Hg através do complexo MeHg-
GSH (FARINA et al., 2011).

A Glutationa (GSH) é uma enzima que desempenha um papel primordial para o
metabolismo do Hg, participando principalmente da mobilidade do MeHg no meio
intracelular através do complexo MeHg-GSH. (HAYES et al., 2005). Entretanto, a eficiéncia
da mobilidade do MeHg no organismo depende intimamente de outra classe de proteinas, a
Glutationa S-Transferase (GST) cuja principal funcdo é catalisar o ataque nucleofilico da
enzima GSH a uma variedade de compostos quimicos exdgenos e enddgenos, como o MeHg,
para promover a sua eliminagdo. GST & altamente multigénica e polimorfica e existem trés
familias principais de enzimas. Uma delas € a GST citosélica humana que apresenta dezesseis
genes que estdo subdivididos em oito classes separadas. Dentre essas classes encontra-se 0
gene Mu (PARL, 2005).

A classe Mu possui 5 genes que estdo situados em um cluster de 100Kb no
cromossomo 1p.13.3 que codifica GSMT1 a GSTM5. O gene GSTM1 possui alelos distintos,
sdo eles 0 GSTM1*A e GSTM1*B que codificam a enzima GSTM1 funcional com atividade
normal; e o alelo GSTM1*0, denominado alelo nulo, onde ocorre a delecdo do gene, e,
portanto, a perda da funcdo da enzima GSTM1 (MCILWAIN et al., 2006). A perda da
funcionalidade da enzima reflete diretamente na eliminacdo do Hg, pois a enzima perde a

capacidade de catalisar a conjugacdo do complexo MeHg-GSH (XU et al., 2008).
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O material biologico escolhido para a realizacdo do trabalho foi o sangue, pois é
indicativo de uma exposi¢do recente ao Hg, que se da principalmente através do consumo de
peixe. MENESES (2016) encontrou uma associa¢do positiva entre 0 aumento dos niveis de
Hg e a delecdo do gene GSTM1 na populacdo de Santarém. Portanto, o objetivo deste trabalho
sucedeu-se no intuito de selecionar genes normalizadores para ensaio de qPCR para 0 gene
GSTML1 a fim de se verificar se a mesma associa¢do pode ser comprovada através dos niveis

de expressao génica.
6. CONSIDERACOES FINAIS
Foram selecionados os genes ACTB, GAPDH e B2M para serem utilizados como

genes de referéncia para estudos do gene GSTM1. Os genes normalizadores selecionados

podem fornecer aos estudos confiabilidade nos ensaios que serdo realizados posteriormente.
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PARECER COMSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titula da Pesquisa: Estudo de marcadores moleculares do estresse oxidativo para avaliar a contaminacso
por mercric na regido do Baixo Amazonas

Pesguisador: Heloisa do Mascimento de Mowa Meneses

Area Tematica:

Versdo: 5

CAAE: 38082714.0.0000.5163

Instituigao Proponents: Universidade Federal do Oeste do Para
Patrocinador Principal: Universidade Federal do Oeste do Para

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.127.103
Data da Relatoria: 01072015

Apresentagao do Projeto:

Ma regido amazdnica muites estudos ja comprovaram a presenga de merclnic metalico & formas organicas
deste metal no meio fisico & em diversos compartimentos dos ecossistemas aquaticos. A biodisponibilidade
do merciirio no meic ambiente predispde as populagbes humanas dessa regido ao risco de contaminagio.
Dentre os principais mecanismos envolvidos na intoxicacdo causada pelo mercirio esta o estresse oxidativo
e seu efeito sobre enzimas antioxidantes. Se o dano for severo demais as enzimas responsaveis pelo
sistema de defesa antioxidante deixardo de funcionar ou irdo funcionar de forma inadeguada. Diante disso,
toma-se necessario um estudo sobre os efeitos deste metal, ac nivel de DNA, = suas consequéncias para a
salde hamana.

