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Apresentacao

Investir em pesquisas para o melhoramento de plantas é essencial,
tendo-se em vista que, com as mudancas climaticas, um dos principais
desafios é a necessidade de produzir mais e melhor, usando-se menos
insumos. Assim, é urgente aprimorar as técnicas de melhoramento para
conferir alta produtividade e precocidade as culturas agricolas.

Atualmente, muitos estudos vém sendo conduzidos para dotar plantas
de resisténcia a herbicidas, pragas e doencas e, neste contexto, técni-
cas como a PCR siao fundamentais para o conhecimento das culturas
agricolas e o mapeamento das caracteristicas desejaveis das plantas
para programas de melhoramento.

Técnicas como a PCR sao de fundamental importancia na superacao de
desafios relacionados a producao de alimentos para atender a uma de-
manda crescente. Tal producao deve ter como base a agricultura susten-
tavel, causando menor impacto ao homem e ao meio ambiente.

Neste trabalho sdo apresentados os conceitos fundamentos da andlise
da expressao génica pela técnica de PCR e reline informacdes importan-
tes para aqueles que se dedicam ao estudo da genética vegetal.

Pedro Carlos Gama da Silva
Chefe-Geral da Embrapa Semiarido
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Anadlise da expressao
génica pela técnica de PCR
quantitativa em tempo real:
principios e fundamentos

Carolina Vianna Morgante
Rosana Blawid

Introducéo

Os crescentes estudos de andlise do transcriptoma e de expressao
génica, em diversas espécies sob condicOes experimentais especificas,
vém propiciando o acumulo de informacdes que permitem o melhor
entendimento de processos celulares e fisiolégicos. Técnicas como a
construcéo de bibliotecas de cDNA, micro ou macroarranjos de DNA,
SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) (VELCULESCU et al.,1995)
e o RNA-Seq (WANG et al., 2009), constituem fonte primaria para
andlises da regulacao transcricional dos genomas.

Os métodos acima mencionados requerem uma etapa adicional

de refinamento e validacado para a confirmacao ou refutacédo dos
resultados, uma vez que envolvem técnicas de andlise passiveis

de erro. Esses podem ocasionar enviesamentos nos resultados

finais, gerando falsos positivos ou falsos negativos. A validacao

dos resultados pode ser realizada por meio de: (a) Northern Blotting
(ALWINE et al., 1977), técnica laboriosa que demanda até 10 ug de
RNA total (KEVIL et al., 1997), quantidade elevada e que pode ser

um fator limitante; (b) analise semi-quantitativa classica da expressao
génica, pela da quantificacdo do mRNA por meio da transcricdo reversa
(CHELLY et al., 1998); (c) Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do
inglés, Polymerase Chain Reaction) quantitativa em tempo real (qPCR),
atualmente, a técnica prioritariamente empregada para tal finalidade,
por causa da sua simplicidade, alta sensibilidade, praticidade e exatidao
(UDVARDI et al., 2008).
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Vale enfatizar que a comunidade cientifica procura uniformizar o uso da
abreviatura qPCR para a técnica de PCR quantitativa em tempo real, ao
invés de “RT-PCR” (Real Time PCR). Essa ultima pode causar confusao
com a mesma abreviatura utilizada para designar a técnica de PCR

que tem como alvo o cDNA (DNA complementar ao RNA mensageiro),
produto da transcricdo reversa (RT-PCR) (BUSTIN et al., 2009). Os
termos RT-gPCR ou gRT-PCR também sao frequentemente utilizados
para referéncia a PCR quantitativa em tempo real, em que o alvo é o
cDNA, apesar de a sigla RT-qPCR ser a recomendada (BUSTIN et al.,
2009). Nesta técnica, a expressao génica é medida pelo o acimulo do
RNA mensageiro.

A gPCR combina a amplificacao exponencial de um fragmento de

DNA alvo especifico com métodos de quantificacdo, por meio de
medidas da fluorescéncia associada a sintese de um amplicon, ao
longo dos ciclos da PCR. Essa combinacédo faz com que a qPCR segja
um método sensivel, robusto e com boa reprodutibilidade para medidas
quantitativas. Esta técnica funciona essencialmente da mesma maneira
que a PCR convencional, com ciclos subsequentes nos quais ocorrem:
(1) a desnaturacdao do DNA em fitas simples por aquecimento a 90-

95 °C; (2) o anelamento de iniciadores (primers ou oligonucleotideos)

a sequéncias complementares especificas nas fitas simples de DNA

e; (3) a extensao de novas fitas complementares, mediada por uma
enzima DNA polimerase termoestavel, resultando em um aumento
exponencial do nimero de amplicons ao longo dos ciclos da reacdo. No
entanto, na gPCR esse aumento é registrado em tempo real ao longo da
fase exponencial por meio da deteccao do sinal de uma fluorescéncia
reporter.

A intensidade deste sinal é diretamente proporcional & quantidade de
amplicons acumulados ao longo dos ciclos, que varia em funcao da
quantidade inicial do DNA alvo: quanto mais moléculas de DNA alvo
inicial, um maior nidmero de moléculas serd amplificado e mais intenso
serd o sinal da fluorescéncia ao longo dos ciclos da reacao. Ja na PCR
convencional, a quantidade de amplicons gerados é medida apenas

ao final da reacao (andlise do tipo endpoint), apés a fase exponencial,
quando ja ndo ha mais amplificacdo e a reacado atinge um plato,
possivelmente por causa da ligacao da DNA polimerase a seus produtos
de amplificacdo (KAINZ, 2000) (Figura 1). Na gPCR, ao término da
reacao, os resultados ja podem ser visualizados e analisados, sem a
necessidade de um processamento pds-reacao das amostras, como na
PCR convencional, para a qual é necessario proceder uma eletroforese
em gel para a visualizacdo dos resultados da amplificacao.
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A
Linear PCR convencional
Menor eficiéncia
Lo Plato
g Sem amplificagao
[D
N Detecgao em gel de
Al
brometo
Exponencial
Maior eficiéncia
o
N de Ciclos
A
Linear
Menor eficiéncia
Lo Platd
g Sem amplificagdao
[D
N
A]

A\ 4

No de Ciclos

Figura 1. Fases da PCR: exponencial, em que a quantidade de moléculas amplificadas
dobra a cada ciclo; linear, em que a eficiéncia de amplificacao é reduzida; platd, fase
final em que ndo ha mais amplificacdo. Na PCR convencional (A), a deteccdo da
quantidade de moléculas é realizada ao final da reacéo, enquanto que na gPCR (B), a
deteccédo é realizada em tempo real, a cada ciclo da reacdo, na fase exponencial.
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Higuchi et al. (1992, 1993) foram os pioneiros no desenvolvimento de
um sistema automatizado para a amplificacdo e deteccado simultaneas
de uma sequéncia especifica de DNA, técnica inicialmente denominada
de PCR cinética. Os autores adicionaram brometo de etideo, agente
intercalante de acidos nucleicos, a reacdo e usaram um sistema
acoplado de cameras para medir a fluorescéncia deste corante, que
aumentava na presenca de DNA de dupla fita. A cada ciclo da PCR uma
imagem era gerada e, ao final da reacdo, as imagens eram analisadas
por um software que media a intensidade luminosa média emitida por
cada tubo e gerava os gréaficos de amplificacao.

Ao longo do tempo, os sistemas de deteccao evoluiram, tornando-se
ainda mais automatizados, e novos fluoréforos foram desenvolvidos
para a deteccao do DNA amplificado, evitando, desta forma, a
interferéncia do corante na eficiéncia de amplificacdo e o uso de
reagentes toxicos. Uma variacao da técnica é a analise em multiplex,
em que multiplos alvos sdo amplificados em uma Ulnica reagao de
PCR, utilizando-se diferentes fluoré6foros conectados a sondas para a
deteccao especifica de cada amplicon, representando uma economia
de reagentes e tempo. Neste caso, os mesmos cuidados para uma
reacao convencional devem ser seguidos, observando-se, sobretudo, a
especificidade dos iniciadores e sondas, além da formacao de dimeros
entre eles.

Adicionalmente, na qPCR em multiplex, os fluor6foros devem ser
compativeis. Quanto ao tempo de analise, atualmente estdo disponiveis
equipamentos para o preparo das reacoes e medicdo da fluorescéncia
que chegam a superar a capacidade de processamento simultaneo de
384 amostras, o que, dependendo do desenho experimental, permite

a andlise conjunta de dezenas de genes em diferentes tratamentos.
Isso traz ganhos significativos, tanto para a facilidade de geracao de
resultados, diminuicdo de custos por reacao, como também para a
robustez das andlises estatisticas. Essa ampliacdo na capacidade de
gerar resultados pela gPCR facilita, por exemplo, a andlise da expressao
de genes relacionados que fazem parte de uma mesma via metabdlica
ou entdo a andlise da expressdao de membros de uma mesma familia
génica, como por exemplo em andlises de fatores de transcricao
(CZECHOWSKI et al., 2004).

