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RESUMO

Sabe-se hoje que o padrdo de expressdo dos nossos genes pode fornecer
informacdes valiosissimas sobre como 0 nosso organismo esta respondendo aos
estimulos ambientais externos e a eventuais patogenias. Muito mais do que isso, a
determinacdo de um padréo de expressdo génica pode antecipar o diagnéstico de uma
doenca, aumentando assim as chances de cura e pode melhorar o prognostico dos
pacientes. Assim sendo, muitos pesquisadores tém buscado identificar o padrdo de
expressdo génica do Cancer de Prostata, pela técnica de RT-PCR em tempo real, com
0 estudo de genes alvo possivelmente envolvidos com a carcinogénese. Para que 0S
resultados do perfil de expressdo sejam confidveis é necessario um passo de
normalizacdo dos dados extraidos desse sistema. Genes normalizadores tambem
conhecidos como Housekeeping Genes sdo tidos como padrdo-ouro para
normalizacdo de dados de RT-PCR. Como ndo existe um gene normalizador
universal, este deve ser validado para o tipo de amostra a ser estudada. Ainda nao ha
estudos publicados que tenham avaliado e validado o melhor gene normalizador para
estudos do Cancer de Prostata em culturas celulares prostaticas. Assim, este estudo
buscou avaliar e validar, dentre cinco candidatos, o gene mais adequado para a
normalizacdo de dados de expressdo génica em cultura priméaria de células de
carcinoma prostatico. Com o auxilio de analises feitas por softwares especificos para
busca de genes normalizadores, este trabalho apresenta o gene Aminolevulinato
delta-sintase 1 como sendo o mais adequado gene normalizador, dentre os cinco
genes analisados, para estudos de expressdao génica do Cancer de Prdstata em

culturas primarias de células de carcinoma prostético.



INTRODUCAO

Céancer de Prostata (CaP)

A préstata € uma glandula exdcrina do sistema reprodutor masculino,
regulada por androgénios, que circunda a porcao uretral logo abaixo da bexiga. Além
da importancia na protecdo do trato urinario contra infeccfes, este érgdo contribui
para a fertilidade, produzindo e armazenando um fluido incolor, ligeiramente
alcalino que corresponde a cerca de 30-40% do fluido seminal e que é fonte de
grande parte dos constituintes ndo-celulares do mesmo [41, 42]. Doencas prostaticas
como lesdes inflamatorias crbnicas (prostatites), hiperplasia prostatica benigna
(HPB) e o céancer de proéstata (CaP) sé@o extremamente comuns em homens de mais
idade [42], sendo a HPB e o CaP as formas clinicamente mais importantes do
crescimento anormal da préstata [43]. Noventa por cento dos homens desenvolvem
HPB ou CaP entre a quarta e a nona década de vida [42], no entanto, o cancer de
prostata é diagnosticado em muito poucos homens com menos de 50 anos (menos de
1% dos pacientes) [44]. Entre todos os tipos de cancer, este é considerado o cancer
da terceira idade, uma vez que atinge trés quartos da populacdo masculina acima de
65 anos [44, 45].

Devido a sua magnitude no quadro de morbimortalidade em homens, o
cancer de prostata ja representa um problema de Salde Publica. Em valores
absolutos, é o sexto tipo de cancer mais comum no mundo e 0 mais prevalente em
homens, representando cerca de 10% do total de canceres. No Brasil, nas regifes
Centro-Oeste e Sudeste, o CaP é o mais incidente entre os homens, superando
inclusive o cancer de pele ndo-melanoma. O cancer de prostata também ocupa a

primeira posi¢do em incidéncia no estado do Rio Grande do Sul, apesar de na regido



Sul esta neoplasia ser a segunda mais comum entre a populagdo masculina. Em 2008
0 numero de mortes causadas pela doenca chegou a 11.955. O nimero de casos
novos de cancer de prostata estimado para o Brasil no ano de 2010 foi de 52.350,
valor este que vem crescendo a cada ano. Estes valores correspondem a um risco
estimado de 54 casos novos a cada 100.000 homens. O aumento observado nas taxas
de incidéncia no Brasil pode ser parcialmente justificado pela evolucdo dos métodos
diagndsticos (exames), pela melhoria na qualidade dos sistemas de informacdo do

pais e pelo aumento na expectativa de vida da populacdo [45].

Perfil de expressao génica no Cancer de Préstata

Apesar de 0 nosso conhecimento sobre o contexto hormonal, nutricional e
ambiental do desenvolvimento do céncer de prostata ter avancado muito gracas a
estudos que vém sendo desenvolvidos na area, muito permanece por ser entendido
acerca da patogénese dessa doenca. O cancer prostatico € uma doenca
biologicamente heterogénea com consideravel variacdo na agressividade clinica,
sendo que o seu comportamento pode ser considerado um resultado direto ou indireto
de alteracGes anormais na expressdo génica de células prostéaticas epiteliais [2]. Tais
mudancas no padrdo de expressao génica acarretam implicacGes determinantes no
funcionamento das células, do tecido e do organismo como um todo. Essas mudancas
podem estar, por exemplo, relacionadas ao desenvolvimento da doenca, a sua
manifestacdo e a morte celular [46]. No entanto, os eventos moleculares responsaveis
pela progressdo do CaP de uma doenca assintomatica, sem grandes complicacGes
para a vida do paciente, para uma doenca que o coloque em risco ainda ndo estdo

bem esclarecidos [2].



Dessa forma, muitos autores tém utilizado o perfil de expressdo génica de
tumores prostaticos a fim de detectar alteracbes moleculares que possam estar
relacionadas com o desenvolvimento tumoral [3-6]. Todos estes trabalhos buscam
identificar genes alvo que estejam com seu perfil de expressdo alterado nesta
condicdo patoldgica. Tais genes podem ajudar na melhor compreensdo de
determinantes moleculares correlacionados com o estadiamento do tumor em
pacientes acometidos pela doenca e na antecipacdo do seu comportamento clinico. A
determinacdo de um perfil de expressdo génica prostatica contribuiria para o melhor
prognostico desses pacientes, para a melhor estratificagdo do tumor, permitindo sua
classificagdo em clinicamente significante ou ndo, no desenvolvimento de
ferramentas de deteccdo precoce da patogenia e na identificacdo de futuros alvos de
intervencao terapéutica [2].

A avaliacdo das alteracfes na expressdo do RNA mensageiro (mMRNA) é
comumente utilizada para analisar a resposta transcricional de genes a estimulos
externos, bem como a resposta transcricional dos mesmos em uma condicdo
patologica. Muitas sdo as técnicas disponiveis no universo cientifico para analise
quantitativa da expressao diferencial de transcritos de mRNA a partir de um tecido
ou de linhagens celulares. Entre as mais conhecidas estdo a tecnologia do macro e do
microarranjo de DNA, o sequenciamento de ESTs (Expressed Sequence Tags), SAGE
(Serial Analysis of Gene Expression), Northern Blot, Reacdo em cadeia da

polimerase a partir da transcricéo reversa (RT-PCR) convencional e em tempo real.
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Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a partir de
Transcricdo Reversa (QRT-PCR) e diferentes métodos de normalizacéo

de dados

A Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a partir de Transcrigdo
Reversa (QRT-PCR), é uma técnica ja bem estabelecida, de simples realizacdo, sendo
largamente utilizada em estudos de expressdo génica uma vez que possibilita uma
rapida, sensivel e acurada avaliacdo dos niveis de mRNA em amostras biolégicas [7].
A partir de uma quantidade minima de amostra, moléculas de DNA ou de cDNA sdo
amplificadas enzimaticamente milhares ou milhdes de vezes de forma bastante
rapida. Os métodos convencionais de quantificacdo de RNA vém sendo
gradativamente substituidos por esta técnica, a qual tem mostrado representar com
alta confiabilidade o padrdo de expressdo génica de um determinado grupo de
amostras ou de um conjunto de diferentes amostras quando avaliadas
concomitantemente.

Por ser um método constituido de multiplos passos de realizacdo, desde a
obtencdo das amostras até a andlise dos dados de amplificacdo, existe uma
variabilidade inerente nessa técnica, o que poderia levar a uma distor¢do dos valores
reais de expressdo caso 0s dados extraidos desse sistema ndo sejam devidamente
corrigidos. Desse modo, faz-se necessaria uma estratégia de normalizacdo adequada
para informacGes quantitativas geradas a partir da amplificacdo do material genético,
com 0 objetivo de permitir comparacdes acuradas entre as amostras. Sem uma
normalizacdo apropriada, o perfil de expressdo de um gene alvo pode ser
erroneamente interpretado [8]. Dentre os fatores geradores de variagdes na técnica

estdo: a propria variabilidade inerente do RNA, os protocolos de extracdo que podem
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co-purificar inibidores e as discrepancias de eficiéncia entre as amostras durante o
processo de transcri¢do reversa e da PCR que comprometam as analises [22].