Sendo assim, este projeto tem como objetivo principal investigar os efeitos danosos de exposicdo ao
merclurio sob os aspectos da sadde humana buscando compreender o perfil epidemiolagico-molecular de
populagies afetadas com vistas 3 agdes mitigatdrias para a diminuigdo dos riscos potenciais a salde

coletiva humana. A populacgio de estudo consiste em 100 a 200 indiwiduos. residentes no municipio de

Emdemago: Ay, Pldckdo de Castro, 1359

EBalrmo:  Aparecids CEP: gg.040-050
UF: PA Munioiplo: SANTAREM
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Santarém-Para. Sera realizada exfragio de DNA e RNA de todos os ndividuos (casos e controles) & em
cada grupo serd realizada genotipagem de SNPs (HRM) e quantficagio de mRMNA (RT-gPCR). Os dados de
genctipagem & exXpressac genica serdo comelacionados, através de analise de Covariancia (ANCOVA), a

Continise i do Parecsr. 1.117.108

fim de se determinar se existe associagde entre gendtipo & fendtipo. Ou sefa, verificar se alterages nos
niveis de expressac génica das enzimas antioxidantes (aumento ou redugdo dos niveis de mRMNA) estio
associadas a SWPs presentes nos genes que codificam estas mesmas engimas. Sera elaborado anda um
guestionario a fim de se obter dados que permitam tragar um perfil socio-econdmico dos individuos
participantes da pesquisa, além de dados

referentes a sua salde com a finalidade de tragar um perfil epidemiclogico. Assim poderdo ser obfidos
informagdes e subsidios que possam promover a sadde e o bem-estar desses individuos. Desse modo, as
informagdes levantadas a partir deste projeto permitirdo ¢ avango do conhecimento sobre os mecanismos
genético-moleculares envolvides nas respostas fisiologicas de combate ao estresse oxidatvo provocado
pelo mercdrio.

Objetivo da Pesquisa:

Objetive Primario:

Investigar os efeitos danosos de exposicae ao mercdno sob os aspectos da sadde humana por meic de
abordagem interdisciplinar buscando compreender o perfil epidemiolagico-molecular de populagdes afetadas
com vistas 3 proposicio de estratégias para a diminuigdo dos riscos potenciais a salide coletiva humana.
Objetivo Secundario:

» Caracterizar o perfl epidemiologico e identificar possiveis efeitos da exposigdo ao mercirio em trés
populagdes da bacia do o Tapajos;» Verficar se existe associagao entre SNPs em genes que codificam as
enzimas do sistema antimodante e a mnmarnina-;.in mercurial;s Verficar se existe aisl:-cim;.ia entre atwidads
das enzimas do sistema antioxidante (quantificagao do mRMA) e contaminagdo mercurial;» Verificar se
existe & como se da a comrelagio entre s niveis de mRANA (express3o génica) e SMPs;» Verificar se existe &
oomo 2 da.

Avaliagdo dos Riscos & Beneficios:

Riscos: na pungao venosa, ha a possibiidade de dor ou edema local. Tais riscos serao minimizades pela
coleta realizada por profissionais especializados. Beneficios: informar s& houver alguma atividade
enzimatica ou expressio génica anormal, ou nivel do mercurio fora dos padroes esfipulados pela OMS, para
fazer investigagao medica a critério do participante.

Emderego: Ay, Pldcdo de Casiro, 1358

Balrmo: Aparecids GEP: gg.040-030
UF: PA Munloiplo: SANTASEM
Telafore:  [33)35123-2013 Fax: (3132768052 E-mall: mgotysTggmall.oom
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Continuacho do Parecer: 1.127.108

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

pesquisa de grande relevancia social  cientifica necesstando ainda de aprimoramento na apresentac3o da

proposta.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Os termos obrigatorios foram apresentados.
Recomendagoes:

Todas as pendéncias apontadas pelo relator foram atendidas.
Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

N3o ha pendencias.

Situagdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

N3o

Consideragoes Finais a critério do CEP:

A pesquisadora deve anexar na Plataforma Brasd os relatorios parcial e final do projeto.

SANTAREM, 26 de Junho de 2015

Assinado por:
Maria Goreth Silva Ferreira
{Coordenador)
Enderego:  Av. Piacido de Cazro, 1238
Balrro: Aparecida CEP: 58.040-030
UF: PA Muniolplo: SANTAREM
Telefone: (33)3512-2013 Fax: (31)3276-8052 E-mall: mgotysfigmail.com
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ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(De acordo com os critérios da resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Salde)

Caro(a) senhor(a), vocé esta sendo convidado(a) como voluntério(a) a participar da pesquisa:

Estudo de marcadores moleculares do estresse oxidativo para avaliar a contaminacdo por

mercirio na regido do Baixo Amazonas.

