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GRp - Receptor Glicorticoide isoforma beta

OMIN - Online Mendelian Inheritance in Man

PCR - Reacgao de cadeia da polimerase (Polymerase Chain reaction)
r? - coeficiente de regressao linear

RNA - acido ribonucleico (ribonucleic acid)

RNAmM - RNA mensageiro

RT-PCR - Reacao Enzimatica de Transcrigao Reversa

gPCR - Reacéao de cadeia da polymerase em tempo real (real time Polymerase
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1. INTRODUGCAO

Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, varios métodos
tém sido desenvolvidos com o proposito de analisar a nivel molecular, a
expressao de genes e sua influéncia no desenvolvimento de doengas.

Técnicas de amplificagcdo em tempo real de acidos nucléicos, como a
reacao da polimerase em cadeia (QPCR) tém sido de grande valia, tanto na
deteccado de fragmentos de DNA como na quantificagdo do RNA mensageiro
(RNAm) expresso em tecidos especificos.

A quantificacdo do RNAm através da qPCR exige critérios definidos para
que os resultados nao se apresentem de forma distorcida. Um dos critérios de
avaliagcao utilizado como referéncia € a curva-padrao, oriunda de tecido ou
célula, no qual o gene de interesse seja expresso em quantidade significante,
permitindo a quantificagcao absoluta de sua expresséao.

A disponibilizacdo de RNA ou DNA complementar (cDNA) contendo a
sequéncia de genes da superfamilia dos receptores nucleares, como os genes
do receptor androgénico e do receptor glicocorticoide (isoformas alfa e beta), é
importante para a geragdao de curvas-padrao que permitam a quantificacao
verdadeira da expressdo génica e, com isso, possam ter aplicabilidade clinica
no diagnostico e seguimento de doencgas.

Uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de Medicina Molecular do
Departamento de Ciéncias Fisiolégicas da FCMSCSP, estuda a influéncia da
expressao génica no desenvolvimento de doengas, como estudos de
expressdo do Receptor Glicocorticoide (GR) relacionados a sensibilidade

deste.



Para estudos moleculares, sao realizadas analises quantitativas
absolutas por gPCR. Portanto, € de suma importancia o desenvolvimento de
curvas-padrao reprodutiveis para obtencdo de resultados quantitativos
comparaveis em diferentes ensaios.

Sendo assim, a Revisado de Literatura apresentada foi descrita com os
seguintes topicos: a clonagem de DNA, o que é cDNA, a reacédo de qPCR com
seus principios e aplicabilidade e um breve resumo sobre cada um dos genes

do estudo.



1.1. Revisao de Literatura

1.1.2. Clonagem do DNA

Entende-se por clonagem de DNA todo processo capaz de amplificar um
fragmento de DNA de forma que este seja essencialmente puro e
subsequentemente sua estrutura e fungao sejam preservadas, com o propésito
de serem estudadas por sequenciamento, estudos de expressao in vitro entre
outros (Brown, 2003).

De maneira geral, a clonagem do DNA pode ser subdividida em dois
grupos:

1- Clonagem de DNA in vitro, foco de nosso estudo, que é mediada por

uma DNA polimerase.

2- Clonagem de DNA dependente de célula (Brown, 2003; Hoff, 2000).

1.1.2.1. Clonagem de DNA in vitro

A PCR é um método in vitro rapido e versatil para amplificagcdo de
sequéncias-alvo definidas, presentes em uma amostra de DNA. Para isso, é
realizada uma reagao contendo duas sequéncias de iniciadores (primers) que
se ligam de forma especifica a regido de interesse do DNA gendmico. Também
€ necessaria uma DNA polimerase termoestavel e de substratos para a sintese
de DNA (dATP, dCTP, dTTP e dCTP), permitindo a sintese de novas fitas de

DNA (Molina et al., 2004; Novais e Pires-Alves, 2004).



1.1.2.2. O cDNA

O cDNA ¢é uma molécula produzida em laboratério através da conversao
do RNAm previamente extraido de células e/ou tecidos, que apresenta
caracteristicas quimico-fisicas similares ao DNA. Dentre elas, destaca-se a
estabilidade, garantindo uma facil manipulagédo em laboratério.

Para obter o cDNA, é necessario que o RNA seja submetido a uma
Reacdo de Transcricdo Reversa (RT-PCR), em que a enzima transcriptase
reversa € a responsavel por realizar o processo de transcrig¢ao.

A molécula de cDNA, é obtida como uma cépia reversa do RNAm, o que
a torna uma ferramenta importante na determinagdo da expressao génica
presente especificamente nos tecidos ou células analisadas.

A técnica de PCR em tempo real (qQPCR) € um dos métodos utilizados
para tornar os resultados quantitativos (Brown, 2003; Hoff, 2000; Heid et al.

1996).



1.1.3. APCR em tempo real (qQPCR)

E uma técnica muito utilizada em estudos de expressdo génica através
da analise quantitativa de acidos nucléicos, tendo como uma de suas principais
vantagens ser um método preciso e de rapida execugao (Carvalho et al., 2010;
Fronhoffs et al., 2002; Novais e Pires-Alves., 2004).

A gPCR pode ser utilizada para diagndsticos clinicos, por exemplo em
doencgas infecciosas, pois € capaz de detectar a presenca e quantidade de
virus ou bactérias ou ainda identificar a presenca e quantidade de células
neoplasicas (Carvalho et al., 2010; Novais e Pires-Alves, 2004).

O sinal quantificado na gPCR corresponde a intensidade das
fluorescéncias das amostras que estdo nos tubos 6pticos. Os componentes da
reacao sao o master mix, os primers ou assay e a sonda, por exemplo, a
TagMan (Sonda TagMan Universal PCR Master Mix, Part Number: 4304437
Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey USA) marcada com um fluoréforo
(F) e um “quencher” (Q) que neutraliza a fluorescéncia emitida pela sonda
quanto estao fisicamente proximos (Figura 1) (Novais e Pires-Alves, 2004;

Applied ,2014).
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FIGURA 1: llustragdo da Sonda TaqMan (Universal PCR Master Mix, Part
Number: 4304437 Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey USA) (Novais e Pires-
Alves, 2004).



A reacao é detectada pela fluorescéncia gerada apos a quebra da sonda
e separacao do fluoréforo e do “quencher” secundaria a atividade exonuclease
5'>3’ da Taq DNA polimerase (Novais e Pires-Alves, 2004).

Em cada ciclo de amplificagdo ocorre um aumento exponencial da
emissao de luz e essa emissao proporcional a quantidade de produto formado
pela amplificagcdo da sequéncia especifica (Novais e Pires-Alves, 2004).

A gPCR oferece dois métodos de analise quantitativa: uma analise
relativa (método do AACt) ou uma analise absoluta (com uso da curva-padrao)
(Bustin, 2000; Carvalho et al., 2010).

Na a analise relativa, também pode ser utilizada a curva-padréo. Para
isso, € necessario um controle endégeno ou exdégeno e uma curva de

calibragao (Applied Biosystems, 2014; Ma et al., 2006; Pfaffl, 2004).



1.1.4. Principios da curva-padrao utilizada na gPCR quantitativa absoluta

Para estudos relacionados a expressao génica, o método de analise
quantitativa absoluta utilizando a curva-padrdao € o mais adequado (Tsé e
Capeau, 2003; Wu et al. 2007; Dhanasekaran et al. 2010; Carvalho et al.,
2010).

Segundo Bustin (2000), existem duas maneiras diferentes para preparar
uma curva-padrdo para qPCR: (1°) a curva pode ser obtida através da
clonagem de um fragmento de DNA em um vetor; (2°) realizar uma transcrigao
reversa in vitro (RT-PCR) a partir de uma amostra de RNA, obtida de célula ou
tecido, gerando um RNA transcrito (cDNA) sendo essencial que a amostra de
RNA esteja livre de contaminacado por DNA. A transcri¢ao in vitro usa uma
transcriptase reversa, sendo portanto denominada de transcricao reversa (RT-
PCR) (Heid et al., 1996; Schwabe et al., 2000).

Nao é possivel utilizar uma amostra de DNA como curva-padréao para a
quantificacdo absoluta de RNA porque nao existe nenhum controle interno para
verificar a eficiéncia da transcricao reversa (Applied Biosystems, 2014; Ma et
al., 2006; Pfaffl, 2004).

A solugao utilizada como curva-padrao deve ser diluida seriadamente e
suas concentragcdes conhecidas (Bustin, 2000; Bustin e Mueller, 2005; Pfaffl e
Hageleit, 2001).

A quantificagcdo da curva-padrao permite identificar precisamente o
numero de copias do gene por célula e a concentracdo real de RNA total.
(Bustin, 2000; Carvalho et al., 2010; Ma et al., 2006; Tsé e Capeau, 2003;

Pfaffl, 2004).



As curvas-padrao apresentam alta especificidade, sensibilidade e
reprodutibilidade (Bustin, 2000).

A determinacgao exata da concentragdo de RNA total € importante para a
quantificacdo absoluta de RNAm. Ela pode ser realizada através de uma
espectrofotometria com leitura a 260 nm que oferece os valores de
concentracdo das amostras, além de verificar se ha contaminagcao de DNA.
Com isso, ha menor chance da andlise imprecisa dos resultados da
quantificacdo absoluta na gqPCR. Com a quantificacdo precisa do RNA também
€ possivel verificar possiveis erros de pipetagem no momento da diluicao para
o preparo da curva-padrao (Branfords et al., 1999; Bustin, 2002; Ma et al.,
2006).

A curva-padrdao pode ser visualizada por uma representacado grafica,
evidenciando a concentracado de cDNA em cada ponto da diluigdo. Além disso,
€ possivel visualizar o calculo do “cycle-threshold” (Ct) que representa o
primeiro ciclo da qPCR em que se conseguiu detectar com especificidade o
sinal fluorescente emitido pela sonda (Bustin, 2000; Carvalho et al., 2010;
Gibson et al., 1996; Ma et al., 2006; Tsé e Capeau, 2003).