Apesar de ser quantitativa, a técnica de gqPCR pode ser usada para
andlises qualitativas, em que o objetivo é verificar a presenca ou
auséncia de uma sequéncia especifica. E o caso de seu uso para a
discriminacdo entre alelos selvagens e mutantes, entre diferentes SNPs
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(Single Nucleotide Polymorphisms ou Polimorfismos de Base Unica) ou
entre multiplas formas de splicing. Nestes casos, diferentes fluoréforos
sdo associados a cada alelo/forma e o sinal obtido ao final da reacao
pode ser correlacionado a sua presenca/auséncia.

Termos basicos utilizados na qPCR

A seguir, estao listados e esquematizados (Figura 2) conceitos
essenciais para o entendimento da técnica de qPCR.

+ Rn -

Log [DNA] " ARn

Threshold

Linha de base Controle sem DNA - Rn

0 40

N© de ciclos

Figura 2. Curva de amplificacdo da qPCR e conceitos.

Linha de base (ou baseline): refere-se a fluorescéncia de fundo ou
ruido. E detectada nos primeiros ciclos da reacdo, nos quais ha pouca
variacao do sinal. Esse valor deve ser desconsiderado na anélise.
Somente valores de quantificacdo da fluorescéncia acima da linha de
base sao considerados como referentes a amplificacao da molécula
alvo. A linha de base pode ser calculada automaticamente pelo
programa de anélise ou determinada manualmente pelo usuério.

Fluorescéncia reporter: é aquela emitida pelo fluor6foro escolhido
para deteccao do aumento da quantidade de moléculas a cada ciclo.
Exemplo: fluorescéncia emitida pelo SYBR™ Green.

Fluorescéncia passiva: é aquela emitida por um fluoréforo de referéncia,
adicionado ao mix da reacdo de qPCR. Geralmente, utiliza-se o ROX™,
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porém, deve-se ter atencao as especificacoes do equipamento que,
excepcionalmente, pode exigir o uso de um outro tipo de fluorescéncia
passiva. A intensidade do sinal da fluorescéncia passiva nao deve variar
ao longo das fases da reacao e entre amostras. A fluorescéncia passiva
é usada para a normalizacao da fluorescéncia repérter para a correcao
de flutuagdes no sinal da fluorescéncia causados por erros técnicos,
como alteracédo do volume da reacao por erros de pipetagem, ou por
ruidos na deteccao da fluorescéncia pelo equipamento.

Rn: é o valor da fluorescéncia repérter (R) normalizada (n) pelo corante
da fluorescéncia passiva. Calcula-se como a razao entre a intensidade
de emissao da fluorescéncia repdrter e a intensidade de emissao da
fluorescéncia passiva.

Rn+: é o valor de Rn da reacdo que contém todos os componentes,
inclusive a molécula alvo.

Rn-: é o valor de Rn de uma amostra ndo reagente. Pode ser obtido a
partir de um controle negativo, sem molécula alvo, e, portanto, sem
amplificacdo de DNA, ou nos ciclos iniciais da reacdo, onde o aumento
da fluorescéncia decorrente da amplificacdo do DNA ainda néao é
detectavel.

ARn: é a magnitude do sinal da fluorescéncia gerado na qPCR. E
calculado pela diferenca entre os valores de Rn+ e de Rn-. Esse é o
valor considerado para as quantificacdes.

Threshold: linha que intercepta o grafico de amplificacdo acima da
linha de base (ou baseline), na fase exponencial da reacao. Ela pode
ser ajustada manualmente, mas de modo geral é calculada de forma
automatica pelo equipamento de gPCR, levando em consideracéao
valores de Rn dos ciclos iniciais da reacao.

Cq: ciclo de quantificacdo. Refere-se ao nimero do ciclo da gPCR no
qual o sinal da fluorescéncia gerada pela amplificacdo da molécula
alvo cruza a linha de threshold na fase de amplificacdo exponencial da
reacdo. E também referido com Ct (ciclo do threshold).
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Sistemas para a deteccao da
fluorescéncia

Para a anélise da expressao génica por qPCR, os sistemas de deteccao
da fluorescéncia associada ao amplicon alvo mais utilizados séo: 1) o
que emprega fluoréforo intercalante, como SYBR™ Green, ou similar,
como fluorescéncia repdrter e 2) o método por sonda de hidrdlise,
também conhecido como TagMan® ou ensaio para 5’ nuclease
fluorescente.

O sistema SYBR™ Green (Figura 3) baseia-se na capacidade deste
corante de se ligar a todas as moléculas de DNA de fita dupla,
intercalando-se a bases adjacentes. Uma vez ligado ao DNA de fita
dupla, o reagente emite um sinal fluorescente apds excitagcado luminosa.
Este método é o menos oneroso, porém, exige o uso de iniciadores
altamente especificos para que os produtos de uma amplificacao
inespecifica ndo sejam detectados. Isso causaria uma superestimacao
da quantidade do amplicon, uma vez que a fluorescéncia do produto
inespecifico também estaria sendo detectada e contabilizada no
resultado final. Para garantir a especificidade da reacao, ha também

a necessidade de otimizacdo da concentracado dos iniciadores, que

nao devem formar dimeros entre si. Ao final da reacao, deve-se

obter uma curva de dissociacao para a confirmacao de que o sinal da
fluorescéncia detectado provém somente do amplicon alvo. Para a
andlise da expressao génica por gPCR em esquema multiplex, o sistema
SYBR™ Green nao é comumente empregado, pois exige uma etapa
criteriosa de padronizacdo, uma vez que os diferentes amplicons devem
apresentar temperaturas de dissociacao diferentes para que possam ser
distinguidos. Para experimentos no esquema multiplex, utiliza-se com
frequéncia o método de sonda de hidrélise.

No método de sonda de hidrdlise, utiliza-se uma sonda que se hibridiza
especificamente a uma regiao interna do amplicon. Esta sonda

possui, em sua extremidade 5’, um fluoréforo repérter e, na 3’, uma
molécula silenciadora (ou quencher). Quando préximos, a molécula
silenciadora inibe a emissao de fluorescéncia pelo repérter por um
processo denominado de transferéncia de energia por ressonancia de
fluorescéncia (ou FRET, do inglés “Fluorescence Resonance Energy
Transfer”).
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1 - Quando excitado, o SYBR Green fluoresce se ligado ao DNA fita dupla.

) Emissao de fluorescéncia
A7

excitacao

2 - Durante a desnaturacao do DNA, o SYBR Green ¢é liberado e o sinal da
fluorescéncia é reduzido.

o

94 C

3- O anelamento dos iniciadores comeca a sintese de uma nova fita de
DNA e a fluorescéncia do SYBR Green é detectada.

> ° ¢

J

4- Ao final do ciclo de amplificacdo, o SYBR Green liga-se ao DNA dupla fita
e um aumento no sinal da fluorescéncia é detectado.

excitacdo ﬂ ﬂ ﬂ Emissdo de
¥ W W ¥ W W ¥ fluorescéncia

v
X X E X I X 3

Figura 3. Principio da técnica que utiliza o SYBR Green | como um sistema de deteccao de
fluorescéncia na técnica de gqPCR.

Durante a etapa de anelamento da PCR, iniciadores e sonda ligam-se a
sequéncias complementares. Na etapa seguinte, de extensao, a enzima
Tag DNA polimerase, com atividade exonucleéasica 5’-3’, promove a
clivagem do fluoréforo na regidao 5’ da sonda. Tal agao faz com que um
sinal de fluorescéncia seja liberado e detectado, porque o fluoréforo nao
esta mais proximo a molécula silenciadora (Figura 4). A amplificacao
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da regiao alvo é medida pela liberacao e intensidade da fluorescéncia
reporter na fase de extensao de cada ciclo. A especificidade da reacao
é também conferida pela sonda, a qual assegura que a fluorescéncia
provém do acumulo de um Unico amplicon. Este sistema permite

a realizacao de um protocolo multiplex, em que diferentes pares

de iniciadores, com respectivas sondas marcadas com diferentes
fluoréforos, podem ser usados, possibilitando que multiplos amplicons
sejam gerados e quantificados simultaneamente em uma sé reacao. Os
1- Os iniciadores foward (FWD) e reverse (REV) e a sonda anelam-se a regidées complementares

do DNA alvo. Um fluoréforo repérter (R) e uma molécula silenciadora (S) encontram-se ligadas as

extremidades 5’e 3'da sonda, respectivamente. Quando proximos, a molécula silenciadora inibe a
emisséo do sinal do fluoréforo repérter.

S
Iniciador FWD . Sonda ;

3 5

5 3
Iniciador REV

2-Nafase de extingdo, a DNA polimerase cliva o fluoréforo reporter da sonca

* .

