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VARIACOES DA TECNICA DDRT-PCR PARA ANALISE DA EXPRESSAO GENICA
DIFERENCIAL EM AMOSTRAS DE CANCER DE MAMA

VARIATIONS OF DDRT-PCR TECHNIQUE FOR ANALYSIS OF DIFFERENTIAL
GENE EXPRESSION IN SAMPLES OF BREAST CANCER

RESUMO

O céancer de mama é uma das principais causas de morte em mulheres, sendo que apenas
5 2 10% dos casos s3o hereditarios. Devido & natureza multigénica do cancer e a grande
influéncia ambiental nos casos esporadicos, é de importancia fundamental o diagnéstico
precoce para a obtengdo do sucesso terapéutico. Neste contexto, embora muitos marcadores
moleculares tenham sido descritos, as informagdes levam, em sua maioria, para genes de
ocorréncia tardia. Com o intuito de isolar novos marcadores moleculares, duas variagdes
metodolégicas do DDRT-PCR para analise da expressdo génica em tecidos tumorais e
normais foram comparadas, sendo uma das técnicas a metodologia convencional que usa
entre os iniciadores uma seqiiéncia obrigatéria oligo (dT) durante a transcrigdo reversa
seguida pela PCR com um iniciador randémico. A outra metodologia usa apenas
iniciadores arbitrarios.Os amplicons gerados foram visualizados em gel de poliacrilamida
corados por nitrato de prata. Resultados revelaram que a metodologia convencional
apresentou um menor numero de bandas com maior resolugdo do que as obtidas pela
amplificagdo randémica, mas esta ultima, evita que somente sejam realizadas amplificagdes
de cDNAs correspondentes a porgdo 3"

Unitermos: Cancer de mama, ESTs, DDRT-PCR.



INTRODUCAQ

Dentre os diversos tipos de cancer, o de mama é uma das neoplasias de maior
incidéncia mundial, afetando uma em cada oito mulheres, em média. Devido a sua alta
freqiiéncia, & provavelmente o mais temido pelas mulheres, sobretudo pelos seus efeitos
psicolégicos, que afetam a percepgdo de sexualidade e a propria imagem pessoal. Ele é
relativamente raro antes dos 35 anos de idade, mas acima desta faixa etiria sua

incidéncia cresce rapida e progressivamente ( ).

No Brasil, o cdncer de mama é o que mais causa mortes entre as mulheres. Em 1998,
foram registradas 8.044 mortes decorrentes deste tipo de cancer. Dos 305.330 novos
casos de cancer com previsdo estimada em 2001, o cAncer de mama serd o principal a
atingir a populagdo feminina, sendo responsavel por 31.590 novos casos
( ). Estima-se que cerca de 5 a 10% dos casos de

cancer de mama e ovario sejam hereditarios.

Os fatores de risco do cincer de mama podem ser caracterizados como hereditarios,
ambientais e culturais. Os fatores ambientais ocupam lugar preponderante entre os
fatores de risco (aproximadamente 80 a 90% dos cinceres sio devidos ao meio
ambiente). Dentre os principais fatores ambientais citam-se: tabagismo, habitos
alimentares, alcoolismo, habitos sexuais, uso de medicamentos (ex: reposigido

hormonal), fatores ocupacionais e radiagdes (www.inca.or

Atualmente, diversos marcadores moleculares tém sido associados a0s mecanismos
envolvidos no desenvolvimento do cdncer de mama. Dentre os principais, estio os

genes BRCA1 e BRCA2; que sdo responsaveis pela maioria dos cinceres de mama do
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tipo herdado (WARMUTH er al, 1997). O termo herdado refere-se ao cancer que
ocorre quando a historia familiar sugere alta penetrancia de um gene “major” e o tipo
familiar aquele no qual um ou dois parentes em primeiro grau desenvolvem cancer
(HILL, et al., 1997). Outros genes também Ja foram isolados e apresentam relagdo com
o cancer de mama, como: SRPI, associado ao desenvolvimento metastatico
(ANISOWICZ er al., 1999); gene UDPGDH que ¢é regulado por andrégenos e esta
envolvido no mecanismo de inativagio dos esterdides sexuais (LAPOINTE &
LABRIE, 1999); gene DRIM que é regulado negativamente durante a metistase

(SCHWIRZKE et al., 1998) e muitos outros.

