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Padronizacdo do método PCR Quantitativo em Tempo Real para anélise da expressdo do gene
Receptor da Leptina no Carcinoma Epidermdide de Boca
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Introducgéo

A carcinogénese de boca € um processo complexo, onde se evidencia a ocorréncia de indmeras alteragdes genéticas e
epigenéticas que possibilitam a transformacdo de células biologicamente normais em células genética e funcionalmente
alteradas, no que se refere a desregulacdes da proliferacdo celular e invasividade nos tecidos adjacentes e/ou a distancia
[1,2]. Apesar dos esforgos para identificar marcadores moleculares relacionados a etiopatogénese, & progressao,
progndstico e sobrevida de individuos acometidos pelo CEB, ndo ha um conhecimento preciso sobre o assunto. Dessa
forma, o entendimento dos mecanismos moleculares relacionados a carcinogénese de boca, destacando seu
desenvolvimento e progressdo, é um alvo de grande interesse dos estudiosos de Patologia Bucal. Estudos tem buscado
investigar os aspectos genéticos e moleculares envolvidos na progressdo do carcinoma epidermoéide de boca, com um
enfoque na expressdo de genes relacionados a angiogénese aos aspectos clinicopatoldgicos que envolvem,
principalmente, lesdes bucais potencialmente cancerizaveis e 0 CEB [3-5]. Nesse sentido, estudos preliminares
realizados por este grupo de pesquisa (dados ndo publicados) identificaram uma possivel interagdo entre genes
envolvidos no mecanismo da angiogénese e na sinalizagdo da leptina no CEB. No entanto, hd uma escassez de estudos
gue possam ser utilizados como referéncia para a analise quantitativa da expressdo génica da Leptina (LEP) ou do seu
receptor (LEPR).

Nas ultimas décadas o desenvolvimento da biologia molecular e da genética permitiu o estabelecimento de novas
técnicas aplicadas a investigagdo biologica, entre elas destaca-se o método PCR Quantitativo em Tempo Real
(Polymerase chain reaction: amplificacdo em cadeia da polimerase) [6]. Esta técnica é uma das formas eficazes para
realizar a analisar quantitativamente a expressdo de um determinado gene, a partir da utilizacdo de amostra de RNA
transcrito reversamente para um DNA complementar (cDNA), seguido pelo anelamento dessa molécula a iniciadores
(primers) marcados com fluoro6foros.

Neste contexto faz-se necessaria a utilizacéo de técnicas adequadas para a construgdo de primers e sua padronizagao,
qgue sejam realmente efetivas na identificacdo das alteracfes na expressdo génica que ocorrem no carcinoma
epiderméide de boca. O presente trabalho teve por objetivo padronizar o método PCR Quantitativo em Tempo Real
(gRT-PCR) para anélise da expressao do gene LEPR no carcinoma epidermdide de boca.

Material e métodos
A. Desenho do primer LepR

As sequéncias de nucleotideos utilizadas para desenhar o primer foram obtidas no banco de dados GeneBank
(htpp:/imww.ncbi.nlm.nih.gov), tendo como molde sequéncias de RNA mensageiro (mMRNA) do receptor da leptina
humana (transcript variant 2). Em seguida, utilizou-se uma ferramenta de bioinformatica (https://genome.ucsc.edu/) para
determinar as regides de juncdo exon-exon, na molécula do cDNA, complementar ao mMRNA do LEPR. Para desenhar o0s
oligonucleotideos para o gRT-PCR, utilizou-se o programa especifico para tal finalidade, o Primer Express versdo 3.0
(Applied Biosystems); neste programa, as condi¢es de anelamento, temperatura de dissociacdo, porcentagem de grupos
CG sdo verificadas. Apo6s obter os pares de oligonucleotideos, eles foram submetidos a uma ferramenta contida no
banco de dados NCBI, chamada Blast, onde ¢ possivel verificar a similaridade de anelamento com o gene alvo e com
outros genes. Desta forma, para as reacdes de gRT-PCR foram utilizados os oligonucleotideos descritos na Tabela 1.

B. Padronizacao do primer LEPR e demais parametros do método qRT-PCR

O método qRT-PCR requer uma série de padronizaces para que 0s experimentos a serem realizados ocorram com
alta eficiéncia, uma delas é a concentracdo dos oligonucleotideos iniciadores. Foram determinadas as concentragdes dos
iniciadores (Forward-Reverse). E como molde da reacdo utilizou-se 100 ng de um pool de todas as amostras de cDNA
do tecido adiposo humano; sendo este o tecido humano que sabidamente expressa o gene LEPR. Todas as rea¢des foram
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feitas em triplicata, com controles negativos e positivos para cada combinacdo de iniciadores. O gene utilizado como
normalizador dos experimentos foi a B-Actina e as reacdes foram realizadas no equipamento StepOne Real Time PCR
(Applied Biosystems), utilizando o fluoréforo SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems). A molécula do
fluordforo se liga a dupla fita de cDNA a cada ciclo de amplificacéo.