Muitas estratégias tém sido propostas para a normalizacdo de dados obtidos
pela técnica de qRT-PCR, as quais vao desde a escolha de quantidades amostrais
semelhantes até o uso de um gene de referéncia. A normalizacdo pelo método de
padronizacdo do tamanho amostral (peso e tamanho do tecido) é o primeiro passo
para reduzir erros experimentais. No entanto, pode ser dificil garantir que diferentes
amostras, ainda que possuam mesmo peso e tamanho, contenham a mesma
quantidade de células, por exemplo. Embora sendo um passo importante de
normalizacdo, esta ferramenta por si s6 ndo é suficiente. As avaliagdes quantitativas
e qualitativas precisas do RNA antes do passo de transcricdo reversa também séo
essenciais, uma vez que garantem quantidades semelhantes de RNA que sera
transcrito em DNA complementar (cCDNA) entre as amostras. Entretanto, este
método possui a desvantagem de ndo controlar as variacdes inerentes das reacées
posteriores de transcricdo reversa ou de PCR. Outra sugestdo € o uso do DNA
genbmico, j& que, em teoria, todas as células do organismo possuiriam
aproximadamente a mesma quantidade de material genémico e que, com o uso dessa
ferramenta, o passo de transcricdo reversa nao se faria mais necessario para a
amplificacdo via gPCR. Porém, em células tumorais, alvo deste estudo, um
determinado locus pode conter um nimero maior de copias quando comparadas a
células ndo-replicativas. Além disso, os procedimentos de extracdo de RNA
geralmente ndo sdo desenhados para co-purificar o DNA, causando variacdo no
rendimento de DNA genbmico extraido das amostras. Por fim, a normalizacdo por
gene de referéncia é um método simples e popular para controle interno de erros

gerados durante a reagdo de PCR em tempo real [7]. Uma quantificacdo acurada de

-12 -



um gene de referéncia verdadeiro permite a normalizagcdo das diferengas na
quantidade de RNA ou de cDNA amplificado em amostras individuais geradas por:
i) diferentes quantidades de material inicial, ii) variagdes na qualidade desse material
e iii) diferengas na extracdo do RNA ou na sintese de cDNA, uma vez que o gene de
referéncia é exposto aos mesmos passos experimentais que o gene de interesse. Além
disso, o procedimento é simplificado uma vez que tanto o gene de interesse quanto o
gene normalizador sdo mensurados utilizando-se a mesma técnica [7]. Segundo de
Jong e colaboradores, até 0 momento, o uso de genes de referéncia é o padrdo-ouro

para normalizar as fragbes de mRNA [9].

Housekeeping Genes, genes de referéncia, genes constitutivos

ou genes normalizadores

Housekeeping Genes (HKGs), também chamados genes de referéncia,
constitutivos, normalizadores ou de manutencao, por definicdo, mantém as funcées
metabolicas basicas das células e fornecem suporte ao longo do ciclo celular [10].
Esses genes sdo expressos em niveis constantes entre os diferentes tecidos de um
organismo, em todos os estagios do seu desenvolvimento, ndo sofrendo alteracéo
pelos tratamentos experimentais. Para ser usado como referéncia, um gene deve
apresentar estabilidade, expressdo ndo-regulada no tipo de amostra analisado e deve
ter seu nivel de expressdo semelhante aos niveis de transcritos do(s) gene(s) em
estudo [34]. Genes constitutivos ou HKGs satisfazem esses critérios e sdo utilizados
com o propdsito de normalizacdo em muitos estudos de expressdo [12].

Estes genes regulam funcgdes celulares béasicas e estdo presentes, se ndo em
todas, na maioria das células, codificando, por exemplo, componentes do

citoesqueleto (fS-actina); do complexo principal de histocompatibilidade (5-2-
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microglobulina); da via glicolitica (gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
fosfogliceroquinase 1); da recuperacdo metabdlica de nucleotideos (hipoxantina
ribosiltransferase); do dobramento de proteinas (ciclofilina) ou da sintese de
subunidades ribossomais (RNAr).

Estudos de expressdo génica que fazem uso de Housekeeping Genes para
normalizacdo dos dados de expressdo utilizam, em sua grande maioria, 0S genes f-
actina (ACTB), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), g-glicuronidase
(GUSB), hypoxantina-guanina fosforibosil transferase 1 (HPRT1) e a subunidade
menor do ribossomo (18S). No entanto, muitas publicacGes tém demonstrado que f-
actina [47] e GAPDH [48-51] variam consideravelmente e consequentemente sdo
referéncias inadequadas para a analise de transcritos de RNA [52]. De acordo com
Schmittgen e colaboradores, preferencialmente, os niveis de expressao do gene a ser
utilizado como normalizador devem ser similares aos do gene de interesse [53].
Assim, 0 uso de transcritos de RNAs ribossdomicos (rRNAS) para gene de referéncia,
como 18S e 28S, fica comprometido, ja que a expressdo desses genes se da em maior
quantidade que a dos genes precursores de MRNA (2-3% do RNA total), os quais séo
alvos usuais em estudos de expressdao. Além disso, ficou evidenciado que a
transcricdo de rRNAs ¢ afetada por fatores bioldgicos e por drogas [54-56]. Outra
desvantagem no seu uso é a auséncia de rRNAs em amostras purificadas de cDNA
sintetizadas exclusivamente a partir de mRNA utilizando-se um oligonucleotideo
complementar a cauda de poli-A, caracteristica do mRNA [32].

Estes fatos evidenciam um procedimento bastante comum nos trabalhos
cientificos de hoje, que mesmo sabendo-se que variacfes na expressdo de genes
normalizadores podem comprometer o passo de normalizagdo dos dados de

expressao de um gene alvo [8, 22, 32, 35], os genes de referéncia comumente aceitos
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séo frequentemente utilizados sem o processo devido de validagdo sob as condigdes
experimentais a que serdo submetidas as amostras. A normalizagéo imprecisa leva a
uma quantificacdo inadequada nos niveis de mRNA e a conclusBes precipitadas
sobre a expressao génica [21]. As evidéncias hoje disponiveis revelam que nao existe
um gene normalizador universal [7], sendo que o nivel de transcricdo desses genes
pode variar entre diferentes tipos de tecidos (normal e patoldgico) e sob diferentes
condi¢des de tratamento [12]. Dessa forma, os genes de referéncia enddégenos devem
ser escolhidos levando-se em conta o tipo de tecido a ser analisado e as condicdes
experimentais especificas aplicadas as amostras.

N&o existem estudos especificos publicados com cultura celular de tumores
prostaticos que tenham avaliado e validado o melhor gene normalizador para estudos
de expressdo do CaP. Os estudos de expressdo génica ja realizados com tecido
prostatico e com linhagem celular utilizam, na sua maioria, 0os genes GAPDH
(gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase) [23], f-actina [2, 24, 25], 18S [26] e B2M
(beta-2-microglobulina) [27]. No entanto, trabalhos tém mostrado variagdes em
alguns desses genes em tecidos prostaticos [28-30], sugerindo que 0S mesmos Sdo
inapropriados para uso como gene de referéncia em estudos de expressao génica para
essas amostras.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar controles enddgenos
apropriados para a normalizacdo em estudos de expressdo génica por RT-PCR em
tempo real em cultura primaria de células de carcinoma prostatico. Para este
propésito foram selecionados, com base na literatura, os genes que codificam as
proteinas Aminolevulinato delta-sintase 1 (ALAS1), Beta-2-microglobulina (B2M),
Hipoxantina fosforibosiltransferase 1 (HPRT1), Proteina de ativacdo tirosina 3-

monooxigenase 5-triptofano, polipeptideo zeta (YWHAZ) e Complexo succinato
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desidrogenase, subunidade A, flavoproteina (Fp) (SHDA), todos estes j& previamente
avaliados em outros tecidos ou em diferentes tipos amostrais por outros trabalhos

cientificos [21, 31].

Descricéo dos genes candidatos a normalizadores

ALAS 1

O gene ALAS1 [Homo sapiens], localizado no brago curto do cromossomo 3
(3p21.1), codifica a enzima de nome oficial Aminolevulinato delta-sintase 1
(nomenclatura oficial atribuida pelo HGNC [57]), a qual catalisa a reacdo de
condensagdo do aminoacido glicina com a succinil-coenzima A para formar o acido
delta-aminolevulinico. Esta enzima participa da via de biossintese do grupamento
heme presente na hemoglobina. Existem duas isoenzimas aminolevulinato delta-
sintase tecido-especificas: uma enzima constitutiva (housekeeping enzyme)
codificada pelo gene ALAS1 e uma enzima eritroide codificada pelo gene ALAS2

[58].

