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INTRODUCAO

A analise do perfil de expressao génica pela técnica de RT-PCR (reacao em cadeia da polimerase a partir de
transcricao reversa) em um tecido tumoral contribui para uma melhor compreensao do processo de carcinogénese,
desde que os dados obtidos sejam devidamente normalizados em funcéao de variacdes inerentes da técnica. Genes
de referéncia ou Housekeeping Genes (HKGS) satisfazem os critérios de estabilidade e expressao nao-regulada no
tipo de amostra analisado, sendo utilizados com o proposito de normalizacao em estudos de expressao.

Estes dados foram analisados por um programa
estatistico especifico para a busca de genes
normalizadores (geNorm, Applied Biosystems). Foram
analisadas 9 amostras. Os dados de variabilidade
calculados pelo programa (indice M — deve ser menor
gue 1,5 Iindicam uma menor variacao dos genes
ALAS1 e BMG nas amostras em estudo, enquanto
qgue o gene HPRT1 apresentou maior indice de
variabilidade.

OBJETIVO

Analisar a expressao génica de trés candidatos a
HKG,  (B-2-microglobulina  (BMG), Hipoxantina
fosforibosiltransferase 1 (HPRT1) e Aminolevulinato
sintetase 1 (ALAS1) em cultura priméaria de células
prostaticas tumorais.
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MATERIAIS E METODOS

Obtencao de
fragmentos de
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pacientes submetidos a 5 s
prostatectomia radical

Figura 1. Curva padréo de um
dos experimentos de PCR em
tempo real, para o gene
ALAS1 (vermelho: valores da
curva padrao; azul: valores
das amostras).
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Analise dos niveis de
MRNA dos genes em
estudo por RT-PCR em
tempo real

Extracao do RNA total
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Figura 2. Resultado
estatistico obtido no
programa geNorm, indicando
os dois melhores genes
normalizadores para a

M<1,5 0,520 0,520 amostra estudada.

CONCLUSAO

Estes dados, apesar de preliminares, mostram que
0s genes BMG e ALAS1 parecem ser a melhor
escolha para genes normalizadores nas amostras em
estudo do que o gene HPRT1. A ampliacao do
numero de amostras, inclusao de grupos com
tratamentos, bem como de genes investigados (TBP
— TATA box binding protein e 18S) contribuirao para a
escolha de um gene normalizador adequado (ou mais
de um) para estudos de expressao geénica em
culturas primarias de celulas de carcinoma prostatico.

RESULTADOS

As reacoes de RT-PCR para os genes em estudo
foram padronizadas em amostras de culturas de
células| em condicao controle, sem tratamento
androgénico. Os resultados de guantidade de cDNA
(em ng) obtidos a partir da amplificacao das amostras
comparadas a uma curva padrao (figura 1) foram
relativizados de forma que o maior valor de expressao
correspondesse a 1,0.

Laboratono de

Biologia Molecular
. . . Endocrina e Tumoral

APOIO: FIPE/HCPA, CNPq