Estes exemplos demonstram alguns dos genes estudados, porém muitos mecanismos

deverdo ser esclarecidos num futuro préximo.

Esforgos semelhantes tém sido feitos na tentativa de obter novos marcadores
moleculares para avaliagio, diagnéstico e prognéstico da doenga esporadica. Assim,
varias técnicas tém sido desenvolvidas nos Gltimos anos para analisar a expressio
génica.

Muitos trabalhos que visam isolar e caracterizar novos genes utilizam a técnica
Differential Display como ferramenta principal, sendo uma técnica importante na
pesquisa sobre o cancer e outros estudos com humanos, animais, vegetais,

microrganismos e outros.

A técnica Differential Display de LIANG & PARDEE, (1992), ou de acordo com a
nomenclatura do PCR, DDRT-PCR (BAUER et al., 1993) pode ser uma ferramenta
muito util na tentativa de aumentar os conhecimentos sobre o cincer uma vez que

possibilita a analise da expressdo génica, sem considerar um gene alvo especifico.



A tecnologia da reacdo em cadeia dg polimerase (“PCR - Polymerase Chain
Reaction™) foi concebida por Kary Mullis em meados da década de 80 (INNIS &
GELFAND 1990; MULLIS & FALOONA 1987; SAIKI ¢ al., 1985) e desde entdo
revolucionou toda a Genética. A PCR ¢ uma técnica poderosa, que envolve a sintese
enzimatica i vitro de milhGes de copias de um segmento especifico de DNA na
presenca da enzima DNA polimerase. Esta metodologia se baseia no anelamento ¢

eXtensao enzimatica de um par de oligonucleotideos (pequenas moléculas de DNA de

especificas que “flanqueiam” a regido alvo (FERREIRA & GRATTAPAGLIA 1998).
Cada ciclo da PCR envolve 3 passos: desnaturagdo, anelamento extensio. A fita
dupla do DNA molde & desnaturada através da elevagdo da temperatura para 92 3 95°C.
Na etapa de anelamento, a temperatura € rapidamente reduzida para 35 3 60°C,
dependendo essencialmente do tamanho e da seqiiéncia do primer utilizado, permitindo
a hibridagio DNA-DNA de cada primer com as sequéncias complementares que
“flanqueiam™ a regido alvo. Em seguida, a temperatura & elevada para 72°C para que a
enzima DNA polimerase realize a extensdo a partir de cada porgio terminal 3’ dos
primers. Essa extensio envolve a adigio de nucleotideos utilizando como molde a

sequéncia alvo, de maneira que uma copia desta seqiiéncia seja produzida no processo




(FERREIRA & GRATTAPAGLIA 1998). Vatios ciclos repetidos permitem a
amplificagéo do fragmento, cujo tamanho € limitado pelos primers (por¢do 5’) (WHITE
et al., 1989).

O passo decisivo para a expansio da técnica de PCR ocorreu quando SAIKI ef al.
(1988) isolaram uma DNA polimerase (Taq polimerase) da bactéria Thermus aquaticus
que vive em fontes térmicas € polimerisa a 72°C, mantendo assim a atividade por
alguns minutos 2 95°C (FERREIRA & GRATTAPAGLIA 1998). As condigdes iniciais
para a amplificacao, tais como concentragdes de MgClz, Taq DNA polimerase € de
primers e a temperatura de hibridagdo, devem ser definidas para cada par de primers

(PASSAGLIA & ZAHA 1996).

A DDRT-PCR usa na reagao da RT primers 3’ ancorados (oligo dT), selecionando
assim apenas RNAs-mensageiros. Na PCR, combinagdes de primers 3’ ancorados,
associados a primers arbitrarios de 10 pares de base podem gerar fragmentos que se
originam principalmente da cauda poli (A) e estendem cerca de 50-600 nucleotideos
“upstream” (LIANG & PARDEE. 1992; BAUER ef al., 1993; LIANG et al., 1993). A
técnica ¢ util para gerar um padrido completo de todos os RNAs mensageiros expressos

na célula, usando um numero razoavel de pares de primers (BAUER et al., 1993).