HPRT1

Também conhecido como HPRT, HGPRT ou HPRT1, o gene da Hipoxantina
fosforibosiltransferase 1 [Homo sapiens], localizado no brago longo do cromossomo
X (Xg26.1), codifica uma proteina da classe das transferases, a qual catalisa a
conversao de hipoxantina em inosina monofosfato e guanosina monofosfato por
transferéncia do grupo 5-fosforibosil a partir do 5-fosforibosil 1-pirofosfato. Esta
enzima desempenha papel central na geracdo de nucleotideos (purinas) por meio da
via de recuperacdo de purinas. Mutagdes neste gene resultam na Sindrome de Lesch-

Nyhan ou na doenga da Gota [59].
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B2M

O gene da Beta-2-microglobulina [Homo sapiens], de localizacéo
cromossdmica 15¢q21-g22.2, codifica uma proteina sérica que se encontra associada
por ligagcbes ndo-covalentes & cadeia pesada do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) de Classe | na superficie de quase todas as células
nucleadas. Uma mutacdo no gene que codifica essa proteina resulta em

hipoproteinemia hipercatabdlica [60].

YWHAZ

Este gene, localizado no brago longo do cromossomo 8 (8g23.1), codifica a
Proteina de ativacdo tirosina 3-monooxigenase 5-triptofano, polipeptideo zeta
[Homo sapiens] (nomenclatura oficial - HGNC [57]), a qual pertence a familia 14-3-
3 de proteinas mediadoras do sinal de transducdo por ligacdo a proteinas que
contenham fosfoserina na sua molécula. A interacdo dessas proteinas com proteinas

IRS1 sugere seu papel na regulacdo da sensibilidade a insulina [61].

SDHA

O gene do Complexo succinato desidrogenase, subunidade A (SDHA) [Homo
sapiens], de localizacdo cromossdmica 5pl15, codifica uma flavoproteina, a qual
participa do Ciclo de Krebs e da Cadeia Respiratoria como principal subunidade
catalitica da succinato-ubiquinona oxidoredutase (subunidade A). Este € um
complexo da cadeia respiratéria mitocondrial composto por quatro subunidades
codificadas pelo nucleo, localizado no interior da membrana mitocondrial. Mutagdes
neste gene estdo associadas a Sindrome de Leigh, uma forma de deficiéncia da cadeia
respiratoria mitocondrial [62].
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Resumo

Introducéo

Genes de referéncia, geralmente referidos como housekeeping genes, séo
frequentemente utilizados para normalizar os niveis de mRNA entre diferentes
amostras nas reacdes de gPCR. A selecdo de genes de referéncia é critica para estudos
de expressdo génica uma vez que a expressao desses genes pode variar entre tecidos
ou células e pode sofrer variacbes em virtude de tratamentos experimentais. O
objetivo deste estudo foi a avaliacdo sistematica de cinco candidatos a gene
normalizador, Aminolevulinato sintase 1 (ALAS1), Beta-2-microglobulina (B2M),
Hipoxantina fosforibosil-transferase 1 (HPRT1), Complexo succinato desidrogenase,
subunidade A (SDHA) e Proteina de ativacao tirosina 3-monooxigenase 5-triptofano,
polipeptideo zeta (YWHAZ), com caracteristicas funcionais distintas, para estudos de

expressdo génica em cultura primaria de células de carcinoma prostatico.

Resultados

Em virtude da elevada variabilidade do gene SDHA, ja verificada no resultado
de amplificacdo das amostras em estudo, este foi excluido das analises posteriores. A
estabilidade dos demais candidatos a gene normalizador foi analisada usando o0s
softwares geNorm e NormFinder. A andlise realizada por ambos os programas foi
bastante semelhante e indicou o gene ALAS1 como sendo o mais estavel em todas as

amostras deste estudo.

Conclusao

Para o proposito de normalizacdo em estudos de perfil de expressao génica o
gene ALASL é recomendado como o gene de referéncia mais adequado em cultura

priméria de células de carcinoma prostatico.
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Introducéo

O cancer de préstata (CaP), em valores absolutos, é o sexto tipo de cancer
mais comum no mundo e 0 mais prevalente em homens, representando cerca de 10%
do total de céanceres. Esta continua sendo a segunda maior causa de morte por cancer
em homens, ficando atras apenas do cancer de pulmédo [1]. Apesar de 0 nosso
conhecimento sobre o contexto hormonal, nutricional e ambiental do desenvolvimento
do CaP ter avancado muito gracas a estudos que vém sendo desenvolvidos na area,
muito permanece por ser entendido acerca da patogénese dessa doenga. O céncer
prostatico é uma doenca biologicamente heterogénea com consideravel variagdo na
agressividade clinica, sendo que o seu comportamento pode ser considerado um
resultado direto ou indireto de alteracfes anormais na expressdo génica de células
prostaticas epiteliais [2]. No entanto, os eventos moleculares responsaveis pela
progressdao do CaP de uma doenca assintomatica, sem grandes complicacdes para a
vida do paciente, para uma doenca que o coloque em risco ainda ndo estdo bem
esclarecidos [2]. Dessa forma, muitos autores tém utilizado o perfil de expressao
génica de tumores prostaticos com a finalidade de detectar alteracdes moleculares que
possam estar relacionadas com o desenvolvimento tumoral [3-6]. A determinacédo de
um perfil de expressdo génica prostatica contribuiria para o melhor prognostico desses
pacientes, para a melhor estratificacdo do tumor, permitindo sua classificacdo em
clinicamente significante ou ndo, para o desenvolvimento de ferramentas de deteccédo

precoce da patogenia e para a identificacdo de futuros alvos de intervencéo terapéutica

[2].
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A Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a partir de Transcri¢éo
Reversa (QRT-PCR), é uma técnica ja bem estabelecida, de simples realizacdo, sendo
largamente utilizada em estudos de expressdo génica uma vez que possibilita uma
rapida, sensivel e acurada avaliacdo dos niveis de mMRNA em amostras bioldgicas [7].
Por ser um método constituido de multiplos passos de realizacdo, desde a obtencdo
das amostras até a analise dos dados de amplificacdo, existe uma variabilidade
inerente nessa técnica, 0 que pode gerar variagcdes entre a expressao real de genes e,
consequentemente, entre a caracterizacdo das amostras. Desse modo, faz-se necessaria
uma estratégia de normalizacdo adequada para informagdes quantitativas geradas a
partir da amplificacdo do material genético, com o objetivo de permitir comparacdes
acuradas entre as amostras. Sem uma normalizacdo apropriada, o perfil de expressao
de um gene alvo pode ser erroneamente interpretado [8]. Muitas estratégias de
normalizacdo tém sido propostas, no entanto, até 0 momento, o uso de genes de
referéncia tem sido considerado padréo-ouro para normalizar as fragdes de mRNA de
amostras biologicas [9].

Housekeeping genes (HKGs), também chamados genes de referéncia ou de
manutencdo, por definicdo, mantém as funcdes metabolicas basicas das células e
fornecem suporte ao longo do ciclo celular [10]. Para ser usado como referéncia, um
gene deve apresentar estabilidade, expressao ndo-regulada no tipo de amostra
analisado, ndo sofrer variacdes sob diferentes condicGes de tratamento experimental e
deve ter seu nivel de expressdo semelhante aos niveis de transcritos do(s) gene(s) em
estudo [11]. Genes constitutivos ou Housekeeping Genes satisfazem esses critérios e
sdo utilizados com o proposito de normalizagdo em muitos estudos de expressao [12].

