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Resumo 

O estudo do câncer gástrico é de grande importância tendo em vista a 

sua alta taxa de incidência e mortalidade em todo o mundo. As estimativas 

do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para 1999 mostram que o câncer de 

estômago provocou o maior número de óbitos por câncer no Brasil 

Hoje, o maior avanço no entendimento do câncer gástrico advêm de 

estudos relacionando o processo de oncogênese com a infecção por H. 

pylorí. O tratamento da infecção com antibióticos levou a uma redução 

significativa na incidência de câncer gástrico em países desenvolvidos, 

como o Japão e os EUA. Em países em desenvolvimento, como o Brasil, 

essa queda foi menos significativa devido a uma grande incidência de casos 

de re-infecção. 

A identificação de genes diferencialmente expressos no tecido 

gástrico normal e tumoral permitirá a descoberta de marcadores genéticos 

indicadores da evolução do processo de transformação celular. 

Considerando que as alterações morfológicas, hoje a base do diagnóstico, 

são consequentes de alterações moleculares, os métodos de diagnóstico 

baseados no perfil de expressão gênica poderão ser capazes de identificar 

lesões pré-malignas. Além disso, a determinação do perfil molecular de um 

tumor poderá determinar um regime de tratamento de forma tumor

específica. Com isso, os estudos de análise de expressão gênica podem 

contribuir significativamente para a descoberta de marcadores moleculares 

de câncer. 

Neste trabalho, comparamos a expressão global de genes entre 

amostras de tecido gástrico normal e tu moral. Através do DDRT -PCR, 

recuperamos cerca de 50 bandas com perfil diferencial. A busca de 

homologia foi feita no banco de dados e cerca de 45°/o dos clones 

apresentaram homologia com sequências nucleotídicas de genes 

conhecidos e 31,6% apresentaram homologia com ESTs (Etiquetas de 
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Sequências Expressas). Cerca de 23, 7°/o não apresentaram nenhuma 

homologia significativa e portanto, podem representar novos genes. 

Identificamos, duas proteínas ribossomais denominadas de L26 e L27. A 

expressão de L26 foi encontrada em amostra tumoral e é um importante 

marcador para a diferenciação entre um adenocarcinoma pouco diferenciado 

e um linfoma gástrico. Encontramos uma sequência homóloga ao gene da 

Mucina 4 (MUC4). Sabe-se que há um aumento na expressão de MUC4 em 

câncer de estômago e as mucinas sintetizadas pelas células malignas 

podem contribuir para a capacidade de invasão das células tumorais, 

favorecendo o surgimento de metástases. Identificamos também, através do 

DDRT -PCR, o RNA mensageiro para a enzima Aflatoxina-p 1 Aldeído 

Redutase (AFAR) sendo expressa em uma amostra tumoral. Esta enzima 

está envolvida no mecanismo de detoxificação da aflatoxina. O que justifica 

um estudo das suas funções biológicas na mucosa gástrica. Este é o 

primeiro relato na literatura mostrando a expressão de AFAR na mucosa 

gástrica. O perfil de expressão deste gene entre mucosa gástrica normal e 

tumoral se mostrou variado. Será necessário uma amostragem maior para 

concluírmos sobre o perfil de expressão de AFAR e a sua utilização como 

marcador molecular. 

Entre os 18.376 clones analisados através do cDNA microarray, 150 

clones apresentaram diferenças de expressão de, no mínimo, cinco vezes 

entre mucosa gástrica normal e tumoral. Um dos clones encontrados 

corresponde a uma sequência de cDNA denominada de SMSO. Através de 

uma análise por RT -PCR, SMSO apresentou maior nível de expressão em 

mucosa gástrica tumoral em relação à mucosa normal em quatro de sete 

pacientes analisados. 

Todas as seqüências identificadas irão compor um "microarray" e o 

seu nível de expressão será avaliado em diferentes amostras de mucosa 

gástrica normal e tumoral. A partir deste estudo, poderemos identificar os 
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genes relacionados com o desenvolvimento do câncer gástrico e viabilizar 

um diagnóstico molecular. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. Câncer Gástrico 

O câncer gástrico é um dos tumores de maior incidência no mundo, 

especialmente em países em desenvolvimento, como no Brasil. O Instituto 

Nacional do Câncer (INCA) estimou que em 1999 haveriam 20.350 novos 

casos de câncer gástrico diagnosticados no Brasil, com um número de óbitos 

estimado em 12.850 casos/ano. O tumor de estômago foi o quarto mais 

incidente e a primeira causa de óbito por câncer da população brasileira em 

1999, comprovando a sua importância no Brasil. Em países desenvolvidos, 

exceto Japão, o câncer de estômago tem uma importância menor devido a 

sua baixa incidência em relação a tumores localizados em outros órgãos. 

Embora sua incidência esteja diminuindo nos Estados Unidos, o câncer de 

estômago ainda permanece como grande causa de morte por câncer. 

Apesar da sua relevância, existem poucos estudos específicos sobre este 

órgão. O Projeto Genoma de Câncer dos Estados Unidos (Cancer Genome 

Anatomic Project - CGAP), por exemplo, possui alguns órgãos alvo de 

estudo porém o estômago não está incluído como um alvo direto. No banco 

de dados do projeto CGAP foram depositadas até o mês de Março, apenas 

22.062 sequências nucleotídicas geradas a partir de estômago no total de 

973.283 sequências geradas em todo o projeto. 

1.2. Câncer Gástrico e a infecção por H.pylori 

Helicobacter pylori é uma bactéria espiralar que habita o estômago e 

o duodeno. No estômago, esta bactéria vive na camada de muco que cobre 

toda a superfície do órgão e produz a urease, enzima que converte a uréia 

9 
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em bicarbonato e amônia que são bases fortes, e este produto cria uma 

nuvem neutralizante em torno da bactéria protegendo-a do ambiente ácido 

do estômago. Além disso, a incapacidade das defesas naturais do corpo em 

combater a bactéria na camada de muco do estômago representa outra 

vantagem para a H.pylori. O sistema imune reage à infecção por H. pylori 

através da produção de IL-8 e recrutamento de células inflamatórias 

especialmente os neutrófilos polimorfonucleares. No entanto, estas células 

não conseguem eliminar o invasor devido à dificuldade para vencer a 

camada de muco. As células do infiltrado inflamatório permanecem na 

região, com consequente aumento de inflamação. Com a morte dos 

neutrófilos ocorre liberação de radicais superóxido que leva ao 

desenvolvimento de um quadro de gastrite e eventualmente úlcera péptica 

que pode não ser resultante da infecão por H. pylori mas sim da resposta do 

sistema inflamatório desencadeado por ela. 

O maior avanço no entendimento do câncer gástrico advém de 

estudos relacionando a infecção por H. pylori com o processo de 

oncogênese (Tumuru et ai., 1995). O simples tratamento de infecção por 

H.pylori por antibioticoterapia levou a uma redução significativa na incidência 

de câncer gástrico em países desenvolvidos, como Japão e Estados Unidos. 

Em países em desenvolvimento, esta queda foi menos significativa devido a 

uma grande incidência de casos de re-infecção. 

Ao nível molecular, os mecansimos desencadeados pelo H. pylori que 

resultam no desenvolvimento do câncer gástrico ainda permacem obscuros. 

Os pacientes infectados pelo H.pylori, desenvolvem um quadro de gastrite, 

que pode evoluir para uma úlcera ou para uma gastrite atrófica e 

posteriormente câncer. É interessante notar que os quadros de úlcera e 

câncer são quase que mutuamente exclusivos (provável dicotomia). Os 

pacientes que desenvolvem úlcera apresentam um quadro de hipercloridria 

e, em casos extremamente raros, esta úlcera evolui para câncer gástrico. 

Por outro lado, pacientes com gastrite atrófica, um estágio anterior ao 
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aparecimento do carcinoma, apresentam um quadro de hipocloridria, com 

um aumento do pH do estômago (Correa, 1992; Queiroz et a/., 1994). 

Recentemente, estudos mostraram um aumento no risco de desenvolvimento 

de câncer gástrico devido a polimorfismos no gene da interleucina-1 e que 

estão associados ao quadro de hipocloridria (EI-Omar et ai., 2000). Sendo 

assim, o entendimento ao nível molecular do quadro de gastrite atrófica, é de 

fundamental importância para o esclarecimento do processo de 

transformação celular. A partir dos estudos de EI-Omar e colaboradores 

surge a possibilidade de se utilizar o polimorfismo do gene da interleucina-1 

como um marcador de propensão ao Câncer Gástrico. 

As amostras de H. py/ori isoladas de pacientes com câncer 

apresentam, em sua grande maioria, uma região do seu genoma 

denominada " ilha de patogenicidade" na qual acredita-se, estão codificadas 

proteínas que estariam envolvidas no processo de carcinogênese. Dentre 

estas proteínas, picA and picB têm sido associadas com alto risco de 

malignidade (Tumuru et a/., 1995). Um dos mecanismos propostos seria a 

indução de IL-8 por estas duas proteínas, o que levaria a um aumento da 

reação inflamatória na mucosa gástrica, com recrutamento de neutrófilos e 

consequentemente, liberação de radicais livres, reconhecidamente agentes 

capazes de causar danos na molécula de DNA. Além disso, evidências 

sugerem que a infecção por H. pylori levaria a um aumento na proliferação 

celular, provavelmente associada à ativação do fator de transcrição NF-kB, 

necessário também para a ativação do gene de IL-8 (Aihara et a/., 1997). 

Em resumo, a infecção por H. pylori tem como consequência um 

quadro de gastrite, com intenso processo inflamatório envolvendo a 

liberação de radicais livres como óxido nítrico e aumento na taxa de 

proliferação das células da mucosa gástrica, podendo levar a danos ao 

DNA. Juntos, estes eventos - inflamação, proliferação e danos ao DNA, 

poderiam ser responsáveis pelo processo de oncogênese e estarem 

associados a alterações da expressão de genes nas células transformadas. 
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1.3. Projeto Genoma e a identificação de sequências expressas 

(ESTs) 

O Projeto Genoma Humano tem por objetivo determinar a sequência 

de nucleotídeos contida no genoma humano, estimada em 3 bilhões de 

bases. Como cerca de 97°/o destas sequências não codificam proteínas, uma 

abordagem que tem sido de extrema importância para a obtenção de 

sequências com maior potencial de significância biológica é a estratégia de 

identificação de sequências complementares aos mRNAs (expressed 

sequence tags- ESTs) (Adams et a/., 1991; Adams et ai., 1995). Para tanto, 

bibliotecas de cDNA de diferentes órgãos ou células têm sido utilizadas para 

a obtenção de tais ESTs. No entanto, diferentes células expressam 

diferentes genes, em diferentes etapas do desenvolvimento, ou em 

determinadas condições fisiológicas, como por exemplo, inflamação, 

estresse, ou outras patologias. Assim, para que se possa identificar os 

genes que são expressos como consequência destas alterações, bibliotecas 

de cDNA obtidas de tecidos alterados também devem ser analisadas. Um 

exemplo desta análise mais restrita de identificação de ESTs, é o Projeto de 

Genoma de Câncer, que representa uma ramificação do Projeto Genoma 

Humano e se preocupa especificamente em sequenciar genes expressos em 

tecidos tumorais. 

1.4. Projeto Genoma Humano de Câncer FAPESP/Instituto Ludwig 

O Projeto Genoma de Câncer, in iciado em Junho de 1999, é 

resultante de uma colaboração entre o Instituto Ludwig e a FAPESP. Este 

projeto pretende sequenciar ESTs derivadas dos tumores mais relevantes 

para o Brasil e que não foram, necessariamente, alvo de estudo no projeto 
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CGAP (Cancer Genome Anatomic Project) Dentre os tumores analisados 

estão incluídos, o gástrico, colon e reto, mama e de cabeça e pescoço. O 

objetivo deste projeto é gerar entre 500-750.000 ESTs da porção central dos 

mRNAs correspondente à região codificadora do gene, sequenciando 

aproximadamente 200 Megabases do genoma humano, sendo que cerca de 

50 Megabases corresponderá a novas regiões codificadoras do genoma 

humano. 

A estratégia para geração de ESTs se baseia na metodologia 

denominada ORESTES (do inglês: Open Reading Frames EST Sequences) 

(Dias Neto e col, 2000). Este método permite sequenciar preferencialmente 

a área central do cDNA diferentemente das outras metodologias que 

sequenciam, predominantemente, a partir das extremidades 3' ou 5' do 

cDNA. 

Já foram geradas, até o mês de Março deste ano, aproximadamente 

270.000 ESTs sendo que destas, 32.883 seqüências foram geradas a partir 

de tumores gástricos. Comprovando a tendência da metodologia ORESTES 

em gerar seqüências novas correspondentes a região codificadora do gene, 

26,72% das sequências obtidas não apresentam homologia com sequências 

depositadas nos bancos de dados. 

1.5. Análise diferencial da expressão gênica 

A análise diferencial da expressão gênica tem sido realizada por 

diversas metodologias que comparam o conteúdo de mRNAs de diferentes 

células ou tecidos. Dentre estas técnicas podemos citar a hibridização 

subtrativa (Lee et ai., 1991), o DDRT-PCR (RT-PCR por amostragem 

diferenciai)(Liang &Pardee, 1992}, o RAP-PCR (RT -PCR por iniciação 

arbitrária ou "Impressão digital de mRNA por PCR") (Welsh et ai., 1992), o 

ROA (Análise por representação diferencial) (Hubank et ai., 1994) a técnica 
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SAGE (Análise em série da expressão gênica) (Vesculescu et ai., 1995) e 

atualmente, a análise global de genes por micro-arranjos de cDNAs (Schena 

et ai., 1995; De Risi et ai., 1996). 