Os primers arbitrarios de 10 pares de base ja haviam sido utilizados por
WILLIAMS et al., (1990) e WELSH & MACCLELLAND (1990) para amplificar
polimorfismos no DNA, e mais recentemente, para obter RNAs mensageiros alvos de

genes diferencialmente expressos (WELSH & MACCLELLAND 1992).

Essa técnica tem sido amplamente utilizada, com sucesso, por VArios grupos, para

isolar genes diferencialmente expressos em vérias situagdes biologicas, incluindo o



cancer, diabetes, embriogénese, desenvolvimento cerebral e outros. Sob condig¢des
apropriadas, o padrdo de fragmentos derivados de um tipo celular é reproduzivel e pode

ser comparado com os de outros tipos de células (WARTHOE e al., 1995).

Em 1992, LIANG & PARDEE, utilizaram o DDRT-PCR para comparar RNAs
mensageiros de células epiteliais mamarias humanas normais e tumorais e descobriram
que o gene S1 pode estar relacionado com o controle do crescimento dessas células do

cancer de mama.

HELPS et al., (1995), utilizaram o DDRT-PCR em Drosophila melanogaster para
caracterizar e isolar o gene homoélogo ao gene BRCAI humano, sendo esse

diferencialmente expresso em tumor de mama.

CUNNINGHAN ef al, (1996), estudaram o desenvolvimento de suinos e
descobriram, via DDRT-PCR, um aumento na expressao de produtos de PCR
especificos durante a rapida elongagdo trofoblastica, o que ajudou a esclarecer alguns

pontos no desenvolvimento desses animais.

Unm trabalho interessante foi realizado por MALHOTRA et al., (1999), utilizando a
DDRT-PCR para estudar o desenvolvimento de oOrgdos em fetos humanos,
selecionaram a partir de tecido hepatico, cDNAs diferencialmente expressos entre as
amostras do feto e de adulto. Como resultado, eles isolaram varios genes que se
apresentavam expressos no feto (ex. TGF2 ou fator-2 de crescimento tipo-insulina) e

que estavam sem expressao no adulto e vice-versa.

A ampla utilizagio do DDRT-PCR deve-se a sua simplicidade, sensibilidade,
versatilidade e necessidade de pouco RNA (LIANG & PARDEE 1992; BAUER e al.,

1993; ZIMMERMANN & SHCULTZ 1994; XINKANG & FEUERSTEIN 1995).
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A DDRT-PCR € um método muito flexivel e compreensivo na detecgdo de quase
todos os genes €Xpressos em qualquer tipo de célula, além de identificar diferentes
niveis de expressio génica (WARTHOE, et ai,, 1995). Uma alternativa a esta técnica
convencional seria g utilizagdo de apenas primers arbitrarios tanto na RT quanto na

PCR.

Portanto, o objetivo deste trabalho foi comparar os perfis de expressio génica

diferencial gerados por duas variagdes da técnica DDRT-PCR em amostras de cincer

MATERIAL E METODOS

As amostras de sangue e bidpsia de tecidos de pacientes com cancer de mama foram
coletadas no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia-UFU, obtidas
€m processos normais de diagnoéstico e tratamento, realizada com a permissdo dos
pacientes que assinaram um termo de consentimento (ANEXO 1). 0 sangue foi
coletado em tubos por sistema de Vacutainer, contendo EDTA (Acido
etilenodiaminotetra acético sal dissédico) para evitar coagulagdo e bidpsias foram
coletadas de ambos tecidos normal e neoplasico maligno de mama de cada paciente,

colocando-as em solugéo fisioldgica e sendo imediatamente processadas para a analise.