A descoberta do silenciamento de genes mediado por RNAs dupla fita

proporcionou rapidamente seu uso como método de escolha para blogquear a expressao
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de um gene. [13] Em 1998, Fire e colaboradores observaram que duplas fitas de RNA
(dsRNA) podem induzir um potente efeito de silenciamento de genes no nematddeo
Caenorhabditis elegans. [14] Este processo é chamado de RNA de interferéncia
(RNAI), e apesar de ter originado uma técnica que é amplamente usada para induzir
fendtipos de perda de funcdo por inibir a expressdo génica pos-transcricionalmente
[15], o RNAI é um processo evolutivamente conservado entre plantas e animais como
um mecanismo de interferéncia na replicacdo viral ou atividade de transposons, ou em
resposta a outras formas de expressdo génica inapropriadas [16-18]. Wright e
colaboradores relataram o uso bem-sucedido de siRNAs (small interfering RNAS),
uma das formas de silenciamento génico por RNAI, para suprimir a expressdo
enddgena do receptor de androgénios (AR) em células LNCaP. [19]

Em trabalho com cultura priméria e linhagem celular de queratindcitos
epidermais humanos ficou demonstrado que o silenciamento de genes pela técnica de
RNAI pode afetar a expressao, nessas células, de genes frequentemente usados como
normalizadores. [20]

Mesmo sabendo-se que uma normalizacdo imprecisa dos dados leva a uma
quantificacdo inadequada nos niveis de mRNA e a conclusdes precipitadas sobre o
perfil de expressdo de genes alvo, atualmente é bastante comum em trabalhos
cientificos o uso de genes de referéncia comumente aceitos como normalizadores sem
que tenha havido validacdo prévia adequada deste gene sob as condicdes
experimentais a que seriam submetidas as amostras [21]. As evidéncias hoje
disponiveis revelam que ndo existe um gene normalizador universal [7] e que este
deve ser escolhido e validado levando-se em conta o tipo de tecido a ser analisado e as

condigdes experimentais especificas aplicadas as amostras [22].
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N&o existem estudos especificos com cultura celular de tumores prostaticos
que tenham avaliado e validado o melhor gene normalizador para estudos de
expressao do CaP. Os estudos de expressdo génica ja realizados com tecido prostético
e com linhagem celular utilizam, na sua maioria, os genes GAPDH (gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase) [23], B-actina [2, 24, 25], 18S [26] e B2M (beta-2-
microglobulina) [27]. No entanto, trabalhos tém mostrado variagdes em alguns desses
genes em tecidos prostaticos [28-30], sugerindo que 0s mesmos sdo inapropriados
para uso como gene de referéncia em estudos de expressdo génica para essas
amostras.

Assim, o objetivo deste trabalho foi identificar controles endogenos
apropriados para a normalizacdo em estudos de expressdo génica por RT-PCR em
tempo real em culturas primarias de células de carcinoma prostatico submetidas ou
ndo a tratamento experimental de silenciamento do receptor de androgénios (AR) pela
técnica de RNA de interferéncia (RNAI). Foram incluidas algumas amostras de tecido
prostatico (hiperplasia prostatica benigna e carcinoma de préstata) para verificar se as
mesmas também expressam 0s genes em estudo. Para este propdsito foram
selecionados 0s genes que codificam as proteinas Aminolevulinato delta-sintase |
(ALAS1), Beta-2-microglobulina (B2M), Hipoxantina fosforibosiltransferase |
(HPRT1), Complexo succinato desidrogenase, subunidade A, flavoproteina (Fp)
(SHDA) e Proteina de ativacao tirosina 3-monooxigenase 5-triptofano, polipeptideo
zeta (YWHAZ), todos estes ja previamente avaliados por outros trabalhos cientificos

em outros tecidos e em diferentes tipos amostrais [21, 31].
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Resultados

A fim de identificarmos o melhor gene para controle interno em estudos de
expressdo génica em cultura priméria de células de carcinoma prostatico, foi avaliada
a expressao de cinco genes ja descritos como genes constitutivos (Aminolevulinato
delta-sintase |  (ALAS1), Beta-2-microglobulina  (B2M),  Hipoxantina
fosforibosiltransferase | (HPRT1), Complexo succinato desidrogenase, subunidade A,
flavoproteina (Fp) (SHDA) e Proteina de ativagdo tirosina 3-monooxigenase 5-
triptofano, polipeptideo zeta (YWHAZ)). Todos os genes possuem fungdo celular
conhecida, compreendendo desde a participacdo em vias metabdlicas (ALAS1, HPRT1
e SDHA), transducao de sinal (YWHAZ) ate a participacdo no Sistema Imunitario com
0 Complexo Principal de Histocompatibilidade de Classe | (B2M). A tabela 1 fornece

informac0es adicionais sobre cada gene candidato.

Curva-padréo e eficiéncia de amplificacao

A curva-padrao para cada reacdo de gPCR foi construida a partir de diluicbes
seriadas de um pool de mRNA de tecido prostatico (de 2 ng a 0,0002 ng). Cada
amostra a ser quantificada foi diluida na proporcdo de 1:10 para que seu valor de
quantificacdo ficasse dentro do intervalo da curva-padrdo. A eficiéncia (E) de cada
reacdo deve estar dentro do intervalo de 90-110% para ser considerada aceitavel.
Reacdes com baixa eficiéncia possuem baixa sensibilidade. O valor de Slope

Islope 1 " deve estar

(indicador da eficiéncia da reacdo), derivado da férmula E=10"
entre -3.3 + 10%, refletindo assim uma eficiéncia de 100% + 10%. O coeficiente de

correlacdo (R?) é outro pardmetro indicador da qualidade de uma reacdo. Um valor de
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R? >0.99 indica uma boa correlagdo entre os pontos da curva-padrdo de modo a
formar uma reta. A tabela 2 traz as informacdes sobre as reactes de gPCR para cada
par de primers utilizado. Excetuando-se o gene SDHA, os valores de eficiéncia das
reagOes para os genes testados ficaram entre 92,332 e 105,223%, os valores de Slope
se encontraram na faixa de - 3,384 a - 3,203 e os valores do coeficiente de correlacéo
(R?) variaram de 0,972 a 0,992. A amplificacdo de um produto especifico (esperado) é
evidenciada pela presenca de um pico Unico na curva de desnaturacdo ou de
dissociacdo (melting-Tm). Os gréficos de amplificacdo, da curva-padréo e da curva de
desnaturacdo para cada gene testado estdo apresentados nos arquivos adicionais
(Anexo 1). O gene SDHA (Complexo succinato desidrogenase, subunidade A,
flavoproteina (Fp)) foi excluido das analises posteriores por apresentar os valores de
qualidade da reacdo fora dos parametros esperados. Apesar de apresentar um bom
coeficiente de correlacdo (0,981), o valor de Slope da reacdo foi de - 2,546,
correspondendo a uma eficiéncia de 147,017%, portanto, fora dos padrbes aceitaveis
(Tabela 2). Alem disso, observando-se os valores de quantidade gerados a partir da
amplificacdo das amostras para este gene constatamos que ndo € um gene
normalizador adequado, uma vez que os valores de quantidade das amostras variaram
de 0,328 ng até 406,835 ng, com diversos pontos excedendo os limites superiores da

curva-padrdo (Anexo 1 — Figura 5 b).

Nivel de expressao dos genes candidatos

Os genes analisados mostraram diferentes niveis de expressdo, conforme
determinado pelo ciclo limiar (Ct). B2M mostrou os maiores niveis de expressdo,
correspondentes a valores mais baixos de Ct, enquanto HPRT1 mostrou 0os menores
niveis de expressdo, com ciclo limiar tardio. Nenhum dos genes analisados mostrou

uma expressdo constante, como pode ser observado na figura 1, que apresenta a
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disperséo dos valores de Ct obtidos para as amostras analisadas. Dessa forma, estes
dados ndo fornecem informacdo suficiente sobre a estabilidade de expressédo dos
genes estudados para assegurar a escolha de um bom gene normalizador. Foi entéo
feita a analise da estabilidade dos genes em estudo utilizando softwares que usam

algoritmos especificamente desenvolvidos para este fim.

Estabilidade de expressao dos genes analisados

Os dados obtidos para cada gene de referéncia em cada amostra analisada
foram avaliados utilizando-se softwares especificos para busca de genes
normalizadores, o geNorm [32] e o NormFinder [33]. geNorm é um programa
disponivel on-line, de livre acesso, cuja plataforma de trabalho € o Microsoft Excel
(Windows Office). Este software fornece um ranking dos genes testados baseado no
valor de estabilidade (valor M) calculado para cada gene de acordo com o principio de
que a razdo de expressdo entre dois genes normalizadores ideais € a mesma em todas
as amostras, nao levando em consideracdo as condicdes experimentais ou o tipo
celular. Uma variacdo na razdo de expressdo de dois housekeeping genes verdadeiros
reflete o fato de que um, ou ambos, 0s genes ndo sdo constitutivamente expressos (0
aumento na variacdo da razdo corresponde a uma reducdo da estabilidade de
expressdo). Assim, o valor M representa o valor de estabilidade média de expressdo
de um determinado gene em comparacdo com o0s demais genes analisados nas
amostras em questdo; este valor deve ser menor do que 1,5 [32]. Genes com 0 menor
valor de M apresentam maior estabilidade de expressdo. O software permite a
exclusdo sucessiva dos genes que apresentarem maior valor M, seguida sempre de
novo calculo deste valor para cada gene considerando apenas 0s genes restantes de

modo que, ao final deste processo, este método apresenta a combinacdo de dois genes
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candidatos com valores de expressdo similares como sendo os mais adequados para
uso como normalizadores.