JUSTIFICATIVA, OBJETIVOS E PARTICIPAC}AO DO VOLUNTARIO

Na regido amazonica muitos estudos ja comprovaram a presenca de mercurio metalico
e formas organicas deste metal no meio fisico e em diversos compartimentos dos ecossistemas
aquaticos. A biodisponibilidade do mercurio no meio ambiente predispde as populacdes
humanas dessa regido ao risco de contaminagdo. Dentre os principais mecanismos envolvidos
na intoxicacdo causada pelo mercdrio estd o estresse oxidativo e seu efeito sobre enzimas
antioxidantes. Se o dano for severo demais as enzimas responsaveis pelo sistema de defesa
antioxidante deixardo de funcionar ou irdo funcionar de forma inadequada. Diante disso,
torna-se necessario um estudo sobre os efeitos deste metal, ao nivel de DNA, e suas
consequéncias para a saude humana. Sendo assim, este projeto tem como objetivo principal
investigar os efeitos danosos de exposicdo ao mercurio sob os aspectos da salde humana
buscando compreender o perfil epidemiolégico-molecular de populagdes afetadas com vistas
a acOes mitigatdrias para a diminuicdo dos riscos potenciais a saude coletiva humana. A
populacdo de estudo consiste em até 700 individuos, residentes no municipio de Santarém-
Pard. A participacdo do voluntario consiste em responder ao questionario e fornecer amostra
de sangue para as andlises de atividade enzimatica, expressao génica e quantificacdo de

mercUrio.

RISCOS E BENEFICIOS

Riscos: na pungdo venosa, ha a possibilidade de dor ou edema local. Tais riscos seréo
minimizados pela coleta realizada por profissionais especializados. Beneficios: informar se
houver alguma atividade enzimatica ou expressdo génica anormal, ou nivel do mercurio fora

dos padrdes estipulados pela OMS, para fazer investigagdo médica a critério do participante.
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GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E GARANTIA DE
SIGILO

Vocé serd esclarecido(a) sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Vocé ¢é livre para
recusar-se a participar, retirar seu consentimento ou interromper a participacdo a qualquer
momento. A sua participacdo € voluntaria e a recusa em participar ndo ird acarretar qualquer
penalidade ou perda de beneficios.

O pesquisador ira tratar a sua identidade com padrdes profissionais de sigilo. Seu home ou o
material que indique a sua participacdo ndo serd liberado sem a sua permisséo. Vocé ndo sera
identificado(a) em nenhuma publicacdo que possa resultar deste estudo. O TCLE serd
aplicado em duas vias e se tiver mais de uma pagina todas deverdo ser rubricadas. Uma copia

deste consentimento informado sera fornecida a vocé.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO POR
EVENTUAIS DANOS

A participacdo no estudo ndo acarretara custos para o(a) senhor(a). Todos 0s exames serdo
realizados pelo Laboratorio de Genética e Biodiversidade da Universidade Federal do Oeste
do Pard (UFOPA) e o(a) senhor(a) podera receber ressarcimento ou indenizacdo, segundo as

normas legais, para qualquer situacdo que se sinta lesado(a).

DECLARAQAO DA PARTICIPANTE
Eu, fui

informada (0) dos objetivos da pesquisa acima de maneira clara e detalhada e esclareci

minhas duvidas. Sendo assim, autorizo a coleta, deposito, armazenamento e utilizacdo do
material bioldgico coletado que estd atrelado ao projeto de pesquisa a que se refere este
TCLE, segundo Resolugdo CNS 441/11 e Portaria MS 2.201/11. Estou ciente que em
qualquer momento poderei solicitar novas informacdes e motivar minha decisdo se assim o
desejar.

Em caso de duvidas poderei contatar a doutoranda Heloisa do Nascimento de Moura Meneses
no telefone (93) 9140-9627 ou no Laboratério de Genética e Biodiversidade — UFOPA -
Campus Tapajos - Av. Vera Paz, s/n° - Santarém — Para - CEP: 68.040-060 - Fone: (93) 2101-
4943 ou podera entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa - CEP/UEPA/STM.
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Universidade do Estado do Para - UEPA, Av. Placido de Castro, 1399 - Bairro de Aparecida,
CEP: 68040-090, fone: (93) 3512- 8000 e 3512-8013.

Declaro que concordo em participar desse estudo. Recebi uma cépia deste termo de
consentimento livre e esclarecido e me foi dada a oportunidade de ler e esclarecer as minhas

davidas.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data
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ANEXO 111