Das amostras coletadas procedeu-se a extragio do RNA total. Todas as precaugoes
foram tomadas para evitar tanto a contaminagdo das amostras cOm RNase (enzima qué
degrada o RNA), quanto 3 contaminagio cruzada de amostras, durante a manipulagdo
de sangue e biopsias. Ap6s a coleta do sangue, aliquotas de 1,5 mL foram colocadas em
microtubos de 2,0 mL. Centrifugou-se a 1800 g por 40 minutos, isolando assim 2
camada de leucocitos. Esta foi lavada usando Solugdo de Lavagem (Tris-HCI, MgClp,
NaCl, e agua), centrifugada a 1800 g por 1 minuto. Esta operagdo fo1 repetida por mais
duas vezes, descartando-se O sobrenadante. Nesta etapa, adicionou-se o TRIZOL-
Reagent (GIBCO-BRL), conforme recomendagdes do fabricante. A biépsia fo1 cortada
¢ macerada com auxilio de um bisturi e o tecido foi homogeneizado em TRIZOL-
Reagent. Adicionado este reagente, as amostras (sangue e biopsia) foram processadas

da mesma maneira.

Apos a extragio (ANEXO ), a qualidade do RNA total foi verificada por
eletroforese em gel de agarose 1,2%, em tampao Tris-Borato EDTA (0,5 X TBE),
conforme SAMBROOK et al., (1989). Utilizou-se formamida na amostra a ser aplicada
no gel, pois a diluigdo em formamida protege o RNA contra degradagdo

(CHOMCZINSKI, 1992). Os amplicons foram visualizados em transiluminador UV e
fotografado em VDS Image Master (Pharmacia), ap0s serem corados com brometo de
etideo (10 mg/ mL).

Verificada a qualidade do RNA, este foi tratado com RNase-free DNase I (Promega)
de acordo com o fabricante (ANEXO III). Utilizou-se Tampdo 10X, 4U/uL de RNasin
(inibidor de RNases da Invitrogen), 1U/uL de DNase (enzima que degrada o DNA),

DTT (Dithiotreitol), RNA total e agua/DEPC (Dietilpirocarbonato).



)

)
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Em seguida, as concentragdes do RNA foram determinadas por leitura

espectrofotométrica 2 260 nm..

Posteriormente, 200 ng das amostras de RNA total foram transcritas reversamente na
presenga de 100U Transcriptase Reversa MMLV-RT Murine Moloney Leukemia
Virus-Reverse Transcriptase (Invitrogen), 50 uM dNTPs (desoxirribonucleotideos)
trifosfato, (Amersham Pharmacia), 15U RNasin, tampdo da RT (1x) e 8 pmoles de
primers (oligo dT no DDTR-PCR convencional ou arbitrario de 10 pb na DDTR-PCR
modificada), completando-se a reagao com agua/DEPC. A reagdo foi incubada a 37°C
por 1 h e aquecida a 95°C por 5 minutos para inativar a transcriptase reversa, pois esta
inibe a atuacdo da Taq DNA polimerase na amplificagio do cDNA (SELLNER eral,,

1992; FEHLMANN et al., 1993).

A amplificagdo ocorreu via PCR, que consistiu das seguintes condigdes: 1,5mM
MgCl,, 1U Taq DNA polimerase, 100 uM dNTPs, 8 pmoles de cada primer (oligodT e
arbitrario no DDTR-PCR convencional ou apenas arbitrario de 10 pb na DDTR-PCR
modificada), 2,0uL. de cDNA, completando-se o volume final da reagdo com
4gua/DEPC. O ciclo térmico da PCR consistiu de aquecimento a 957 C por 5 minutos,
seguida por 40 ciclos de 95° C por 45 segundos, 40° C por 2 minutos e 72° C por 1

minutos e 30 segundos, com um passo de extenséo final de 10 minutos a 72°C.

Para testar as metodologias foram utilizados os seguintes primers: 3’ oligo
dT(T12GA, T12AG, T12CG) e 6 OPs (primers arbitrarios da OPERON Technologies) de
10 pares de bases. Os OPs utilizados foram: OPA4(5'AATCGGGCTG3’),

OPA6(5’GGTCCCTGAC3’), OPA14(5 TCTGTGCTGG3’),
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OPF4(S’GGTGATCAGG3"), OPF14(5’ TGCTGCAGGT3)
OPW8(S"GACTGCCTCTS ),
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RESULTADOS

O padrio da extragio do RNA total com TRIZOL-Reagent é visualizado na

FIGURA 1a, apresentando baixa contaminag¢io por DNA.