As amostras foram divididas em 3 grupos: Grupo 1) células sem nenhum tipo
de tratamento (amostras basais e grupos controle dos experimentos) (N=9), Grupo 2)
células que receberam algum tratamento (silenciamento com siRNA e controle
inespecifico) (N= 24) e Grupo 3) amostras de tecido prostatico tumoral (N=2) e de
hiperplasia prostética benigna (N=3), que ndo foi analisado junto com os demais
grupos devido ao pequeno nimero amostral. Aplicando-se esta ferramenta analisando-
se apenas amostras de cultura de células prostaticas tumorais (Grupos 1 e 2),
submetidas ou ndo a tratamento experimental, o programa identificou o menor valor
M para os genes ALAS1 e YWHAZ (M = 0,556) em relacdo aos demais (Figura 2).
Para a andlise dos dados dentro do Grupo 1 apenas, 0S genes sugeridos como mais
estaveis foram ALAS1 e B2M (M = 0,520) (Figura 3). J& para a analise das amostras
pertencentes ao Grupo 2, a melhor combinacéo de genes apontada foi para ALASL e
YWHAZ, a qual apresentou o menor valor de M (M = 0,563) (Figura 4). Em todas as
analises, o gene HPRT1 mostrou-se como sendo o mais variavel de todos (Figuras 2, 3
e d).

Como ndo existe um consenso a respeito de qual é a ferramenta de validacédo
de genes normalizadores mais adequada, utilizamos também o algoritmo NormFinder
[33], também disponivel on-line com acesso livre, para as analises dos dados dos
genes em questdo. Esta ferramenta, diferentemente do software geNorm, examina a
estabilidade de expressao de cada gene independentemente dos demais analisados. A
aplicacdo do NormFinder estima a variacdo na expressao génica, levando em conta a
possivel variacdo ao longo de subgrupos amostrais. Esta é a principal diferenca entre

geNorm e NormFinder, uma vez que este permite a divisdo em subgrupos de acordo
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com os tratamentos experimentais a que as amostras foram submetidas e calcula a
variabilidade de um gene levando em conta esse fator. A estabilidade dos genes é
mostrada como valor de estabilidade, sendo que o0s genes com menor valor de
estabilidade possuem alta estabilidade de expressdo [33]. Além da escolha do melhor
gene normalizador, o programa ainda fornece a melhor combinagdo de dois genes
para as amostras divididas em subgrupos como forma de compensar a variabilidade
do sistema. A variacdo dos valores de estabilidade de cada um dos quatro genes
analisados estatisticamente neste trabalho nos grupos 1 e 2 esta apresentada na figura
4. NormFinder selecionou o gene ALAS1 como 0 gene que mostrou a menor variagao
entre os grupos 1 e 2 analisados conjuntamente, uma vez que este apresentou 0 menor
valor de estabilidade (valor de estabilidade = 0,130). A melhor combinacgdo de dois
genes parece ser ALAS1 com HPRT1 (valor de estabilidade = 0,279). J& o gene
YWHAZ mostrou-se como sendo 0 mais variavel entre os grupos de estudo. Os grupos
1 e 2, quando analisados isoladamente, confirmam o resultado das analises anteriores
apontando ALAS1 como gene mais estdvel e YWHAZ como menos estavel nas
amostras avaliadas, a partir do algoritmo NormFinder (Tabela 3).

Observando-se a figura 5, verificamos um aumento do valor de estabilidade,
com consecutiva reducdo da estabilidade de expressdo, de todos os genes analisados
no grupo submetido a tratamento experimental (Grupo 2) em relagdo ao grupo
controle (Grupo 1). Este dado sugere a influéncia do tratamento experimental (neste
caso, a exposicdo a RNAI) no nivel de expressdo génica dos candidatos a
normalizadores deste estudo.

Para cada grupo analisado, os resultados obtidos pelo uso do software geNorm
parecem bem semelhantes aqueles encontrados pelo software NormFinder, exceto

pela diferente melhor combinacdo de genes proposta para os grupos 1 e 2 (ALASL e
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YWHAZ — geNorm versus ALAS1 e HPRT1 — NormFinder) (Tabela 3). Outra
diferenca foi a alternancia dos genes HPRT1 e YWHAZ na dltima posicdo de
estabilidade. Uma observacdo interessante foi o fato de o valor de estabilidade
apresentado pelo NormFinder para a melhor combinagéo de genes para os Grupos 1 e
2 (ALAS1 — HPRT1 — Valor de estabilidade = 0,279) ser maior quando comparado ao
valor calculado para o melhor gene escolhido para este grupo (ALAS1 — Valor de
estabilidade = 0,130) (Tabela 3). Tal fato pode indicar que o gene ALAS1 sozinho
seria suficiente como normalizador em estudos de expressdo para as amostras
prostaticas analisadas. Apesar de haver essas diferencas entre as analises dos dados
realizadas pelos softwares utilizados neste estudo, a tabela comparativa de valores
apresentados pelo algoritmo geNorm (Tabela 3) revela que, de acordo com os
parametros utilizados por este programa, o0s genes avaliados compartilham a
caracteristica de terem um perfil de estabilidade de expressédo dentro do esperado, uma
vez que mesmo 0s mais elevados valores de M calculados para estes genes

permaneceram abaixo do valor limitrofe de 1,5 estabelecido pelo programa [32].
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Discussao

Com a aplicacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a partir
da Transcricdo Reversa (QPCR) na determinacdo acurada do perfil de expressdo de
genes alvo, as analises de expressdo génica ja se tornaram grandemente relevantes em
varios campos da pesquisa cientifica biolégica na ultima década. Compreender o
padréo de expressdo de genes expressos pode fornecer uma nogdo mais aproximada
das complexas redes celulares regulatorias, além de permitir a identificacdo de genes
relevantes a novos processos bioldgicos ou genes implicados no desenvolvimento de
doencas [32]. Até o0 momento, 0 uso de genes normalizadores, também conhecidos
como housekeeping genes (HKGs), é tido como padrdo-ouro na normalizacdo de
dados experimentais de expressdo génica, uma vez que este método contribui para a
reducdo de possiveis variagdes resultantes das diferencas de quantidade e de qualidade
do RNA utilizado e das diferencas nas reacdes de sintese de cDNA e de gPCR [7].
Estes genes, em teoria, sdo expressos constitutivamente entre os diferentes tecidos de
um organismo, em todos 0s estagios do seu desenvolvimento, ndo sofrendo alteracédo
por tratamentos experimentais. Além disso, apresentam estabilidade e expressdo néo-
regulada no tipo de amostra analisado [34]. No entanto, sendo o desenvolvimento
tumoral um processo bastante complexo que envolve funcdes celulares alteradas em
muitos estagios, através da mudanca de quase todos os padrdes de expressao génica
[2], muitas evidéncias experimentais indicam que mesmo 0s entdo chamados genes
constitutivos ou normalizadores podem estar envolvidos na tumorigénese de canceres
como o de pulmdo, de préstata, colorretal e de bexiga [21, 31]. Incluindo genes

normalizadores classicos utilizados como referéncia, como p-actina (ACTB),
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gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH), proteina ligadora TATA-box (TBP)
e a subunidade menor do ribossomo (18S), muitos genes tém sido frequentemente
adotados da literatura para trabalhos experimentais como sendo bons normalizadores
sem terem passado pelo devido processo de validacao tecido-especifica e sem ter sido
considerada uma possivel interferéncia de tratamentos experimentais na expressao
desses genes. A escolha erronea de um gene de referéncia pode levar a resultados
irreais e consequente comprometimento da interpretacdo dos achados de expressao
génica [32, 35, 36].

As evidéncias hoje disponiveis revelam que ndo existe um gene normalizador
universal [7], sendo que o nivel de transcricdo desses genes pode variar entre
diferentes tipos de tecidos (normal e patologico) e sob diferentes condicbes de
tratamento [12]. Dessa forma, os genes de referéncia endogenos devem ser escolhidos
levando-se em conta o tipo de tecido a ser analisado e as condi¢des experimentais
especificas aplicadas as amostras. Este pode ser o primeiro estudo especifico com
cultura celular de tumores prostaticos que tenha avaliado e validado o melhor gene
normalizador para estudos de expressdo do cancer de prostata.