Iniciador FWD Sonda
3 5

5 3
— .
Iniciador REV

3-Uma vez liberado da sonda e distante da molécula silenciadora, o repérter emite sua fluorescéncia

w o
aw

w o

3
5

Figura 4. Principio da técnica que utiliza sonda de hidrélise (TagMan) como um sistema
de deteccdo de fluorescéncia na técnica de qPCR.
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equipamentos de qPCR disponiveis tém multiplos canais de deteccéo,
permitindo o trabalho com uma diversidade de fluoréforos. No entanto,
é importante que as fluorescéncias escolhidas para a deteccao nos
experimentos sejam compativeis com os limites de excitacao e
deteccdo do equipamento. Além disso, ao se utilizar o sistema por
sonda de hidrélise, deve-se atentar a compatibilidade de fluorescéncia
entre o fluoréforo repérter e a molécula silenciadora. Para melhor
desempenho, o valor de absorbancia da fluorescéncia da molécula
silenciadora deve ser o mais préoximo possivel do espectro de emissao
do fluoréforo alvo. Por exemplo, o fluor6foro HEX™ possui méaxima
emissao de fluorescéncia a 555 nm. Pode ser usado em combinacao
com TAMRA, como molécula silenciadora, a qual possui absorbancia
maxima de luz a 555 nm.

Ao se utilizar o sistema de sonda de hidrélise em multiplex, deve-se
evitar a sobreposicao do sinal de emissao do sinal das fluorescéncias
reporteres escolhidas para a anédlise. Recomenda-se a utilizacao

de fluoréforos com a maxima distancia no espectro de emissao de
fluorescéncia, no intuito de se evitar o sinal cruzado entre os genes em
andlise. Na Figura 5, os principais fluoréforos utilizados na gPCR estao
organizados de acordo com os valores de comprimento de excitacao e
emissao do sinal da fluorescéncia.

JOE (520; 548) HEX (535; 555)

Eva Green (500; 530) Cy3 (550; 570); TAMRA (555; 576)

SYBR Green | (500; 520)
ROX (573; 602)

FAM (494; 515)

Cy5 (651; 674)

Figura 5. Principais fluoréforos usados na qPCR, esquematizados em
funcédo do comprimento de onda de maxima excitacdo e emissao (em
negrito), respectivamente.
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A opcao por sistemas baseados em sondas exige uma reacao controle
adicional denominada NAC (No Amplification Control). Nesta, sao
adicionados todos os seus componentes habituais, exceto a DNA
polimerase. A deteccao de sinal é um indicativo de autofluorescéncia da
sonda por causa da sua degradacao.

Outro controle recomendado é o IAC (/nternal Amplification Control) e
tem como objetivo a exclusao de resultados falso-negativos ocasionados
por substancias presentes na reagao que possam inibir a amplificacao
da molécula alvo ou por erros no preparo da reacao. Neste caso, além
dos componentes usuais da gPCR (tampao, dNTP, DNA polimerase e
seu cofator, iniciadores e molécula alvo), sdo adicionados a reacdo um
DNA controle e seus respectivos iniciadores. Desta forma, ocorrera

uma coamplificacdo das sequéncias alvo e controle. A ndo deteccao do
amplicon controle é um indicativo da ocorréncia de problemas na reacao
(HOORFAR et al., 2004; D'HAENE; HELLEMANS, 2010).

A escolha do sistema para a deteccao da fluorescéncia dependera

das caracteristicas de cada experimento e também da quantidade de
recursos financeiros disponivel, j& que o sistema por sonda de hidrélise é
mais oneroso. Normalmente, quando ha a necessidade de se quantificar
a expressao de diversos genes, o sistema SYBR™ Green é o mais
utilizado. O sistema de sonda de hidrélise é muito utilizado em analises
clinicas, em que resultados muito precisos sdao fundamentais. Na Tabela
1, estd esquematizada uma breve comparacao entre os sistemas de
sonda de hidrélise e SYBR™ Green.

Tabela 1. Caracteristicas dos sistemas por sonda de hidrélise e SYBR™
Green de deteccao de fluorescéncia.

Caracteristicas

Quimica

Especificidade

Vantagens

Desvantagens

Sonda de hidrélise

Sonda fluorogénica para detectar
produtos de PCR especificos

Detecta amplicons especificos

Reacédo especifica, reducao de
backgrounds e falso positivos.
Permite multiplex e ndo necessita
de curva de dissociacao

Uma sonda deve ser
sintetizada para cada amplicon,

especificamente (aumenta gastos)

SYBRTM Green
Fluoréforo que se liga
especificamente a fita dupla

de DNA )
Detecta todas as moléculas de

DNA de fita dupla, inclusive
produtos inespecificos da
reacao

Nao ha necessidade de

sonda (reducio de gastos). E
universal e sensivel em sua
deteccéo

Pode gerar sinais falso-
positivos e exige realizacado da
curva de dissociacao
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Etapas anteriores a reacdo de qPCR
Delineamento experimental

A principal etapa é a do delineamento experimental. Os objetivos
devem ser definidos com clareza para assegurar que, ao final do
experimento, as hipdteses sejam esclarecidas com os dados gerados.
Os ensaios devem ser bem delineados, levando-se em consideracao
controles e repeticdes, para que os resultados possam ser validados
por métodos estatisticos. A escolha dos genes a terem sua expressao
quantificada pode ser baseada em dados da literatura, informacodes
sobre vias metabdlicas, dados gerados por bibliotecas de cDNA ou
microarranjo, por exemplo.

Para que a andlise estatistica seja realizada com precisdo, é necessario
realizar replicatas. Estas podem ser de dois tipos:

¢ Replicata técnica: é a repeticao da reacdo de gPCR, mantendo-
se as mesmas condicOes e amostra a ser analisada. Permite a
deteccao de erros técnicos, como pipetagem, contaminacoes,
problemas de leitura do aparelho etc. E recomendada em
numero impar, geralmente em triplicata.

e Replicata biolégica: é a repeticdo do experimento biolégico.
Permite a identificagcdo de variagbes individuais, nao decorrente
do tratamento aplicado. Pode ser realizada em duplicata ou mais
repeticoes.

Qualidade do acido nucleico

A qualidade da molécula alvo também é um ponto importante e sua
quantidade inicial deve ser a mesma em todas as reacoes. A obtencao
de cDNA de boa qualidade é fundamental para o éxito nas reacdes.

A sintese de cDNA deve ser feita a partir de RNA de alta qualidade,
sem a presenca de inibidores da reacao da transcriptase reversa, como
dodecil sulfato de sddio (SDS), EDTA, sais de guanidina, formamida,
pirofosfato de sddio e espermidina. A quantificacdao do RNA deve ser
bem precisa. Um RNA de boa pureza deve ter a razao entre a medida
da absorbéancia a 260 e 280 nm (A260/A280) entre 1,8 e 2,0 (GREEN;
SAMBROOK, 2012). O método mencionado acima ndo dispensa a
necessidade de verificacdo da qualidade do RNA por eletroforese em gel
de agarose para que possiveis degradacdes possam ser identificadas.
O RNA utilizado deve estar livre de contaminagées com DNA gendmico
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e o tratamento do material com DNase livre de RNase é imprescindivel
para que nao haja risco de amplificacao de DNA gendmico na reacao de
RT-gPCR. A contaminacao com DNA gen6mico nas amostras de RNA
pode ser identificada, por exemplo, a partir de uma amostra controle
em que uma aliquota da preparacdao de RNA total é pipetada como
molécula alvo na gPCR. Dessa forma, a deteccao de amplificacéo indica
contaminagao da amostra com DNA gendmico. Outra forma de se
detectar uma contaminagcao com DNA gendmico € utilizar iniciadores
que flanqueiam uma regido intrénica, a qual estara presente no DNA
gendmico, mas, ndo no cDNA. Sendo assim, caso haja presenca de

tal contaminante, serdao gerados amplicons com tamanhos distintos, a
depender da molécula alvo utilizada na amplificacdo. A diferenca entre
os amplicons deve ser distinguivel por meio das curvas de dissociacao.
No caso de sequéncias nao intrénicas, como a de bactérias, virus e
certas sequéncias de plantas e mitocondrias, devem-se utilizar métodos
eficientes para isolamento de RNA e eliminacao do DNA genémico
contaminante.

Sintese de cDNA

A andlise da expressao génica pela técnica de RT-gPCR baseia-se

na medida indireta da quantidade de RNA mensageiro (mRNA) pela
quantificacdo do resultado de uma PCR usando cDNA como alvo.

A primeira fita de cDNA é sintetizada a partir de uma preparacao de
RNA total, ou somente de mRNA, usando a enzima transcriptase
reversa. Nesta reacdo, ha a opcao de se utilizar trés tipos diferentes de
iniciadores (Figura 6; Tabela 2): (1) Oligo (dT), complementar a cauda
poli-A do mRNA em sua regidao 3’; (2) Iniciadores randémicos, que
constituem uma mistura de segmentos de DNA, geralmente hexameros,
que representam todas as combinacdes de bases (4 = 4.096
diferentes combinac6es na mistura) e, por serem complementares a
diferentes regides da molécula, permitem multiplos sitios de inicio da
sintese ao longo de um mesmo mRNA e (3) Iniciadores especificos para
amplificacao de uma sequéncia alvo de interesse.