A comparação experimental entre algumas dessas técnicas citadas 

acima tem revelado que elas tem vantagens e desvantagens práticas uma 

sobre a outra (Wan et ai., 1996). Um trabalho comparando os métodos de SH 

(Hibridização Subtrativa), ES (Subtração Eletrônica) e DDRT -PCR permitiu a 

avaliação das vantagens de cada técnica (Wan et ai., 1996). Quanto à 

quantidade de RNA necessária, a subtração eletrônica e a hibridização 

subtrativa são desvantajosas, pois requerem 1-5 J.!g de RNA poli-A, em 

comparação com 5J.!g de RNA total (50 a 1 OOng de RNA poli-A) exigidos pelo 

DDRT -PCR. Enquanto que a subtração eletrônica permite identificar apenas 

R NAs abundantes, a hibridização subtrativa e o DDRT -PCR levam ao 

isolamento tanto de transcritos abundantes quanto de raros. O isolamento 

dos R NAs por DDRT -PCR depende do par de iniciadores utilizados e não da 

abundância do mRNA, como ocorre para a subtração eletrônica e a 

hibridização subtrativa. O processo de hibridização subtrativa leva ao 

isolamento de RNAs exclusivos de um tipo celular (expressão tudo ou nada); 

já a subtração eletrônica e o DDRT -PCR podem identificar transcritos com 

diferenças de duas ou mais vezes nos níveis de expressão gênica (Wan et 

ai., 1996). 

A técnica de "Differential Display- RTPCR" tem sido largamente 

utilizada em estudos de análise de expressão gênica. Em nosso grupo, 

temos utilizado esta metodologia para o estudo da transdução de sinal de 

citocinas ou genes envolvidos no processo inflamatório (Silva et ai., 1999a e 

1999b, Ferreira et ai., 1999, E. G. Pires, tese de mestrado). O sucesso na 

utilização desta técnica pode ser ilustrado com a obtenção de até 31 °/o de 

fragmentos de cDNA cuja expressão diferencial foi confirmada por Northern

blot ou RT-PCR (Silva et ai., 1999b). 
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Mesmo com o sucesso na utilização do DDRT -PCR, esta técnica 

possui limitações que poderiam ser superadas aliando-a ao uso outras 

técnicas de análise de expressão gênica como o cDNA microarray. O DDRT

PCR possui a vantagem de requer pouco material inicial e, além disso, 

permite a descoberta de novos genes. A grande vantagem da metodologia 

de cDNA microarray está na possibilidade de comparação do nível de 

expressão de milhares de genes simultaneamente. Entretanto, esta técnica 

se limita apenas aos genes que estão presentes no arranjo e que já foram 

seqüenciados ou, no mínimo, isolados. Assim, um dos objetivos desta tese 

foi estabelecer as condições de Northern-reverso para avaliar os níveis de 

expressão dos fragmentos identificados por DDRT -PCR. 

1.6. DDRT -PCR (Differential Display RT -PCR) 

O método de DDRT -PCR descrito em 1992 por Liang & Pardee 

permite a identificação de genes expressos diferencialmente entre as várias 

espécies de mRNAs individuais de uma população de células. A estratégia 

básica é gerar sequências parciais de cDNA a partir de subpopulações de 

mRNA por transcrição reversa e pela reação em cadeia da polimerase 

utilizando pares de iniciadores que são selecionados para que cada um 

possa amplificar vários fragmentos de cDNA. Partindo de uma determinada 

população de mRNA, a técnica em si pode ser dividida em duas etapas: 1) 

transcrição reversa com oligos ancorados T11VN , onde V pode variar entre 

os nucleotídeos A, C ou G e N, entre qualquer um dos quatro 

desoxirribonucleotídeos, conforme a nomenclatura da IUPAC, e 2) PCR em 

condições de baixo rigor utilizando o mesmo oligonucleotídeo ancorado da 

reação de transcrição reversa em combinação com um outro iniciador de 

sequência arbitrária. Como a reação é processada na presença de um dNTP 

radioativo, os produtos gerados são fracionados em um gel de 

sequenciamento e o autoradiograma é utilizado para a análise da 
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complexidade de bandas geradas correspondente aos fragmentos de cDNA. 

De acordo com Liang & Pardee, 1992, várias vantagens são atribuídas ao 

DDRT -PCR: 1) visualizar populações de mRNA de tipos celulares através da 

exposição de subpopulações de mRNA como pequenas bandas de cDNAs, 

pois as amostras corridas paralelamente em gel de sequenciamento revelam 

diferenças no padrão de expressão dos mRNAs; 2) os cDNAs expressos 

diferencialmente podem ser prontamente clonados e sequenciados e suas 

sequências podem ser comparadas em banco de dados; e, 3) as bandas 

individuais de cDNA podem ser clonadas e utilizadas como sondas para a 

hibridização de RNA ( Northern-Biot) ou de DNA ( Southern-Biot) 

constituindo um passo efetivo em isolar fragmentos maiores a partir de 

bibliotecas de cDNA ou genômicas. 

1. 7. Análise de filtros de micro-arranjos de fragmentos de cDNA 

Recentemente, a possibilidade de utilização de técnicas robotizadas 

permitiu a análise da expressão diferencial de genes de duas ou mais 

populações celulares através de "cDNA microarrays" onde milhares de 

cDNAs, correspondentes às ESTs conhecidas, podem ser fixados em 

pequenas superfícies de vidro ou membranas de nylon e analisados em um 

único experimento. Esta tecnologia baseada em arranjos de fragmentos de 

cO NA (cO NA microarray) tem facilitado bastante analisar um número enorme 

de genes representativos de parte do genoma de um organismo. Os micro

arranjos de cONAs permitem investigar os níveis de expressão em paralelo, 

proporcionado uma informação estática sobre a expressão gênica, ou seja, 

quais genes são expressos em qual(is) tecido(s) e/ou tipo(s) celular(s) o 

gene é expresso, e uma informação dinâmica revelando qual é o padrão de 

expressão de um gene em relação aos outros ( Schena et ai., 1995; De Ris i 

et ai., 1996). 
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O RNA poli-A das populações celulares a serem comparadas é 

utilizado como molde para a síntese de cDNA que é marcado 

radioativamente durante a reação de transcrição reversa. Este cDNA é então 

hibridizado com todas as ESTs fixadas. Esta metodologia permite a análise 

da expressão funcional de um grande número de genes, mesmo aqueles 

cujas funções ainda não foram elucidadas, ou mesmo quando a sua 

sequência completa ainda não tiver sido decifrada. 

A análise de um grande número de pacientes portadores de um 

mesmo tumor permitirá a identificação de genes cuja expressão está 

constantemente associada a um determinado processo oncogênico. Isso 

seria um argumento experimental significativo para justificar uma análise 

detalhada de sua atividade funcional, além de seu potencial uso como 

marcador para o desenvolvimento daquele tumor, com aplicações no 

desenvolvimento de novos métodos de diagnóstico ou prognóstico. 

17 



Análise comparativa da expressão global de genes em mucosa gástrica normal e tumoral 

2. JUSTIFICATIVA 

Embora todas as células de um organismo apresentem o mesmo 

conteúdo genético, os tecidos diferem quanto aos genes expressos, o que 

determina a especificidade das células que os compõem. Do mesmo modo, o 

câncer difere do tecido normal quanto ao perfil quantitativo e qualitativo da 

expressão gênica. Um passo importante para compreensão do processo 

oncogênico é desenvolver meios para comparar o perfil de expressão de 

células normais e malignas. Isso permitirá correlacionar mutações com 

fenótipos específicos do câncer, e poderá contribuir na prevenção, 

diagnóstico e tratamento da doença. 

De fato, grande parte da pesquisa em câncer dos últimos 50 anos 

dedicou-se à análise de genes diferencialmente expressos em tecidos 

tumorais em relação aos normais (Zhang et ai., 1997). Essa abordagem 

levou ao conhecimento dos oncogenes e dos genes supressores de tumor. 

Ainda que centenas de estudos tenham mostrado diferenças na expressão 

de um ou de alguns genes, nenhum estudo sistemático mostrando a 

expressão gênica global de células cancerosas foi descrito (Zhang et ai., 

1997). 

Neste trabalho, pretendemos comparar a expressão de genes na 

mucosa gástrica tumoral e da mucosa gástrica normal. A identificação de 

genes caracteristicamente expressos após o estabelecimento do processo 

tumoral poderia ser extremamente útil no entendimento dos mecanismos de 

transformação celular. A associação, em estudos posteriores, dos genes 

encontrados com a infecção por H. pylori poderá contribu ir no entendimento 

do processo de transformação desencadeado por esse patógeno. Além 

disso, os genes encontrados poderão ser potenciais marcadores, para fins 

de diagnóstico e para a detecção precoce dos pacientes que apresentam um 
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alto risco de desenvolvimento do câncer gástrico. No campo de prognóstico, 

a comparação do perfil molecular de diferentes tumores de um mesmo órgão 

poderá levar ao desenvolvimento de tratamentos tumor-específicos. 
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 

Estudar a expressão global de genes em material de biópsia de mucosa 

gástrica normal e tumoral de pacientes com câncer gástrico submetidos à 

gastrectomia. 

3.2. Objetivos Específicos 

1. Comparar as populações de mRNA de mucosa gástrica normal e tumoral, 

obtidas por procedimento cirúrgico de pacientes com câncer gástrico, 

utilizando a técnica de "Differential Display- RTPCR". 

2. Comparar as populações de mRNA de mucosa gástrica normal e tumoral, 

obtidas por procedimento cirúrgico de pacientes com câncer gástrico, 

utilizando o sistema GDA (Gene Discovery Array). 

3. Clonar e sequenciar pelo menos trinta fragmentos de cDNA cujo perfil de 

expressão foi diferenciado entre os dois tecidos segundo a análise do gel 

de DDRT-PCR. 

4. Confirmar por Northern-blot ou RT-PCR o perfil diferencial de genes 

encontrados por DDRT-PCR e microarray. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1. Material 

4.1.1. Soluções de uso comum 

SSC 20X: Dissolver 292,2g de NaCI, 88,2g de citrato de sódio, H20 qsp 

1 ,O L. Ajustar para pH 7,0 com Na OH. Autoclavar. 

TE pH7.4: Tris 10mM pH7.4; EDTA 1mM. 

TE pH8.0: Tris 10mM pH7.4; EDTA 1mM. 

H20 DEPC: ddH20 tratada com O, 1 °/o de dietilpirocarbonato por 12 h a 

4°C, e em seguida, esterelizada em autoclave por 15 minutos a 121°C. A 

solução é mantida a -20°C. 

4.1.2. Soluções para hibridização (Church & Gilberl, 1984) 

Solução estoque de Fosfato: Na+ 1M, P04
3

- , ou seja, 0,5M Na2HP04 em 

pH igual a 7,2 acertado com ácido fosfórico a 85°/o. 

Solução de Hibridização: 50%(v/v) de solução estoque de Fosfato; 

7°/o{p/v) SDS; 1 °/o(p/v) BSA; EDTA 1 mM. 

Soluções de lavação de membrana: 

Solução 

Solução estoque de Fosfato 

SDS 

EDTA 

50% 

1% 

1mM 

11 

25% 

1% 

1mM 

111 

10% 

1% 

1mM 

IV 

5% 

1% 

1mM 
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4.1.3. Soluções para eletroforese de DNA 

Gel de agarose 1 .2°/o: Pesar 1 ,2g de agarose e dissolver em TAE 1 X. 

Aquecer a solução até que a agarose se dissolva. 

Solução tampão 6X para amostras de DNA: glicerol 30%, azul de 

bromofenol 0,25°/o e xilenocianol 0,25°/o. 

TAE 50X: 242g Tris base, 57,1ml ácido acético glacial, 100,0ml EDTA 

0,5M pH8.0. 

TBE 5X: Dissolver 54,0g de tris base, 27,5g de ácido bórico, 20, Oml de 

EDTA 0,5M (pH 8,0) em H20 qsp 1 ,OL. 

4.1.4. Soluções e meio de cultura para a clonagem e o preparo de 

DNA plasmidial 

Meio LB: 0,5% (p/v) de extrato de levedura, O, 1 °/o (p/v) de triptona, 0,5°/o 

(p/v) de NaCI. O pH é acertado para 7,5 com NaOH 2N. 

Ágar LB: 1.5°/o (p/v) de ágar, 0,5% (p/v) de extrato de levedura, O, 1 o/o 

(p/v) de triptona, 0,5% (p/v) de NaCI. O pH é acertado para 7,5 com 

NaOH 2N. 

Tampão TB ( transformation buffer): 10mM de Pipes, 55mM de MgCb. 

15mM de CaCb, 250mM KCI. O pH foi acertado para 6, 7 antes da adição 

de MnCb. A solução foi esterelizada por filtração utilizando um filtro de 

0,451-lm e mantida a 4°C. 
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4.1.5. Iniciadores 

Abaixo estão relacionados todos os iniciadores descritos neste 

trabalho e clssificados conforme a sua utilização nas reações de PCR. Os 

iniciadores aleatórios, p13, p14 e p15 foram utilizados no DDRT-PCR 

descritos segundo Liang & Pardee, 1992 e os ancorados, segundo Liang et 

ai, 1993. As seqüências pUCM13 foram utilizadas nas reações para 

amplificação dos insertos contidos no vetor pUC18 (Pharmacia). Os demais 

iniciadores específicos foram utilizados na amplificação do cDNA dos 

respectivos genes da proteína L26, enzima AFAR e do gene ainda não 

caracterizado e neste texto denominado de SMSO. 