Para verificar a eficiéncia da reacao, é necessario que o coeficiente de
regressao linear (%) seja >0,99, ou seja, a curva para ser validada deve obter
um valor préximo a 1 e o valor do slope (inclinagdo da curva) ideal é de 3.33
significando que ocorreu duplicagao total em cada ciclo e eficiéncia de 100%
da reacéao (Figura 2) (Bustin, 2000; Carvalho et al., 2010; Gibson et al., 1996;

Ma et al., 2006; Tsé e Capeau, 2003).
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FIGURA 2: Curva-padrdao do GRa (A) e do BCR (B) de um experimento. Na
parte superior dos graficos estdo os valores da equagao de analise de regressao linear
e o valor de r? para as variaveis: nimero de células Jurkat e Ct para cada um dos
produtos génicos observados na PCR em tempo real (Melo et al. 2004).

Larionov et al. (2005), afirma que o método de analise utilizando uma
curva-padrao simplifica os calculos e as solugbes de problemas tedricos e
praticos nas avaliagcbes dos resultados da qPCR. Na analise quantitativa
relativa € necessario calcular o ACt e o AACt para obter os valores de
expressao relativa entre o gene de estudo e o gene normalizador (Fleige et al.
2006). Para analise quantitativa absoluta utilizando a curva-padrao para o gene
de estudo e para o gene normalizador, a equagao da reta de regressao linear
permite calculos simplificados e resultados precisos além dos valores do

numero de cdpias da amostra de analise.
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1.1.5. Aplicabilidade da curva-padrdao na PCR em tempo real

Uma curva-padrao funciona como um controle externo a reagao de
gPCR. Quando construida a partir de uma amostra de RNA transcrita a cDNA,
representa a quantidade do gene de interesse que pode ser expressa em
massa ou em numero de copias do gene de estudo (Bustin, 2000; Carvalho et
al., 2010; Heid et al., 1996; Ma et al., 2006; Pfaffl e Hageleit, 2001; Tsé e
Capeau, 2003).

Diversos estudos de expressao génica com aplicagdo no diagndstico
e/ou controle de tratamento de doencas estdo sendo realizados através da
gPCR com quantificagdo absoluta (Melo et al., 2004; Fronhoffs et al. 2002;
Gibson et al., 1996; Tsé e Capeau, 2003; Wu et al., 2007).

Para que a quantificacdo seja realizada com qualidade, € necessario
que sua preparagao seja realizada com precisdo. A coleta, transporte, preparo
da amostra e extragdo de RNA s&o aspectos criticos e devem ser executados
de forma rigorosa para que haja boa eficiéncia da curva (Bustin e Mueller,
2005).

O RNA é uma molécula instavel e facilmente degradavel. Para evitar
variagoes inter-ensaios, aumentar a reprodutibilidade, precisdo e otimizagao da
curva-padrao € necessario o uso de uma amostra estavel, como o cDNA que
permanece integro mesmo apds longos periodos de armazenamento. Isto
permite que uma mesma amostra seja usada diversas vezes como curvas-
padrao (Bustin, 2000; Bustin e Mueller, 2005; Pfaffl e Hageleit, 2001; Pfaffl,

2004; Sanders et al., 2013).
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Para que a quantidade de RNA especifica seja interpretada é de
extrema importancia o uso de um gene normalizador, caracterizado por
apresentar expressdo constante no tecido a ser avaliado, o que permite
verificar variagdes de rendimento da extragdo de RNA, variagdes na eficiéncia
da gPCR (variacbes intra-ensaios) e erros na quantificagdo das amostras
(Bustin, 2000; Bustin, 2002; Bustin, 2009; Ma et al, 2006; Pfaffl, 2004, Wong e
Medrano, 2005).

Existem diversos fatores que podem influenciar no preparo e na reagao
para constru¢do da uma curva-padrao como:

1) Quantidade de cDNA, dependente de uma pipetagem precisa para
garantir exatidao das diluigbes;

2) Qualidade e integridade da amostra de RNA, bem como a auséncia
de contaminagdo com DNA;

3) A escolha e desenho dos primers que determinem um anelamento
completo e estabilidade da dupla fita para garantir a eficiéncia da qPCR,;

4) A qualidade dos reagentes;

5) Equipamentos calibrados que oferecam as condi¢des de temperatura
e numero de ciclos da termociclagem corretos;

6) A escolha do tamanho do fragmento a ser amplificado (amplicon).
(Carvalho et al., 2010).

Segundo Larionov et al. (2005) obter curvas-padrao para determinados
genes pode vir a ser uma pratica dificil, ja que existe uma variabilidade na
expressao de cada gene. Para aqueles genes que apresentem uma expressao
de quantidade similar ao longo do tempo, existe uma maior facilidade de

construir curvas-padrdao para que sejam reprodutiveis e de qualidade. Isto &



12

aplicavel se a curva-padrao for obtida a partir da extracdo de RNAm de células

e/ou tecidos.
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1.1.6. Os Receptores Nucleares

Os receptores nucleares sao proteinas nucleares com capacidade de se
ligar ao DNA e regular a expressao génica de genes especificos funcionando
como fatores de transcricao (Hoff, 2000).

Em nossa linha de pesquisa, os genes da superfamilia dos receptores
nucleares vem sendo estudados ao logo dos anos. Os trabalhos
desenvolvidos no laboratério sao relacionados ao estudos de expressao dos
genes que codificam o receptor androgénico (AR) (Richeti et al. 2011; Silva et
al., 2013; Silva et al., 2011) e o receptor glicocorticéide (GR) (Melo et al., 2004;

Castro et al., 2012) e as suas relagées com o desenvolvimento de doengas.

1.1.6.1. O Receptor Androgénico (AR)

O gene que codifica o AR esta localizado no cromossomo X na regiao
Xq11-12. Apresenta 90 quilobases (Kb), oito éxons e uma regido codificadora
de 2757 pares de bases (pb) (OMIM 313700, 2013).

A principal funcdo do receptor androgénico € atuar de maneira direta,
como um fator de transcricdo da regulacao da expressao génica (Janne et. al.
1993; Quigley et al., 1995).

A testosterona pode tanto se ligar diretamente ao receptor androgénico
ou ser convertida pela enzima 5 alfa-redutase em dihidrotestosterona (DHT).
Ambas formarao complexos hormdnio-receptor no citoplasma, migrando para o
nucleo da célula onde se ligardo ao elemento responsivo do gene-alvo (Janne

et. al. 1993; Sui et al., 1999; Patrao et al.,2009).
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A testosterona e a dihidrotestosterona sdo hormdénios importantes para o
desenvolvimento de caracteristicas sexuais masculinas (Patrao et al., 2009).

A proteina AR apresenta 3 dominios funcionais importantes:

O dominio N-terminal (NTD) codificado pelo éxon 1, responsavel pela
modulagao da transcrigao génica.

Um dominio de ligacao ao DNA (DBD) codificado pelos éxons 2 e 3.

Um dominio C-terminal com capacidade de ligacdo ao androgeno,
codificado pelos ultimos 5 éxons (éxons de 4-8) (Figura 3) (Jenster et al.,1995,

OMIM 313700).

Gene AR — | Exon 1 —2 =3 4 =5 <6 —7 8

Dominio de ligaga a0 )LAW Dominio de igacao a0 androgeno

Proteina AR— Dominio N-¢ermina

FIGURA 3: Dominios do receptor androgénico: dominio N-terminal, codificado
pelo éxon 1, dominio de ligagcéo codificado pelos éxons 2 e 3 e dominio de ligagao ao
androgeno codificado pelos éxons 4 a 8. Figura modificada de Richeti et. al,2011; tese
doutorado.

O gene AR apresenta diversas mutagdes e polimorfismos relacionados a
doengcas que causam uma alteragdo da sensibilidade androgénica. A
expressao do gene ocorre de acordo com o0 numero de repeticbes da
sequéncia de nucleotideos CAG, ou seja, quanto menor o numero de
repeticoes CAG maior a expressao do gene AR (Irvine et al., 1995).

Em homens, o menor numero de repeticbes da sequéncia CAG no éxon

1 esta associado ao risco do desenvolvimento de cancer de prostata (Coetzee

e Ross, 1994; Irvine et al. 1995; Quigley et al., 1995).
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1.1.6.2. O Receptor Glicocorticéide (GR)

O gene codificador do GR esta localizado no brago longo do
cromossomo 5 (locus 5931), tem cerca de 140.000 pares de bases (pb) e é
composto por nove éxons (OMIM 138040, 2013).

O GR ¢é uma proteina citoplasmatica e a sua principal fungao é atuar
como um fator de transcrigdo modulando cerca de 3000 genes. A concentragao
de glicocorticdide circulante é regulada através do ajuste do eixo hipotalamo-
hipofisario-adrenal, influenciado por estresse e outros fatores (Faria e Longui
2006).

A migragao dessas proteinas para o nucleo requer a existéncia do sinal
de localizacdo nuclear, situado préoximo ao dominio de ligagdo. O receptor
glicocorticéide encontra-se inativo no citoplasma e somente apos se ligar ao
cortisol, o principal hormdnio glicocorticéide, migra para o0 nucleo onde
exercera sua funcdo modular. Na auséncia de cortisol, diversas disfungdes séo
observadas, como as cardiovasculares e metabdlicas (Wright et al.,1993; de
Kloet et al., 1993, Yudt e Cidlowski, 2001).

De forma similar aos outros membros da superfamilia dos receptores
nucleares, o GR possui 3 dominios funcionais: dominio de transativagao,
dominio central de ligagdo ao DNA e o dominio de ligagao hormonal (Figura 4)

(Zhang et al.,2004).
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DNA GRa (GRa) [ 1 [ > [s]e[s[s]7]8] 9 |

cDNA GRb (GRB) [ 1 ] 2 [sfe[s]e]7]s] 9B |

GRa ’ Dominio de Transativagio

Dominio de Transativagio ‘ Dominio de

FIGURA 4: Representagao do receptor glicocorticoide, a primeira figura mostra
0 GR e os seus 9 éxons, a segunda a isoforma «, a terceira a isoforma e as duas
ultimas a representagao dos dominios de transativacao, de ligacdo do DNA e o de
ligacdo hormonal das isoformas o e f respectivamente (Faria e Longui et al. 2006).