A desvantagem do uso de iniciadores randémicos é que, caso sejam
usadas amostras de RNA total, a grande parte do cDNA sintetizado a
partir do RNA total sera ribossomal, o que pode ser um problema se o
mRNA de interesse estiver presente em baixos niveis (BUSTIN et al.,
2005). Além disso, por permitirem diversos sitios de inicio da sintese,
podem provocar uma super-estimacao do nimero de cépias de mRNA
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(ZHANG; BYRNE, 1999). A principal vantagem desse método é que

seu emprego aumenta a probabilidade de que as extremidades 5’ dos
transcritos sejam convertidas em cDNA. Por meio do método oligo-

dT, a transcricao reversa de mRNAs longos, geralmente, nao alcanca
essa extremidade. De outra forma, é vélido salientar que iniciadores
randémicos possuem ampla aplicacdo em organismos cujos mRNAs nao
possuem cauda poli-A, a exemplo de bactérias, dentre outros.

A

: RNA
5 cap\ m AAA(A)N3’
5 Cauda poli A

3
cDNA Iniciador especifico

SN AAA(A)n 3

3 AAAAAANAAANTTT(T) &
Oligo d(T)n

C

5
AN AAA(A)N3’
€N €N, €N €N€N€N<EN,

Iniciadores aleatérios

Figura 6. Sintese de cDNA a partir de mRNA usando (A) Iniciadores
especificos; (B) oligo d(T)n; (C) Iniciadores randémicos.
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Tabela 2. Comparacéao entre os tipos de iniciadores para sintese de cDNA.

Tipo de iniciador

Iniciador com sequén-
cia especifica

Oligo d(T)n

Iniciadores aleatérios

Vantagens

- Alta especificidade para a
transcricao reversa apenas
da sequéncia alvo;

- Frequentemente usado
na reacao do tipo one-step

- aumenta a probabilidade
de que as extremidades
5’ dos transcritos sejam

convertidas em cDNA

- Usado para a transcricao

reversa de todos os mRNA

eucariéticos e de retrovirus
com cauda poli-A

- Permite que diferentes
genes alvos sejam analisa-
dos a partir de um mesmo

pool de cDNA

- Pode ser usado para a
transcricao reversa de
RNAs nao poliadenilados;

- Permite que diferentes
genes alvos sejam analisa-
dos a partir de um mesmo

pool de cDNA

- Boa alternativa para
a transcricao reversa
de RNA longos ou com
tendéncia a formar hairpin
loops

Desvantagens

- A transcricao reversa deve
ser realizada para cada gene
a ser analisado, o que onera
a metodologia e pode ser
limitante nos casos de baixa
eficiéncia no processo de
extracao de acido nucleico
ou de restricao na disponibi-
lidade de tecido ou célula.

- Pode apresentar limitacdes
na transcricdo reversa de
mRNA longos ou que conte-
nham hairpin loops;

- Nao deve ser utilizado para
a transcricao reversa de
RNAs néao poliadenilados,

como o de bactérias e RNA

ribossomal.

- Nao deve ser usado em
reacdes do tipo one-step.

- Pode provocar uma supe-
restimacao do nimero de
copias de mRNA;

- Pode limitar a transcricao
reversa de mRNAs menos
abundantes, uma vez que
hé também transcricao de
rRNA, o mais frequente;

- Nao devem ser usados em
reacoes do tipo one-step.
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O uso de oligo (dT)n promove maior especificidade a mRNAs que os
iniciadores randémicos e é o melhor método para uma representacao
mais fidedigna do poo/ de mRNA. Ponto negativo esta associado

a necessidade de moléculas integras de mRNA, o que pode causar
limitacdes dependendo da origem e condicdo do material biolégico
inicial. Outra desvantagem é que a sintese de cDNA pode nao abranger
a regiao 5’ do mRNA, o que ocorre quando ha formacao de estruturas
secundarias ao longo da molécula ou quando as sequéncias sao
longas, principalmente na regido 3’ nao traduzida da molécula. Um
aperfeicoamento da técnica é a utilizacdo de oligo (dT)n ancorado, o
qual consiste em uma mistura de, geralmente, 12 iniciadores, cada

um com aproximadamente 20 nucleotideos de timina, seguidos por
dois nucleotideos adicionais representados por VN, onde V pode

ser A, C ou G (adenina, citosina ou guanina) e N qualquer um dos
quatro nucleotideos (A, C, G ou T). Esta modificacao permite que o
anelamento dos iniciadores ocorra apenas na regiao 5’ da cauda poli (A)
do RNA mensageiro e ndo internamente na sequéncia, evitando, desta
forma, a geracao de cDNAs truncados (NAM et al., 2002).

Pode também ser utilizada uma combinacao de oligo d(T)n e
iniciadores randémicos em uma mesma reacao, mas isso necessita de
padronizacao prévia das concentracoes de cada um.

A utilizacado de iniciadores especificos permite com que apenas o cDNA
da regiao alvo seja sintetizado, ndo sendo gerado, neste caso, um
conjunto representativo dos mRNAs presentes no momento da andlise.
Caso o objetivo seja a andlise da expressao de mais de um gene, ha
necessidade de que as reacOes para a sintese de cDNA sejam feitas
separadamente para cada um, o que aumenta os gastos e a quantidade
de RNA necesséria para as andlises (BUSTIN et al., 2005). As principais
consideracOes para cada tipo de iniciador utilizado estdo resumidas na
Tabela 2.

Para a sintese da primeira fita de cDNA é utilizada uma enzima de
origem retroviral, a transcriptase reversa, que possui atividades DNA
polimerase dependente de RNA (é capaz de sintetizar DNA utilizando
uma molécula de RNA como molde) e RNase H. Esta ultima atividade
tem, originalmente, a funcao de degradar o RNA viral apés a sintese
da fita de DNA complementar por meio da hidrélise das ligacoes
fosfodiésteres do RNA de uma molécula hibrida DNA:RNA. No entanto,
em uma reacao de sintese de cDNA in vitro para a quantificacao
génica, essa atividade de degradacdo do RNA nao é desejada, uma vez
que pode diminuir a producdo e a extensao dos cDNAs. Alternativas
para contornar esse problema sao representadas pela utilizacado de
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enzimas geneticamente modificadas, de modo a perderam a atividade
RNase H, ou a adicao de uma enzima inibidora da atividade RNase H a
reacao de sintese de cDNA. Para evitar a acao de RNases, é também
recomendada a adicdo de DTT (ditiotreitol), agente redutor que protege
pontes dissulfeto da oxidacao.

Os dois principais tipos de transcriptase reversa disponiveis variam

de acordo com sua origem viral: M-MLV (Moloney Murine Leukemia
Virus) e AMV (Avian Myeloblastosis Virus). A enzima M-MLV é
normalmente utilizada para a transcricao reversa de RNAs longos,
superiores a 5 kb, por causa da sua menor atividade RNase H em
relacao a AMV (PROMEGA, 2013). Por outro lado, a enzima AMV
apresenta melhor termoestabilidade quando comparada a M-MLV
convencional (YASUKAWA et al., 2008). Assim, a reacdao com a AMV
pode ser realizada em temperaturas mais elevadas, o que pode ser
uma boa alternativa para evitar a formacao de estruturas secundarias
na molécula de mRNA e aumentar a eficiéncia da reacao. Atualmente
existem enzimas M-MLV modificadas por mutagénese que apresentam
termoestabilidade aumentada, sendo possivel realizar a reacao de
transcricao reversa a até 55°C (BIOMERIEUS, 2009).

A enzima AMV é mais efetiva quando comparada a M-MLV
convencional, sendo que quantidades menores da primeira enzima
sao necessarias para a sintese da mesma quantidade de cDNA: 25

U da enzima AMV correspondem, em atividade, a 200 U da M-MLV
convencional (PROMEGA, 2013), no entanto, em termos de custo por
reacdo, as duas enzimas sio equivalentes. Stahlberg et al. (2004),
comparando a eficiéncia de oito transcriptases reversas comerciais,
incluindo enzimas AMV e M-MLYV, verificaram que a eficiéncia da
reacdo de transcricdo reversa pode variar em até 100 vezes, a depender
da enzima utilizada, e que essa variacao é gene dependente. As
maiores variacdes foram observadas na analise de genes com nivel de
expressao intermediario a alto, como para os genes da beta actina e
da gliceraldeido -3-fosfato desidrogenase. Assim, os referidos autores
sugerem que para que os resultados de qPCR (técnica que executa
passos de transcricao reversa, previamente) apresentarem poder de
comparacao entre laboratérios, o mesmo tipo de enzima transcriptase
reversa e iniciadores devem ser empregados.

Desta forma, é importante salientar que as mesmas condicoes devem
ser mantidas em todas as reag6es de um mesmo experimento, pois

a quantidade inicial da molécula alvo, o tipo e concentracao de
iniciadores, o tipo e concentracao da enzima utilizada e a temperatura
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em que a reacao é realizada sao variaveis que interferem diretamente
na eficiéncia da sintese de cDNA. Deprez et al. (2002) demonstraram
que fatores como a concentracdo de MgCl, no tampéo e a presenca de
DTT alteram a eficiéncia da reacao de cDNA e, no caso do DTT, pode
influenciar na ligacdo do corante SYBR™ Green ao alvo na reacdo de
qPCR. E preciso minimizar as variacdes decorrentes da técnica para
registrar com mais precisao a real variacdo entre as amostras.