Tabela com os valores de ACt para pares de genes

ACTB X ACTB X ACTB X ACTB X ACTB X
GAPDH AT L8 HPRT1 B2M GUSB TBP
23,00 7.34 8,27 0,93 8,59 11,73
-3,81 7,06 7,70 1,43 -8,41 -9,94
2,03 7,60 7,84 0,78 13,78 8,77
-0,62 8,32 -12,60 2,40 -9,95 7,87
1,57 6,19 9,62 0,42 -9,56 -9,50
-1,08 5,02 -9,99 1,57 7,61 9,23
Média 2,02 6,92 29,34 1,00 29,65 9,51
Desvio 1,20 1,16 1,85 1,10 2,19 1,30
Padréo
Mediana 1,80 7.20 8,95 1,18 29,07 9,36
GAPDH x GAPDHX  GAPDHX  GAPDH X  GAPDH X
ACTB SRHPRIRES HPRT1 B2M GUSB TBP
3,00 10,34 5,27 3,93 5,59 8,73
3,81 10,87 -3,89 5,24 4,60 6,13
2,03 9,63 5,82 1,24 11,75 6,74
0,62 8,94 -11,98 3,02 9,33 7,25
1,57 7,76 -8,05 1,99 7,99 7,93
1,08 6,10 -8,90 2,66 6,52 8,14
Média 2,02 8,94 7,32 3,01 7,63 7,49
Desvio 1,20 1,77 2,93 1,42 2,63 0,96
Padrao
Mediana 1,80 9,28 6,93 2.84 7,25 759
185 X ACTB 185 X GAPDH 185 X HPRT1 185X B2M 185 X GUSB 185 X TBP
7,34 10,34 -15,61 6,41 -15,93 -19,07
7,06 -10,87 14,76 5,63 -15,47 -17,00
-7,60 19,63 -15,44 -8,38 -21,38 -16,37
-8,32 -8,94 -20,93 5,92 18,27 -16,19
-6,19 7,76 -15,82 5,77 -15,75 -15,69
-5,02 6,10 -15,00 -3,44 12,62 14,24
Média 6,92 8,94 16,26 5,93 16,57 16,43
Desvio 1,16 1,77 2,32 1,58 2,96 1,59
Padrao
Mediana 7,20 29,28 15,53 5,85 15,84 -16,28
HPRT1 X HPRT1 X HPRTLX  HPRTLIX  HPRTLX
ACTB GAPDH AR K LS B2M GUSB TBP
8,27 527 15,61 9,20 20,32 3,46
7,70 3,89 1476 9.13 0,71 2,24
7,84 5,82 15,44 7,06 5,93 -0,93
12,60 11,98 20,93 15,00 2,65 4,73
9,62 8,05 15,82 10,04 0,07 0,12
9,99 8,90 15,00 11,56 238 0,76
Média 9,34 7.32 16,26 10,33 20,31 0,17
Desvio 1,85 2,93 232 271 3,10 2,85
Padréao
Mediana 8,95 6,93 1553 9,62 20,13 20,40
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B2M X

B2MXACTB o B2MXHPRTL B2MX18S B2M X GUSB B2M X TBP
0,93 -3,93 29,20 6,41 -9,52 -12.66
1,43 5,24 9,13 5,63 -9,84 11,37
0,78 1,24 7,06 8,38 -12,99 7,99
2,40 -3,02 -15,00 5,92 12,35 10,27
-0,42 -1,99 -10,04 577 -9,98 9,92
1,57 -2,66 11,56 3,44 -9,18 -10,80
Média 1,00 3,01 10,33 593 10,64 10,50
Desvio 1,10 1,42 271 1,58 1,61 1,56
Padréao
Mediana 1,18 2,84 29,62 585 9,01 10,54
GUSB x GUSB X GUSB X GUSB X GUSB X
ACTB GAPDH EURIE s B2M HPRT1 TBP
8.59 5,59 15,93 9,52 0,32 3,14
8.41 4,60 1547 9,84 071 1,53
13,78 11,75 21,38 12,99 5,93 5,01
9,95 9,33 18,27 12,35 2,65 2,08
9,56 7.99 1575 9,98 -0,07 0,06
761 6,52 12,62 9,18 2,38 1,62
Média 9.65 763 16,57 10,64 031 0.14
Desvio 219 263 296 1,61 3,10 2,97
Padrao
Mediana 9,07 725 1584 9,91 013 0,74
TBP X TBP X TBP X
TBP x ACTB CAPDH TBPx185  TBP X B2M HPRTL CUSB
11,73 8,73 19,07 12,66 3,46 3,14
9,94 6,13 17,00 11,37 224 153
8,77 6,74 16,37 7,99 0,93 5,01
787 7.25 16,19 10,27 4,73 2,08
9,50 7.93 15,69 9,92 -0,12 -0,06
9,23 8,14 14,24 10,80 -0,76 1,62
Média 951 749 16,43 10,50 017 20,14
Desvio 1,30 0,96 1,59 1,56 2.85 2,97
Padréo
Mediana 9.36 7.59 16,28 10,54 0,40 0,74
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