A regiao promotora do GR apresenta varias sequéncias citosina-guanina
(CG) e nao apresentam as sequéncias TATA ou CCAAT (promotores) que
habitualmente determinam o local do inicio da transcricdo. Porém, isso nao
impede que a transcricdo e a expressdao do GR ocorram em locais e sitios
esperados (Hollenberg et al.,1985).

O éxon um, com 981 pb, ndo apresenta sequéncia codificadora e o éxon
nove, com 4108 pb, codifica duas extremidades de forma alternativa,
determinando a traducdo de duas isoformas a alfa e a beta, a partir de um
splicing alternativo. Essas modificagcbes ocorrem no dominio de ligacdo ao
hormonio. Essas isoformas séo 94% idénticas e se diferenciam apenas a partir
do aminoacido 727, no éxon 9 (Hollenberg et al.,1985; Giguére et al.,1986).

O GR apresenta diferentes isoformas, entre elas a alfa, a beta, B, C1,
C2, C3, D1, D2, D3, devido principalmente as 7 formas distintas de transcricao
do éxon um na regiao 5' ndo traduzida. Todas elas s&o transcritas em tecidos

humanos em quantidades e proporcdes variaveis (Turner et al., 2005, Gross e

Cidlowski, 2008).
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1.1.6.2.1. Receptor Glicocorticoide isoforma alfa (GRa.)

O GRa é composto por 777 aminoacidos. E um fator de transcricéo e se
liga aos glicorticéides para ativar a transcricdo génica. Sao ativados a partir da
ligacdo de hormoénios glicorticdides, sdo expressos em quase todos os tecidos
humanos e é o mediador da maior parte das ag¢des desses horménios (Yudt e
Cidlowski, 2001; Kino et al., 2009).

Na auséncia do horménio ligante, a molécula do GRa. permanece no
citoplasma. Apods se ligar ao horménio, o complexo GR-hormbnio muda sua

conformacgao e migra para o nucleo (Kino et al., 2009).

1.1.6.2.2. Receptor Glicocorticoide isoforma beta (GRp)

O GRp é composto por 742 aminoacidos e é transcricionalmente inativo,
Ou seja, nao é capaz de se ligar ao hormdnio e com isso ativar a transcrigao
génica. Isto ocorre devido sua diferenga no dominio de ligacdo hormonal
codificado pelo éxon 9. Entretanto, mesmo na auséncia do hormoénio ligante,
ele pode migrar ao nucleo e heterodimerizar com a isoforma a. O GRp é
expresso em diversos tecidos humanos e alguns estudos mostram que por sua
heterodimerizacdo ativa de forma dominante negativa se comporta como um
inibidor de enddgenos glicocorticéides (OMIM 138040, 2013; Breslin et al.,

2001).
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1.1.6.3. Breakpoint Cluster Region (BCR)

O gene BCR esta localizado no brago longo do cromossomo 22 (locus
22q11.2) é composto por 23 éxons e 135Kb (OMIM151410, 2013).

Pesquisas realizadas demonstram que existem 4 tipos de BCR
localizados no mesmo /ocus do cromossomo 22. Sua fungdo é de ativar a
autofosforilagao e transfosforilagdo de substratos protéicos (Croce et al., 1987).
E frequentemente usado como um gene normalizador, por possuir expressdo
estavel e ubiqua em praticamente todas as células humanas (Castro et al.,

2012).
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1.1.7. A Analise Molecular dos Receptores Nucleares Esterdides

A utilizacdo da gPCR tem sido uma das ferramentas frequentemente
utilizadas em estudos clinicos (Molina et al., 2004). O desenvolvimento
criterioso de curvas-padrdo sao essenciais para proporcionar resultados
confiaveis e reprodutiveis.

Para a construcdo das curvas-padrdo é necessaria a obtencado de
RNAmM de tecidos e células que tenham como particularidade a elevada
expressao destes genes de interesse (Hoff, 2000).

As células provenientes da prostata sdo fonte importante de material
genético e utilizadas em diversos estudos de expressdo do AR (Patrdo et al.
2009; Richeti et al. 2011).

Ja a obtengdo do RNAm dos genes GRa e do BCR em grande
quantidade tem sido possivel a partir de células Jurkat (linfoblasto) que

expressam de forma significante esses genes de interesse (Castro et al. 2012).
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1.1.8. Importancia do Estudo

Na pratica, existem diversas limitagcbes na aquisicdo de material
genético para construgcdo de curvas-padrao para os genes AR, GRa, GRp e
BCR. A obtencao de tecidos ou células especificos que expressem o gene de
interesse em grandes quantidades é uma das principais dificuldades
encontradas.

Atualmente, existe a necessidade de se realizar extragcbes de RNA
multiplas vezes para obtencdo de material genético para a construgdo das
curvas. E o fato também que amostras obtidas em tempos diferentes
apresentam expressao variaveis e que acabam por interferir ao longo do tempo
na reprodutibilidade da curva-padrao.

Portanto, torna-se importante a elaboracao de um método que ofereca
permanentemente um produto amplificado (“amplicon”) que contenha as
regides que serdao amplificadas na qPCR dos genes AR, GRa, GR e BCR ou
um cDNA equivalente, permitindo o desenvolvimento das curvas-padrao. Esse
produto pode vir a ser uma fonte capaz de aumentar a quantidade de material
genético a ser utilizado na constru¢édo das curvas-padrao e, portanto, uma

ferramenta util na quantificacdo dos genes de interesse.
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2.0BJETIVOS

1) Sintetizar o amplicon por PCR para ser utilizado como padrao.

2) Estabelecer um protocolo de diluigado da curva-padrao para receptores

nucleares androgeno e glicocorticoides e para o normalizador BCR.
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3. MATERIAL E METODO

A elaboracgao da curva-padrao seguiu as etapas descritas na Figura 5:

Extragédo de RNA

Transcrigao Reversa

cDNA

PCR (amplificagao especifica do
fragmento do gene de interesse)

Amplicon

1:100 1:100 "
Amplicon —_—> Solugao mae —_—> Solugao de trabalho

l Obtengao da curva-padrao

. 1:10 1:10 1:10 1:10
Solugao de trabalho =3 2°ponto === 3°ponto =——=>4°pONt0 w====Pp 5°ponto
1° ponto Ct=20

FIGURA 5: Etapas da método utilizada para elaboragao da curva-padrao.
* solugao de trabalho: 1° ponto da curva, diluicdo 1:100 da solugdo mae suficiente
para obter Ct = 20 durante a PCR em tempo real.
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3.1. Extracao do RNA

Quantidades satisfatérias de RNA foram obtidas a partir de prostata
(para RNA do receptor androgénico) e de linfoblastos (para RNA do receptor
glicocorticoéide e do gene normalizador BCR).

Utilizou-se prostata de um doador cadaver sem anormalidade prostatica.
Para obtengao de quantidade significante de RNA de GRa e BCR, utilizou-se
linfoblastos da linhagem Jurkat (Clone E6-1 ATCC® TIB-152™). Para obtengao
de RNA do GR}, utilizou-se linfoma de linhagem Jurkat-B15 (SUP-B15 ATCC ®
CRL-1929™),

O RNA total foi extraido pelo método do Trizol (Trizol® Reagent
Cat:155960266 Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) seguindo-se
as recomendacgdes do fabricante (ANEXO 1). O tecido foi descongelado e
homogeneizado para que ocorresse a lise das células sendo, em seguida,
realizada a extracdo do RNA.

A extracao de RNA total proveniente de células linfoblasticas Jurkat e
B15 foi realizada a partir de uma densidade celular de 1 milhdo de células/mL.
Em seguida, foi realizada a extracdo de RNA também pelo método do Trizol
(Trizol® Reagent Cat:155960266 Invitrogen, Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) (ANEXO 1).

O RNA total, produto da extracao, foi quantificado por
espectrofotometria (Ultrospec 2000 model: 80-2106-00, Pharmacia Biotech) e,
em seguida, adicionada a enzima inibidora de RNAse. Foi realizada a reagao

de transcricdo reversa e o cDNA foi armazenado a -80°C.
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3.1.2 Reagao Enzimatica de Transcricdo Reversa (RT-PCR)

O kit TagMan Reverse Transcriptase Reagents (N8080234 Applied
Biosystem, USA) foi utilizado para transcricao reversa a cDNA.
A tabela a seguir, apresenta o volume de cada reagente utilizado no

preparo do “mix” das reagdes (TABELA 1).

TABELA 1: Quantidade em microlitros (uL) dos reagentes usados para reagéo
de transcrigao reversa.

Reagentes Volume por reagao
Buffer TagMan RT 5ul

25nM MgCl; 11 ulL
DeoxyNTP 10 uL
Randon Primers 2,5uL
Inibidor de RNase TuL
Transcriptase Reversa MultiScribe 1,25 ulL
Total do Mix 30,75uL

Para a obtencao do cDNA, foi adicionado a reagao o volume de 19,25ulL
do RNA total para cada gene. Em seguida, foram levadas ao termociclador
(Gene Amp® PCR System 9700 Applied Biosystem, Foster City, CA, USA) e
submetidas as seguintes condigdes: para estabilizar a temperatura dos
componentes foi mantida a 25°C por 10 minutos. Em seguida alcangou-se a
temperatura 6tima da reacao, 48°C por 30 minutos. Por fim, a enzima foi
inativada por aquecimento a 95°C por 5 minutos, sendo o cDNA armazenado

posteriormente em freezer -20°C.
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3.3. Reacao em Cadeia de Polimerase (PCR)

Com o propdsito de desenvolver curvas-padrao, torna-se necessaria
grande quantidade de material genético contendo as regides de interesse a
serem utilizadas em ensaios quantitativos do AR, GRa,, GRp e BCR. Para tal, o
cDNA obtido na reacao de transcricao reversa foi empregado como fita-molde
na reacao de PCR que teve como objetivo amplificar um fragmento de DNA,
gerando um amplicon especifico para cada um dos genes de interesse.