Iniciador Sequência (5,-----)- 3? Classificação (b) 
p13 ctgatccatg Aleatório 
p14 ctgctctcaa Aleatório 
p15 cttgattgcc Aleatório 
dT11VA (a) tttttttttttv a de ancoragem 
dT11VC Lllllllllllv g de ancoragem 
dT11VG Llllllttlllvt de ancoragem 
dT11VT llllllttltlvt de ancoragem 
PUCM13 senso cgccagggttttcccagtcacgac específico 
PUCM13 antisenso tttcacacaggaaacagctatgac específico 
L26 senso gatgatgaagttcaggttgtacg específico 
L26 antisenso tcctttcctacttggcgagattt específico 
AFAR senso gctcacgaatgtcccaacta específico 
AFAR antisenso ctacagccaggtcaagtgcc específico 
SM50 senso gtgtagggaaggctaaagaaa específico 
SM50 antisenso ggacttggagcctgtacttt específico 
GPDEx6 senso ctgcaccaccaactgctta específico 
GPDEx7 antisenso ctagacggcaggtcaggtc específico 

a) A designação V se refere a A, C ou G. 

b) A classificação dada é com base na utilização de cada iniciador. 
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4.2. Métodos 

4.2. 1. Coleta de amostras e diagnóstico 

A coleta de amostras foi realizada pelo Departamento de Abdômen do 

Hospital do Câncer, sob a chefia do Dr. Mareei Cerqueira e foi aprovada 

pela Comissão de Ética do hospital. Em anexo, está a carta enviada pela 

Comissão de Ética aprovando a realização do projeto. As amostras 

utilizadas foram provenientes de pacientes submetidos a gastrectomia para 

remoção de tumor gástrico. O material colhido era imediatamente congelado 

em nitrogênio líquido e mantido a -70°C até o uso. Foram coletadas, de 

cada paciente, amostras de tecido gástrico tumoral e do tecido gástrico 

normal adjacente ao tumor. 

O diagnóstico das amostras coletadas foi fornecido pelo Dr. Fernando 

Soares, chefe do Departamento de Anatomia Patológica do Hospital do 

Câncer. Para isso, foi feito um corte histológico a partir da amostra 

congelada e as lâminas obtidas foram coradas com Hematoxilina e Eosina. 

As lâminas coradas foram analisadas pelo patologista para definição e 

classificação do tecido tumoral e do tecido normal. Em algumas peças, foi 

necessário a realização de uma semi-microdissecção para a eliminação de 

tecido contaminante, tal como tecido normal na amostra tumoral ou vice 

versa. O diagnóstico definitivo do tipo de tumor era fornecido posteriormente 

após análise em cortes de parafina conforme a rotina deste hospital. Todas 

as amostras de tumor utilizadas neste estudo forma classificadas como 

adenocarcinomas. Foram extraídos RNAs de um total de quatorze pacientes 

sendo que nem todas as amostras foram utilizadas para gerar os fragmentos 

a partir de DDRT -PCR. 
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Microdissecção 

Em alguns fragmentos, foi necessário a realização de uma semi

microdissecção para a eliminação de tecido contaminante, tal como tecido 

normal na amostra tumoral ou vice versa. A partir de uma análise do tecido 

através da lâmina corada com Hematoxilina e Eosina, o patologista 

determinava se seria necessário a dissecção da peça. Esta lâmina serviu 

como um molde da área a ser removida do fragmento de tecido. Esta área foi 

então delimitada na lâmina e este molde, sobreposto ao tecido original. 

Desta maneira, era possível determinar no tecido, qual a área a ser 

dissecada. Em seguida, o patologista dissecava a peça com o auxílio do 

bisturi, baseando-se nos limites pré-determinados na lâmina. Esta operação 

era realizada no período mais curto possível a fim de evitar o 

descongelamento do tecido e dessa maneira, preservar a integridade do 

RNA. Após a dissecção, o tecido era transferido para o Nitrogênio líquido, 

protegido com papel alumínio. 

4.2.2. Extração do RNA total 

ORNA total foi isolado utilizando TRizoi®Reagent (Life Technologies, 

USA). O TRizol é um reagente que apresenta uma solução monofásica de 

fenol e isotiocianato de guanidina. A extração de RNA utilizando esse 

reagente é uma adaptação do método desenvolvido por Chomczinski e 

Sacchi (1987). 

Para extração de RNA total, os fragmentos de tecido foram colocados 

em tubos contendo TRizol®, utilizando 1 ml para cada 1 OOmg de tecido, e 

homogenizados com o auxílio de triturador de tecidos (Polytron). A 

purificação do RNA foi feita segundo o protocolo do fabricante. A 

quantificação do RNA obtido foi fe ita através da leitura de uma alíquota da 
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amosta no espectrofotômetro em comprimento de onda equivalente a 

260nm, considerando-se que 1 D026onm equivale a 40f.lg/ml de RNA. A 

relação entre as leituras realizadas a 260 e 280nm foi util izada como 

parâmetro na estimativa do grau de contaminação do RNA por proteínas. 

Invariavelmente, o valor desta relação estava contido na faixa de 1.6 a 1 ,8. 

4.2.3. Purificação do RNA poli-A 

O RNA poli-A foi purificado através do sistema mRNA lsolation Kit 

(Miltenyi Biotec) a partir do RNA total livre de DNA. Este método se baseia 

na utilização de esferas magnéticas contendo oligo dT (MACS oligo (dT) 

MicroBeads, Miltenyi Biotec). Após a purificação do RNA poliA, foi feita a 

leitura de absorbância em 260 e 280nm de uma alíquota do RNA para a 

determinação da concentração do RNA e da sua pureza. 

4.2.4. Tratamento do RNA total com DNase I 

O RNA total foi tratado com DNase livre de RNase (1 U/ul, Promega), 

utilizando 1 O unidades da enzima para tratar 50J.Jg de RNA por 60 minutos a 

37°C, a fim de eliminar uma possível contaminação deste material com DNA 

genômico. A reação foi interrompida pela adição de uma solução de 

neutralização e o RNA foi extraído com fenol/clorofórmio, clorofórmio e 

precipitado a - 20°C por 18 horas pela adição de NaCI 250mM e etanol 75% 

com um volume igual a duas vezes o volume inicial. Após centrifugação, o 

RNA foi solubilizado em 30,0JJL de água tratada com DEPC. A quantificação 

foi feita através da leitura de uma alíquota da amosta no espectrofotômetro a 

260 e 280nm conforme descrito anteriormente. 
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Obtenção da primeira fita de cDNA utilizado na reação de 

DDRT-PCR 

Duzentos nanogramas de RNA total livre de DNA foram transcritos 

reversamente à primeira fita de cDNA na presença de 200U da enzima 

transcriptase reversa (SuperScript 11, Gibco BRL), utilizando 25 pmoles do 

iniciador ancorado dT11VN (dT11VA, dT11VC, dT11VG ou dT11VT) em uma 

reação com volume final de 20,0J.!I contendo solução tampão 1 X de obtenção 

da primeira fita de cDNA, 25U de inibidor de Rnase (Rnasin, Promega) e 200 

uM da mistura de todos os dNTPs. Inicialmente, a mistura RNA, água e 

iniciador ancorado foi incubada a 70°C por 1 O minutos para abertura de 

possíveis estruturas secundárias. A reação de síntese de cDNA foi realizada 

a 42°C por 60 minutos. 

4.2.6. 11Differential Display RT-PCR" ( DDRT-PCR) 

Dois microlitros da reação de síntese da primeira fita de cDNA, obtida 

com o oligonucleotídeo ancorado dT11VN, foram amplificados pela reação 

em cadeia da polimerase. Nesta reação, foram utilizadas 2,5U de enzima 

Taq DNA-polimerase (Taq Sequencing grade, Promega) e uma mistura 

contendo, nas concentrações finais, 2J.!M de todos os dNTPs (dATP, dCTP, 

dGTP, dTTP), 2.5mM MgCb, 0,2J.!Ci/fll de dCTP a-[32P] mais 2.5J.!M do 

iniciador dT11VN e O.SJ.!M de iniciadores aleatórios (p13, p14 e p15), em 

solução tampão-PCR (Tris-HCI 1 OmM pH 8.3, KCI 50mM). As reações 

ocorreram por 40ciclos de 94°C/30seg., 40°C/2min, 72°C/30seg., e, no último 

ciclo, uma extensão a 72°C/5min. Os produtos amplificados foram 

fracionados em gel de seqüenciamento a 6% a uma tensão de 1500V, até 

que o corante xileno-cianol alcançasse 3/4 do gel. O gel foi exposto contra 

filme de raio-X por tempos variados e então revelado. 
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4.2. 7. Análise do autoradiograma e recuperação do cDNA 

O autoradiograma do DDRT -PCR foi analisado com base na 

separação e no número de bandas visualizadas e na ausência de bandas no 

controle negativo. Após esta primeira análise, as bandas que apresentavam 

perfil diferenciado de expressão foram marcadas e identificadas para sua 

recuperação do gel e eluição. 

Para a recuperação da banda contendo o fragmento de cDNA, foi 

colocada uma folha de plástico transparente (papel acetato) sobre o 

autoradiograma. Em seguida, o local correspondente a cada banda de 

interesse foi marcado e identificado na folha de plástico. Esta área marcada 

foi recortada da folha de plástico para servir como um moldura sobre o gel 

de poliacrilamida. Para garantir a localização exata das bandas no gel de 

acrilamida, foram utilizados adesivos marcadores fluorescentes para a 

exposição do autoradiograma. Estas marcas foram copiadas para a folha de 

plástico e auxiliaram no seu posicionamento sobre o gel de poliacrilamida de 

onde as bandas foram retiradas. A área correspondente a cada banda foi 

retirada do gel com o auxílio de um bisturi e entre cada banda recortada o 

bisturi foi lavado com água destilada, etano! a 70°/o e uma última etapa com 

água destilada. Os fragmentos de cDNA foram eluídos do gel com 100 J.tl de 

ddH20 a 95°C, precipitados com acetato de sódio 3M (10o/o do volume) e 

etanol 100% (2,5 volumes) a -70°C por 30min, centrifugados a 12000 rpm a 

4°C por 30 minutos e depois dissolvidos em 40,0 J.tl de ddH20. Para 

confirmação da coleta da banda de interesse, o gel de poliacrilamida foi re

exposto contra um filme de raio-x a fim de se observar a coerência das 

bandas de interesse. 
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4.2.8. Reamplificação, purificação e clonagem 

Para a reamplificação dos fragmentos de cDNA extraídos do gel 

foram utilizadas as mesmas condições de PCR descritas acima. O volume 

final da reação foi aumentado para 40 J.LI, sendo utilizado 2 J.LI do fragmento 

de cDNA e não foi utilizado dNTP marcado com 32P. Os produtos foram 

fracionados em gel de agarose 1 ,2% contendo 0,5 J.Lg/ml de Brometo de 

Etídio. 

Os produtos da reamplificação foram purificados por "Magic PCR 

Preps Purification System" (Promega), e clonados em pUC18 pelo kit 

SureCione (Pharmacia). A presença do inserto nos vetores foi diagnosticada 

por PCR utilizando os iniciadores específicos pUCM13 senso e pUCM13 

antisenso, selecionando pelo menos três colônias de cada placa para esta 

finalidade. A positividade dos clones foi determinada pelo tamanho esperado 

do produto a ser amplificado e confirmada posteriormente após a digestão 

do plasmídio purificado por "miniprep" com enzimas apropriadas. Pelo 

menos dois clones positivos foram selecionados para o sequenciamento. 

4.2.9. Preparação de bactérias competentes 

Para a preparação de bactérias competentes foram utilizadas células 

JM109 e o protocolo utilizado foi descrito por lnoue et ai., 1990. Uma 

alíquota de estoque destas células foi plaqueada em ágar-LB e crescida por 

16 horas a 37°C. Em seguida, foram inoculadas dez colônias isoladas em 

260,0 ml de meio LB contido em um frasco de 2,0 L. O meio foi então 

incubado entre 18-22°C sob agitação vigorosa (200 rpm) até atingir a DO a 

600nm igual 0,6. Ao atingir esta DO o frasco foi imediatamente colocado em 

gelo por 1 O minutos e depois distribuído em seis alíquotas de 42 ml em 

tubos de centrífuga de 50,0 ml. Os tubos foram centrifugados a 3500 rpm 

(centrífuga Sorvall RC5B) por 15 minutos a 4°C. Cada precipitado foi 

29 



Análise comparativa da expressão global de genes em m11cosa gástrica normal e t11moral 

ressuspendido em 12,0 ml de TB (Transformation Buffer) gelado e foi 

reunido o conteúdo final de três tubos resultando apenas dois tubos com 

36,0 ml cada um. Os tubos foram incubados no gelo por 1 O minutos e 

centrifugados novamente como descrito acima. Cada precipitado foi 

ressuspendido em 9,3 ml de TB gelado e reunidos em um tubo resultando 

em um volume total de 18,6 ml. Em seguida foi adicionado, vagarosamente, 

1,4 ml de DMSO (dimetilsulfóxido) atingindo um concentração final de 7°/o. A 

suspensão de células foi incubada em gelo por 1 O minutos, e distribuída em 

tubos de congelamento de células e imediatamente imersas em nitrogênio 

líquido, onde foram mantidas até sua utilização. 

4.2.10. Transformação Bacteriana 

A transformação bacteriana foi realizada utilizando-se S,Of.!L da 

reação de ligação feita segundo o kit SureCione (Pharmacia) e 100 f.!L de 

bactérias competentes. A bactéria foi previamente descongelada e mantida 

em gelo por 20 minutos. A mistura de produto de ligação e bactéria foi 

homogeneizada cuidadosamente e incubada por trinta minutos em banho de 

gelo. Após esse período foi feito o choque térmico incubando-se por trinta 

segundos a 42°C e trinta segundos em banho de gelo. Em seguida foi 

adicionado 1 ,O ml de meio LB sem antibiótico e a cultura foi crescida por 60 

minutos em banho-maria a 37°C. Esta cultura foi centrifugada e ao 

sedimento bacteriano foi adicionado 1 OO,Of.!L de meio LB sem antibiótico. 

Esta suspensão foi plaqueada sobre meio LB-ágar contendo 50 f.!g/ml de 

ampicilina, 20 f.!g/ml de IPTG (isopropiltio-p-0-galactosídeo) e 4f.!g/ml de X

gal (5-bromo-4cloro-3indolil-p-D-galactosideo) e incubada a 37°C. Por 18 

horas. 