Desenho e especificidade de iniciadores e sondas

Para a definicdo da sequéncia dos pares de iniciadores e sondas

a serem utilizados na gPCR, recomenda-se o uso de programas
especializados para este fim, como Primer3 Plus (UNTERGASSER et
al., 2012), QuantPrime (ARVIDSSON et al., 2008), PrimerExpress
(Life Technologies), entre outros, a maioria disponivel gratuitamente.
Muitos destes programas possuem a opg¢ao dos parametros para qPCR
ja pré-estabelecidos. Os iniciadores devem ter tamanho entre 20 e 30
nucleotideos, conter cerca de 50% de contelido de GC e a temperatura
de dissociacao (Tm, Temperature of Melting ou temperatura de
dissociacao) deve estar entre 58 e 60°C. A diferenca entre a
temperatura de anelamento dos iniciadores reverse e forward deve ser
de, no maximo, 1 °C (THERMO FISHER SCIENTIFIC, 2016). Caso seja
utilizada uma sonda, esta deve apresentar Tm aproximadamente 10 °C
superior a Tm dos iniciadores. O amplicon deve ter um tamanho ideal
entre 80 e 120 pares de bases pois, quanto menor o amplicon, maior
serd a eficiéncia da PCR.

A sonda deve ter o tamanho ideal de 20 nucleotideos, porém, pode
variar entre 18 e 30 nucleotideos. Contudo, é possivel o uso de
sondas de tamanhos maiores que 30 nucleotideos. Recomenda-se,

no entanto, que a molécula silenciadora esteja posicionada mais
internamente, entre 18 e 25 nucleotideos da regido 5, e acoplada

a uma timina. O conteudo de GC da sonda deve conter idealmente
concentracoes entre 40 a 60%. A sonda deve ser desenhada de
maneira que fique o mais préximo dos iniciadores e sem sobreposicao.
Regras de complementariedade devem ser observadas, evitando,
assim, sequéncias repetitivas do mesmo nucleotideo dentro da sonda,
especialmente de guanosina trifosfato na regidao 5 terminal, que
pode interferir com a eficiéncia de vérios fluoréforos, incluindo o FAM
(qPCR Guide, Eurogentec). Sondas que serao utilizadas em andlises de
multiplex ou em genotipagem devem ter o polimorfismo localizado na
regiao central da sonda.
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Além disso, é importante ndo somente evitar a falta de
complementaridade (mismatches) entre os iniciadores ou sonda e

o gene-alvo, como também evitar sequéncias repetidas de guanina

e citosina, especialmente na regido 3 do iniciador. A formacao de
estrutura em grampo (hairpins), por causa da complementaridade entre
bases do iniciador ou sonda, e a formacao de dimeros, em funcao

da complementacao entre os iniciadores usados na reacao, deve ser
evitada. Sendo assim, deve-se ter atencao para que os iniciadores nao
contenham regioes complementares, principalmente de dois ou mais
pares de bases na sua regidao terminal 3’, sobretudo, em reacdes no
sistema multiplex. Além disso, uma analise criteriosa deve ser realizada
para a identificacao de formacao de dimeros entre os iniciadores,
geralmente realizada pelos programas acima citados. Informacdes mais
detalhadas sobre o desenho de iniciadores e sondas para uso em gPCR
podem ser obtidas em Rodriguez et al. (2015).

Por dltimo, recomenda-se checar os iniciadores quanto a sua
especificidade, isto é, se o anelamento ocorre especificamente em
uma unica regidao do genoma. Tal etapa tem o objetivo de evitar a
amplificacdo de mais de um loco. Para este fim, pode-se utilizar o
programa Primer-BLAST (YE et al., 2012) no banco de sequéncias
da espécie em estudo. Dificuldades para tal serdo encontradas em
espécies com pouca informagao genémica disponivel.

Atencao especial deve ser tomada quando se trabalha com familias
multigénicas, nas quais a sequéncia de nucleotideos de seus membros
pode ser bastante similar, o que dificulta a amplificacao especifica

de somente um dos transcritos. Recomenda-se, caso possivel,

alinhar entre si as sequéncias de todos os transcritos membros

da familia génica, procurando desenhar os iniciadores em regides

com maior divergéncia. Neste caso, para aumentar a especificidade
dos iniciadores, pode-se posicionar essas regidoes de divergéncia
(mismatches) na regiao 3’ do iniciador. Caso ainda restem dulvidas
quanto a especificidade dos iniciadores, deve-se sequenciar os
fragmentos amplificados com o objetivo de verificar se apenas um loco
estd sendo amplificado.

Analise da expressdao de micro RNAs

Os passos para anélises de expressao de mRNAs, via qPCR, sao,
relativamente, simples e muito bem documentados na literatura
cientifica. Entretanto, no ambiente celular, existem uma gama de tipos
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de RNAs. Esses podem ser, sumariamente, divididos em dois tipos: os
codificantes (como os mRNAs) e os nao codificantes, como os small
interfering RNAs (siRNAs), micro RNAs (miRNAs), Piwi-interacting RNA
(piRNA), entre outros. Por causa da estrutura diferenciada dos RNAs nao
codificantes, estes apresentam métodos especificos de andlises. Como é
o caso de miRNAs, que sao pequenas moléculas de RNA nao codificantes
e de fita simples, com tamanho variando entre 18 a 25 nucleotideos.

A andlise de sua abundancia pode ser utilizada no estudo de diversos
processos celulares. Ocorrem naturalmente no genoma de plantas e
animais e tém a capacidade de regular a expressao génica por meio da
clivagem do mRNA ou impedir sua traducao.

Por serem moléculas pequenas, os miRNAs tém sua andlise de
expressao dificultada pelos métodos padrdes. Chen et al. (2005)
propuseram um método de quantificacdo de miRNAs em dois passos,
utilizando um iniciador do tipo haste-lago (do inglés, stem-loop), com
complementaridade a regidao 3" do miRNA, para sua transcricao reversa.
A segunda etapa, de quantificacao por qPCR, é realizada pelo método
de sonda de hidrélise, utilizando-se um iniciador forward complementar
a sequéncia do miRNA, adicionado de uma cauda na regido 5’ para
aumento da Tm do iniciador, a depender da sequéncia do miRNA. O
iniciador reverse deve ser complementar a sequéncia do iniciador tipo
haste-laco, inserida na etapa anterior. A sonda é posicionada de forma
a ser complementar tanto a sequéncia do cDNA como a do iniciador
reverse (Figura 7).
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1- O iniciador do tipo haste-lago anela-se a extremidade 3’ do miRNA

Iniciador do tipo haste-lago

miRNA

2- Ocorre a sintese de cDNA pela enzima transcritase reversa

Iniciador do tipo haste-lago

miRNA

cDNA

3- Para a reacao de RT-qPCR, é utilizado um iniciador forward complementar a
sequéncia do cDNA e o reverse, complementar ao iniciador do tipo haste-lago. A sonda,
com o silenciador (S) e o fluoréforo repérter (F), é posicionada de forma complementar
as sequéncias do cDNA e do iniciador do tipo haste -lago.

s Iniciador
b reverse

Figura 7. Representacé@o esquematica da sintese de cDNA e RT-gPCR a rtir de miRNA.
Fonte: Adaptado de Chen et al. (2005).
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Parametros para a padronizacao da
qPCR

Definicdo do kit a ser utilizado

Para a realizacao da reacao, pode-se utilizar kits compostos por
solucao que inclui uma DNA polimerase termoestavel, dNTPs, tampao,
fluoréforo para a referéncia passiva (geralmente o ROX) e, dependendo
do sistema utilizado, o fluoréforo repérter, como o SYBR™ Green. No
caso do uso do sistema de sonda de hidrélise, o fluoré6foro repérter
esta associado a sonda. O uso de um fluoréforo como referéncia
passiva é alternativo, porém aconselhavel para a identificacado de erros
técnicos decorrentes de pipetagem ou problemas com a deteccao da
fluorescéncia pelo equipamento, ja que o sinal da fluorescéncia passiva
nao deve variar ao longo dos ciclos da reacao. Sao oferecidos kits
comerciais com ou sem ROX. Na opcao do kit com o fluoréforo de
referéncia, o ROX pode ja estar adicionado a mistura (mix) da reacao ou
ser fornecido a parte. O usudrio deve estar atento a esses detalhes no
momento da escolha do kit. Por causa da simplicidade dessa solucéao,
é possivel adquirir os componentes separadamente e prepara-la em
laboratério, porém, a uniformidade oferecida pelos kits comerciais faz
com que estes sejam a opcao mais comum entre 0s usuarios.

Alguns kits utilizados na gPCR contém, em sua mistura de reagéo,
dUTPs e a enzima uracil-N-glicosilase (UDG) como passo inicial de
descontaminacao.