Os iniciadores foram desenhados com auxilio do programa primer 3

(http://frodo.wi.mit.edu/) de forma que nas reacdes de qPCR ja padronizadas,

as sondas e primers pudessem se anelar ao amplicon proposto (Tabela 2 e 3)

TABELA 2: Séquencia dos primers sense, antisense utilizados na reagao de
PCR para cada gene e tamanho do amplicon gerado e peso molecular.

Tamanho do Peso
Primer Sense Primer Antisense amplicon Molecular
(pb) (g/mol)
AR  5'CGGAAGCTGAAGAAACTTGG3 5 CAGATCAGGGGCGAAGTAGAY 420 259622
GRa 5ACGGTCTGAAGAGCCAAGAG3  5CAAGTGCTTCTGTTGCCAAGY 485 300424
GRB 5ACGGTCTGAAGAGCCAAGAG3 5GGGATGGCCAGATAACACAT3I, 467 289686,8
BCR 5TCGGAGTCAAGATTGCTGTGY  5CAGGTGGTCCAGAAGGAAAAZ 404 249975,6

TABELA 3: Localizagao dos primers Sense e Antisense nos éxons para cada

gene.
Primer Sense Primer Antisense
AR Exon 4 Exon 5
GRa Exon 8 Exon 9
GRB Exon 8 Exon9
BCR Exon18e 19 Exon 20 e 21

O peso molecular foi calculado pela férmula (fornecida pelo site da Life

Technologies):

Peso Molecular = (nA x 312.2) + (nT x 304.2) + (nC x 289.2) + (nG x 329.2) + 79
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Onde,
n: numero de pares de bases

A, T, C e G: nucleotideos

Para a reacdo de PCR foi utilizado kit Platinum Tag DNA Polymerase
(High Fidelity Cat. 11304-011 Invitrogen Carlsbad, CA, USA).

A Tabela 4 apresenta o volume de cada reagente utilizados no preparo
do “mix” das reacgdes.

TABELA 4: Quantidade em microlitros (uL) dos reagentes usados para reagéo
de PCR para obteng¢ao do amplicon de cada gene de interesse.

Reagentes Volume
H.0O 22,4uL
Tampao 3ulL
MgCl; 1,5ulL
DNTP 1ulL
Primer sense 0,5uL
Primer antisense 0,5uL
Taq polimerase 0,1TuL
Total 29ulL

Ao “mix”, descrito na tabela 3, foi adicionado 1ul de cDNA do gene
sendo a reagao realizada em termociclador (Gene Amp® PCR System 9700
PCR System 9700 Applied Biosystem, Foster City, CA, USA). As amostras
foram submetidas aos seguintes ciclos de amplificagao: desnaturagao realizada
com temperatura de 95°C por 1 minuto; anelamento dos primers obtido com
temperatura de 60°C, para todos os genes, por 1 minuto; extensdo obtida em
temperatura de 72°C por 1 minuto. Esse ciclo foi repetido por 35 vezes. Ao
final dos ciclos, o produto obtido € um amplicon com sequéncia idéntica ao

transcrito de interesse.
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A solugao contendo o amplicon possui alta concentragdo de DNA.
Apds a realizagdo da reagcdo de PCR o produto foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 1% para confirmagdo do tamanho das

regides amplificadas.
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3.4. PCR em tempo real (QPCR)

Os produtos da reagao de PCR contendo os amplicons especificos para
0 AR, GRa, GRp e BCR foram submetidos a reacdo de PCR em tempo real.

Para a qPCR do amplicon-AR, foi utillizado o Assay (ID
Hs00171172_m1, Applied Biosystem, USA) que contém primers e o “mix” da
reacao, incluindo a sonda (FAM) 5AGGCCTTGCCTGGCTTCCGCAACTTS'.

A Figura 6 representa a sequéncia do amplicon-AR, com a regido de
anelamento dos primers sense e antisense (negritos externos). A sequéncia de
pareamento da sonda é ilustrada em negrito e sublinhado ao centro entre
colchetes. A sequéncia de anelamento dos primers da reagao da gPCR nao é

disponibilizada no ensaio desenvolvido pelo fabricante do assay .

CGGAAGCTGAAGAAACTTGGTAATCTGAAACTACAGGAGGAAGGAGAGG
CTTCCAGCACCACCAGCCCCACTGAGGAGACAACCCAGAAGCTGACAGTG
TCACACATTGAAGGCTATGAATGTCAGCCCATCTTTCTGAATGTCCTGGAA
GCCATTGAGCCAGGTGTAGTGTGTGCTGGACACGACAACAACCAGCCCGA
CTCCTTTGCAGCCTTGCTCTCTAGCCTCAATGAACTGGGAGAGAGACAGC
TTGTACACGTGGTCAAGTGGGCCAJAGGCCTTGCCTGGCTTCCGCAACTT]
ACACGTGGACGACCAGATGGCTGTCATTCAGTACTCCTGGATGGGGCTCA
TGGTGTTTGCCATGGGCTGGCGATCCTTCACCAATGTCAACTCCAGGATG
CTCTACTTCGCCCCTGATCTG

FIGURA 6: Amplicon de 420pb gerado a partir de amostra de cDNA contendo
regibes dos éxons 4 e 5 do gene AR. A sonda referente ao Assay (/D
Hs00171172_m1) esta entre colchetes, em negrito e sublinhado ao centro. Os primers
externos tém pareamento nas sequéncias iniciais e finais destacados em negrito.
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Para a qPCR do amplicon-GRa foram utilizadas as sequéncias de
primer sense 5’ GAAGGAAACTCCAGCCAGAA3Z e antisense
5CAGCTAACATCTCGGGGAAT3 e a sonda (FAM-TAMRA)
5GCTTCCAAACATTTTTGGATAAGACCATS..

A Figura 8, representa a sequéncia do amplicon-GRa, com a regido de
anelamento dos primers sense e antisense (negritos externos). A sequéncia de
pareamento da sonda é ilustrada em negrito e sublinhado ao centro entre
colchetes. A regiao de anelamento dos primers da reacdo da qPCR estéo

destacados em fundo cinza.

ACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATTTGATGAAATTAGAATGACCTACATC
AAAGAGCTAGGAAAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCCAGAA
CTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACAAAACTCTTGGATTCTATGCATGAAGT
GGTTGAAAATCTCCTTAACTATTIGCTTCCAAACATTTTTGGATAAGACCAT
IGAGTATTGAATTCCCCGAGATGTTAGCTGAAATCATCACCAATCAGATACC
AAAATATTCAAATGGAAATATCAAAAAACTTCTGTTTCATCAAAAGTGACTG
CCTTAATAAGAATGGTTGCCTTAAAGAAAGTCGAATTAATAGCTTTTATTGT
ATAAACTATCAGTTTGTCCTGTAGAGGTTTTGTTGTTTTATTTTTTATTGTTT
TCATCTGTTGTTTTGTTTTAAATACGCACTACATGTGGTTTATAGAGGGCCA
AGACTTGGCAACAGAAGCAGTTG

FIGURA 8: Amplicon de 485pb gerado a partir de amostra de cDNA contendo
regides dos éxons 8 e 9 do gene GRa. A sonda para qPCR esta entre colchetes, em

negrito e sublinhado ao centro. Os primers sense e antisense estao destacados em
fundo cinza.

Para a gPCR do amplicon-GRp foi utilizado o Assay (ID Hs932968 m1
Applied Biosystem, USA) que contém os primers € o “mix" da reagao incluindo

a sonda (FAM) 5TCTTGGATTCTATGCATGAAAATGTS..
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A Figura 9, representa a sequéncia do amplicon-GRf, com a regido de
anelamento dos primers sense e antisense (negritos externos). A sequéncia de
pareamento da sonda é ilustrada em negrito e sublinhado ao centro entre
colchetes. A sequéncia de anelamento dos primers da reacdo da qPCR néao é

disponibilizada no ensaio desenvolvido pelo fabricante do assay.

ACGGTCTGAAGAGCCAAGAGCTATTTGATGAAATTAGAATGACCTACATC
AAAGAGCTAGGAAAAGCCATTGTCAAGAGGGAAGGAAACTCCAGCCAGAA
CTGGCAGCGGTTTTATCAACTGACAAAACITCTTGGATTCTATGCATGAAA
ATGTITATGTGGTTAAAACCAGAAAGCACATCTCACACATTAATCTGATTTT
CATCCCAACAATCTTGGCGCTCAAAAAATAGAACTCAATGAGAAAAAGAAG
ATTATGTGCACTTCGTTGTCAATAATAAGTCAACTGATGCTCATCGACAACT
ATAGGAGGCTTTTCATTAAATGGGAAAAGAAGCTGTGCCCTTTTAGGATAC
GTGGGGGAAAAGAAAGTCATCTTAATTATGTTTAATTGTGGATTTAAGTGCT
ATATGGTGGTGCTGTTTGAAAGCAGATTTATTTCCTATGTATGTGTTATCTG
GCCATCCC

FIGURA 9: Amplicon de 467pb gerado a partir de amostra de cDNA contendo
regides dos éxons 8 e 9 do gene GRp. A sonda referente ao Assay (ID Hs932968)
esta entre colchetes, em negrito e sublinhado ao centro. Os primers externos tém
pareamento nas sequéncias iniciais e finais destacados em negrito.

Para a qPCR do amplicon-BCR foram utilizadas as sequéncias de
primer sense 5CCTTCGACGTCAATAACAAGGAY e antisense
5CCTGCGATGGCGTTCACY e a sonda (FAM-TAMRA)
5TGTCGGTGATGATGAGCGAGATGGA 3.