As colônias de bactérias transformadas foram coletadas da placa, 

inoculadas em 5,0 ml de meio LB contendo 50 f.!g/ml de ampicilina, 
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incubadas a 37°C. O DNA plasmidial foi purificado desta cultura utilizando o 

kit Wizard Plus Miniprep DNA Purification System (Promega). 

4.2. 11. Sequenciamento automático 

De 300 a 500 nanogramas dos plasmídios obtidos na clonagem 

contendo os insertos de interesse foram sequenciados utilizando-se o kit 

"Thermo Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing" 

(Amersham Life Science) disponível para o sequenciamento automático no 

sequenciador ABI377 (Perkin Elmer Cetus). O sequenciamento foi realizado 

no laboratório de Genética do Câncer, do Instituto Ludwig de Pesquisas 

sobre o Câncer, São Paulo/SP, sob a chefia do Dr. Andrew J. G. Simpson. 

4. 2. 12. Análise das sequências obtidas 

Uma vez obtidas, uma análise primária das sequências foi realizada a 

fim de localizar os iniciadores aleatórios e/ou ancorados. As sequências do 

inserto foram editadas no formato .TXT desprezando-se as sequências dos 

iniciadores aleatórios e/ou ancorados. As sequências foram utilizadas para a 

busca de homologia nos bancos de dados do National Center of 

Biotechnology lnformation (NCBI), através do programa Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) disponível na internet através do site 

www.ncbi.nlm.nih.gov. 

4.2.13. Análise dos filtros de Microarranjo de cDNA 

O sistema GDA (Gene Discovery Array) de filtros cDNA-microarray 

está disponível comercialmente através da empresa Genome Systems Inc. 

que atualmente se chama lncyte Genomics (St.Louis, Missouri, EUA). O 
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GDA consiste de membranas de nylon de 22 x 22 em onde 18.376 clones 

bacterianos transformados com plasmídios contendo fragmentos de cDNAs 

humanos não-redundantes, obtidos da coleção I.M.A.G.E. (http://www

bio.llnl.gov/bbrp/image/image.html), foram adicionados roboticamente e 

então imobilizados. Cerca de dois microgramas de RNA poli-A(+) derivados 

de tecido gástrico normal ou tumoral, foram marcados com 32P-adCTP em 

uma reação de transcrição reversa e então hibridizados com um par de 

membranas, segundo o método de Church & Gilbert, 1984. Após lavagem 

com soluções contendo detergentes a fim de retirar radioisótopo ou 

hibridizações inespecíficas, os sinais gerados nos filtros foram capturados 

em Phosphorimager STORM 840 (Molecular Dynamics) e cada cDNA com 

sinal de hibridização foi identificado por um programa de computador 

(Genome Discovery Software) disponível na empresa Genome Systems. Os 

arquivos .GEL foram enviados por correio eletrônico e o resultado das 

análises foi recebido via www. Os clones correspondentes aos fragmentos 

de cDNAs de interesse podem ser obtidos da mesma firma. Todas as 

informações referentes à disponibilidade, serviços e custos diretamente 

associados a esses filtros GDA, podem ser obtidas através da internet no 

seguinte endereço: http//:www.genomesystems.com. 

4.2.14. Análise dos 10 clones mais diferencialmente expressos 

Uma vez feita a análise do perfil de expressão, cinco clones 

representando os genes mais diferencialmente expressos presentes em 

cada um dos dois filtros foram solicitados à empresa Genome Systems. Os 

clones de bactéria contendo os plasmídios de interesse foram adquiridos e 

expandidos. O plasmídio foi purificado utilizando-se o kit "Wizard plus 

minipreps" da Promega. Os plasmídios foram amplificados pela PCR 

utilizando os iniciadores específicos que foram construídos para o respectivo 

clone. 
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4.2. 15. Norlhern-blot 

Para confirmar a presença de um mRNA correspondente aos 

fragmentos isolados no DDRT -PCR, os insertos dos clones correspondentes 

aos genes selecionados foram utilizados em experimentos de Northern Blot 

conforme descrito por SAMBROOK et a/., 1989. 

Quinze microgramas de RNA total foram fracionados em gel de 

agarose a 1 ,2°/o na presença de formaldeído, transferidos para membranas 

de nylon e fixados à esta utilizando-se o aparelho UV Crosslinker® 

(FisherBiotech). 

As membranas contendo os RNAs foram hibridizadas com sondas de 

cDNA marcadas co a 32P-dCTP, de acordo com o protocolo de CHURCH e 

GILBERT (1984), e foi exposta contra filme de raio-X (Braf Q.A-S Kodak). 

Os filme foram revelados, utilizando-se soluções reveladora e fixadora 

conforme as especificações do fabricante (Kodak). 

4.2.16. RT-PCR 

A síntese da primeira fita de cDNA foi realizada segundo o manual da 

enzima SuperScript 11 (GibcoBRL). Um micrograma de RNA total livre de 

DNA genômico foi misturado com 500ng de oligo (dT)12_18 e o volume foi 

acertado para 12 ul. Esta mistura foi aquecida a 70°C por 1 O minutos e 

rapidamente resfriada em gelo. Em seguida a reação foi processada na 

presença de 1X tampão de obtenção da primeira fita, 10mM de DTT, 500uM 

de dNTPs e 200 unidades de transcriptase reversa (SuperScript 11, 

GibcoBRL). A reação foi processada a 42°C durante 50 minutos. A reação 

foi inativada através do aquecimento a 70°C durante 15 minutos. 
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Na PCR, foram utilizados dois microlitros da reação de cDNA para um 

volume final igual a 50 ul. A PCR foi realizada na presença de tampão 1 X, 

1 ,5 mM de MgCb , 0,2 mM de dNTPs, 0,2uM de cada iniciador (sense e 

antisense) e 0,025 unidades/ul de Taq DNA polimerase. As reações 

ocorreram com repetidos ciclos de 94°C/30seg ., 55 °C/45seg., 72 °C/1 minuto 

precedidos por um ciclo inicial de 94 °C/4minutos e seguidos por um ciclo 

final de exensão de 72 °C/7minutos. O número de ciclos utilizados variou em 

algumas reações como indicado nos resultados. 

4.2.17. Norlhern-blot reverso 

Esta técnica permite analisar o nível de expressão de vários genes 

em um único experimento. Neste caso, os fragmentos correspondentes aos 

cDNAs em estudo, estão fixados na membrana de nylon (HybondN, 

Amershan) e a sonda de cDNA é derivada do RNA do tecido de onde se 

quer avaliar a expressão daqueles genes. 

a) Preparação da membrana 

O DNA fixado na membrana foi derivado de fragmentos de DNA 

amplificados por PCR correspondentes aos clones obtidos a partir do DDRT

PCR. Estes clones foram amplificados uti lizando o par de iniciadores 

pUCM13 que se ligam no vetor pUC18 onde estão clonados todos os 

fragmentos. Estes produtos foram distribuídos ordenadamente em uma placa 

de 96 wells, onde também foi feita uma diluição 1:4 de cada DNA. Cada 

poço continha um volume final igual a 40,0ul. Apenas no controle positivo 

(GAPDH) preparamos também uma diluição 1 :8 do fragmento amplificado 

por PCR. Os clones foram transferidos da placa para a membrana de nylon 

com o auxílio de um microdispensador (Hydra-96). Esta máquina possui 96 

agulhas por onde se aspira e dispensa a solução. Foram aplicados na 
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membrana frações de 0,5ul do produto da PCR, totalizando 4,0 ul, aplicadas 

em intervalos de 5 minutos. Dessa maneira evita-se a sobreposição dos 

pontos da membrana visto que não há difusão de solução na membrana 

quando são aplicados volumes pequenos com intervalos para secagem da 

solução. 

Após a adição do DNA, as membranas foram tratadas por 1 O minutos 

com Na OH 0,4M , para desnaturar o DNA, neutralizada por 1 O minutos com 

SSPE 10X e em seguida com SSC 2X ( NaCI 0,3M e citrato de sódio 

30mM). O DNA foi então fixado na membrana através de luz ultra-violeta 

utilizando-se o UVcrosslinker®. 

b) Síntese da sonda de cDNA 

As sondas derivadas de mucosa gástrica normal e tumoral foram 

preparadas por transcrição reversa do RNA total destes tecidos na presença 

de 32P dCTP. Cerca de 30 ug de RNA total foram utilizados na reação e o 

volume final do RNA ajustado para 19,0 ul e em seguida misturamos o RNA 

com 500ng de oligo (dT)12_18. Esta mistura foi aquecida a 70°C por 1 O 

minutos e rapidamente resfriada em gelo. Em seguida a reação foi 

processada na presença de 400U Superscript 11 (GibcoBRL), 0,25mM dATP, 

dCTP e dTTP, 1 ,66~M dCTP, 30~Ci a 32P dCTP, 1 x 1st strand buffer, água 

q.s.p. 30~1. A incubação foi feita a 43°C por 90 minutos. O RNA foi 

hidrolizado pela adição de 1 ~I de SDS 1 %, 1 ~I de EDTA 0,5M e 3~1 de 

NaOH 3M, por incubação a 65°C por 30 minutos. As reações foram mantidas 

a temperatura ambiente por 15 minutos e adicionou-se 1 0~1 de Tris HCI 1M 

pH8 e 3~1 de HCI 2N. Os nucleotídeos não incorporados foram removidos 

através de centrifugação por coluna Sephadex G25. 
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c) Hibridização do Northern-blot reverso 

A sonda radioativa foi desnaturada por cinco minutos a 95°C e depois 

rapidamente resfriada em banho de gelo. Utilizando-se um par de 

membranas idênticas, hibridizamos, uma membrana com a sonda derivada 

de RNA extraído de tecido normal, e outra com a sonda correspondente ao 

tecido tumoral. A pré-hibridização, hibridização e lavagem foram feitas 

segundo o método de Church & Gilbert, 1984. Após a lavagem os filtros 

foram analisados em Phosphorimager STORM 840 (Molecular Dynamics) e a 

quantificação dos sinais foi feita através do programa lmageQuant® 

(Molecular Dynamics). 

4.2. 18. Hibridização in situ 

a) Clonagem do fragmento de AFAR em vetor de transcrição 

O plasmídio contendo o fragmento de cDNA da Aflatoxina Aldeído 

Redutase (AFAR) extraído a partir do gel de DDRT-PCR e clonado por 

SureCione (Pharmacia) em pU C 18, foi digerido enzimaticamente com Xba-1 

e Eco-RI (Biolabs) utilizando 1 O U de cada enzima para cada f.lg de DNA. O 

produto da digestão foi fracionado em gel de agarose 1 ,2%, em TAE 1 X e o 

DNA correspondente ao fragmento liberado foi purificado por Magic DNA 

Clean-up (Promega). O fragmento purificado foi clonado no vetor pGEM 

Zf( +) previamente digerido com as mesmas enzimas citadas acima. A reação 

de ligação foi feita na presença de 1 unidade da enzima T 4 DNA ligase 

(Biolabs) durante uma hora e trinta minutos. O produto da ligação foi 

transformado e plaqueado em ágar LB. Foram coletadas cinco colônias 

brancas isoladas e inoculadas em 1 O ml de meio LB acrescido com SOf.lg/mL 

de Ampicilina. Após o crescimento por 16 horas a 37°C a purificação do 

plasmídio foi feita utilizado o kit Wizard® Plus Minipreps DNA Purification 
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System (Promega). O plasmídio purificado foi linearizado com a enzima Eco 

RI e purificado com o kit DNA Clean-up (Promega). 

Na figura a seguir, está esquematizado a orientação do fragmento 

cDNA de AFAR clonado no vetor pGEM. Também estão indicados a 

localização dos sítios para as enzimas de restrição Xbal e EcoRI em relação 

aos promotores T7 ou SP6 existentes no vetor. 

Eco RI 

1 
AFARcDNA 

pGEM Zf(+) 

b) Síntese da sonda 

A sonda sintetizada consiste de um RNA transcrito in vitro 

correspondente à fita antisenso do RNA mensageiro do gene de AFAR. Para 

a síntese da sonda foi utilizado o plasmídio linearizado na extremidade do 

fragmento oposta à região do promotor de T7 para que ocorresse a 

transcrição in vitro da fita antisenso. Nesta reação foram uti lizados 1 Ou L de 

um mix de NTPs ( 2,5mM de GTP, 2,5mM de CTP, 2,5mM de ATP, 1 ,6mM de 

UTP e 0,9mM de UTP-digoxigenina}, 0,5ul de DTT 1M, 6ul de tampão SX 

da enzima T7 RNA polimerase, 0,5 ul de RNAsin 40U/ul, 10ul do 

fragmento linearizado (2,0ng) e 1 ,Sul da enzima T7 RNA polimerase 10-
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20U/ul (Boehringer Mannheim). A reação foi processada a 37 °C por 1 ,5 

horas 

c) Hibridização in situ 

Esta técnica foi realizada pelo estudante de Doutorado Gonçalo 

Jaime Cofre-Cofre do Departamento de Biofísica da Universidade Federal do 

Rio de Janeiro (UFRJ). Foram utilizados cortes histológicos de 3J.Lm obtidos 

de mucosa gástrica tumoral emblocada em parafina. Foram hibridizados três 

cortes, um corte para a sonda antisenso de AFAR, e dois cortes para cada 

controle. O controle positivo da reação de hibridização foi feito com uma 

sonda antisense de GAPDH e no controle negativo utilizou-se um fragmento 

de um gene de Xenopus sp, inespecífico para a espécie humana. A 

hibridização ocorreu a 67 °C durante 16 horas. Para a detecção do sinal foi 

utilizado um anticorpo anti-digoxigenina a ser reconhecido por um antcorpo 

secundário conjugado com fosfatase alcalina. O substrato cromogênico para 

a fosfatase alcalina foi uma mistura de NBT (4- Nitro blue tetrazolium 

chloride) e BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolyl-phosphate) que na reação 

positiva produziu uma coloração roxa. 
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5. RESULTADOS 

Obtivemos fragmentos de mucosa gástrica normal e tumoral 

provenientes de quatorze pacientes diferentes, que foram submetidos a 

gastrectomia. Todos os casos de câncer foram diagnosticados pelo 

Departamento de Anatomia Patológica como adenocarcinoma. Os tecidos 

classificados como tumoral eram amostras contendo mais de 70°/o de células 

tu morais. 