Na FIGURA 1b, observam-se 50ug de RNA total apés o tratamento com DNase.
Verificou-se uma diminuigdo da intensidade de acidos nucleicos (RNA) e auséncia de

DNA, quando se compara com o mostrado na FIGURA 1a.

As FIGURAS 2, 3, 4, 5, 6 e 7 mostram os padrdes diferenciais de expressdo génica
em 4 pacienfes diagnosticadas com cancer de mama, gerados por 2 metodologias
diferentes. Na metodologia convencional, verifica-se um menor namero de bandas com
maior resolugdo do que as obtidas pela amplificagdo randomica, sendo observada ESTs
diferencialmente expressas em ambas as técnicas. Visualiza-se no perfil eletroforético
dos géis, variagio nas duplicatas, bandas presentes apenas em uma paciente (bandas
paciente-especificas) e fragmentos constitutivos em ambas pacientes, conforme

indicado pelas setas em cada figura.

A FIGURA 2 mostra a metodologia convencional, com a seguinte combinagdo de
primers: OPAO6 e T;GA. Nesta figura, visualizam-se amplificagbes feitas em
amostras (normal e tumoral) de duas pacientes (A e B), com perfis eletroforéticos
exclusivos para cada repetigio, embora os padrdes obtidos permanecessem semelhantes

dentro de cada classe, normal ou tumoral.

Na FIGURA 3, observa-se no perfil eletroforético, a metodologia DDRT-PCR

modificada, utilizando-se apenas o primer arbitrario OPA6 tanto na RT quanto na PCR



11

para as mesmas amostras da FIGURA 2. Verifica-se nesta técnica uma maior

quantidade de bandas expressas quando comparada com a figura anterior.

A FIGURA 4 revela expressio de outras duas pacientes (C e D). Observa-se a
metodologia DDRT-PCR convencional gerada pelos primers: OPF4 e T12CG. Verifica-
se diferenga na intensidade dos fragmentos e a utilizagdo de amostra de sangue, mas

esta nio se mostrou informativa.

Na FIGURA 5, observa-se o perfil referente ao primer randémico OPF4 na
metodologia DDRT-PCR modificada e as mesmas amostras das pacientes da FIGURA
4, sendo observado um maior numero de ESTs (Expressed Sequence tags)
diferencialmente expressas. Visualizam-se bandas referentes a amostras de sangue,
normal e/ou tumoral especificos em cada paciente e também o controle negativo das

reagdes.

A FIGURA 6 mostra um padrio de expressdo génica diferencial em amostras da
paciente A, utilizando a metodologia DDRT-PCR convencional com primers OPAO6 e
T1.GA, incluindo amostra de sangue e controle negativo, ndo sendo realizadas
duplicatas neste gel. Visualizam-se fragmentos diferencialmente expressos em todas as

amostras.

A FIGURA 7 mostra o perfil eletroforético em amostras da paciente A com
combinagdes de primers diferentes, indicando que um deles (OPA6) mostrou-se mais
informativo do que o outro (OPW8). A metodologia visualizada neste gel ¢ a DDRT-

PCR modificada utilizando apenas primers randémicos.
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DISCUSSAO

Os protocolos utilizados tanto na extragdo quanto no tratamento com DNase,
permitiram a obtengdo de material com boa qualidade para a realizagio do DDRT-PCR.
O tratamento € um passo indispensavel, pois se obtém amostras com superior qualidade
apesar da diminuigdo da concentragdo de RNA. Entretanto, quantidades tdo baixas
quanto 0,02pug (equivalente ao RNA de 200 células) sdo suficientes para realizagdo do

DDRT-PCR conforme descreveram LIANG e al. (1993).

As FIGURAS 2, 3 e 8 indicam que, independentemente da metodologia, as
variagdes dos perfis eletroforéticos da DDRT-PCR dependem do tipo de primer e do
genoma funcional da paciente e ainda ha grande variabilidade entre as repetigdes,
sugerindo que a técnica DDRT pode ser informativa quanto a expressio, mas possui

problemas de repetibilidade.

As FIGURAS 2 e 6 apresentam grande diferenga na qualidade dos perfis das

seqiiéncias expressas, isso demonstra a variabilidade das reagdes.