A Figura 10, representa a sequéncia do amplicon-BCR, com a regiao de
anelamento dos primers sense e antisense (negritos externos). A sequéncia de
pareamento da sonda é ilustrada em negrito e sublinhado ao centro entre
colchetes. A regiao de anelamento dos primers da reacdo da qPCR estéo

destacados em fundo cinza.
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TCGGAGTCAAGATTGCTGTGGTCACCAAGAGAGAGAGGTCCAAGGTGCC
CTACATCGTGCGCCAGTGCGTGGAGGAGATCGAGCGCCGAGGCATGGAG
GAGGTGGGCATCTACCGCGTGTCCGGTGTGGCCACGGACATCCAGGCAC
TGAAGGCAGCCTTCGACGTCAATAACAAGGACGITGTCGGTGATGATGAG
CGAGATGGAICGTGAACGCCATCGCAGGCACGCTGAAGCTGTACTTCCGT
GAGCTGCCCGAGCCCCTCTTCACTGACGAGTTCTACCCCAACTTCGCAGA
GGGCATCGCTCTTTCAGACCCGGTTGCAAAGGAGAGCTGCATGCTCAACC
TGCTGCTGTCCCTGCCGGAGGCCAACCTGCTCACCTTCCTTTTCCTTCTG

GACCACCTG

FIGURA 10: Amplicon de 404pb gerado a partir de amostra de cDNA contendo
regides dos éxons 18, 19, 20 e 21 do gene BCR. A sonda para qPCR esta entre
colchetes, em negrito e sublinhado ao centro. Os primers sense e antisense estao
destacados em fundo cinza.
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3.5. Diluigdo do amplicon para obten¢ao da solugao de trabalho

Para a definicdo das amostras a serem utilizadas como solugao mae,
solucdo de trabalho e para construgdo das curvas-padrdo, seguimos as
seguintes etapas:

Para elaboragao das curvas-padrao, as amostras amplificadas de cada
gene (AR, GRa, GRB ou BCR) foram diluidas em agua UltraPure™ (N°
catalogo 10977-015, Gibco™ Invitrogen Carlsbad, CA, USA), de forma seriada

1:10 para obtencao de concentragdes adequadas a partir do amplicon (Figura

12).
1l
/_p\ Tl 1l 1l
SOLUCAO MATRIZ DILUICAO SERIADA 1:10

FIGURA 12: Representacdo da diluicdo seriada 1:10 realizada a partir da
amplicon especifico de cada gene.

O passo critico foi identificar o ponto de diluigdo seriada de cada gene
que apresentasse um Ct proximo a 20, quando submetido a reacdo de qPCR.
Este ponto foi denominado solugao de trabalho, correspondendo ao primeiro

ponto da curva-padréo.
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3.6. Preparo do mix para reacao de qPCR

As reagdes do AR e GRp foram realizadas nas concentragbes conforme
indicagdo do fabricante (Sonda TagMan Universal PCR Master Mix, Part
Number: 4304437 Applied Biosystems, Branchburg, New Jersey USA)

apresentadas na Tabela 5.

TABELA 5: Relagdo e quantidade em microlitros (uL) dos reagentes usados
para reacédo de qPCR.

Reagentes Volume
MASTER MIX 12,5ulL
ASSAY AR ou GRp (FAM) 1,25ul
H>0 6,25uL
Volume final 20uL

Para a reacdo do GRoa e do BCR foram usadas as seguintes

concentragcdes dos reagentes apresentados na Tabela 6.

TABELA 6: Relagdo e quantidade em microlitros (UL) dos reagentes usados
para reagado de qPCR.

Reagentes Volume
MASTER MIX 12,5uL
Primer sense 0,2uL
Primer antisense 0,2ul
Sonda (TAMRA) 0,27uL
H20 6,83uL
Volume final 20uL

Para a qPCR, 20uL do “mix” da reagao foi colocado em tubos de alta
claridade optica (PCR optical tubes, Applied Biosystems, USA) e adicionados
de 5uL da cada amplicon (AR, GRa, GRB ou BCR) e submetidos a reagado no

termociclador de gPCR (ABI 7500 Real Time PCR System).
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As reacoes de qPCR foram realizadas com o seguinte protocolo de
ciclos (de acordo com os parametros do programa SDS - Sequence Detection
System version 1.2, 7500 Systems SDS Software- Applied Biosystem): na
primeira etapa, a temperatura é de 50°C e permanece assim por 2 minutos; na
segunda etapa, a temperatura é elevada para 95°C por 10 minutos; na terceira
etapa a temperatura diminui em 15 segundos de 95°C para 60°C e se mantém
assim por 1 minuto. Essas 4 etapas formam um ciclo que se repete por 40
vezes.

Em todas as reagdes foram utilizadas uma amostra considerada o
branco (NTC).

Para o GRa e BCR, os amplicons, produtos da gqPCR, apresentam
153pb e 69pb respectivamente. Para o AR e GRa nao foi possivel saber o
tamanho exato dos amplicons, pois sdo utilizados assays, impossibilitando a

contagem exata do numero de bases destes amplicons.
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3.7. Quantificacdo das amostras para definir a solugao mae

Realizou-se a quantificacdo em equipamento NanoDrop (NanoDrop-
2000 UV-Vis Spectrophotometer Wilmington, Delaware, USA) das amostras
que apresentaram um Ct proximo a 20. Nos testes iniciais observamos que as
amostras de cada gene diluidas 1:10.000 apresentaram Ct préximo a 20.
Porém os resultados obtidos foram abaixo do limite minimo de detec¢do do
NanoDrop (NanoDrop-2000 UV-Vis Spectrophotometer Wilmington, Delaware,
USA) que é de 2ng/ulL.

Realizou-se uma nova quantificagcdo das amostras diluidas 1:1000 e
1:100 de cada gene. As amostras diluidas 1:100 apresentaram resultados
acima do limite de deteccdo que o aparelho (2ng/ulL), sendo entdo possivel
reconhecer a concentragao de DNA em ng/uL (ANEXO 2).

A amostra diluida 1:100 foi denominada “solugdo mae” em virtude
dessa diluicdo e o primeiro ponto da curva-padrao, com um Ct préximo a 20
(amostra diluida 1:10.000) foi denominada solucao de trabalho.

Para a quantificagdo, foram utilizados 2uL da amostra, sendo cada
uma delas quantificada por 10 vezes. Com esses dados, realizamos uma
média dos valores obtidos (ANEXO 2). As concentragdes observadas foram
convertidas de ng/uL para g/pL para expressar valores inteiros.

Com o propdsito de verificar se a pipetagem direta a partir do amplicon
apresentaria precisdao adequada, foi realizada a seguinte analise: o amplicon
de cada gene foi diluido seriadamente 1:10 quatro vezes e comparada com a

diluicdo do mesmo amplicon diluido diretamente 1:10.000.
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O esperado é que, durante a gPCR, ambas as solu¢des apresentem
Ct préximo a 20

Realizou-se a gPCR das duas amostras diluidas com diferentes
protocolos e equivaléncia quantitativa das curvas-padrao.

Por fim, para calcular o nUmero de copias de cada ponto da curva, foi

utilizada a férmula:

N de copias/uL = massa molecular x 6,022 x 10%
massa (g)
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3.8. Reacgdes para verificar a variabilidade de medida intra e inter-ensaio

3.8.1. Reagdes para verificar a variabilidade de medida intra-ensaio

Para verificar a variabilidade de medida intra-ensaio, realizou-se uma
reacdo de gPCR de todos os genes do estudo, conforme descritos nas
Tabelas 5 e 6.

Para cada gene foi feita uma curva-padrao com 5 pontos incluindo a
solugao de trabalho, sendo que esta diluicao seriada foi de 1:10.

Para cada ponto da curva foi preparada uma decaplicata submetida
posteriormente a reagao de gPCR.

Com os resultados obtidos foi calculada a média, o desvio padrao e a

variabilidade de medida dos Cts das decaplicatas de cada ponto da curva.

3.8.2. Reagdes para verificar a variabilidade de medida inter-ensaio

Para verificar a variabilidade de medida inter-ensaio, realizou-se uma
reacao de qPCR de todos os genes do estudo descritos nas Tabelas 5 e 6.

Para cada gene foi feita uma curva-padrao com 5 pontos incluindo a
solugao de trabalho, sendo que esta diluicao seriada foi de 1:10.

Foram realizadas 5 reagcdes de gPCR em momentos distintos.

Com os resultados obtidos foi calculada a média dos Cts de cada
ponto da curva das 5 reagdes realizadas.

A partir da obtencao desta média, foram calculados o desvio padrao e

a variabilidade de medida dos Cts de cada ponto da curva.



38

3.9. Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres
Humanos da Irmandade da Santa Casa de Sao Paulo com parecer de numero

255.029 (ANEXO 3).
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4. RESULTADOS

Para cada uma das etapas de construgdo das curvas-padrao foram
obtidos os resultados apresentados nas figuras a seguir.