5.1. Análise global da expressão gênica 

5. 1. 1. 11Differential Display RT- PCR" 

Para analisar o perfil de expressão gênica em mucosa gástrica normal 

ou tu moral, utilizamos a técnica de DDRT -PCR. Para realizar o DDRT -PCR, 

utilizamos quatro oligos ancorados, T11VA, T11VC, T11VG, e T11VT, em 

combinação com um conjunto de três iniciadores aleatórios designados por 

p13, p14 e p15. Coletamos as bandas que mostraram diferenças qualitativas 

e quantitativas entre amostras de mucosa gástrica normal e tumoral. O 

número total de bandas geradas e o número de bandas diferencias entre 

tecido normal e tumoral foi maior utilizando os iniciadores ancorados T11VC 

e T11VG. Por isso, não coletamos bandas a partir dos géis contendo as 

amostras amplificadas com T11VT e T11VA. 

Para cada experimento utilizando um determinado oligonucleotídeo 

ancorado foi feito um controle negativo da reação onde uma alíquota 

proporcional de cada RNA total tratado com DNase foi utilizado para aferir a 

possível contaminação residual por DNA genômico. 
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Na figura 1 apresentamos o autoradiograma representativo de um gel 

de DDRT -PCR com o perfil de bandas encontrado. Neste gel é possível 

comparar o perfil de bandas gerado de amostra tumoral em relação a normal 

de dois pacientes diferentes. Estas bandas foram recortadas do gel e o 

mesmo foi re-exposto contra um filme de raio-X para a confirmação da 

extração exata da banda de interesse. 

A figura 2 mostra parte de um gel de DDRT -PCR onde estão 

destacadas duas bandas diferenciais correspondentes aos genes da 

aflatoxina aldeído redutase (AFAR) e de uma mucina (MUC4) . 
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14 15 
NNTT NNTT CNeg 

Figura 1: Autoradiograma do DDRT -PCR de amostras de mucosa 
gástrica normal e tumoral. 

Os cDNAs amplificados foram derivados de RNA extraído de mucosa 
gástrica normal (N), tumoral (T). Os cDNAs foram obtidos a partir de 200ng 
de RNA total tratado com Dnasel, na presença de 32P-adCTP. Foram 
utilizados os iniciadores aleatórios p13, p14 e p15 em combinação com o 
o ligo ancorado T 11VG. Os produtos da reação foram fracionados em gel 
desnaturante de poliacrilamida a 6% que foi exposto contra um filme de raio
X. A canaleta representada por CNeg é o controle negativo da reação 
contendo uma mistura de todos os RNAs uti lizados neste experimento 
porém nao transcritos reversamente. 
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Figura 2: Detalhe de um autoradiograma de DDRT -PCR. 

MlJC4 

Os cDNAs amplificados foram derivados de RNA extraído de mucosa 
gástrica normal (N), tumoral (T). Os cDNAs foram obtidos a partir de 200ng 
de RNA total tratado com Dnasel, na presença de 32P-adCTP. Foram 
utilizados os iniciadores aleatórios p13, p14 e p15 em combinação com o 
oligo ancorado T11VG. Os produtos da reação foram fracionados em gel 
desnaturante de poliacrilamida a 6% que foi exposto contra um filme de raio
X. As setas apontam para duas bandas diferenciais que foram clonadas, 
Mucina 4 (MUC4) e Aflatoxina Aldeído Redutase (AFAR). 

Após a recuperação e eluição das bandas contendo os fragmentos 

diferenciais, foi feita a reamplificação dos fragmentos utilizando-se o mesmo 

par de iniciadores utilizados no DDRT -PCR. O tamanho dos fragmentos 

reamplificados foi verificado através da eletroforese em gel de agarose. Na 

figura 3, apresentamos parte dos fragmentos re-amplificados a partir das 

bandas recuperadas do gel apresentado na figura 1. O tamanho dos 

fragmentos está contido na faixa entre 500-1 OOpb. 

42 



A11álise comparativa da expressão global de gmes em mucosa gástrica 11ormal e tumoral 

M O 1 02 03 04 05 06 07 08 09 1 O 11 12 13 14 15 16 17 18 

Figura 3: Reamplificação das bandas de cDNA extraídas do gel de 
DDRT-PCR. 

Uma alíquota do produto da PCR (5,0J.LL) foi fracionada em gel de agarose 
1 ,2%> contendo 0,5 ug/ml de brometo de etídio. Na canaleta M foi aplicado 
um padrão de peso molecular (3801 pb, 2079pb, 1718pb, 1051 pb, 678pb e 
265pb). 

Os fragmentos reamplificados foram purificados através do kit Magic 

PCR preps Purification System (Promega) e depois, clonados em pU C 18 

para serem sequenciados. Para analisar as sequências geradas, removemos 

a região correspondente ao vetor e aos iniciadores utilizados no DDRT -PCR 

e comparamos a sequências com o GenBank. 

A tabela 1 mostra a análise geral feita das bandas coletadas a partir 

de quatro diferentes géis de DDRT-PCR. Coletamos 53 bandas diferenciais 

onde 33 foram originadas no tecido tumoral e 20 no tecido normal. Foram 

sequenciadas 38 bandas do total coletado. 

A busca de homologia entre as seqüências obtidas e as sequências 

depositadas em banco de dados foi realizada utilizando-se o algorítmo 

BLAST. Nesta pesquisa (ver tabela1 ), observamos que cerca de 16 clones 

(42, 1 °/o), apresentaram homologia com sequências nucleotídicas de genes 

humanos já conhecidos, 12 clones (31 ,6%) apresentaram homologia com 

ESTs ( Expressed Sequence Tags). Destas ESTs encontradas, cinco são 
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originárias do Projeto Genoma de Câncer (CGAP). Dez clones (26,3%>) não 

apresentaram nenhuma homologia significativa com o banco de dados, 

podendo representar novos genes. Encontramos também um gene ortólogo 

(tabela2, clone5.9.4), ou seja, sua sequênca foi homóloga a um gene de rato 

e não houve identidade significativa com nenhuma seqüência humana 

depositada no banco de dados. 

A tabela 3 apresenta todos os 38 clones que foram sequenciados, 

juntamente com o seu tamanho e o resultado da pesquisa no banco de 

dados. 

Tabela 1: Fragmentos de cDNA potencialmente diferenciais gerados no 
DDRT-PCR. 

A origem dos fragmentos se refere à mucosa gástrica normal ou tumoral. As 
bandas foram coletadas foram recortadas do gel de DDRT -PCR. As bandas 
sequenciadas correspondem aos fragmentos eluído das bandas coletadas, 
amplificados por PCR, purificados, clonados e sequênciados. A análise de 
homologia foi feita com o banco de dados do NCBI, utilizando o banco de 
sequências nucleotídicas de genes conhecidos (nr) e o banco de ESTs 
(dbEST). 

Origem 
Número de 
bandas coletadas 

Tumoral 33 

Normal 20 

TOTAL 53 

Análise de homologia 
como banco de dados 

genes conhecidos 

dbEST 

Nenhuma homologia 

TOTAL 

Número de 
bandas sequenciadas 

24 

14 

38 

Número de clones 

16 

12 

10 

38 
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A utilização de um iniciador contendo onze timinas ancoradas na 

região 3' a duas bases (dT11VN) favorece a seleção de fragmentos a partir 

da cauda poli-A do mRNA e por isso, a técnica de DDRT-PCR possui uma 

tendência de selecionar os fragmentos na região 3' não traduzida do mRNA. 

Os fragmentos gerados por DDRT -PCR podem ser resultantes de diferentes 

combinações entre os iniciadores utilizados na reação, dessa maneira, 

existem três combinações diferentes. A primeira delas, a mais provável, é 

obtida com o iniciador ancorado na extremidade 3' do fragmento e com o 

iniciador aleatório na extremidade 5' do fragmento. As outras duas 

possibilidades são aquelas cujos fragmentos são gerados com apenas um 

tipo de iniciador, desta forma, as sequência possuem nas duas extremidades 

o mesmo iniciador. 

Avaliamos o perfil das sequências geradas quanto à combinação de 

iniciadores utilizada na reação de PCR e em relação à presença de 

sequências de sinalização do sítio de poliadenilação. Procuramos os sinais 

mais frequentes presentes na região 3' não traduzida (Gautheret e col, 

1998) a uma distância igual a, no máximo, 40 bases do sítio contendo 11 

adeninas determinado pelo iniciador ancorado dT11VN, que pode estar 

representando a cauda poli-A. Na tabela 2, separamos os fragmentos de 

acordo com a sequência dos iniciadores presentes nas extremidades do 

fragmento. Dentro de 38 fragmentos sequenciados (Tabela 1) apenas um 

não continha a sequência dos iniciadores nas duas extremidades e portanto 

não está contido na tabela 2. Podemos notar que a maioria dos fragmentos 

(30 fragmentos) foi gerada com um iniciador ancorado e um iniciador 

aleatório. Não encontramos sinal de poliadenilação em 25 fragmentos 

(67,6%>). Com base na sequência destes fragmentos, observamos que seis 

correspondem a genes conhecidos e a região amplificada está contida na 

região codificadora do mRNA. O sinal de poliadenilação mais encontrado foi 

AA T AAA, presente em 7 fragmentos entre 12 que apresentaram sinal de 
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poli-adenilação. Três fragmentos com sinal de poli-adenilação não 

apresentaram nenhuma homologia com as sequências do banco de dados 

sugerindo fortemente que são novos genes humanos. 

Tabela 2: Presença de sinal de poliadenilação nos cDNAs gerados por 
DDRT -PCR de acordo com os iniciadores presentes nas extremidades 
do fragmento. 

Nas sequências nucleotídicas correspondentes aos fragmentos 
sequenciados foram localizados os iniciadores utilizados na reação de 
DDRT -PCR e os sinais de poliadenilação mais frequentes. 

Sinal de poliadenilação 

Iniciadores AATAAA ATTAAA TAATAA AAAAAA Ausente Total 

T11VN/Aieatório 

T11VN/T11VN 

Aleatório/ Aleatório 

Total 

5 

2 

o 

7 

1 

1 

o 

2 

2 

o 

o 

2 

1 

o 

o 

1 

21 

3 

1 

25 

46 

30 

6 

1 

37 
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Tabela 3: Comparação dos clones isolados a partir de DDRT -PCR com 
as sequências depositadas no banco de dados. 

Na primeira coluna estão identificados os genes e as ESTs encontrados, 
acompanhados do número de acesso no banco. O tamanho do produto foi 
calculado com base no tamanho da sequência sem os iniciadores utilizados 
no DDRT -PCR. A Identidade mostra o grau de similaridade entre o clone e a 
sequência depositada no banco de dados do NCBI. 

Identificação dos genes Número de Clone 
Tamanho do 

Identidade 
acesso e.roduto 

- Homologia com sequências humanas (E = 0,0 a e-71) 

·oteína ribossomal L26 X69392 60 250pb 245/246 (99%) 

roteína ribossomal L27 L19527 10A 470pb 448/457 (98%) 

romossomo 17, clone HRPC1169K 15 AC003963 13C 251pb 251/251 (100%) 

IRNA para o fator específico de osteoblasto-2 (OSF-2) 013666 5.2.1 170pb 169/169 (100%) 

biquinona oxidoredutase, subunidade 812 (mRNA de um gene 
AF035839 5.3.1 202 pb 201/202 (91%) 

uclear, codificante para uma proteína mitocondrial) 

1RNA do citocromo b5 AB009282 5.6.3 272pb 203/204 (99%) 
1RNA da proteína 14.3.3, um regulador de proteína kinase X56468 5.7.3 193pb 191/195 (97%) 

\tlatoxina Aldeído Redutase (AFAR) AF026947 8.6.1 136pb 136/136 (100%) 

>roteína CHL 1 U75968 8.8.1 254pb 248/249 (99%) 

:ONA OKFZp4341138 AL 122121 8.11.1 182pb 152/152 (100%) 

~romossomo 16, clone BAC CIT987sk-A-418G10 AC002004 8.12.1 156pb 155/156 ( 99%) 

12p11-37.2-54.4 BAC RP11 -960L23 AC008150 8.15 146pb 146/146 (1 00%) 

:::;lone no cromossomo 6q23.1-4.3, correspondente a uma nova 

proteína similar a MTHF01 (metilenotetrahidrofolato desidrogenase AL035086 8.17 143pb 139/139 (100%) 

( NAOP+ dependente) 

Mucina 4 (MUC4) AJ000281 8.18 143pb 143/143 (1 00%) 

Cromossomo 14 Al110505 8.20 234pb 132/132 (100%) 

B - Homologia com seqüências não-humanas (E= 2e-89) 

Rattus norvegicus myotonic dystrophy kinase-related Cdc42-bind 

kinase (MRCK) mRNA 

AF021935 5.9.4 285pb 253/280 (90%) 
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·Homologia com ESTs humanas (E= e-169 a e-M) 

gem da seqüência Observação 

lula Hela AA486499 78 292pb 216/218 (99%) 

!lanócitos N37001 9A 303pb 302/303 (99%) 

cido Carcinóide de pulmão Derivada do projeto CGAP AA935300 12A 267pb 257/267 (96%) 

üplasia prostática intraepitelial Derivada do projeto CGAP AA467898 5.1 '1 260pb 260/263 (98%) 

mores de células germinativas Derivada do projeto CGAP AA922538 5.3.4 189pb 173/189 (91%) 

1clea H88067 5.8.2 206pb 125/125 (100%) 

lrcinoma de células escamosas Derivada do projeto CGAP AW263832 7.3 139pb 139/139 (100%) 

gado e baço R06545 7.5 128pb 127/128 (99%) 

gado e baço W85947 7.7 104pb 99/99 ( 1 00%) 

Jlmão, testículo e células B AA913385 8.2 223pb 98/99 (98%) 

ligodendroglioma anaplásico Derivada do projeto CGAP Al826107 8.9.2 227pb 92/92 ( 1 00%) 

nfoma Folicular Al370191 8.13.1 153pb 150/151 (99%) 

- Homologia não significativa ( E= e-20 a 0,31) 

10mo sapiens cDNA AA845671 8A 303pb 73/80 (91%) 

.equência de DNA humano, cloneCT A-246H3 no cromossomo 22 AL022324 5.1.2 288pb 21/21 (100%) 

;equência de DNA humano, clone 325F22 on cromossomo 6q23 AL024508 5.2.4 208pb 29/29 ( 1 00%) 

iequência de DNA humano, clone 894K16 no cromossomo 20q113 AI034429 5.3.3 225 pb 52/56 (92%) 

>equência de DNA humano, clone RP5-1 049G 11 no cromossomo 
AL078634 5.4.3 175pb 21/21 (100%) 

~Op11 

)equência de DNA humano, clone hRPC. 1081P3, cromossomo 17 AC005207 5.5.2 287pb 22/22 ( 1 00%) 

v1RNAhumano para calnexina AJ271880 5.5.4 269pb 20/20 (100%) 

3equência de DNA humano, clone PAC95C20 no cromossomo Xp11 Z97191 7.1 404pb 33/34 (97%) 

Clone 735p11 no cromossomo Xp11 .3-11 AL049735 8.14.1 150pb 50/52 ( 96%) 

ORF YOR038c no cromossomo XV de S. cerevisae Z74946 8.19 264pb 22/22 ( 1 00%) 
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5.1.2. Análise da expressão gênica por microarranjos de cDNA 

Utilizamos neste experimento a versão Human Gene Discovery Array 

1.2 (Genome Systems). Esta membrana contém 18.376 clones não 

redundantes de cDNA humano, além de 32 controles e 24 marcadores de 

orientação. Todos os pontos são colocados em duplicata e ordenados de 

maneira própria. 