A expressdo diferencial de genes (ESTs), apresentando-se como diferenga na
intensidade dos fragmentos ou presenga/auséncia de bandas nas diferentes amostras, é
determinada pela interagdo entre os genes com o ambiente, podendo estar
provavelmente relacionada com as manifestagdes clinicas da doenga em cada paciente,
pois o(s) possivel(is) gene(s) representado(s) pelo fragmento diferencialmente expresso,
pode(m) estar sendo suprimido(s) ou superexpresso(s), de acordo com o estagio de
desenvolvimento no qual se encontra a doenga. Isso foi verificado por BAUER et a/,

(1993), através da aplicagdo desta técnica na comparagdo de células em diferentes
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situagdes fisiologicas ou estagios de desenvolvimento. Ja bandas constitutivas (de
mesmo peso molecular) nas amostras das pacientes, quando comparadas, podem sugerir
uma expressio relacionada ao sexo (feminino), ao tecido utilizado (mama), ou mesmo a
genes constitutivos importantes na manutencio do ciclo celular ou outras fungdes da
célula, bem como RNA ribossomico ou transportador, no caso da metodologia

modificada.

Ambas as técnicas desenvolvidas neste trabalho apresentam vantagens €
desvantagens. A metodologia convencional possibilita uma selecio especifica de RNA-
mensageiro que é: a expressio génica momentinea da célula, o que permite a
identificag@o de um possivel gene relacionado ao cancer de mama, contudo a utilizagdo
de primers oligo-DT neste procedimento, restringe as amplificagdes a porgdo 3°do
RNA. Isso representa uma desvantagem durante a amplificagdo, pelo fato de genes
eucariotos apresentarem regides denominadas UTRs (regides ndo-traduzidas) tanto na
por¢do 3’ quanto na 5°, e estas ndo sdo codificadas, mas podem estar envolvidas na

regulagdo pos-transcricional e na estabilidade do RNA mensageiro, segundo descrito
por STATON er al. (2000). Ja a metodologia modificada com uso de primers
randémicos, apresenta uma maior probabilidade de amplificar porgdes centrais do gene.
A desvantagem desta técnica consiste em ndo selecionar apenas 0 RNAm, e sim, todos
os RNAs existentes na célula; contudo, tanto o RNA transportador quanto o RNA
ribossdémico apresentam seqiiéncias conservadas, minimizando a probabilidade de um
fragmento diferencialmente expresso estar relacionado a algum destes RNAs. O melhor
é realizar a purificagio do RNA mensageiro das amostras, aumentando assim a
possibilidade de um fragmento expresso diferencialmente estar relacionado com o

cincer. Para se obter maiores informagdes a cerca das bandas diferencialmente
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expressas e suas relagdes no desenvolvimento da doenga, outras técnicas moleculares
$d0 necessarias, como: clonagem, Sequenciamento, ensaios com Northern Blot e RT-

PCR.

O gel de poliacrilamida ndo desnaturante 6%, foi escolhido por apresentar uma
melhor definigdo no padrao de bandas dos produtos amplificados e por ser adequado
bara se recuperar, reamplificar e sequenciar uma banda de interesse, de acordo com
GOULART ( 1999). Além disso, como foj descrito por BAUER e . (1993), 0 gel ndo

desnaturante reduz a complexidade artificial do padrdo de bandas.

A grande maioria dos g€is apresenta amostras duplicadas, pois segundo LIANG ez
al., (1993), o unico caminho para minimizar bandas falso-positivas & realizar duplicatas
Ou repetir o experimento para aquelas linhas na qual a suposta banda candidata foi

identificada.

A variagio nas repeticdes da mesma amostra pode sugerir a existéncia de
amplificagdes inespecificas, ocorrendo sem que estejam ligadas ao evento molecular ou

ainda pode estar ligada ao evento, mas devido a problemas de repetibilidade com uso de

Northern blots.

Em alguns géis, a amostra de sangue mostrou-se pouco informativa, talvez devido a

bidpsia tumoral podem indicar um processo metastatico, sugerindo a presenga de

células micrometastiticas circulantes.




adequados para a analise. Isso torna relevante a necessidade de se usar VArios primers
na tentativa de maximizar 5 obtengdo de RNAs-m diferencialmente €Xpressos, como foi

descrito por LIANG & PARDEE (1 992).