C. Curva de eficiéncia de amplificagdo do qRT-PCR

Apobs a determinacdo da concentragcdo dos oligonucleotideos, utilizou-se esta concentracdo inicial de 100ng para
realizar uma curva padréo, a fim de verificar a eficiéncia de amplifica¢do da reacdo. O parametro paralelismo entre as
curvas dos genes alvo e enddgeno (slope) de uma curva padrdo é utilizado para calcular a eficiéncia de amplificacéo da
reacdo, conforme equagdo: E = (10-1/slope — 1) x 100. A curva padrdo é obtida pela regressdo linear do valor do clico
de amplificacdo Ct (cycle threshold) sobre o log da quantidade inicial de cDNA. Um coeficiente angular da curva
padréo de -3,32 indica uma reagdo com 100% de eficiéncia. Sdo consideradas eficientes as rea¢des em que as eficiéncias
de amplificacdo do gene alvo e do gene enddgeno sejam muito proximas, com tolerdncia de +10% de variagéo [7].
Desta forma, para obter a curva de eficiéncia de amplificacdo da reacdo de PCR quantitativa foram realizadas rea¢des
utilizando um pool de cDNA do tecido adiposo humano em dilui¢des seriadas de 1:10. Foram realizadas 5 dilui¢Ges. As
reacOes foram realizadas em triplicata e os ciclos de amplificacdo foram: 2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C e 40
ciclos de 95°C por 15 segundos, 1 minuto a 60°C para anelamento e extensdo. Ao término das amplificagdes foi
adicionado o estagio referente a curva de dissociagcdo (Melt curve) para que a especificidade das reacGes fosse garantida.

Resultados

A. Caracteristicas dos primers LepR e padroniza¢do do qRT-PCR

Depois de desenhados os primers, alguns parametros foram conferidos no Primer Express. O primer LepR foward,
com uma extensdo de 21 pb, apresentou temperatura de melting igual a 58,2 e 48% de GC. O primer LepR reverse
apresentou a mesma tm e 50% de GC.

A concentracdo determinada, tanto para genes referéncia quanto para genes alvo, foi de 250 nM para ambos 0s
iniciadores (250/250). Estas concentragdes foram definidas por fornecerem valores satisfatorios de Ct (Cycle threshold:
ciclo de amplificagdo acima do limiar). Além disso, foram analisadas as curvas de dissociacdo, e demonstrou-se a
especificidade da amplificacdo, sendo as temperaturas as esperadas para cada gene (Figura 1). Também se verificou,
nesta curva, a auséncia de estruturas secundarias, como dimeros e hairpins.

B. Curva de eficiéncia de amplificacdo da Real time — PCR Quantitativa

Os valores de slope para o LepR foi de -3,21, com eficiéncia de 104,9%. Os valores de slope e eficiéncia para o gene
enddgeno foram -3,55 e 91,38 respectivamente. Os valores de Ct foram corrigidos pela eficiéncia ajustando o threshold.
Na Figura 2 estdo detalhadas outras caracteristicas da curva de eficiéncia, mostrando que no presente trabalho, tanto o
LepR quanto a B-actina obtiveram resultados de eficiéncia dentro dos limites estabelecidos, podendo por tanto, serem
analisados pelo método do Ct comparativo (AACt). Como desejado, as rea¢Bes que ndo continham cDNA, ou seja, as
reacBes controle, ndo apresentaram nenhum tipo de amplificagdo. A B-actina foi escolhida como controle enddgeno pelo
fato de ser expressa de maneira constante e abundante nas células de mamiferos.

Discussao

Primer, ou iniciador, € uma pequena cadeia de nucleotideos, em que, a partir de sua extremidade 3’, a enzima DNA
polimerase iniciara a incorporagdo de nucleotideos, tomando como base uma fita de DNA molde (a qual o primer se
acopla), formando uma nova fita de DNA. Primers sdo sequéncias iniciadoras do processo de sintese e correspondem a
curtas cadeias de nucleotideos complementares a regido inicial (primer forward) da primeira fita molde e a regido final
(primer reverse) da segunda fita molde da sequéncia que se deseja amplificar, dita sequéncia alvo. O primer forward
sintetiza o DNA em direco ao primer reverse e vice-versa. Primers sdo produzidos in vivo ou in vitro. In vivo, 0s
primers sdo produzidos por uma RNA polimerase especial chamada Primase [8]. Primers sdo utilizados para reacdes de
PCR e para sequenciamento. O desenho do primer é uma das mais importantes etapas para que se tenha uma reagdo de
PCR bem sucedida [9]. No presente trabalho o primer LepR cumpriu com 0s requisitos estabelecidos para desempenhar
sua funcdo para a analise da expressao génica, mostrando-se eficiente para prosseguir com a conducéo dos trabalhos de
forma confiavel e reprodutivel.
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Conclusdo/Conclustes/Consideractes finais

Todos os valores de eficiéncia obtidos, para a padronizagdo do método qRT-PCR para a analise da expressdo do gene
LEPR, estdo dentro do intervalo de 90% a 110%; os primers lepR (alvo) e B-actina (endégeno) delineados e testados
experimentalmente, podem ser utilizados nos experimentos de investigacdo de alteracGes genéticas do carcinoma
epiderméide de boca, relacionadas a sinalizacdo da leptina; sendo este o primeiro passo para buscar esclarecimentos
sobre o papel da leptina e seus receptores no estabelecimento e progresséo das neoplasias de boca.
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Tabela 1. Sequéncias de primers utilizadas na amplificagdo por PCR

Gene Sequéncias de primers (5’ — 3) Amplicon (pb)
LepR F: CGTTAAAGCTCTCGTGGCATT 78
R: AATCCTCTAAGGCACATCCCAG
B-actina F: TGCCGACAGGATGCAGAAG 76

R: CTCAGGAGGAGCAATGATCTTGA
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Figura 1. Curva de dissociacdo, em duplicata, para os genes alvo (LepR) e de referéncia (B-Actina).

Cr

0.001 0002 ao01 0@ a1 02 1 2345 10 20X 100 20 1000

Quantity
Figura 2. Curva de eficiéncia obtidos para os genes de referéncia B-Actina (slope=-3,55, r*=0,99) e alvo LepR (slope=-3,21, r?=0,99).