Fragmentos de DNA amplificados em reacbes anteriores podem
contaminar reacoes seguintes e serem alvos nao especificos. O uso

no mix de reacao de dUTP, ao invés de dTTP, assegura que qualquer
molécula de DNA amplificada na qPCR contera uracila, ao invés de
timina, sem interferéncia na eficiéncia da reacdo. A enzima UDG
remove todo residuo de uracila de moléculas de fita simples ou dupla
de DNA, impossibilitando que sejam alvo inespecifico em uma reacao
de PCR (LONGO et al., 1990). No inicio da qPCR, é realizada uma pré
incubacao da reacao, geralmente a 50 °C, para a atividade 6tima da
UDG e eliminacao de possiveis contaminantes provenientes de reacoes
anteriores. Em seguida, a enzima é termo-inativada pela elevacao da
temperatura. Esta etapa é essencial para que moléculas que serao
sintetizadas na nova reacdao nao sejam degradadas, uma vez que
conterao uracila. Desta forma, as moléculas alvo inicial da nova reacéao
corresponderdao somente ao DNA adicionado conscientemente, o qual
contém timina ao invés de uracila.
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RT-qPCR em um ou dois passos

A reacao de gPCR pode ser realizada em um (one-step) ou dois passos
(two-step). A diferenca bésica entre esses métodos esta na etapa

de sintese de cDNA (Figura 8). Na reacdo em apenas um passo,

as reacoes de RT-PCR e qPCR séao realizadas em um mesmo tubo,
utilizando-se iniciadores especificos para a amplificacdo apenas da
molécula alvo. Este processo é rapido e permite o processamento

de diversas amostras simultaneamente. A diminuicdo de etapas
permite maior reprodutibilidade entre as repeticoes e minimiza o risco
de contaminagdes. Este método é ideal quando os mesmos genes

sao amplificados repetidamente em diferentes amostras, utilizando
condicoOes de reacoes bem estabelecidas. No entanto, quando se
deseja analisar a expressao de muitos genes, é necesséria a realizacao
da reacao de sintese de cDNA para cada um separadamente, o

que demanda a utilizacao de mais reagentes e RNA e pode ser um
fator limitante. Na reacdo em um passo, nao € possivel ajustar a
concentracao do cDNA, o que pode causar dificuldades caso o gene
em questdo seja pouco ou muito expresso na amostra em andlise.
Além disso, deve-se ser mais cuidadoso quanto a formacao de dimeros
entre os iniciadores gene especificos, ja que estes estardao presentes
na reacdo de qPCR e também na RT-PCR, a qual é realizada em
temperaturas inferiores.

Ja na reacdo em dois passos, as reacoes de RT-PCR e gPCR sao
realizadas independentemente. Primeiramente, o RNA é usado na
RT-PCR para a sintese de cDNA e, em seguida, uma aliquota desta
reacao é utilizada na qPCR. Esse método oferece maior flexibilidade
para a otimizacao da qPCR, uma vez que permite o maior controle da
quantidade de cDNA a ser utilizada para se atingir a maxima eficiéncia
de amplificacao. Isso é desejavel quando se trabalha com genes que
apresentam expressoes muito variaveis. Além disso, caso sejam
utilizados oligo d(T)n ou iniciadores randémicos, o produto de uma
mesma amostra de RT-PCR pode ser utilizado na anélise da expressao
de multiplos genes. Isso promove economia de regentes e torna mais
fidedigna a comparacao de resultados entre os experimentos, uma
vez que a Unica fonte possivel de variacdo estard na qPCR, facilitando
também a deteccao de erros metodolégicos durante a anélise.
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Figura 8. Comparacéo entre as reacdes em um passo (one step) e dois passos (two
step).
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Para a realizacao do método em dois passos, uma aliquota de cDNA,
diretamente da reacao de transcricao reversa, pode ser utilizada como
alvo na gPCR, sem necessidade de purificacOes. Entretanto, ndo se deve
ultrapassar 10% do volume da reacédo, a fim de se evitar inibicdo da
gPCR pelos reagentes usados na sintese de cDNA. Sugere-se a realizacao
de um teste com diferentes diluicoes do cDNA para a padronizacao da
guantidade mais adequada, aquela em que nado ocorre inibicao da qPCR e
o valor de eficiéncia € maximo.

A escolha da estratégia para a realizacdo das reacdes dependera do
objetivo principal do experimento. O método em um passo é amplamente
utilizado em diagndsticos clinicos, enquanto o método em dois passos é a
opcao mais frequente quando se deseja analisar a expressao de diversos
genes em uma Unica amostra. Vale ressaltar que os kits oferecidos

para os métodos em um ou dois passos sao diferentes. No primeiro,

os reagentes para a RT-PCR, incluindo a transcriptase reversa, estao
também incorporados ao mix de reagao. O usudério deve estar atento a
este detalhe no momento da escolha do kit.

Curva padréo e eficiéncia de amplificacdao da gPCR

A eficiéncia de amplificacado indica o quanto as moléculas alvo sao
duplicadas a cada ciclo da reacao de qPCR, ou seja, o quanto a reacédo
é exponencial. Uma reacéo ideal tem eficiéncia igual a 100% e alguns
programas indicam tal valor como 1 ou 2.

O método classico para o célculo da eficiéncia de reacdo é através da
construcdo de uma curva padrdo, em que sao utilizadas amostras padrao
em diluicOes seriadas e conhecidas (Figura 9). A qualidade e acuréacia das
amostras padrao sao essenciais para o éxito do método. Recomenda-se
a utilizacao de pelo menos cinco diluicbes em um fator de no minimo dez
vezes, em trés replicatas técnicas, para a construcao da curva.

Os valores de Cq de cada amostra diluida sdo plotados em fungcéao do
logaritmo da quantidade de moléculas alvo. Obtém-se uma reta de
regressao linear de funcao inversa, pois, quanto maior a quantidade
inicial de molécula alvo, menor sera o valor de Cq, uma vez que amostras
mais concentradas atingem o valor do threshold em ciclos anteriores,

em comparacao aquelas mais diluidas. O coeficiente angular da reta
(slope) indica a eficiéncia da qPCR (Eficiéncia da PCR = 10Q Vslore) _ 1)

e valores aceitaveis variam entre 100 = 10%. Um slope de - 3,322
significa que a eficiéncia da PCR é de 100%. Neste caso, a quantidade
de amplicon exatamente dobra a cada ciclo da reacdo, em sua fase
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exponencial. Um s/ope menor que -3,322 mostra que a eficiéncia é
menor que 100%. Algumas reacoes nao atingem 100% de eficiéncia
por causa de limitagGes experimentais, como falhas no delineamento,
erros de manipulacdo ou excesso ou exaustdo dos reagentes na reacao.
Valores de s/ope acima de -3,322 indicam eficiéncia superior a 100%.
Isso ocorre quando os valores medidos das amostras padrdao nao sao
lineares ou quando ha presenca de inibidores na reagdo. O valor de R?,
correspondente ao coeficiente de determinacao da regressao linear, indica
0 quanto os valores das amostras padrao se sobrepdem a reta e deve
ser maior ou igual a 0,985. Diversos fatores influenciam a eficiéncia da
amplificacdo, como: qualidade da molécula alvo (cDNA); especificidade
e concentracao dos iniciadores, sonda e sequéncia alvo; tamanho do
amplicon (fragmentos menores, de até 150 pb, geralmente geram
eficiéncias melhores) e, erros de pipetagem.

Curva padrao

CT
k2
£
[ ]

a0t aom oot are a1 0z
Quantidade
Figura 9. Exemplo de curva padrdo gerada pelo programa StepOne (Applied Biosystems).

As amostras padrao foram diluidas 5, 10, 50 e 100 vezes. Slope = -3,322, eficiéncia =
100,005%, R2 = 0,997.

Métodos alternativos podem ser utilizados para a determinacao da
eficiéncia da reacdo. Zhao e Fernald (2005) desenvolveram um método
para o calculo direto da eficiéncia de reacdo, sem a necessidade da
construcdo da curva padrao: os dados da fluorescéncia bruta sao
analisados em um modelo logistico com quatro parametros para a
identificacdo da fase exponencial da reacdo. Em seguida, é aplicado um
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modelo exponencial simples com trés parametros para um ajuste da fase
exponencial utilizando-se um algoritmo interativo de regressao nao linear.
Considerando apenas a fase exponencial da curva de amplificacao, sédo
identificados valores candidatos de regressdao e uma média ponderada

é usada para computar a eficiéncia final para a quantificacdo. Este
programa estéa disponivel gratuitamente no sitio www.miner.ewindup.
info/, no qual os resultados das reacoes de gPCR podem ser analisados
diretamente.

Titulacdo de iniciadores e sondas

Tal processo é definido como um teste de variacdo na concentracao

final dos iniciadores e sondas na reacédo, visando-se alcancar melhor
desempenho na reacdo. A concentracdo dos iniciadores pode variar entre
50 e 500 nM, sendo a de 200 nM a normalmente utilizada. A titulacdo de
iniciadores é recomendada quando se deseja aumentar a sensibilidade da
reacdo, pela diminuicdo dos valores de Cq; aumentar a especificidade da
reacdo, evitando a formacao de dimeros entre iniciadores e amplificacoes
inespecificas; aumentar a reprodutibilidade entre replicatas técnicas ou
aumentar a eficiéncia da reacao. Devem ser realizados testes variando-se
estabelecer a concentracao de cada iniciador em diferentes combinacgdées.