Segura e de custo inferior aos elementos radioativos.

A técnica DDRT-PCR possibilitou a obtengio de fragmentos de varios tamanhos,
desde bandas de baixo peso molecular (50pb) até fragmentos de 700pb, sendo estes,
maiores que os descritos por LIANG & PARDEE. 1992; BAUER ez al, 1993; LIANG
et al, 1993, que demonstraram que a metodologia pode gerar fragmentos que se
originam principalmente da cauda poli (A) e estendem cerca de 50-600 nucleotideos

“upstream.
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expressas mais informativas que outras, sendo que estas combinagdes dependem

exclusivamente da homologia parcial com o genoma humano.

CONCLUSAO

A combinagdo diferenciada de primers permite um amplo padrio de RNAs

expressos na célula.

Ambas metodologias utilizadas neste trabalho mostraram-se eficientes em gerar
perfis de seqiiéncias expressas diferenciadas, contudo a metodologia DDRT-PCR
modificada pode ser melhorada, através da purificagdo do RNA mensageiro das
amostras. Este procedimento permite, através de primers randdémicos, amplificar
regides centrais do possivel gene relacionado ao cancer de mama, ndo restringindo as
amplificagdes apenas a por¢do 3’do RNA.

Novos estudos deverio ser realizados para sequenciar e caracterizar as ESTs
diferencialmente expressas que foram isoladas neste trabalho, pois o seqiienciamento

permitird um maior conhecimento dos fragmentos gerados por DDRT-PCR, mostrando

se de fato estas bandas estio relacionadas ao surgimento do cancer de mama.
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VARIATIONS OF DDRT-PCR TECHNIQUE FOR ANALYSIS OF

DIFFERENTTAL GENE EXPRESSION IN SAMPLES OF BREAST CANCER

ABSTRACT

The breast cancer is one of the main causes of death in women; however, only
5 to 10% of the cases are hereditary. Due to the multigenic nature of the cancer and the
great environmental influence in sporadic cases, it is important to detect as early as
possible to achieve therapeutic success. In this context, although many molecular
markers have been described, they lead, in their majority, to genes of later cancer stages
or to a disseminated micrometastatic cell stage. The purpose of this investigation is to
compare two methodology variations of the DDRT-PCR based on gene expression
patterns of malignant and normal breast tissues in order to isolate new molecular
markers. The conventional methodology that uses an oligo (dT) primer in the reverse
transcription followed by the PCR with arandom primer will be compared to
methodology that uses only random primers for both RT and PCR reaction. Amplicons
were visualized in polyacrilamide gel electrophoresis stained with silver nitrate. Results
demonstrated that the conventional methodology produced lower number of amplicons
but with higher resolution than those produced by random amplification; however, the
latter methodology does not have the limitation of amplifying only cDNA 3’ ends, as

occurs in the conventional one.

Uniterms: Breast Cancer, ESTs (Express Sequences tags), DDRT-PCR
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ANEXO1

Termo de Consentimento

O laboratorio de Genética Molecular da Universidade Federal de Uberlandia
esta realizando estudo genético relacionado ao cancer de mama. Este estudo estd
sendo dirigido pelo Prof Dr. Luiz Ricardo Goulart Filho ¢ Dr. Paulo César
Fernandes, juntamente com a académica Nadia Pereira de Castro, graduanda em
Biologia pela UFU.

O projeto consiste na detecgdo de genes diferencialmente expressos
associados ao cancer de mama, em pacientes acometidas pela doenga com histoérico
familiar e em casos esporadicos.

Para detectar genes diferencialmente expressos, é necessaria a coleta de 4
mL de sangue periférico e obtengdo de biopsias tumorais de mama, empregando-se
material descartavel, evitando riscos de contaminagao.

O material coletado sera enviado ao laboratorio de Genética Molecular da

Universidade. Federal de Uberlandia, onde serdo realizados os experimentos com O
RNA.