Os controles mencionados acima são clones derivados de Arabidopsis 

e Drosophila e, juntamente com os filtros, é fornecido o RNA para a síntese 

da sonda específica para estes clones. A sonda de cDNA correspondente a 

estes controles foi dividida em duas partes iguais e cada metade foi 

adicionada em um filtro juntamente com a sonda específica derivada de 

tecido normal ou tumoral. O software que analisa os dados utiliza o sinal 

destes controles para normalizar o sinal de hibridização entre os dois filtros. 

Os marcadores de orientação são hibridizados com um DNA controle, 

também fornecido pela empresa. Estes marcadores ajudam na orientação 

dos filtros e asseguram a correta identificação dos pontos pelo programa 

que analisa os dados. 

Para a análise de expressão gênica por microarray, comparamos 

tecido normal e tecido tumoral derivados de um único paciente com 

adenocarcinoma gástrico que foi submetido à gastrectomia. A figura 3 

mostra o resultado da hibridização dos filtros de microarray incluindo 

detalhes da hibridização através do aumento de uma região do filtro 

indicando algumas diferenças encontradas na expressão gênica dos dois 

tipos de tecido. O programa que analisa estes dados identifica e mede a 

intensidade de hibridização de todos os pontos contidos na membrana, além 

disso, este programa corrige a diferença na intensidade do sinal de 

hibridização obtida em cada filtro através de uma normalização feita a partir 

dos controles existentes na membrana. 
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Com base nos resultados obtidos neste experimento, apresentamos 

uma análise dos vinte cDNAs com maiores diferenças de sinal entre os 

filtros, baseando-se nos valores do "score". O cálculo deste valor leva em 

consideração a diferença de intensidade de sinal e a razão destas 

intensidades e portanto, reflete o nível de expressão do gene e a diferença 

entre as duas populações testadas. Essa diferença mostra a variação na 

expressão gênica entre a mucosa gástrica normal e a mucosa tumoral. Para 

exemplificar estes cálculos, considere dois genes A e 8. O gene A 

apresentou uma intensidade de sinal igual a 1 O em uma das membranas e 

intensidade igual a 1 na outra membrana. O gene 8 apresentou intensidades 

iguais a 1.000 e 100, respectivamente. Em ambos os casos, a razão entre a 

intensidade do sinal em cada fltro é igual a 1 O. Porém, a diferença entre os 

sinais é igual a 9 para o gene A e 900 para o gene 8. Neste caso, o score 

reflete de uma maneira mais real a intensidades de cada ponto. O valor do 

score para o gene A é 90 (1 Ox9) e para o gene 8 é 9.000 (1 Ox900). 
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Mucosa Tumoral Mucosa Normal 

Mucosa Tumoral Mucosa Normal 

Figura 4: Análise da expressão gênica através do microarranjo de 
cO NA. 

A: Cerca de 2,0 Jlg de mRNA derivado de mucosa gástrica tumoral e normal 
foram transcritos reversamente à primeira fita de cDNA com 200U de 
enzima na presença de 32P-adCTP. Após a hibridização, as membranas 
foram lavadas e a imagem foi gerada em Phosphorimager®. B: Detalhe de 
uma região indicando alguns pontos diferenciais observados entre as 
membranas. 
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Para obtermos uma visão global da distribuição dos clones 

diferenciais entre mucosa gástrica normal e tumoral, construímos um gráfico 

que analisa pares de valores (Gráfico de Dispersão) . Utilizamos apenas os 

valores cuja razão foi maior que cinco vezes pois os estudos de 

reprodutibilidade sugerem que estes são mais confiáveis. Cerca de 150 

clones apresentaram a razão maior ou igual a cinco e a maioria destes se 

apresentaram mais expressos em mucosa gástrica normal. O ponto 

destacado pela seta corresponde ao clone cujo número de acesso no 

GenBank é T93822 e foi denominado neste trabalho como SMSO. 
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Análise gráfica da distribuição dos clones em 
mucosa gástrica normal e tumoral 
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Gráfico 1: Análise gráfica da distribuição dos genes expressos 

entre mucosa gástrica normal e tumoral. Neste gráfico estão incluídos 

todos os clones que apresentaram uma razão maior ou igual a 5 para os 

valores da intensidade obtida em cada membrana. O ponto destacado pela 

seta representa o clone SM 50 (Número de acesso no GenBank: T93822), 

os valores de intensidade foram 397,8 e 70,02 sendo o maior valor obtido no 

filtro hibridizado com sonda normal. 
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Tabela 4: Análise dos clones diferenciais detectados por microarray. 

Nesta tabela estão apresentados os vinte clones que possuem o maior 
score em cada membrana, ou seja, os clones mais expressos na mucosa 
gástrica tumoral ou normal. O score é a medida utilizada para identificar os 
clones mais intensos em ordem decrescente. Cada clone está identificado 
pelo respectivo número de acesso no banco de dados (No de acesso). 

A- Clones mais expressos em tumor gástrico 

Amostra Score No de acesso Origem da EST Observações 

1 10476,6 R09962 Human Fetal Liver and Spleen 20 weeks post-conception 

2 3395,4 R85191 Human Adult Brain 20 weeks post-conception 

3 2638,5 R89245 Human Fetal Liver and Spleen 
4 2195,6 H44693 Human Normal Breast 
5 2169,1 H82390 Human Melanocite Similar to human 40S Ribosomal Protein S4, 

Y Form 
6 1987,1 H87373 Human Adult Brain 
7 1922,5 H45010 Human Normal Breast 
8 1817,3 H51160 Human Adult Brain 
9 1813.0 H14143 Human Adult Brain a1 -Chain of the Human Na/K Transporting ATPase 
10 1802,2 H84617 Human Retina 
11 1694.8 H64464 Human Olfactory Epitelium Contains an Alu Sequence within the mRNA 
12 1634.6 H88495 Human Fetal Cochlea Sarcoplasmic Reticulum Histidine-Rich Ca++-Binding 
13 1634.7 N43944 Human Sclerosis multiple 
14 1634.8 H30637 Human Retina Contains an Alu Sequence within the mRNA 
15 1634.9 H59810 Human Fetal Liver and Spleen Similar to Human Clusterin Precursor 
16 1634.10 H50471 Human Adult Brain 
17 1634.11 N34169 Human Melanocite 
18 1634.12 T77139 Human Fetal Liver and Spleen 
19 1634.13 AA081584 Human Neuroepitelium Paraneoplastic Encephalomyelitis Antigen Hud 
20 1634.14 R82691 Human Placenta 

B • Clones mais expressos em mucosa gástrica normal 

Amostra Score No de acessso Origen da EST Observações 

1 2934 H29340 Human lnfant Brain 
2 2126,4 AA052907 Human Retina 
3 1897,4 R33251 Human Placenta 
4 1862,2 T93822 Human Fetal Liver and Spleen 20 weeks post-conception 
5 1832 R54142 Human lnfant Brain 
6 1687,8 T97903 Human Fetal Liver and Spleen 20 weeks post-conception 
7 1674,6 W76160 Human Heart Contains an Alu Sequence within the mRNA 
8 1672 W72329 Human Heart Similar to Human Limphotoxin-Aipha Precursor 
9 1660,6 H68675 Human Fetal Liver and SpleeN 20 weeks post-conception 
10 1565,5 AA053796 Human Retina Contains an Alu Sequence within the mRNA 
11 1565,2 T99576 Human Fetal Liver and Spleen 
12 1518,9 R53321 Human lnfant Brain 
13 1491,2 T92527 Human Lung 
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14 1442,3 R97618 Human Fetal Liver and Spleen 
15 1418,5 H66279 Human Fetal Liver and Spleen 
16 1412 H48009 Human Fetal Liver and Spleen 
17 1384,2 R56692 Human Placenta 
18 1379,3 AA057335 Human Retina 
19 1314 H68599 Human Olfactory Epitelium 

20 1268,8 T89551 Human Fetal Liver and Spleen 

5.2. Confirmação da expressão diferencial dos mRNAs encontrados 

através de DDRT -PCR e Microarray 

O DDRT -PCR e a hibridização do microarranjo de cO NA permitiram 

encontrar genes diferencialmente expressos em mucosa gástrica normal e 

tumoral. Porém, para confirmar o padrão diferencial de expressão destes 

genes, é necessário a utilização de técnicas quantitativas. Como a origem 

das nossas amostras é de cirurgia, a preservação da integridade do RNA 

ficou comprometida. As peças extraídas da cirurgia demoram algum tempo 

para serem congeladas e neste período já se inicia a degradação do RNA. 

Esta dificuldade é bastante acentuada para se obter RNA de tecido gástrico 

de boa qualidade. A análise da expressão gênica por Northern-blot foi 

prejudicada neste trabalho pois exige grandes quantidades de RNA, com 

baixa degradação e além disso, não se torna viável quando é necessário 

analisar dezenas de genes. Neste caso, a RT -PCR e o Northern-blor reverso 

se mostraram mais adequados para a análise de expressão gênica . 

. ·~~~·' . 
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5.2.1. RT-PCR 

Os fragmentos de cDNA correspondentes a três sequências 

identificadas como sendo diferencialmente expressas (proteína ribossomal 

L26, Aflatoxina f31 Aldeído Redutase-AFAR e SM50) foram amplificados por 

RT -PCR na tentativa de confirmar o perfil diferencial observado no DDRT

PCR (L26 e AFAR) e no microarray (SM50). Para isto, foram construídos 

iniciadores específicos para cada sequência a ser amplificada (apresentados 

em Material e Métodos). O cDNA utilizado com molde nesta reação foi 

sintetizado utilizando o iniciador oligo dT 12-1a. A amplificação de GAPDH foi 

utilizada com controle da qualidade e da quantidade de cDNA presente em 

cada amostra. 

O primeiro clone analisado foi isolado de um gel de DDRT -PCR como 

uma banda mais intensa presente em mucosa tumoral. O sequenciamento 

deste clone evidenciou a sua homologia com a proteína ribosomal L26. Esta 

proteína é expressa em linfócitos B e é utilizada como um marcador na 

diferenciação entre linfoma gástrico e adenocarcinoma pouco diferenciado. 

Decidimos analisar a expressão de L26 em três pacientes diferentes, através 

de RT -PCR. Não observamos nenhuma diferença entre os níveis de 

amplificação do cDNA para L26 entre mucosa normal ou tumoral em nenhum 

dos casos. Analisamos os níveis de L26 em um destes pacientes atráves de 

uma RT-PCR com números reduzidos de ciclos (14 e 28 ciclos), evitando 

assim uma saturação {Figura 5). Não observamos uma diferença significativa 

entre as duas amostras. Como a proteína L26 é um marcador para linfócitos, 

a ausência de uma expressão diferencial nas amostras utilizadas pode 

refletir um alto grau de infiltrado inflamatório nas amostras normais. Como o 

tecido classificado como normal corresponde a uma região adjacente ao 

tumor, é possível que, mesmo livre de células tumorais, o tecido normal 

possa conter linfócitos infiltrantes. 
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Figura 5: Amplificação de L26 por RT -PCR, a partir de mucosa gástrica 
normal ou tumoral. 

Foram analisadas amostras derivadas de mucosa gástrica normal ou 
tumoral do paciente P3. O cDNA utilizado nesta reação foi sintetizado a 
partir de RNA total tratado com Dnasel na presenção de oligo dT e 
transcriptase reversa. Os iniciadores utilizados nesta PCR foram específicos 
para uma região do cDNA de L26 e de GAPDH. O tamanho dos fragmentos 
amplificados é igual a 294 pb para L26 e 303 pb para GAPDH. 