Vale ressaltar que o aumento da concentracao do iniciador pode

causar um aumento da sensibilidade, porém, também uma reducao da
especificidade. A necessidade de titulacao de iniciadores é mais frequente
guando se trabalha com o sistema multiplex e, em algumas situacodes,
testes variando-se a concentracdo da sonda, normalmente entre 100 a
500 nM, sdao também recomendados.

Curva de dissociacao (melt curve)

Para experimentos que utilizam SYBR™ Green, ou similares, como
fluorescéncia repoérter, € necesséria a construcao de uma curva de
dissociacao, a qual é realizada automaticamente pelos equipamentos
ao final da reacdo de qPCR. Esta curva é necessaria para a certificacao
da especificidade dos iniciadores a molécula alvo e identificacao de
possiveis contaminacoes na reacdo, ja que o SYBR™ Green se liga
inespecificamente a qualquer molécula de DNA de fita dupla.

Para a construcado da curva de dissociacdo, ao final da gPCR, os
amplicons sao rapidamente desnaturados a 94-95 °C e, em seguida,
renaturados gradualmente até a temperatura de 60 °C. Esse
procedimento é realizado para que, ao final, todas os amplicons estejam
na forma de fita dupla. A partir deste ponto, inicia-se, novamente,
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0 aumento da temperatura para a desnaturacao dos amplicons até a
temperatura de 94-95 °C. Durante esse processo, o equipamento capta o
sinal da fluorescéncia do SYBR™ Green, que diminui com a desnaturacao
das moléculas (Figura 10).

Curva de Dissociacédo
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Figura 10. Curva de dissociacdo (melt curve) do sinal do fluoréforo repérter
(SYBRTM Green) normalizado (Rn) em funcdo da temperatura.

O aumento da temperatura provoca a desnaturacdo das moléculas de DNA
e, consequentemente, a reducao do sinal do fluoréforo repdrter, uma vez que
a deteccao da fluorescéncia do SYBRTM Green é possivel somente quando
este se encontra ligado a moléculas de DNA de dupla fita. A linha azul ponti-
Ihada indica a Tm (temperatura de dissociacao) de 84,73 oC, na qual metade
dos pares de bases da molécula alvo amplificada encontra-se desnaturada.
Curva gerada pelo programa Step One 2.1 (Applied Biosystems).
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Determina-se entdo a temperatura de dissociacao, aquela em que
metade dos pares de bases de uma molécula alvo amplificada encontra-
se desnaturada (Figura 11) e que é especifica para cada amplicon, uma
vez que depende diretamente de seu tamanhos e composicao de suas
bases nitrogenadas.

A avaliacao da curva de dissociacao é facilitada quando sao plotados
valores da primeira derivada negativa de Rn, o sinal da fluorescéncia
reporter normalizado, em funcdo da temperatura. Assim, é observado
um pico correspondente a temperatura de dissociacao que caracteriza
o amplicon (Figura 12). Essa temperatura é comparada com o valor
disponibilizado para esse pardmetro pelos softwares a partir dos
quais os iniciadores foram desenhados. Caso sejam semelhantes, a
amplificacao foi especifica para o segmento que serviu de molde para
o desenho dos iniciadores. De outra forma, caso seja distinta, outro
segmento foi amplificado e sua analise de qPCR esta quantificando
um outro transcrito. Adicionalmente, podem ser detectados outros
problemas na reacao a partir da andlise da curva de dissociacao (vide
item abaixo).

A DNA fita simples
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12 Desnaturagao

DNA dupla fita
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Figura 11. Dindmica da determinacdo da Tm (temperatura de dissociacdo). O aumento de
temperatura provoca a desnaturacao progressiva do DNA até o ponto em que todas as
moléculas encontram-se na forma de fita simples.
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Figura 12. Curva de dissociacdo (melt curve) ideal do sinal do fluo-
réforo repoérter (SYBR Green 1) (-Rn) em funcédo da temperatura.

Observa-se a formacao de um pico unico referente a Tm, o (81,43 oC),
sem sinais interferentes, o que indica a amplificacdo de apenas um tipo de
amplicon. Curva gerada pelo programa Step One 2.1 (Applied Biosystems).

Anormalidades da curva de dissociacado

Anormalidades detectadas na curva de dissociacao refletem problemas
na qPCR, com interferéncia direta em sua eficiéncia. Algumas dessas
alteracoes estdo comentadas a seguir:
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Presenca de contaminantes

Se ocorrer amplificacao no controle negativo sem a molécula alvo, NTC
(no template control), com a curva de dissociacao é possivel identificar
a natureza da contaminacao, que pode ser com o amplicon de interesse
ou com um fragmento de outro segmento de DNA. No primeiro caso, o
pico da curva de dissociacdo da amostra NTC ird se sobrepor ao pico das
demais amostras testes (Figura 13), indicando uma possivel contaminacao
do mix da reacado ou do poco do NTC com a molécula alvo. Esta
contaminacao pode ocorrer também por causa da selagem ou fechamento
inadequado da placa ou do tubo. Recomenda-se a repeticao da reacao
com a substituicao de seus reagentes. No segundo caso, aparecerao dois
tipos de curvas de dissociacdo: a do amplicon oriundo do transcrito alvo
nas amostras testes; e uma outra existente somente na reacdo da amostra
NTC. Isso é um indicativo que somente tal amostra estd contaminada por
uma amostra de DNA diferente daquela usada como alvo da reacao.

Melt Curve
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Figura 13. Curva de dissociacao indicando contaminacéo
do controle negativo NTC (no template control) com a
molécula alvo. A amplificagdo no NTC iniciou-se no Ct
34. Curva gerada pelo programa Step One 2.1 (Applied
Biosystems).
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Amplificacao inespecifica

A amplificacao inespecifica é verificada nas amostras testes. Os
iniciadores utilizados na reacao amplificam mais de um segmento de
DNA, gerando mais de um amplicon. Este problema é identificado

na curva de dissociacdo das referidas amostras pela presenca de
mais de um pico nas curvas de dissociacdo (Figura 14). Os dados de
quantificacdo ndo serao confiaveis, pois mais de um tipo de amplicon
foi sintetizado e a reacao tera de ser refeita com iniciadores mais
especificos.

Melt Curve
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Figura 14. Curva de dissociacao
evidenciando a amplificacado inespecifica

do amplicon de interesse pela presenca de
multiplos picos. Nesta reacao, houve ainda
contaminacao ou formacao de dimeros

de iniciadores, j&4 que um pico também

foi detectado para a amostra NTC. Curva
gerada pelo programa Step One 2.1 (Applied
Biosystems).
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Formacao de dimeros de iniciadores

A formacao de dimeros de iniciadores também pode ser identificada pela
andlise da curva de dissociacdo. Estes sao identificados pela presenca
de um pico menor e anterior ao pico referente ao amplicon de interesse
(Figura 15). O problema pode ser resolvido com a titulacédo de iniciadores,
em que a concentracao de cada iniciador é otimizada na reacao, ou com
o desenho de um novo par de iniciadores. A deteccao da formacao de
dimeros pode ser confundida com uma contaminacao, que também pode
se manifestar como um pico menor e anterior ao pico do amplicon de
interesse. Para distinguir a contaminacdo da formacao de dimeros, pode-
se repetir a reacdo com novos reagentes, como estratégia para se livrar
de contaminacdes, ou realizar a titulacdao dos iniciadores. Novamente,

os dados de quantificagdo nao serao confiadveis, pois mais de um tipo de
amplicon sera sintetizado e a reacao tera de ser refeita com iniciadores
mais especificos.

Melt Curve
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Figura 15. Curva de dissociacao evidenciando a formacéao
de dimeros na reacdo de qPCR pela presenca de um
segundo pico menor e anterior ao pico do amplicon de
interesse. A linha azul pontilhada indica a temperatura de
dissociacdo (Tm = 83,23). Curva gerada pelo programa
Step One 2.1 (Applied Biosystems).
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Métodos de quantificacdo génica

Existem dois métodos de quantificacdo génica: quantificacdo absoluta,
em que é determinada a quantidade exata da sequéncia alvo, expressa
em valores absolutos de nimero de moléculas, cépias ou concentracao;
e a quantificacao relativa, em que se deseja identificar alteracoes da
expressado génica de uma amostra teste em relagcdo a uma amostra
calibradora.

Quantificacdo Absoluta

A quantificacdo absoluta permite a determinacao precisa da quantidade
de moléculas, cépias ou concentracao de uma molécula alvo. Para
tanto, em cada corrida, é necessario o estabelecimento de uma curva
padrao, a qual é constituida de uma série de diluicdes de padrdes

com numero de cépias conhecidas, que devem variar entre 10" a 10"
moléculas. Portanto, é importante que os padrdes sejam originados de
uma molécula Unica e ndo devem estar contaminados, para que nao
haja superestimacao do nimero de cépias calculado. Os padrées devem
ser diluidos em concentracoes préoximas as do alvo nas amostras
biolégicas.