A Figura 13, apresenta os resultados da amplificacdo por qPCR das
amostras obtidas a partir da diluicdo seriada 1:10 do amplicon-AR. A amostra

diluida 1:10.000 apresentou Ct de 19, o mais proximo do desejado.
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FIGURA 13: Resultados das amplificagdes na qPCR das amostras diluidas do
amplicon-AR  1:10 a 1:10.000.000. As amostras diluidas 1:100.000.000,
1:1.000.000.000 e 1:10.000.000.000 nao amplificaram nesta reacdo. A reta de
regressao fornecida pelo software apresentou um Slope: 3.236765 e R% 0.998186.
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A Figura 14 apresenta os resultados da amplificagdo por gPCR das

amostras obtidas a partir da diluicdo seriada 1:10 do amplicon-GRa. Também,

para este gene, a amostra diluida 1:10.000 apresentou um Ct de 19, préximo

do desejado.
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FIGURA 14: Resultados das amplificacbées na qPCR das amostras diluidas do
amplicon-GRa. 1:10.000 a 1:10.000.000.000. As amostras diluidas 1:10, 1:100 e
1:1000 ndo amplificaram nesta reacdo. A reta de regressao fornecida pelo software
apresentou um Slope: 3.337275 e R? 0.999062.
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A Figura 15 apresenta os resultados da amplificacdo por qPCR das
amostras obtidas a partir da diluicdo seriada 1:10 do amplicon-GRp. Também,
para este gene, a amostra diluida 1:10.000 apresentou um Ct de 19, préximo

do desejado
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FIGURA 15: Resultados das amplificagdes na qPCR das amostras diluidas do
amplicon-GRp 1:10 a 1:10.000.000.000. A reta de regressao fornecida pelo software
apresentou um Slope: 3.227915 e R? 0.999093.
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A Figura 16 apresenta os resultados da amplificacdo por gPCR das

amostras obtidas a partir da diluicao seriada 1:10 do amplicon-BCR. Também

no BCR a amostra diluida 1:10.000 apresentou um Ct de 19, proximo do

desejado.
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FIGURA 16: Resultados das amplificacbes na qPCR das amostras diluidas do

amplicon-BCR

1:10 a 1:10.000.000. As amostras diluidas 1:100.000.000,

1:1.000.000.000 e 1:10.000.000.000 nao amplificaram nesta reacdo. A reta de
regressao fornecida pelo software apresentou um Slope de 3.175409 e R* 0.989764.
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Figuras de 17 a 20 apresentam os resultados das amplificacbes da

solucao de trabalho diluidas 1:10.000 de duas formas: (A) a partir do amplicon

dos genes AR, GRa, GRp e BCR respectivamente diluidas 10.000 vezes; (B)

diluidas seriadamente 1:10 até 1:10.000.
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FIGURA 17: Resultado da amplificagdo da solugao de trabalho para construgao
da curva-padrao do amplicon-AR obtida através de uma diluicao seriada 1:10 e da
diluicdo direta 1:10.000. Ambas as amostras foram diluidas a partir do amplicon e os
Cts foram de (A)15 e (B)16.
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FIGURA 18: Resultado da amplificagdo da solugao de trabalho para construgao
da curva-padrao do GRa obtida através de uma diluicdo seriada 1:10 e da diluicao
direta em 1:10.000. Ambas as amostras (A e B) foram diluidas a partir do amplicon e o
Ct foi de 19.
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Delta Rn vs Cycle
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FIGURA 19: Resultado da amplificagdo da solugao de trabalho para construgao

da curva-padrao do GRp obtida através de uma diluicdo seriada 1:10 e da diluigao
direta em 1:10.000. Ambas as amostras foram diluidas a partir do amplicon e os Cts
foram de (A)19 e (B)18.
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FIGURA 20: Resultado da amplificagdo da solugao de trabalho para construgao
da curva-padrao do BCR obtida através de uma diluigdo seriada 1:10 e da diluigao
direta em 1:10.000. Ambas as amostras foram diluidas a partir do amplicon e os Cts
foram de (A)18 e (B)19.
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A seguir, o resumo dos resultados das curvas-padrao obtidas para o

amplicon-AR, amplicon-GRa, amplicon-GR3 e amplicon-BCR.

Na Tabela 7 estao descritos os Cts, a massa molecular (em gramas) e o

numero de cépias/5 Pl para cada ponto da curva (do ponto 5 mais concentrado

ao ponto 1 menos concentrado) de cada gene.

TABELA 7: Resumo dos resultados das curvas-padrao dos amplicons de cada gene.

AR GRa GRpB BCR
Ct 16,25 19,75 17,07 19
Ponto5  Massa () 3,02 x 107 3,12x 107 8,80 x 10°"° 5,54 x 10°"°
n° de copias 7 x 108 6,25 x 10° 1,83 x 10° 1,33 x 10°
Ct 19,97 23,03 20,07 22,19
Ponto 4 Massa (g) 3,02 x 10™ 3,12 x 10" 8,80 x 10™ 5,54 x 10™"
n° de copias 7 x 107 6,25 x 10’ 1,83 x 108 1,33 x 108
Ct 23 26,25 23,25 25,43
Ponto 3 Massa (g) 3,02 x 1072 3,12 x 1072 8,80 x 10" 5,54 x 1072
n° de copias 7 x 10° 6,25 x 10° 1,83 x 107 1,33x 107
Ct 25,86 29,77 26,25 28,86
Ponto2  Massa () 3,02x10™ 3,12x10™ 8,80 x 10" 5,54 x 10"
n° de copias 7 x 10° 6,25 x 10° 1,83 x 10° 1,33 x 10°
Ct L I J— 28,85 32,22
Ponto 1 Massa (g) 3,02x10™ el 8,80 x 10" 5,54 x 10
n° de copias 7x10° e 1,83 x 10° 1,33 x 10°
(y = ax+b) y = 2E+14e%7  y =5E+14e%%*  y=1E+15e*"* y=1E+10e*%™

R?= 0,995

R? = 0,999

R? = 0,998

RZ = 1
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A partir da solucado de trabalho foi possivel construir curvas-padrao

para quantificagdo absoluta por qPCR de cada gene. As Figuras 21 a 24

mostram a representacado grafica das curvas e reta de regressao calculada a

partir dos pontos da curva.
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FIGURA 21: Resultados da amplificagdo da curva-padrdo do AR. O primeiro
ponto da curva corresponde a 6,04x10"'g/uL do amplicon-AR. A figura mostra ainda
um paciente exemplo (A) que amplificou com um Ct 27,39, correspondendo a 3,02x10°
g, ou seja 1,16x107"° moléculas, ou seja, 7x10* cépias de cDNA-AR.

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003

1.0e-004

1.0e-005

Delta Rn vs Cycle

1 23 45 67 8 91011121314151617 18 192021 2223 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

FIGURA 22: Resultados da amplificagdo da curva-padrdo do GRa. O ponto
1:100.000.000 nao amplificou. O primeiro ponto da curva corresponde a 6,24x10°

"g/uL do
amplificou

moléculas,

amplicon-GRa. A figura mostra ainda um paciente exemplo (A) que
com um Ct 29,16, correspondendo a 3,12x10™", ou seja 1,04 x 10
ou seja, 6,25x 10° copias de cDNA-GRa.
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Delta Rn vs Cycle
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FIGURA 23: Resultados da amplificagdo da curva-padrao do GRB. O primeiro
ponto da curva corresponde a 1,76x107°g/uL do amplicon-GRp. A figura mostra ainda
um paciente exemplo (A) que amplificou com um Ct 38, correspondendo a
aproximadamente 8,79x107*g ou seja 3,04x107"° moléculas, ou seja, 1,82x10° cdpias
de cDNA-GRB.
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FIGURA 24: Resultados da amplificagdo da curva-padrao do BCR. O primeiro
ponto da curva corresponde a 1,11x10°g/uL do amplicon-BCR. A figura mostra ainda
um paciente exemplo (A) que amplificou com um Ct 27,39, correspondendo a 5,53x10
139, ou seja 2,21x10"® moléculas, ou seja, 1,33x10° copias de cDNA-BCR.
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Resultados da reacgao para verificar a variabilidade de medida (Tabela
8).

TABELA 8: Média dos Cts, desvio padrdo e a variabilidade de medida de
cada um dos 5 pontos da curva para cada gene.

Gene Ponto5 Ponto4 Ponto 3 Ponto 2 Ponto 1

AR Ct Médio 16,5 19,1 22,7 26,3 29,6
Desvio Padrao 0,1 0,2 0,3 0,3 0,1

Variab. de Medida 0,4% 0,8% 1,3% 1,2% 0,2%

GRa Ct Médio 19,6 23,0 26,7 29,9 31,2
Desvio Padrao 0,6 0,4 0,3 0,4 0,5

Variab. de Medida 2,9% 1,8% 1,2% 1,4% 1,6%

GRB Ct Médio 17,5 20,6 23,8 26,9 29,9
Desvio Padrao 0,8 0,5 0,5 0,6 0,6

Variab. de Medida 4,3% 2,6% 1,9% 2,2% 1,0%

BCR Ct Médio 21,0 24,8 28,7 32,1 33,9
Desvio Padrao 0,7 0,5 0,8 0,7 0,4

Variab. de Medida 3,4% 2,1% 2,6% 2,2% 1,0%
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Resultado da reacao para verificar a variabilidade de medida intre-

ensaio (Tabela 9).

TABELA 9: Média dos Cts, desvio padrao e variabilidade de medida de
cada um dos 5 pontos da curva para cada gene.

Gene Ponto 5 Ponto 4 Ponto 3 Ponto 2 Ponto 1
Reacao 1 18,8 21,5 24,8 28,6 31,9
Reacao 2 17,2 19,8 23,7 26,9 30,4
Reacao 3 171 19,7 23,3 26,8 30,5
AR Reacao 4 17,3 20,1 23,6 27,1 31,7
Reacgado 5 17,5 19,4 22,8 26,2 29,4
Ct Médio 17,6 20,1 23,6 27,1 30,8
Desvio Padrao 0,7 0,8 0,7 0,9 1,0
Variab. de Medida 4,1% 4,1% 3,1% 3,3% 3,3%
Reacao 1 18,9 22,9 25,8 29,3 30,8
Reacao 2 18,8 22,8 26,0 29,5 31,3
Reacao 3 18,2 22,0 26,0 28,9 30,6
GRa Reacao 4 19,5 23,1 26,9 30,0 31,9
Reacado 5 17,6 22,1 25,6 28,8 30,6
Ct Médio 18,6 22,6 26,1 29,3 31,0
Desvio Padrao 0,7 0,5 0,5 0,5 0,6
Variab. de Medida 3,9% 2,2% 2,0% 1,6% 1,8%
Reacao 1 18,0 21,6 25,0 28,2 31,5
Reacao 2 17,9 21,8 24,9 27,5 30,6
Reacao 3 17,9 21,6 24,9 28,3 31,6
GRB Reacao 4 18,0 22,1 25,4 28,3 31,8
Reacgado 5 18,0 21,6 24,7 27,9 30,7
Ct Médio 17,9 21,7 25,0 28,0 31,2
Desvio Padrao 0,0 0,2 0,3 0,4 0,6
Variab. de Medida 0,2% 1,0% 1,0% 1,2% 1,8%
Reacao 1 20,8 23,7 26,7 28,9 31,1
Reacao 2 21,8 23,9 26,7 30,0 32,6
Reacao 3 20,8 23,7 26,7 28,9 31,1
BCR Reacao 4 20,7 24,7 28,2 31,8 334
Reacgado 5 21,3 26,1 29,0 31,6 34,1
Ct Médio 21,1 24 .4 27,5 30,2 32,5
Desvio Padrao 0,5 1,0 1,1 1,4 1,4
Variab. de Medida 2,1% 4,2% 4,0% 4,7% 4,2%
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5. DISCUSSAO

Utilizando os métodos desenvolvidos neste estudo foi possivel obter
curvas-padrao para analise quantitativa de expressao dos genes AR, GRa,
GRpB e BCR através da qPCR.