Os cinco genes de referéncia testados apresentam fungdes celulares conhecidas
e participam de vias celulares independentes, ndo sofrendo co-regulacdo. De acordo
com os valores de ciclo limiar médio (Ct médio), os genes estudados apresentam
diferentes niveis de expressdo génica nas amostras analisadas. Sabendo-se que o valor
de Ct é inversamente proporcional ao nivel de expressdo génica, B2M mostrou 0s
maiores niveis de expressao, correspondentes a valores mais precoces de Ct, enquanto
HPRT1 mostrou ser 0 menos expresso, uma vez que apresentou os valores de ciclo
limiar mais tardios. Nenhum dos genes analisados mostrou niveis de expressdo

constantes, dessa forma, estes dados baseados no padrdo de expressdo dos genes ndo
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fornecem informagdes suficientes sobre a estabilidade de expressédo dos mesmos a fim
de assegurar a escolha do gene normalizador mais adequado. Foi entdo necesséria a
analise da estabilidade dos genes em estudo por meio de algoritmos especificamente
desenvolvidos para este fim.

As ferramentas especificas de busca de genes normalizadores mais adequados
para estudos de expressao génica (softwares geNorm e NormFinder) utilizadas para a
analise dos dados amostrais apresentaram resultados bastante semelhantes para as
amostras em questdo. De acordo com os parametros utilizados pelo algoritmo
geNorm, que estabelece que somente genes com valores de estabilidade (valor M)
inferiores a 1,5 podem ser incluidos nas analises, o gene SDHA ndo se enguadrou
nesta caracteristica, uma vez que apresentou valor M acima do valor limitrofe. Ja os
genes ALAS1, B2M, HPRT1 e YWHAZ apresentaram os valores de estabilidade de
expressao (valor M) abaixo de 1,5 e seguiram na analise. Dentre estes, 0 gene ALAS1
mostrou ser 0 mais estavel para as amostras de cultura primaria de células tumorais
prostaticas, e o que parece ter sofrido a menor interferéncia do tratamento
experimental aplicado as células. Ohl e colaboradores em estudo realizado com
amostras microdissecadas de tecido prostatico tumoral ndo submetidas a tratamento
experimental, avaliaram os niveis de expressdo génica de 16 potenciais candidatos a
gene normalizador por ambos os softwares utilizados neste estudo. Dentre os genes
analisados, ALAS1, HPRT e K-ALPHA-1 (K-alfa-1 tubulina, alfa, ubiquitous) foram
indicados como a melhor combinacdo de genes para uma normalizacdo confidvel em
estudos de perfis de expressdo génica do cancer de préstata [31]. Em funcéo do baixo
nimero de amostras de tecido prostatico utilizadas em nosso estudo, ndo pudemos
confirmar este resultado para o gene ALAS1 em tecido proveniente de cancer ou de

hiperplasia benigna de prostata. A ampliacdo do nimero de amostras contribuird para
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a determinacdo do perfil de estabilidade de expressdo deste gene nas referidas
amostras.

Nossos resultados evidenciam uma possivel variacdo da expressdo de genes
constitutivos entre diferentes condi¢cGes experimentais (amostras submetidas e nédo
submetidas a tratamento com SiRNAs). O grupo de cultura celular submetido a
tratamento experimental mostra uma tendéncia de elevagdo dos valores de
estabilidade de todos os candidatos a gene normalizador quando comparado ao grupo
que ndo foi exposto a RNAI. Esta elevacdo dos valores de estabilidade dos genes
reflete no aumento da variabilidade dos mesmos. Allen e colaboradores em trabalho
realizado com cultura priméaria e linhagem celular de queratinocitos epidermais
humanos demonstraram que a transfeccdo com shRNA (RNAI) nessas células afetou a
expressao dos genes frequentemente usados como normalizadores f-actina, GAPDH e
ALASI. Para este ultimo, foi verificado um aumento de express@o correspondente ao
aumento da concentracdo do shRNA transfectado [20].

O ideal, como mencionado anteriormente, € que 0 gene a ser usado como
referéncia apresente estabilidade, expressdo ndo-regulada no tipo de amostra

analisado e que néo sofra alteracdo de expressdo por tratamentos experimentais [11].
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Conclusao

Nossos resultados apontam que, dentre os genes analisados, para o propdsito
de normalizacdo em estudos de perfil de expresséo génica por RT-PCR em tempo
real, o gene ALAS1 é recomendado como o gene de referéncia mais adequado em
cultura priméaria de células de carcinoma prostatico. O tecido prostatico (tanto
hiperplasia prostatica benigna quanto tumores prostaticos) expressa todos 0s genes
avaliados. Porém, a determinagdo do melhor gene para controle endogeno em
amostras de tecido prostatico requer a inclusdo e a avaliacdo de um maior nimero de

dados amostrais.
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Materiais e Métodos

Cultura primaria de células de carcinoma prostético

As culturas de células de carcinoma prostatico foram realizadas a partir de
fragmentos de tecido prostéatico obtidos de pacientes submetidos a prostatectomia
radical por diagndstico de cancer de prdstata (CaP), recrutados nos turnos de
ambulatério do Servico de Urologia do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).
Foram incluidos no estudo pacientes com diagnostico de cancer de prostata que ndo
haviam recebido tratamento com hormonioterapia ou quimioterapia e que nao
possuiam diagnéstico de outra neoplasia concomitante. O termo de consentimento
livre e esclarecido foi devidamente aplicado (Anexo 2).

No total, foram realizadas dez culturas de células prostaticas tumorais. Cada
fragmento coletado foi colocado em um frasco estéril contendo solugcdo salina com
sais de Hank’s (Gibco BRL, NY, USA) ¢ kanamicina 0,5 mg/mL e imediatamente
transportado em gelo para o laboratério. Em uma capela de fluxo laminar, foram
retiradas do fragmento as regides cauterizadas e com coagulos, e em seguida o tecido
foi seccionado em fragmentos menores, de cerca de 2x2 mm, que foram distribuidos
em pocos de 35 mm de placas de cultura de 6 pocos (Nunc®) (cerca de 5 fragmentos
por poco) contendo 1 mL de soro bovino fetal (SBF). Apos 24 horas, foi realizada a
retirada do SBF e a adicdo de 1 mL de meio DMEM (with High Glucose)
suplementado com 0,5 mg/mL de kanamicina, 4 mL/L de fatores de crescimento e
20% de SBF e a cada 48 horas foi realizada a troca do meio de cultivo adicionando-se
2 mL de meio em cada poco. As culturas foram mantidas por aproximadamente 10

dias em uma estufa de CO, 5% a uma temperatura de 37°C.
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Tecido Prostéatico

Um fragmento de tecido prostatico foi obtido de pacientes submetidos a
cirurgia por Hiperplasia Prostética Benigna (HPB) ou Carcinoma de Prdstata (CaP),
coletado no momento da cirurgia e imediatamente congelado em nitrogénio liquido

para analises posteriores.

Transfeccdo com siRNAs

O siRNA para o receptor de androgénios (AR) foi adquirido da Upstate
(Charlottesville, Virginia, USA). O siRNA para um gene especifico é fornecido em
um reagente chamado SMARTpool®, que combina quatro siRNAs selecionados, e
apresenta uma eficiéncia de silenciamento de 75 a 95%. A concentracdo do siRNA a
ser utilizada foi definida de acordo com o protocolo do fabricante.

Para a transfeccdo do siRNA, foi utilizado o reagente SiIMPORTER™
Transfection Reagent (Upstate). Este reagente contém uma formulacdo lipidica
catibnica que apresenta uma alta eficiéncia de transfeccdo em uma ampla variedade de
linhagens de células de mamiferos com toxicidade extremamente baixa. O kit tambem
apresenta um diluente para o siRNA. Para determinar as melhores condices de
transfeccdo que resultam na maior eficiéncia, a transfeccdo em cada tipo de cultura
celular foi otimizada com um kit de controle positivo de transfeccdo (Lamin A/C
siRNA/siAb™ Starter Kit — Upstate). Também foi usado um controle negativo de
SiRNA ndo especifico na mesma concentracdo que o siRNA experimental a cada

transfeccdo. Todas as transfeccOes foram feitas seguindo-se o protocolo do fabricante.
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Andélise da expressédo génica
Extragc&do do RNA total

As placas de cultura foram colocadas no gelo, o meio de cultura foi
desprezado e as células foram lavadas com tampdo fosfato-salino (PBS). As células
foram lisadas diretamente nas placas (9 cm?) com 1 mL/10 cm? do reagente Trizol®
(Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. Para extracdo do RNA total a partir
dos fragmentos de HPB ou CaP, o tecido foi lisado diretamente em Trizol®. A
quantificacdo do RNA foi feita através da absorbancia a 260 nm em um
espectrofotobmetro para acidos nucleicos (GeneQuant). A pureza do RNA foi
considerada satisfatoria quando a razdo das absorbancias a 260 e 280 nm foi superior

al,e.