Outro clone derivado do DDRT -PCR, identificado em amostra tu moral 

corresponde ao gene da aflatoxinaJ)1 aldeído redutase (AFAR), que foi 

clonada por Praml e col em 1998. Esta enzima está envolvida no mecanismo 

de detoxificação de um importante carcinógeno, a aflatoxina. Analisamos 

inicialmente o perfil de amplificação de AFAR por RT-PCR em cinco 

pacientes (Fig . 6). O perfil de amplificação deste fragmento mostrou-se 

variado, com maiores níveis de amplificação nas amostras de tecido tumoral 

dos pacientes P1, P2 e P4. Nos pacientes P3 e P5, os níveis de amplificação 

foram semelhantes entre mucosa normal e tumoral. 

A metodologia de RT -PCR também foi utilizada para confirmar o perfil 

de expressão de alguns dos clones encontrados através da hibridização do 
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"microarray". Foram selecionados, com base no score, os cinco clones mais 

fortemente expressos em mucosa normal ou tumoral (ver Tabela 3). 

Iniciadores específicos para cada um dos genes foram desenhados com 

base na seqüência nucleotídica depositada no GenBank. Entre os dez 

fragmentos selecionados, apenas dois foram amplificados com os 

iniciadores construídos. Apesar de termos tentado otimizar a reação de 

PCR, variando diferentes parâmetros como a temperatura de pareamento e 

concentração de cloreto de magnésio , os demais fragmentos não foram 

amplificados. Apenas as reações com os pares de iniciadores para as 

seqüências com o número de acesso T93822 e H22390 apresentaram 

produtos amplificados. 

O clone H22390 apresentou níveis semelhantes de amplificação entre 

mucosa gástrica normal e tumoral na análise de um paciente, e não foi 

analisado em outras amostras. 

O clone com o número de acesso T93822 foi denominado SM50 e foi 

identificado como sendo mais expresso em tecido normal. A análise de 

expressão de SM50 mostrou níveis diferenciais de amplificação, sendo mais 

fortemente detectado em quatro amostras de tecido tumoral do total de sete 

pacientes analisados quanto à expressão de SM50. A figura 6 apresenta a 

RT -PCR onde foram utilizadas as mesmas amostras de cDNA analisadas 

para AFAR. Nos cinco pacientes analisados, observamos maiores níveis de 

amplificação nas amostras derivadas de tumor. Em um dos casos (P3) a 

amplificação de SM50 foi extremamente baixa tanto em tecido tumoral 

quanto em tecido normal. 
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Pl P2 P3 P4 P5 

N T N T N T N T N T 

263pb + AFAR 

209pb + SM50 

303pb + GAPDH 

Figura 6: RT -PCR para amplificação de um fragmento de AFAR, SM50 e 
GAPDH nos pacientes P1-5. 

As reações para a síntese do cDNA foram feitas utilizando RNA total 
derivado de mucosa gástrica normal (N) ou tumoral (T) de cinco pacientes 
distintos (P1-5). Os iniciadores utilizados na PCR foram específicos para o 
cDNA correspondente a AFAR, SMSO e GAPDH e o tamanho dos produtos 
amplificados foi respectivamente, 263 pb, 209 pb e 303 pb. No controle 
negativo (CNeg), foi utilizado como molde a mesma quantidade equivalente 
de RNA total empregado na transcrição reversa. 

Assim, os dados apresentados acima, obtidos com AFAR e SMSO 

utilizando a técnica de RT -PCR, foram sugestivos de que a expressão 

destes genes pudesse ser realmente diferencial, com maior nível de 

expressão na mucosa gástrica tumoral. Contudo, sabemos que a 

metodologia de PCR não é muito adequada para análises quantitativas. 

Sabemos, por exemplo, que a PCR pode atingir condições saturantes, onde 

as diferenças na quantidade de produto amplificado podem deixar de ser 

detectadas nos últimos ciclos. Para evitar trabalhar em condições 

saturantes, realizamos diversas PCRs variando o número de ciclos de cada 

amostra. A figura 7 apresenta os resultados da análise de expressão de 

AFAR em amostras de RNA derivadas de dois pacientes, onde um número 

variado de ciclos foi utilizado. Com 7 ou 14 ciclos de amplificação não 

observamos nenhum sinal de amplificação, mas a partir de 28 ciclos 

. FUNt~~(~~~o I 
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podemos visualizar a amplificação, que se torna mais forte com 35 ciclos. No 

campo A desta figura a banda está mais intensa nas canaletas contendo 

amostra tumoral, e esta diferença é facilmente notada mesmo na PCR com 

35 ciclos. Diferente do paciente 1 analisado em A, no campo B onde foi 

analisado o paciente 9 a banda está mais intensa na amostra normal. Neste 

segundo caso, podemos observar que com 28 ciclos a banda está 

nitidamente mais intensa na amostra normal mas esta diferença se atenua 

quando comparamos as amostras após 35 ciclos. O fragmento de GAPDH 

mostra níveis comparáveis de amplificação entre normal e tumor sugerindo 

que as variações observadas não são devido à variações nas quantidades 

de RNA empregado na síntese do cDNA. 

O RNA derivado do paciente P9 analisado por RT -PCR (figura 7 -B) foi 

analisado também por Northern-blot (Figura 7 -C). O sinal da hibridização 

com sonda para AFAR foi mais intenso na canaleta contendo RNA de 

mucosa normal. Portanto, neste paciente, parece que a expressão de AFAR 

é maior na mucosa gástrica normal do que na tumoral. Para avaliar a 

quantidade de RNA aplicada em cada canaleta, hibridizamos a membrana 

de Northern-blot com uma sonda específica para GAPDH. O sinal gerado 

pela hibridização com GAPDH foi um pouco mais fraco na amostra normal 

em relação à tumoral, mas esta variação não impediu a comparação entre as 

duas canaletas uma vez que, mesmo apresentando uma menor quantidade 

de RNA total, a amostra de tecido normal mostrou maior expresão do RNA 

mensageiro de AFAR. 
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Figura 7: Análise da expressão de AFAR por RT -PCR e por Northern
blot. 

Foram analisadas amostras derivadas de mucosa gástrica normal ou 
tu moral dos paciente P1 e P9 através de RT -PCR ( A e 8) e Northern-blot 
(C). Os cDNAs util izados na reação de PCR foram sintetizados a partir de 
RNA total livre de DNA, na presenção de oligo dT e transcriptase reversa. 
Os iniciadores utilizados nesta PCR foram específicos para uma região do 
cDNA de AFAR e GAPDH. Em A e 8, apresentamos RT-PCR de dois 
pacientes diferentes (P1 e P9) onde o número de ciclos amplificação foram 
variados. Em C apresentamos um Northern-blot contendo 20ug de RNA total 
derivado do paciente P9 e hibridizado com sondas para AFAR e GAPDH 
marcadas com 32PdCTP. 
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A expressão de AFAR foi analisada em mais dois pacientes, 

utilizando reações com 28 e 35 ciclos de amplificação (Figura 8). Nesta nova 

amostragem, AFAR mostrou maiores níveis de amplificação na mucosa 

normal em relação à tumoral nos dois pacientes analisados (P6 e P7). SM50 

apresentou níveis semelhantes de amplificação nas amostras de paciente 6 

e maiores níveis de amplificação na amostra normal do paciente 7. 

P6 P7 

28 35 28 35 

N T N T N T N T 
263pb • 

AFAR 

209pb • SM50 

303 pb · 1 .... -----------------~ GAPDH 

Figura 8: RT -PCR para amplificação de um fragmento de AFAR, SMSO e 
GAPDH nos pacientes P6 e P7. 

As reações para a síntese do cDNA foram feitas utilizando RNA total 
derivado de tecido de estômago tumoral (T) e normal (N) de dois pacientes 
distintos, P6 e P7. Cada amostra foi amplificada por 28 e 35 ciclos. Os 
iniciadores utilizados na PCR foram específicos para o cDNA 
correspondente a AFAR, SM50 e GAPDH e o tamanho dos produtos 
amplificados foi respectivamente, 263 pb, 209 pb e 303 pb 

Na tabela 5 estão agrupados os resultados da análise da expressão 

de AFAR e SM50 apresentados nas figures 6,7 e 8. Estão apresentados o 

perfil de expressão destes genes em mucosa gástrica normal e tumoral de 

oito pacientes. Os dados mostram que a expressão de AFAR é variada entre 

tecido normal e tumoral e não há uma prevalência de expressão aumentada 

em um destes tecidos. A expressão de SM50 se mostrou aumentada em 
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tecido tumoral de quarto dos sete pacientes analisados, sugerindo uma 

tendência ao aumento de expressão deste gene em mucosa gástrica 

tu moral. 

Tabela 5: Análise comparativa da expressão de AFAR e SM50 em 
tecido normal e tumoral. 

Estão agrupados os resultados obtidos por RT -PCR apresentados nas 
figuras 6, 7 e 8 para a análise de expressão gênica em mucosa gástrica 
normal e tu moral. Uma cruz ( +) indica que há expressão do gene e duas 
cruzes (++) indicam qual a origem do tecido onde a expressão está mais 
intensa. Quando não detectamos expressão gênica, representamos com o 
sinal (-). Uma amostra não foi determinada (NO) quanto à expressão de 
SMSO. 

AFAR SM50 

Normal Tumor Normal Tumor 

P1 + ++ + ++ 

P2 + ++ + ++ 

P3 + + 

P4 + ++ + ++ 

P5 + + + ++ 

P6 ++ + + + 

P7 ++ + ++ + 

pg ++ + NO NO 
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5.2.2. Northern-blot reverso 

Está sendo implantada em nosso laboratório a tecnologia para a 

construção de microarrays. Através desta tecnologia, pretendemos construir 

microarranjos contendo as sequências de cDNA fixadas em membranas de 

nylon ou em lâminas de vidro. O primeiro passo desta implantação consistiu 

na obtenção de membranas de nylon contendo 96 amostras de cDNA 

adicionados automaticamente através de um microdispensador (Hydra-96). 

Este filtro pode ser hibridizado com sonda de cDNA permitendo, dessa 

forma, avaliar os níveis de expressão dos genes cujo cDNA está imobilizado 

na membrana. 

Esta estratégia representa uma maneira alternativa ao Northern-blot 

para analisar a expressão gênica diferencial. Não seria viável analisar por 

Northern-blot todos os clones isolados neste trabalho. Dessa maneira, 

fizemos um Northern-blot reverso contendo os produtos de PCR de todas as 

sequências encontradas a partir do DDRT -PCR fixadas na membrana de 

nylon e hibridizamos esta membrana com sondas de cDNA radioativo 

sintetizadas a partir do RNA extraído de mucosa gástrica normal e tumoral 

do paciente P9. 

Abaixo, estão apresentados todos os fragmentos amplificados que 

foram utilizados neste experimento. Os clones foram numerados de 1 a 43 e 

foram obtidos das bandas recuperadas do gel de DDRT -PCR. 

A amostra 44 é um controle positivo correspondente a um fragmento 

de GAPDH amplificado com os iniciadores GPDEx6/GPDEx7 e o controle 

negativo, amostra 29, é um fragmento de DNA contendo apenas a região do 

sítio de clonagem do vetor pUC18. 
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Clones 1 a 23 

Clones 24 a 44 

Figura 09: Amplificação dos clones para construção do Northern-blot 
reverso. 

Fragmentos de cDNA identificados por DDRT -PCR e elo nados em pU C 18 
foram amplificados em uma reação de PCR utilizando iniciadores 
específicos para o plasmídio. Um décimo da reação (5,0ul) foi fracionado 
em gel de agarose 1 ,2°/o. No controle negativo dos reagentes (c-) não foi 
adicionado DNA molde. 

Além de todos os clones já sequenciados, decidimos utilizar também 

os clones ainda desconhecidos pois o objetivo era encontrar clones 

diferencialmente expressos sem se importar com a origem da seqüência 

nucleotídica. Os clones diferencialmente apresentados entre mucosa 

gástrica normal e tumoral, seriam posteriormente analisados e caso a sua 

seqüência fosse desconhecida, faríamos o sequenciamento desta amostra. 
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Figura 10: Northern-blot reverso. 

Em uma membrana de nylon, foram fixados os produtos de PCR não 
diluídos nas canaletas ímpares e um diluição % nas canaletas pares. Cada 
membrana foi hibridizada com sonda de cDNA marcado com 32P obtida de 
RNA total de tecido normal ou tumoral da amostra do paciente 9 (P9). 
GAPDH foi o controle positivo e a região do sítio de clonagem do vetor 
pU C 18 representa o controle negativo. Em vermelho está destacado o clone 
correspondente ao fragmento de AFAR. 

O controle (GAPDH) apresentou sinais com intensidades diferentes 

entre mucosa normal e tumoral e por isso a comparação entre os dois 

tecidos deve ser feita com cautela. É interessante notar que o sinal de 

AFAR, destacado em vermelho, é compatível entre os dois tecidos mas, 

corrigindo este sinal baseando-se no controle de GAPDH, concluímos que, 

no tecido normal, ele deveria estar mais intenso. Para comprovar esta 

teoria, calculamos a intensidade do sinal de GAPDH correspondente às 

posições H3, H4 e HS nas duas membranas, onde estão apl icados, 

respectivamente, a PCR não diluída, uma diluição % e uma diluição 1/8. 

Utilizamos o programa lmageQuant® versão 5.0, dividimos os valores obtidos 

em cada ponto e encontramos um fator de correção médio igual a 1 ,645. Em 

seguida, calculamos a intensidade dos pontos correspondentes a AFAR, 
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posições E6 e E?. Corrigimos os valores obtidos para a hibridização com 

sonda de mucosa normal multiplicando pelo fator de correção. Observamos 

neste novo valor, que o sinal de AFAR seria cerca de 1, 7 vezes mais intenso 

na membrana correspondente à mucosa normal. 

Assim, os dados obtidos neste experimento tendem a confirmar 

aqueles obtidos por RT -PCR e Northern-blot (figura?) feitos com a mesma 

amostra analisada por Northern-blot reverso que corresponde ao paciente 

P9. 

5.2.3. Hibridização in situ 

A técnica de hibridzação in situ permite determinar o sítio de 

expressão de um determinado mRNA e o tipo celular que expressa o gene 

de interresse. Como a expressão de AFAR no estômago ainda não foi 

relatada, decidimos utilizadar a hibridização in situ para analisar mais 

detalhadamente a sua expressão na mucosa gástrica, determinando o sítio 

de expressão e o tipo celular que expressa este gene. 