Porém foram muitas as dificuldades encontradas para se obter curvas
de qualidade. Entre elas esta a necessidade de material bioldgico, células ou
tecidos, que apresentassem expressao significativa destes genes de estudo e
que possibilitassem a obteng¢ao de resultados reprodutiveis na gPCR seguindo
os critérios discutidos por outros autores (Larionov et al., 2005; Wong e
Medrano, 2005).

O desenho dos primers utilizados na PCR, para obter os amplicons dos
genes de estudo a partir do cDNA, foi realizada minuciosamente para que cada
primer sense pareasse sempre em uma regido de um determinado éxon a
jusante da regido a ser amplificada, e o primer antisense pareasse no éxon
seguinte, a montante da regido a ser amplificada. Sendo assim, a reagao de
PCR s6 produziria um amplicon se o material genético utilizado fosse
proveniente de um cDNA, ficando livre de uma eventual contaminagcdo por
DNA.

Os primers utilizados na qPCR também se anelam em regides de éxons
diferentes, e a sonda se liga na juncédo de um éxon com o outro. Se a amostra
utilizada para desenvolvimento da curva-padrao estiver contaminada por DNA
gendmico, ocorrera o anelamento dos primers, porém pelo fato da sonda nao
encontrar afinidade para anelamento em nenhuma regido do amplicon, néo

sera possivel a emissao de fluorescéncia , ou seja, as chances de detecgao de
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um eventual amplicon que n&o seja o de interesse, utilizando o kit (TagMan
Universal PCR Master Mix), sdo improvaveis.

Com a sintese de amplicons proposta neste estudo, contendo as regides
das sequéncias-alvo da qPCR, foi possivel construir curvas-padrao aplicaveis
na detecgao quantitativa do numero de moléculas e, portanto, do numero de
copias dos genes de estudo.

A definicado de que a solugao de trabalho (1° ponto da curva) seria a
aquela que apresentasse um Ct proximo a 20, se deve ao fato de que,
geralmente, as amostras de analise apresentam um Ct de detecgao superior a
esse valor, ou seja, concentracbes menores que este primeiro ponto.

Identificamos que existem erros de pipetagem na diluigao seriada para
obtencado da solugdo de trabalho para alguns genes, porém esses erros sao
pequenos.

Portanto, considerando os riscos de erros na diluicdo seriada e a
diferenca de 1 Ct apresentada entre a diluicdo seriada e a direta em alguns
genes, definimos que a partir do amplicon, sera realizada uma diluigdo direta
1:100 para obter a solugdo mae e uma diluicao direta 1:10.000 para obter a
solugcao de trabalho.

Para se obter uma curva-padrao de qualidade € necessario que o0 seu
coeficiente de regressao linear (r?) apresente valores >0,99 e slope proximo de
3.33 (Bustin, 2000; Carvalho et al., 2010; Gibson et al., 1996; Ma et al., 2006;
Tsé e Capeau ,2003).

Todos os resultados de r* obtidos nas curvas-padrdo deste estudo
realizados a partir da diluicdo da solucéo de trabalho apresentaram r* >0,99 e

para quase todos o slope foi préximo de 3.33.
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Outro fator relevante é a adequacado da curva-padrdao em casos de
amostras de baixa expressdo, como no caso do gene GR[, e portanto,
apresentam CTs numericamente altos.

Com as curvas obtidas a partir do amplicon, é possivel adequar a curva
conforme a localizagdo da amplificagdo da amostras, ou seja, a curva pode ser
diluida quantos pontos forem necessarios até que abranja o Ct proximo ao que
amostra amplificou,

Sendo assim, podemos afirmar que as curvas-padrao obtidas com o
meétodo aqui proposto sao de qualidade para analise da expressao génica.

A quantificagdo das solugdes utilizadas como curva-padrdao também é
outro aspecto discutido nos trabalhos que utilizam curva na qPCR. Apds serem
diluidas € necessario que suas concentragdes sejam conhecidas, o que
permite analisar quantitativamente a concentragdo das amostras de estudo
(Bustin, 2000; Bustin e Mueller, 2005; Pfaffl e Hageleit, 2001; Carvalho et al.,
2010; Ma et al., 2006; Tsé e Capeau, 2003; Pfaffl, 2004).

Sendo assim, em nosso estudo, a partir da quantificagdo da solugao
mae, é possivel identificar os valores em g/uL dos demais pontos da curva-
padrdao. Conhecendo-se a sequéncia de bases de cada amplicon e, portanto, o
namero de A, C, T e G presentes em cada molécula do amplicon, foi possivel
calcular a quantidade de amplicons, numero de moléculas e numero de copias
dos genes de estudo em cada ponto da curva.

A determinacdo do Ct de uma amostra permite inferir o niumero de
copias do gene no Ct identificado e, com isto, calcular o numero de cépias no

inicio da reacao de qPCR.
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Outro estudo desenvolveu um método semelhante para a construgao de
curva-padrdo de cDNA, para o sistema LightCycler” gqPCR aplicado para
outros genes (EIF3S8 e TBP ) (Fronhoffs et al., 2002).

As diferengas entre este método e o desenvolvido em nosso trabalho
foram: Fronhoffs et al., utiizaram 3 pares de primers (sense e antisense)
diferentes para cada gene e realizaram diversas reacées de PCR em que
esses primers foram combinados de maneiras diferentes para verificar qual par
apresentaria o resultado esperado. Além disso, esses primers foram
modificados para a reagao de transcri¢cao in vitro realizada apos a PCR. Na
gPCR a sequéncia de primers utilizados foi a mesma utilizada na PCR
convencional e o SYBR Green foi utilizado para otimizar a reagao.

Em nosso levantamento bibliografico, até o momento da finalizagdo de
nosso estudo, nenhum outro artigo relacionado a constru¢ao de curvas-padrao
para qPCR, foi publicado.

As vantagens do método proposto no nosso trabalho séo de que ele é
rapido, preciso, oferece curvas-padrao em grandes quantidades, além do que
pode vir a ser reprodutivel em outros laboratorios. Isso permite obter resultados
comparaveis ao longo do tempo.

Nos ensaios realizados com propésito de verificar a variabilidade de
medida intra e inter-ensaio das curvas-padrao destes genes, verificamos que a
variabilidade de medida dos 5 pontos das curvas-padrao foram inferiores a 5%,
indicando precisdo dos resultados obtidos, ou seja, a eficiéncia de
reprodutibilidade das curvas dos genes do estudo mostraram-se de acordo

com nossas expectativas.
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Outros autores também discutem que além da curva-padréao, a utilizagcéao
de um gene normalizador para analise quantitativa pela qPCR é de extrema
importancia para se obter resultados confiaveis (Bustin, 2000; Bustin, 2002;
Bustin, 2009; Ma et al, 2006; Pfaffl, 2004; Wong e Medrano, 2005).

Neste trabalho escolhemos o BCR para ser usado como gene
normalizador, ja que em outros trabalhos da linha de pesquisa de nosso
laboratério, ele ja vinha sendo utilizado com este propdsito. Um exemplo, seria
o estudo de sensibilidade dos receptores glicocorticéide correlacionados ao
tipo de receptor, suas quantidades e suas relagdes no desenvolvimento de
células tumorais (Melo et al. 2004).

Porém, neste estudo, ndo foi realizada nenhuma reacdo de gPCR
utilizando exclusivamente o BCR como gene normalizador para verificar a
quantidade relativa entre o cDNA de estudo e o cDNA do normalizador, o que
permitiria verificar e eficiéncia da extracdo de RNA da amostra analisada.

Tanto para o BCR quanto para os outros genes, apenas foram
construidas curvas-padrao para serem utilizadas em uma analise quantitativa.

Sendo assim, sera necessario verificar quais sao os normalizadores
adequados para cada tecido de cada gene de estudo utilizando-se do software
geNorm e também construir curvas-padrao para estes normalizadores nas
reacoes de qPCR.

Como perspectivas futuras, planejamos aplicar esta metodologia a
outros genes da superfamilia dos receptores nucleares que também sao de
interesse para linha de pesquisa do laboratério, como o Receptor Estrogénico

(ER) e suas isoformas alfa e beta.
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Também pretendemos realizar uma reagao multiplex para verificar se é

possivel obter uma curva-padrao para cada gene em uma mesma reagao.
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6.CONCLUSAO

Objetivo 1: Sintetizar o amplicon por PCR para ser utilizado como
padrao.

Conclusado 1: Utilizando os protocolos propostos neste estudo, foi
possivel obter as matrizes dos genes AR, GRa, GRp e BCR através da PCR

convencional.

Objetivo 2: Estabelecer um protocolo de diluicdo da curva-padrao para
receptores nucleares androgenos e glicocorticoides e para o normalizador
BCR.