Desenho de oligonucleotideos

Os oligonucleotideos (primers iniciadores) para a reagdo de PCR em tempo
real para os genes ALAS1, B2M e HPRT1 foram desenhados utilizando-se o programa
Primer 3 Input [37] (version 0.4.0) disponivel on-line e sintetizados pela empresa
Invitrogen [38]. As seguintes consideracdes foram levadas em conta para a escolha da
melhor sequéncia: i) contetdo de GC entre 45 e 55% (6timo de 50%); ii) temperatura
de anelamento entre 56 e 60°C (6tima de 58°C); iii) tamanho da sequéncia entre 18 e
22 pb (6timo de 20 pb); iv) exclusdo de sequéncias com auto-complementariedade e
complementariedade entre as sequéncias forward e reverse (formacdo de dimeros de

primers e de estruturas secundarias); v) tamanho do amplicon em torno de 100 pb; vi)
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desenho dos primers nos limites éxon-éxon do mRNA maduro, para evitar a
amplificacdo de introns.

Os oligonucleotideos para os genes SDHA e YWHAZ foram gentilmente
cedidos pelo professor Rogério Margis (Centro de Biotecnologia ~-UFRGS) e pela
aluna de doutorado Tamara Vaccaro (Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias

Bioldgicas: Bioquimica — UFRGS).

Reacdo em Cadeia da Polimerase a partir de Transcricao

Reversa (RT-PCR)

A avaliagdo da expressdo dos niveis de mRNA dos fatores em estudo foi
realizada a partir da técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a
partir de Transcricdo Reversa (QRT-PCR). A técnica consiste de duas etapas, sendo a
primeira a transcricdo reversa do mRNA mensageiro a DNA complementar (cCDNA),
o0 qual é submetido a Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real, que permite a
quantificacdo do cDNA submetido a amplificacdo pela enzima Tag DNA Polimerase.

A sintese do cDNA (DNA complementar) foi feita a partir de 1 ug de RNA
total, utilizando oligonucleotideo (primer) complementar a cauda poli-A caracteristica
do mRNA (Oligo(DT)124s), produzindo um cDNA mais puro, exclusivamente a partir
do mRNA. Considerando que a fracdo do mRNA corresponde a aproximadamente 2 -
3% do RNA total, estimou-se que 1 ug de RNA total daria origem a 20 ng de cDNA.
O kit utilizado para a sintese do cDNA foi o Super Script First- Strand Synthesis
System for RT-PCR (Invitrogen). A reacdo de sintese do cDNA totalizou um volume
de 21 uL, que foi armazenado a - 20°C até a amplificacdo por PCR em tempo real

(gPCR).
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PCR em Tempo Real

Trata-se de uma técnica bastante sensivel que utiliza um sistema de deteccao
continua da cinética da reacdo de RT-PCR por fluorescéncia [34]. Entre as variacfes
da técnica disponiveis, optamos pela utilizacdo do corante fluorescente SYBR Green |
[39]. O reagente utilizado nas amplificages foi o Platinum® SYBR® Green qPCR
SuperMix-UDG (Invitrogen).

O corante SYBR Green | se liga a fita dupla de DNA com um aumento de 800
a 1000 vezes na fluorescéncia. Como o corante liga-se a qualquer fita dupla de DNA,
foram realizadas as chamadas curvas de desnaturacdo ou dissocia¢do (melting-Tm), ou
seja, curvas de fluorescéncia em funcdo da temperatura. Com isso obtivemos a
especificidade do produto amplificado, uma vez que a Tm é fortemente dependente da
composicdo dos nucleotideos. Produtos de amplificacdo que ndo correspondem ao

esperado apresentam picos de desnaturacdo mais baixos.

Curva de Padronizacéo

Para cada gene em estudo foi realizada uma curva de padronizacdo, através da
qual foram calculados os valores (em ng) das amostras. A curva de padronizacao foi
obtida através de reacdes de RT-PCR feitas a partir de diluicGes seriadas de cDNA de
tecido prostatico (de 0,0002 ng a 2 ng). Cada diluicdo do cDNA foi feita em duplicata,
tanto para a curva-padrdo quanto para as amostras. As diluicdes foram escolhidas
dentro de uma faixa que incluisse o valor esperado para 0 mMRNA nas amostras. O
momento em gue ocorre 0 aumento exponencial da fluorescéncia é definido como o
ciclo limiar (threshold cycle, Ct), que é inversamente proporcional ao logaritmo (log)

da quantidade de cDNA (ng) [40]. Portanto, a curva de padronizacdo € gerada
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jogando-se os valores de Ct, em um intervalo de 95% de confianga, contra a
intensidade da fluorescéncia do SYBR Green I, correspondendo ao logaritmo das ng

de cDNA.

Protocolo geral da RT-PCR em tempo real

As condicOes da reacdo de PCR para cada gene foram padronizadas, antes de
proceder-se a quantificacdo das amostras. Foram testados: concentracdo e temperatura
de anelamento dos oligonucleotideos e duracéo de cada etapa do ciclo.

O reagente Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG é fornecido a
uma concentragdo de 2X. A mix é otimizada para reacdes com o reagente SYBR
Green, e contém: corante SYBR Green I; Platinum® Tag DNA Polimerase; dNTPS;
solugéo tampdo com concentracdes otimizadas de seus componentes (Tris-HCI, KCl e
MgCI2). Assim, as reacOes foram realizadas adicionando-se, para cada amostra, 6,25
uL deste reagente acrescido de 1 pL do corante Rox (50 nM), 0,1 uL da solugéo de
uso de cada oligonucleotideo (10 uM), 1 uL da amostra e 4,05 pL de agua, totalizando
um volume final de 12,5 uL. As amostras foram amplificadas no equipamento
StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystems).

As leituras de fluorescéncia emitidas por cada amostra nas reacdes foram
feitas ao final de cada ciclo. As reacGes foram realizadas com 40 ciclos, mas a
quantificacdo das amostras foi realizada durante o inicio do aumento exponencial da

fluorescéncia (Ct limiar), conforme descrito anteriormente.

Andlise Estatistica

A andlise dos dados de amplificacdo das amostras foi realizada com o auxilio

do software GenEx (MultiD Analysis), o qual contém os algoritmos geNorm [32] e
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NormFinder [33]. Uma vez que geNorm aceita apenas valores lineares, os valores de
Quantidade de cada amostra resultante da amplificacdo da mesma foram convertidos

pela relativizacdo a amostra que apresentou maior valor de quantidade.
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Figura 1. Niveis de expressdo (Ct) de cinco genes candidatos a
normalizadores testados em amostras prostaticas. A expressdo destes genes foi
determinada em condicgdes controle e tratada experimentalmente com siRNAs para o

receptor de androgénios.
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Estabilidade da Média de Expresséo

Valores de estabilidade da média de expresséo dos genes em estudo
paraos Grupos 1e?2
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Figura 2. Valores de estabilidade da média de expressao dos genes em estudo
pela analise com o software geNorm para os Grupos 1 e 2 (amostras de grupos
controle e submetidas a tratamento experimental), indicando a combinacdo dos dois
genes de referéncia mais estaveis. O maior valor M corresponde ao gene menos
estdvel (HPRT1), enquanto os menores valores M correspondem aos genes mais
estaveis (ALAS1, YWHAZ).
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Valores de estabilidade da média de expressédo dos genes em estudo
parao Grupo 1
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Figura 3. Valores de estabilidade da média de expressao dos genes em estudo
pela analise com o software geNorm para o Grupo 1 (amostras controle), indicando a
combinacdo dos dois genes de referéncia mais estaveis. O maior valor M corresponde
ao gene menos estavel (HPRT1), enquanto os menores valores M correspondem aos
genes mais estaveis (ALAS1, B2M).
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Estabilidade da Média de Expresséo

Valores de estabilidade da média de expresséo dos genes em estudo
parao Grupo 2
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Figura 4. Valores de estabilidade da média de expressao dos genes em estudo
pela analise com o software geNorm para o Grupo 2 (amostras submetidas a
tratamento experimental), indicando a combinacdo dos dois genes de referéncia mais
estaveis. O maior valor M corresponde ao gene menos estavel (HPRT1), enquanto 0s

menores valores M correspondem aos genes mais estaveis (ALAS1, YWHAZ).
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2,000
1,800
1,600
1,400
1,200
1,000
0,800 B Grupo 2

0,600 B Gruposle?2
0,400
0,200 -
0,000 -

B Grupol

ALAS1 BMG HPRT1 YWHAZ

Figura 5. Gréafico da variacdo dos valores de estabilidade para os genes
analisados pelo software NormFinder nos diferentes grupos amostrais, mostrando o
gene ALAS1 como sendo o que apresentou menor valor de estabilidade (gene mais

estavel) em todos os grupos analisados.
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Tabelas

Tabela 1 — Informagdes adicionais sobre o0s cinco candidatos a gene normalizador nas amostras em estudo.