Esta técnica envolve a hibridização com uma sonda RNA sintetizado 

in vitro complementar ao RNA celular. A sonda de RNA sintetizado in vitro 

foi correspondente à região 3' não traduzida do mRNA de AFAR. Utilizamos 

esta região pois o fragmento de cO NA derivado do DDRT -PCR está na 

região 3' não não traduzida do mRNA e ele foi uti lizado como molde para a 

síntese da sonda de RNA. O primeiro passo para obter a sonda envolveu a 

clonagem do fragmento de cDNA de AFAR em um vetor de transcrição. O 

fragmento de cDNA foi clonado em pGEM 7f(+) (Promega) que possui os 

promotores das enzimas SP6 e T7 RNA polimerase. Em seguida, 

sequenciamos o produto clonado com o iniciador M13 sense para confirmar 

a orientação do inserto. Esta orientação é importante para definir qual a 
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enzima seria utilizada na síntese da fita complementar ao RNA. A reação de 

síntese de RNA foi realizada na presença da enzima T7 RNA polimerase e 

do nucleotídeo UTP marcado com digoxigenina, conforme o protocolo 

descrito em Material e Métodos. 

A hibridização foi realizada pelo estudante Gonçalo Jaime Cofre

Cofre do Departamento de Biofísica da UFRJ. Fornecemos cortes 

parafinados de mucosa gástrica tumoral com 3 f.!m de espessura para a 

hibridização com a sonda de AFAR. Na figura abaixo podemos notar que o 

mRNA de AFAR parece estar presente em todas as células da mucosa 

gástrica e se concentra na borda celular. 
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Figura 11: Hibridização in situ de cortes de mucosa gástrica tumoral 
utilizando sonda de AFAR. 

A hibridização foi feita com cortes de parafina de 3 f.!m da mucosa gástrica 
tumoral. Na reação de síntese da sonda de RNA antisenso foi utilizado o 
nucleotídeo UTP marcado com digoxigenina. A hibridização foi feita a 67°C 
durante 14 horas e após lavagem para remoção da sonda não ligada, os 
cortes foram incubados com anticorpo anti-digoxigenina conjugado com 
peroxidase. No controle negativo (Cneg) o corte foi incubado com uma 
sonda derivada de RNA de Xenopus sp. Na foto abaixo (AFAR) está 
mostrado uma corte incubado com uma sonda corresponde a um fragmento 
de RNA complementar ao mRNA de AFAR. 

69 



Attálise comparativa da expressão global de gettes em mucosa gástrica ttormal e tumoral 

6. DISCUSSÃO 

A identificação de genes relacionados ao processo tumoral pode 

contribuir significativamente no entendimento das alterações moleculares 

responsáveis pelo processo de oncogênese e mesmo na sua prevenção. A 

pesquisa de genes envolvidos específicamente com o Câncer Gástrico tem 

muito a contribuir uma vez que estudos relacionados a esse órgão ainda são 

escassos. Nesse sentido, as técnicas de análise de expressão global de 

genes são ferramentas úteis na descoberta de genes que estão envolvidos 

no processo de transformação celular no estômago. 

Neste trabalho, nosso objetivo principal foi analisar a expressão 

global de genes em mucosa gástrica normal e tu moral. Utilizamos o DDRT

PCR e o cDNA microarray para realizar este estudo. 

O diagnóstico molecular baseado nas abordagens de análise de 

expressão gênica que tem sido capaz de distinguir entre doenças 

aparentemente semelhantes. Recentemente, mecanismos de classificação 

molecular de câncer baseados no monitoramento do perfil de expressão 

gênica por cDNA microarray permitiram a distinção entre duas classes de 

leucemia (Golub et ai, 1999) e linfoma (Aiizadeh et ai, 2000). A 

diferenciação entre dois subgrupos distintos de linfoma difuso de células 8 

grandes (DLBCL) foi possível através da identificação de centenas de genes 

que são expressos diferencialmente nestes subgrupos (Aiizadeh et ai, 2000). 

Outro estudo feito através de cDNA microarray avaliou o perfil de expressão 

gênica envolvido na resposta de fibroblastos humanos ao soro (lyer e co I., 

1999). Entre os genes que mostraram ser regulados neste processo, alguns 

são de função conhecida e outros de função desconhecida. 

lnteressantemente, muitos genes de função conhecida ainda não tinham 

sido relacionados ao mecanismo de cicatrização ou proliferação relacionado 

ao colágeno. 
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Observamos que existem poucas sequências derivadas de estômago 

depositadas no banco de dados. Enquanto que, para o cólon cerca de 

80.000 sequências depositadas, apenas 22.000 sequências foram 

depositadas a partir de estômago. Além disso, na análise de microarray não 

foram encontradas seq uências isoladas e identificadas como sendo 

expressas em estômago. Por outro lado, foram identificadas ESTs de 

diversos outros órgãos. Estes dados mostram que existem poucos dados 

referentes a genes clonados a partir de células gástricas, o que indica a 

necessidade de se identificar genes estômago-específicos. 

A metodologia de DDRT-PCR possui uma importante vantagem em 

relação ao cDNA microarray Além de possibilitar a análise do perfil de 

expressão gênica ele é capaz de identificar novos genes. Portanto, a 

utilização do DDRT -PCR aliada ao cDNA microarray contribuiu para a 

comparação da expressão gênica entre mucosa gástrica normal e tumoral e 

para a descoberta de novas sequências nucleotídicas. 

Isolamos 53 bandas com perfil diferencial no gel de DDRT -PCR e 

mostramos o perfil de fragmentos gerados pelo DDRT -PCR baseando- se 

em 38 clones que foram sequenciados. Conforme demonstrado na tabela 2, 

as sequências encontradas através de DDRT -PCR foram na sua maioria 

clonadas com um oligonucleotídeo ancorado (dT11VN) e um 

oligonucleotídeo aleatório. Devido à presença do oligonucleotídeo dT11VN, 

esta técnica pode selecionar os genes através da região 3' não traduzida 

próximo a cauda poli-A. Os critérios utilizados para avaliar a presença de 

fragmentos nesta região foram a análise dos iniciadores que geraram o 

fragmento e a presença de sinal de poliadenilação. Cerca de 80°/o dos 

fragmentos gerados neste trabalho foram obtidos com uma combinação 

entre o iniciador ancorado e o iniciador aleatório. Vimos que grande parte 

dos fragmentos gerados (25 fragmentos) não possuem sítio de 

poliadenilação. Isso pode ser um indício de que não estejam na região 3' 

não traduzida. Analisamos os genes conhecidos onde não foi encontrado o 
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sinal de poliadenilação para determinar a região do gene que foi 

amplificada. Vimos que entre oito genes conhecidos, 6 haviam sido 

amplificados na região codificadora ou na região 3' não traduzida distante do 

sinal de poliadenilação. Isso nos mostra, de uma maneira geral, que os 

fragmentos não foram gerados predominantemente na região 3' não 

traduzida do gene. 

Como grande parte das sequências depositadas no GenBank são 

geradas a partir das extremidades 5' ou 3' dos cDNAs e as sequências 

geradas pelo DDRT -PCR são predominantemente da extremidade 3' não 

traduzida, aquelas sequências que não apresentaram nenhuma homologia 

significativa (tabela 3) provavelmente representam novos genes. Entre as 

nove sequências sem homologia significativa, três possuem sinal de 

poliadenilação, o que nos leva a supor que se tratam de novos genes 

humanos. 

Entre os primeiros genes encontrados estão duas proteínas 

ribossomais denominadas de L26 e L27. A expressão de L26 foi encontrada 

em amostra tumoral. L26 é uma proteína específica de linfocitos B e é um 

importante marcador para a diferenciação entre adenocarcinoma pouco 

diferenciado e linfoma gástrico (Arista-Nasr e col., 1997). O diagnóstico 

diferencial entre estas duas classes de câncer é muitas vezes difícil tendo 

em vista as similaridades morfológicas entre estas neoplasias e à pequena 

quantidade de tecido obtida por biópsia. Um fator adicional que pode 

contribuir para essa confusão é a presença de linfócitos que se assemelham 

a células em anel de sinete que é uma morfologia frequente das células do 

adenocarcinoma. 

Um outro exemplo de sequência encontrada corresponde a uma 

mucina, MUC4, que é derivada de uma família de genes denominada MUC1-

6. Sabe-se que o câncer gástrico exibe um padrão alterado nos níveis de 

expressão de mRNA de mucinas comparado com a mucosa normal 

adjacente. Nesse contexto, há um aumento nos níveis de mRNA de MUC4 
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no processo tumoral. Esse dado é muito interessante pois as mucinas 

sintetizadas pelas células malignas podem contribuir para a invasão do 

câncer e com o surgimento de metástase (Ho e cal., 1995) e além disso, 

mostra a capacidade da técnica de DDRT-PCR em encontrar genes que 

realmente retratam a evolução do processo tumoral. Além disso, este gene é 

um candidato a fazer parte de um DNA microarray específico para o 

diagnóstico do Câncer Gástrico. 

Encontramos ainda, por DDRT -PCR, uma enzima denominada 

aflatoxina aldeído redutase. Sabe-se que a aflatoxina é uma toxina fúngica 

descrita como um agente mutagênico e hepatocarcinogênico em ratos e 

humanos. A resistência a esta toxina está associada à expressão da 

aflatoxina redutase. Através de uma consulta na literatura, observamos que 

essa enzima é expressa em muitos tecidos como coração fetal, pulmão de 

fetos e adultos , fígado , placenta, cérebro, cólon, mama e outros ( lreland et 

ai, 1998) mas até agora não há qualquer registro evidenciando a sua 

expressão na mucosa gástrica humana. O fato de encontrarmos no 

estômago uma enzima tão importante no processo de defesa do organismo 

humano contra agentes carcinogênicos reflete a escassez de estudos sobre 

esse órgão. 

A análise da expressão diferencial de AFAR e SM50 foi realizada por 

RT -PCR e nos permitiu concluir que estes genes possuem um perfil variado 

de expressão entre os pacientes analisados. Será necessário o aumento do 

número de amostras para concluirmos sobre o perfil de expressão destes 

genes entre mucosa gástrica normal e tumoral. 

Desse modo, com a técnica de DDRT -PCR, encontramos sequências 

nucleotídicas isoladas de tecido gástrico, algumas já sabidamente 

relacionadas com a tumorigênese como MUC4 e outras que podem 

futuramente ser relacionadas com o desenvolvimento do processo tumoral 

ou com na sua proteção. 
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Finalmente, com este projeto, esperamos estar contribuindo na 

identificação de genes diferencialmente expressos relacionados ao câncer 

gástrico e desta forma, viabilizar métodos importantes de diagnóstico 

precoce. 
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7. PERSPECTIVAS 

Dando continuidade aos estudos de expressão gênica em Câncer 

Gástrico, pretendemos identificar marcadores moleculares indicativos do 

precesso de transformação maligna no estômago. Recentemente, foi 

demonstrado que polimorfismos no gene da interleucina-1 aumentam o risco 

para o desenvolvimento de câncer gástrico em pacientes infectados por H. 

Pylori (EI-Omar e col., 2000). Este estudo revela que os pacientes que 

apresentam estas variantes possuem um risco 4-5 vezes maior para 

desenvolver câncer. Isso mostra a importância do diagnóstico molecular na 

prevenção do câncer. Os indivíduos com um alto risco podem tratar a 

infecção em um estágio precoce onde a reação desencadeada pela bactéria 

ainda é reversível. 

Na continuidade deste estudo, serão construídos microarranjos de 

cDNA contendo genes previamente isolados a partir de mucosa gástrica 

normal ou tumoral. Vamos avaliar o perfil de expressão destes genes em 

pacientes com riscos de desenvolver câncer de estômago como os portadors 

de infecção por Helicobacter pylori , pacientes portadores de lesões pré

malignas, como gastrite atrófica, e os casos mais avançados da doença. A 

idéia é que o comportamento do tumor é estabelecido pela expressão de 

milhares de genes e as análises através de microarray permitirião a predição 

do desenvolvimento do tumor e do seu comportamento. 

Na abordagem que será adotada, utilizaremos como fonte de 

fragmentos de cDNA para a construção de microarrays as sequências 

geradas pelo Projeto Genoma de Câncer Ludwig/FAPESP. Em um primeiro 

estudo, nosso grupo pretende analisar cerca de 6.000 genes identificados 

em amostras de tumores gástricos (Aiex Fiorini de Carvalho, projeto de Pós

doutorado). Desse estudo, serão selecionados um grupo de marcadores 
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consistentemente expressos em tumores gástricos e um segundo grupo de 

marcadores expressos em mucosa gástrica normal. 

Dessa maneira, será possível construir um "biochip" utilizando 

marcadores expressos diferencialmente na mucosa gástrica normal ou 

tumoral. Estes "biochips" serão usados para estabelecimento de um 

diagnóstico molecular para o câncer de estômago através da comparação do 

perfil molecular com o diagnóstico convencional da Anatomia Patológica. 
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ANEXO 

Carta encaminhada pela Comissão de Ética em Pesquisa do Hospital do 

Câncer aprovando esta pesquisa. 
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1.. C. CAMARGO 

DC-038-98-rcl 
São Paulo, 28 de maio de 1998. 

Ilma.Sra. •. 
Sibele Inácio Meireles ;p··' 

Aluna - Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Câncer 

Ref.- Protocolo n° 118/98 - Projeto de Tese de Mestrado -
Título: "Aná~ise da expressão diferencia~ de genes 

durante o desenvo~vimento do câncer gástrico". 
Orientador: Luiz F.L.Reis, Ph.D 

Doutora, 

A Comissão de Ética em Pesquisa do Hospital do Câncer se 
reuniu em 26 de maio de 1988 e aprovou o seu projeto conforme 
titulação acima. 
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