O paciente podera pedir esclarecimentos a respeito da finalidade da pesquisa,
destino do material coletado e resultados dos exames realizados e aqueles que
concordarem em participar da pesquisa poderdo desistir de fazé-lo a qualquer

momento, sem que haja nenhum prejuizo proprio.
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Pelo presente termo apresentado por este documento,

Eu,

Concordo em colaborar com a pesquisa declarando estar ciente dos riscos,

beneficios e direitos.

Paciente

Testemunhas
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ANEXO I

Extra¢io de RNA Utilizando TRIZOL

]
%
®

' Adicione 1,0mL de TRIZOL para cadafiz 100mL de amostra'ou 100mg de tecido
Agite em vortex por 15segundos e incube por 5 minutos a temperatura ambiente
“Adicione 200pL de clqgofér;pio para cada 1,0mL de TRIZOL
Agite em vortex por 15 segundos e incube de 2-15 minutos a temperatura
ambiente
Centrifugue a 12000g por 15 minutos a 4°C
Transfira o sobrenadante para um novo tubo
Adicione 1,0mL de isopropanol
Incube as amostras overnight a -80°C
Centrifugue a 12000g por 10 minutos a 4£C
Descartar 0 sobrenadante
Lavar o pellet com 1,0mL de etanol 75%, agitando em vortex.
Centrifugue a 7500g por 5 minutos a 4°C

Secar o pellet brevemente € ressuspenda em agua tratada com DEPC.

|
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7 W B v



ANEXO III

Tratamento com Dnase

Tampdo da Taq 10x 30uL

Inibidor de RNases(4U/uL) 3uL

DNase(1U/uL) 30ul
DTT 10mM 30pL
RNA total (50ug)

Agua/DEPC (q.s.p.300uL)

e Misturar suavemente
e Incubar a 37°C por 90 minutos

e Adicionar 25uL de STOP Reaction

STOP Reaction

EDTA 05M  7,5uL
NaOAc 3M 37,5ul
PSS 20%
Agua 26,25uL

Volume total 75uL

28



e Adicionar 225uL 4gua/DEPC por reagao

o Tratar com 1:1 Fenol-Cl (1:1)

e Centrifugar a 12.000rpm por 10 minutos a 4°C
e Transferir o sobrenadante para outro tubo

e Tratar com 1:1 Cl

e Centrifugar a 12.000rpm por 10 minutos a 4°C

e Transferir o sobrenadante para outro tubo com solugéo de preciptacdo

Solucio de Preciptacio

15uL NaCl (5M) + 1000uL EtOH 100% para cada 300uL da fase aquosa

e Incubar overnight a —70°C para cada RNA

e Centrifugue a 12000g por 10 minutos a 4°C

e Descartar o sobrenadante

e Lavar o pellet com 1,0mL de etanol 75%, agitando em vortex

e Centrifugue a 7500g por 5 minutos a 4°C

e Secar o pellet brevemente e ressuspenda em 4gua tratada com DEPC.
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FIGURA 1a: Padréo de Extracdo de
RNA Total
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tumoral. 3- Paciente

FIGURA 1b: Padrdo de RNA Total
Tratado com DNase
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Paciente:A Paciente:B

FIGURA 3: DDRT-PCR modificada. Primer:
OPA06 N: normal, T: tumoral

— Bandas constitutivas em ambas pacientes

—» Bandas Paciente-especificas




Paciente:C Paciente: D

FIGURA 4: DDRT-PCR Icional. Primers: OPF04 e Ti2CG. M: marcador
100 pb. S: sangue, N: nor '+ tumoral. As setas indicam ESTs diferencialmente
expressas. 3

= Bandas constitutivas em ambas pacientes
— Bandas Paciente-especificas




Paciente:C Paciente: D

FIGURA 5: DDRT-PCR modifi

er: OPF04. M: marcador 100 pb. Bco:
Branco de reagdo, S: sa

mal, T: tumoral. As setas indicam ESTs
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Paciente: A

FIGURA 6: DDRT-PCR convencional
Primers:OPA06 e T12GA

Bceo: Branco da Reago, S: sangue, N:
normal, T: tumoral.

As setas indicam as ESTs
diferencialmente expressas.
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