Numero
Simbolo de acesso* Descricdo

Funcdo celular

ALAS1  NM_199166.1 Aminolevulinato delta-sintase 1 [Homo sapiens]

B2M NM_004048.2  Beta-2-microglobulina [Homo sapiens]

HPRT1  NM_000194.2 Hipoxantina fosforibosiltransferase 1

[Homo sapiens]

YWHAZ NM_001135699.1 Proteina de ativagao tirosina 3-monooxigenase
5-triptofano, polipeptideo zeta [Homo sapiens ]

SDHA  NM_004168.2 Complexo succinato desidrogenase,

subunidade A, flavoproteina (Fp) [Homo sapiens ]

Sintese do heme

Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC 1)
Recuperacdo metabolica

de purinas

Proteina mediadora de

sinal de transdugéo

Transporte de elétrons (Ciclo de
Krebs e Cadeia Respiratoria)

*Sequéncia de Referéncia NCBI (Gene Bank)
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Tabela 2 — Sequéncias dos oligonucleotideos (primers) para os cinco candidatos a gene normalizador analisados e informagdes sobre as
reacoes de gPCR.

Tamanhodo  Coeficiente de Eficiéncia da Valor de
Genes  Primer Sequéncia (5'-->3") amplicom (pb) correlagdo (R?) reacdo de gRT-PCR (%) Slope
ALAS1 Forward CGTGCTTTTGTGGCCAATG 100 0,984 98,109 -3,368
Reverse TGGATCATGGAGGCATGGTT
B2M  Forward CTATCCAGCGTACTCCAAAG 165 0,972 92,332 -352
Reverse  ACAAGTCTGAATGCTCCACT
HPRT1 Forward ACGTCTTGCTCGAGATGTGATG 100 0,992 97,453 -3,384
Reverse ATCCAGCAGGTCAGCAAAGAA
YWHAZ Forward TCCTTTGCTTGCATCCCAC 132 0,981 105,223 -3,203
Reverse AAGGCAGACAATGACAGACCA
SDHA Forward TGGGAACAAGAGGGCATCTG 86 0,981 147,017 -2,546

Reverse CCACCACTGCATCAAATTCATG
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Tabela 3 — Apresentacdo das analises de estabilidade de expressdo realizadas pelos softwares geNorm e NormFinder para 0s genes em
estudo em cada grupo amostral. Os candidatos a gene de referéncia estdo ordenados de acordo com o valor de estabilidade de expressédo (do

menos estavel ao mais estavel).

Amostras do grupo controle (Grupo 1) Amostras do grupo tratado (Grupo 2) Amostras dos grupos controle e tratado (Grupos 1 e 2)
geNorm NormFinder geNorm NormFinder geNorm NormFinder
Valor de Valor de Valor de

genes Valor M genes estabilidade genes Valor M genes estabilidade genes Valor M genes estabilidade
HPRT1 1049 YWHAZ 1,379 HPRT1 1257 YWHAZ 1,904 HPRT1 1,188 YWHAZ 0,814
YWHAZ 0,787 B2M 0,346 YWHAZ 091 B2M 0,525 YWHAZ 0,868 B2M 0,377
B2M 0,713 HPRT1 0,326 B2M 0981 HPRT1 0,440 B2M 0,835 HPRT1 0,356
ALAS1 0,681 ALAS1 0,122 ALAS1 0,786 ALAS1 0,219 ALAS1 0,75 ALAS1-HPRT1 0,279
ALAS1-B2M 052 ALAS1-YWHAZ 0,563 ALAS1-YWHAZ 0,556 ALAS1 0,130
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Anexos

Anexo 1

Gréficos de amplificacdo, curva-padrdo e curva de desnaturacdo (curva de
melting) resultantes da amplificacdo dos transcritos dos genes ALAS1 (figura 1),
B2M (figura 2), HPRT1 (figura 3), YWHAZ (figura 4) e SDHA (figura 5).

Em a (grafico de amplificagdo), ARn representa a diferenca entre os valores
finais e iniciais da razdo unidade de fluorescéncia da amostra por unidade de
fluorescéncia do corante Rox e esta plotado versus o nimero de ciclos da reacdo. As
linhas vermelhas representam a amplificacdo das diluicdes seriadas da curva-padrédo
e as linhas coloridas representam a amplificacdo das amostras. b (grafico da curva-
padrdo) apresenta os valores de Ct (threshold cycle) versus os valores de quantidade
das amostras. Os pontos vermelhos representam 0s pontos da curva-padrdo e 0s
pontos em azul representam as amostras. Em ¢ a curva de melting esta representada
por Derivativa negativa da fluorescéncia (Derivative Reporter (-Rn)) versus

Temperatura (°C).
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Anexo 2

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado Sr.:

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas
genéticas que possam estar associadas ao surgimento e crescimento de tumores
prostaticos, como o cancer de prostata (CaP), que sdo diagnosticados nas clinicas de
urologia. A expressdo modificada de alguns genes pode alterar o tecido normal da
prostata e levar a formacéo de tumores. Como o Sr. tem o diagndstico de carcinoma
de préstata e foi recomendado cirurgia para retirada do mesmo, gostariamos de
convida-lo para participar do estudo. Caso aceite, sua participagdo no estudo
consistira em permitir que um pequeno fragmento do seu nodulo prostatico seja
encaminhado para estudo genético. O restante do nodulo da prostata serd destinado
ao exame histologico normal.

Se o Sr. concordar, armazenaremos as amostras por até cinco anos,
para que outras caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos
do nosso grupo (nesse caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao Comité de
Etica em Pesquisa e, se possivel, sera solicitado novo termo de Consentimento como
este). No futuro, essas caracteristicas poderdo auxiliar na identificacdo precoce de
pacientes sob risco de desenvolver tumores de prostata. No entanto, os resultados
deste estudo ndo trardo beneficios diretos para o senhor.

O Sr. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa

ndo implicara em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as
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informacdes obtidas estardo a sua disposicado se assim desejar. Todos os resultados
referentes & pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo
resguardada sua total confidencialidade.

Os pesquisadores responsaveis por este projeto sdo Profa. Dra. lima
Simoni Brum da Silva (51 33083559) e Me. Gisele Branchini (51 81401240). Caso o
senhor tenha qualquer divida sobre o projeto podera nos contatar nos telefones
indicados acima. Tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa desta Instituicdo.

Eu, , fui

informado dos objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada e,
das determinacOes de caracteristicas genéticas que serdo feitas. Recebi também a
garantia de resposta a duvidas ou esclarecimentos relacionados a pesquisa e da

seguranca da confidencialidade dos dados obtidos.

Local e data:

Paciente ou responsavel:

Pesquisador:
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Este estudo foi delineado a partir da necessidade de encontrarmos um gene
normalizador mais adequado para estudos de expressao génica em cultura primaria
de células de carcinoma prostatico. A selecdo dos genes a serem estudados foi
realizada com o auxilio de ferramentas cientificas de pesquisa disponiveis on-line e
foi feita com base em dados ja publicados na literatura. Através da amplificacdo dos
transcritos dos genes selecionados por RT-PCR em tempo real, foi possivel avaliar o
padrdo de expressdo dos mesmos no tipo de amostra analisado. Com o uso de
softwares especificamente desenhados para busca dos melhores genes
normalizadores (geNorm e NormFinder) foi possivel avaliarmos a estabilidade de
expressdo dos genes em estudo. De acordo com os resultados das analises de ambos
o0s softwares, dentre 0s cinco genes avaliados, o gene ALAS1 foi 0 que apresentou
maior estabilidade de expressdo nas amostras em estudo e 0 que aparentemente
sofreu menor interferéncia do tratamento experimental a que foram submetidas as
células, sendo indicado para uso como gene normalizador em estudos de expressao

génica de tumores prostaticos em culturas celulares.

Estes resultados poderdo ser utilizados ndo somente pelo atual grupo de
pesquisa de que faco parte, mas também por outros estudos de expressdo génica que
venham a ser desenvolvidos que tenham como modelo experimental culturas
primarias de células prostaticas tumorais. Mais estudos sdo necessarios para a
avaliacdo da expressdao desse gene em outras amostras prostaticas, como em

linhagens celulares e em tecido prostatico.
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