Conclusédo 2: Definiu-se um protocolo de diluicdo 1:10 a partir das
matrizes dos genes AR, GRa, GR3 e BCR, sendo estabelecida a solugédo de
trabalho na diluicdo 1:10.000 no qual o primeiro ponto da curva amplifica em
um Ct préximo a 20, podendo este ser trabalhado em diluicbes subsequentes

de acordo com a necessidade.
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7. ANEXOS

ANEXO 1

Extracdo de RNA

1-

Descartar o sobrenadante, pode ser por inversao, colocar 1 mL de
Trizol (Trizol® Reagent Cat:155960266 Invitrogen, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) e fazer a pipetagem vigorosamente por
aproximadamente 40 vezes.

Transferir o conteudo para o tubo de 2 mL e adicionar 200 pyL de
cloroférmio para cada mL de Trizol.

Agitar vigorasamente por 15 segundos, incubar por 2 a 3 minutos a
temperatura ambiente

Os passos 1 e 3 devem ser realizados preferencialmente em 5
minutos. Portanto quando colocar o Trizol na 12 amostra ligar o
cronémetro.

Centrifugar a 12500 rpm por 15 minutos a 4°C.

Separar fase aquosa e transferir esta para um tubo de 1,7 mL (n&o
pode pegar a “nuvem”, ndo mexer na interfase e trabalhar no gelo).

Colocar 500 uL de isopropanol para cada mL de Trizol e agitar
vigorosamente (em vortex).

Deixar em repouso por 10 minutos em temperatura ambiente.

Centrifugar a 12500 rpm por 10 minutos a 4°C.

10- Descartar o sobrenadante (com a pipeta) e lavar o precipitado com

11-

1000uL de etanol 85% gelado e agitar no vortéx por 5 segundos.

Centrifugara 9500 rpm por 8 minutos a 4°C e remover o etanol
invertendo e girando o tubo com muito cuidado para nao perder o pellet.

12- No gelo, colocar 40 pyL de agua e ressuspender com a pipeta.

Acrescentar 1 yL de enzima inibidora de RNAse, misturar bem com a
pipeta e armazenar no freezer —80°C ou realizar a trancricdo reversa
(RT-PCR)



ANEXO 2

Resultados da Quantificagao no NanoDrop (NanoDrop-2000 UV-Vis
Spectrophotometer Wilmington, Delaware, USA) da amostra diluida
1:100 do AR na Figura a seguir:

Sample ID User name |Date and Time Nucleic Acid Conc. |Unit
AR 1:100 1 Usuario 21/03/2014 10:12:53 5.7 ng/yl
AR 1:100 2 Usuario 21/03/2014 10:13:32 5.5|ng/yl
AR 1:100 3 Usuario 21032014 10:14.07 5.8[ng/yl
AR 1:100 4 Usuario 21/03/2014 10:14.40 5.7 ng/yl
AR 1:100 5 Usuario 21/03/2014 10:15:12 6.5 [ng/yl
AR 1:100 6 Usuario 21/03/2014 10:15:48 6.2 | ng/yl
AR 1:100 7 Usuario 21/03/2014 10:16:20 6 [ng/yl
AR 1:100 8 Usuario 21/03/2014 10:16:51 5.9[ng/yl
AR 1:100 9 Usuario 21/03/2014 10:17:22 6.7 |ng/yl
AR 1:100 10 |Usuario 21/03/2014 10:17:57 6.4 [ng/yl
MEDIA 5.04

Resultados da Quantificagao no NanoDrop (NanoDrop-2000 UV-Vis
Spectrophotometer Wilmington, Delaware, USA) da amostra diluida
1:100 do GRa na Figura a seguir:

Sample ID User name |Date and Time Nucleic Acid Conc. |Unit
GRa 1:100 1 Usuaro 06/03/2014 15:.13:.19 6.2 ng/yl
GRa 1:100 2 Usuaro 06/03/2014 15:14.34 6.2 ng/p!l
GRa1:1003 Usuarno 06/03/2014 15:.15.23 6.8 ng/yl
GRa 1:100 4 Usuario 06/03/2014 15:16:31 6.4 [ ng/yl
GRa 1:100 5 Usuaro 06/03/2014 15:17.28 6.5 ng/y!
GRa 1:100 6 Usuaro 06/03/2014 15:18:22 6.1 ng/yl
GRa 1:100 7 Usuario 06/03/2014 15:19:29 6.6 [ ng/yl
GRa 1:100 8 Usuaro 06/03/2014 15:20:20 5.8[ng/yl
GRa 1:100 9 Usuaro 06/03/2014 15:21.06 6| ng/yl
GRa 1:100 10 |Usuario 06/03/2014 15:21:55 5.8 ng/yl
MEDIA 6.24

Resultados da Quantificagao no NanoDrop (NanoDrop-2000 UV-Vis
Spectrophotometer Wilmington, Delaware, USA) das amostras diluidas
1:100 do GRp na Figura a seguir:
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Sample ID User name |Date and Time Nucleic Acid Conc. |Unit
GRb 1:100 1 Usuario 11/03/2014 13:22:05 18,8 | ng/y!
GRb 1:100 2 Usuario 11/03/2014 13:22:46 18,8 | ng/yl
GRb 1:100 3 Usuario 11/03/2014 13:23:16 17,7 | ng/yl
GRb 1:100 4 Usuaro 11/03/2014 13:23.50 17.2 | ng/yl
GRb 1:100 5 Usuario 11/03/2014 13:24.23 17.4 | ng/yl
GRb 1:100 6 Usuario 11/03/2014 13.24.54 16,8 | ng/y!
GRb 1:100 7 Usuario 11/03/2014 13:25:31 17.5 | ng/yl
GRb 1:100 8 Usuario 11/03/2014 13:26.03 171 ng/y!
GRb 1:100 & Usuario 11/03/2014 13:26:34 16,8 | ng/p!
GRb 1:100 10 |Usuario 11;'03"201'4 13:27.08 16,8 | ng/y!
MEDIA 17,58




Resultados da Quantificagao no NanoDrop (NanoDrop-2000 UV-Vis
Spectrophotometer Wilmington, Delaware, USA) da amostra diluida
1:100 do BCR na Figura a seguir:

Sample ID User name |Date and Time Nucleic Acid Conc. |Unit
BCR 1:100 1 Usuaro 06/03/2014 14.34.11 11,8 ng/yl
BCR 1:100 2 Usuaro 06/03/2014 14.35:31 11,5 ng/y!
BCR 1:100 3 Usuaro 06/03/2014 14.36:38 11,3 ng/yl
BCR 1:100 4 Usuaro 06/03/2014 14.37.28 10,8 [ng/yl
BCR 1:100 5 Usuano 06/03/2014 14.38:23 10,9 ng/yl
BCR 11006 Usuarno 06/03/2014 14.39.27 10,6 [ng/yl
BCR 11007 Usuarno 06/03/2014 14.40:23 10,7 [ng/yl
BCR 1:100 8 Usuarno 06/03/2014 14.41:10 11,1 ng/pl
BCR 1:100 9 Usuarno 06/03/2014 14.41.58 10,8 | ng/yl
BCR 1:100 10 Usuarno 06/03/2014 14.43.02 11 | ng/y!

MEDIA

11,07
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RESUMO

Varios métodos tém sido desenvolvidos com o propésito de quantificar a
expressao génica. Técnicas de amplificagdo de fragmentos como a reacao da
polimerase em cadeia em tempo real (QPCR) sao utilizadas, permitindo a
quantificacdo de RNA mensageiro (RNAmM) e reconhecimento de seu carater
tecido-especifico. A quantificacdo do RNAm através da qPCR exige critérios
restritos para garantir a reprodutibilidade dos resultados. Um dos critérios é a
utilizagdo de curva-padrdo oriunda de células que expressem quantidades
significantes e estaveis da sequéncia a ser analisada, resultando em
quantificacdo absoluta da expressdo do gene de interesse. No caso dos
receptores nucleares, existem limitacbes no estabelecimento de um unico tipo
celular que permita a obtencdo adequada de RNAmM dos receptores
androgénico e glicocorticéide. Isto requer uma origem celular diferente para
cada tipo de receptor, o que introduz uma variabilidade ndo desejavel entre as
curvas-padrao, e menor reprodutibilidade dos resultados ao longo do tempo e
em diferentes laboratérios. Neste estudo, o objetivo € amplificar quantidades
suficientes de cDNA contendo as sequéncias-alvo de interesse,
subsequentemente estocadas em aliquotas a serem utilizadas como curvas-
padrdao de referéncia para analise dos genes do receptor androgénico,
receptor glicocorticoide (isoformas alfa e beta) e o gene normalizador BCR
(Breakpoint Cluster Region).

Palavras-chaves: Reagdo em cadeia da polimerase em tempo real/métodos,

Receptores androgénicos, Receptores de glicocorticoides, analise quantitativa
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ABSTRACT

Several methods have been developed in order to quantify genes
expression. Fragment amplification techniques such as real-time polymerase
chain reaction (QPCR) are employed, allowing the quantification of messenger
RNA (mRNA) and recognition of its tissue-specific expression. The mRNA
quantification by qPCR requires stringent criteria to ensure the reproducibility of
results. One such criteria is a standard curve derived from cells expressing a
significant and stable amount of sequence of interest, resulting in absolute
quantification of gene expression. Regarding to nuclear receptors, there are
limitations in the selection of a single cell type expressing at the same time
suitable mRNA of androgen receptor and glucocorticoid receptor. This requires
a different cellular origin for each receptor type, which introduces an
undesirable variation among standard curves, reducing the reproducibility of
results over time and in different laboratories. In this study, the aim is to amplify
sufficient amounts of cDNA containing the sequence of interest, of each gene
subsequently stored in aliquots capable to be used as reference standard
curves for analysis of androgen receptor genes, glucocorticoid receptor genes
(alpha and beta isoforms) and BCR (Breakpoint Cluster Region) normalizing
gene.

Keywords: real time Polymerase Chain Reaction /methods, androgen receptors,

glucocorticoid receptors, quantitative analysis