O material usado na curva padrdao em quantificagbes absolutas pode
ser de diferentes origens (BUSTIN, 2000, 2002; PFAFFL; HAGELEIT,
2001). Padroes feitos com DNA plasmidial ou genémico sdo mais
estaveis, duraveis e de maior reprodutibilidade em relacao aos

padroes feitos com RNA. O material usado na curva padrao deve ser
quantificado da forma mais precisa possivel, j4 que o conhecimento de
sua concentracao é essencial para o sucesso da técnica. Abaixo, estao
listados os tipos de moléculas que podem ser usados como padrodes:

o DNA plasmidial: a sequéncia de interesse é clonada em um
plasmideo. As vantagens desse método sao a facilidade de
gerar grandes quantidades do padrao, de verificar a sequéncia
clonada por sequenciamento e de quantificacdo. Recomenda-se
que o plasmideo utilizado na curva padrao esteja linearizado,
uma vez que a eficiéncia de amplificacao difere quando este
esta na forma linearizada ou superenrolada. Estando linearizado,
terd eficiéncias mais préoximas daquelas da amplificacdo de
DNA gendémico ou cDNA. Se a eficiéncia de amplificacdo do
plasmideo superenrolado for similar a das amostras teste, a
etapa de linearizacado pode ser eliminada. Para se determinar
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o numero de moléculas a partir de valores de concentracao de
DNA, é necessario o célculo do peso molecular da molécula.
Assume-se que o peso molecular médio de um par de base de
DNA ¢é 650 Da ou 650 g/mol. Multiplicando-se o tamanho (pb)
da molécula de DNA por 650, obtém-se seu peso molecular,

ou massa molar, expresso em Da ou g/mol. Considerando o
nimero de Avogrado, 6,022 x 10%® g/mol, que define o niimero
de moléculas em um mol, é possivel calcular o nimero de
moléculas em 1uL de uma solucao cuja concentracao, em g/ulL,
é conhecida, conforme a férmula abaixo:

X g/(uL)DNA
Tamanho do plasmideo (pb) x 650

No de moléculas/ (L) = ( ) 6,022 x 103

e Fragmentos de PCR: o produto da PCR, contendo a sequéncia
de interesse em diluicOes seriadas, também pode ser usado
para a construcao da curva padrdao. Recomenda-se incluir, pelo
menos, 20 pb a montante e a jusante dos sitios de ligacao dos
iniciadores. O nimero de cépias é calculado pela féormula acima
citada, substituindo-se o tamanho do plasmideo pelo tamanho
do fragmento da PCR.

e /niciadores sintetizados comercialmente: seguem o mesmo
principio descrito para o uso de fragmentos de PCR.

o DNA genbémico: pode ser usado se o gene alvo estiver presente
em numero conhecido de cépias por genoma haploide. O
numero de cépias do gene alvo presente no DNA gendmico
pode ser diretamente calculado se o tamanho do genoma
for conhecido. Considerando-se novamente o principio da
constante de Avogrado, que estabelece o nimero de 6,022 x
102® moléculas/mol, e o peso molecular médio de um par de
base de DNA (650 g/mol), é possivel calcular a massa de DNA
por genoma haploide pela seguinte férmula:

[ 650 )
M=n | —————%2
6,022 x 10%°

Em que:
m = massa de DNA em gramas
n = numero de pares de bases (pb) por genoma haploide
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Por exemplo, o tamanho do genoma haploide da planta modelo
Arabidopsis thaliana é 0,135 x 10° pb. Portanto, a massa

de DNA serd de 0,146 x 102 g que é igual a 0,146 pg. Em
seguida, divide-se o valor da massa pelo nimero de cépias do
gene por genoma haploide. Se o gene alvo estiver presente

em coépia Unica, assume-se que 0,146 pg do DNA gendmico
contém uma coépia do gene. Esse valor é entao utilizado para a
definicdo das diluicGes a serem utilizadas na curva padrao.

o RNA/cDNA: os padroes de RNA podem ser criados clonando-
se parte ou todo transcrito de interesse em um vetor. O
inserto a ser clonado é gerado por RT-PCR e o vetor deve
conter promotores para a RNA polimerase, como T3, T7
ou SP6. Realiza-se, entado, a transcricao /n vitro para a
geracao do transcrito no sentido senso. Em seguida, o DNA
plasmidial é removido com uma DNase, pois, pode interferir
na quantificacdo do transcrito ou até mesmo servir de alvo em
PCR subsequentes. Apés a quantificacdao do RNA, o nimero de
moléculas pode ser estimado, utilizando-se férmula semelhante
aquela para DNA plasmidial, porém, assumindo-se que o peso
molecular médio de uma Unica base é de 340 Da:

X g/(uL)DNA
Tamanho do plasmideo (pb) x 340

No de moléculas/(pL) = ( ) 6,022 x 105

Finalmente, devem-se usar, pelo menos, cinco séries de diluicoes
com numero de cdépias ou concentracdo conhecidas. Com isso, se
estabelecerd uma curva de regressao linear dos valores de Cq em
funcado da quantidade absoluta logaritmica da molécula alvo. Os
iniciadores e sondas utilizados para a construcao da curva padrao e
analise das amostras teste devem ser os mesmos, pois, os amplicons
devem ser idénticos. A reacdo de amplificacdo do material genético
usado na curva padrao e do gene alvo deve ocorrer com eficiéncias as
mais préximas possiveis. O nimero de cépias do gene alvo pode ser
calculado a partir da regressao linear obtida da curva padrao, ou seja,
pela interpolacdo dos valores de Cq obtidos na curva padrao, a qual
deve ser repetida a cada experimento (Figura 16). A vantagem desse
método é que os valores das quantidades sao gerados diretamente,
sem a necessidade de andlises intermediarias.
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Figura 16. Curva padrao realizada com cinco diferentes amostras padrao
com quantidades conhecidas. A concentracdo da amostra teste é obtida
diretamente pela interpolacdo do valor de Cq na curva padréo.

Quantificacdo Relativa

Os métodos de quantificacao relativa da expressdo génica permitem
a quantificacao das diferencas dos niveis de expressao de um gene
alvo especifico entre diferentes amostras. Os dados gerados nao sao
expressos em ndmeros absolutos e sim em quantidades de vezes a
mais ou a menos em relacdo a uma amostra denominada calibradora.
Os métodos de quantificacao relativa sdo: método da curva padrao
relativa e método do Cq comparativo (AACq). A quantificacado relativa
demanda a avaliacdo da expressao génica do gene alvo e de um gene
de referéncia. Este dltimo é usado como controle para a normalizacao
da quantidade inicialmente adicionada da molécula alvo nas reacoes.

1) Genes de referéncia

Para a obtencdo da quantificacdo dos niveis de mRNA, deve-se,
também, realizar a avaliacdo concomitante da expressao de um ou
mais genes de referéncia, que é aquele cuja expressao nao varia
significativamente entre tecidos, estagio de desenvolvimento e
tratamentos, ou seja, a relacdo entre os valores de expressao no
controle e no tratamento deve ser préxima ou igual a um. Genes
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envolvidos em processos celulares basicos e que sao expressos
constitutivamente na célula, como o da actina, ubiquitina e gliceraldeido
3-fosfato desidrogenase, sdo comumente utilizados como genes de
referéncia (CZECHOWSKI et al., 2005). No entanto, estudos indicam
que a expressao desses genes constitutivos pode variar € ndo ha um
gene de referéncia universal para todos os experimentos. Sendo assim,
para que a interpretacao dos dados possua o maximo de consisténcia,
o teste e a identificacdo de genes de referéncia adequados a cada
experimento é imperativo.

O uso de multiplos genes de referéncia também aumenta a exatidao
das andlises (VANDESOMPELE et al., 2002). Atualmente, o uso de ao
menos trés genes de referéncia é condicdo elementar para publicacao
de dados de expressao génica via qPCR (BUSTIN et al., 2009). Existem
softwares que medem a estabilidade dos genes de referéncia ao longo
das amostras analisadas, entre eles estdao o GeNorm (VANDESOMPELE
et al., 2002), BestKeeper (PFAFFL et al., 2004) e NormFinder
(ANDERSEN et al., 2004).

Uma vez que se assume que a expressao dos genes de referéncia nao
varia entre amostras e tratamentos, qualquer variacao observada é
atribuida a erros metodolégicos e utilizada para a correcao dos valores
de expressao dos genes alvo.

2) Método da curva padrao relativa

O principio deste método é o de interpolacao dos dados de Cq de
uma amostra teste a uma curva padrdao (LARIONOV et al., 2005).
Uma vantagem do método é que a quantificacdo dos padrdes para a
construcao da curva nao é necessaria. Realiza-se apenas a diluicao
seriada de uma mesma amostra que pode ser qualquer cDNA a partir
do qual possam ser amplificados os genes alvo e de referéncia. Este
método é recomendado para um ndmero pequeno de genes a serem
analisados e quando as eficiéncias dos genes alvo e de referéncia
nao sao préximas, o que facilita a etapa de padronizacao do gene

de referéncia a ser utilizado e elimina problemas praticos e teéricos
associados a eficiéncia da PCR. E um método que emprega célculos e
andlises estatisticas simples e com boa precisdo, uma vez que os dados
sao obtidos diretamente por interpolacdo na curva padrao.

E importante que o valor do nivel de expressdo da amostra teste esteja
entre os limites estabelecidos na curva padrao. A desvantagem do
método é que a construcdo da curva padrdo para o gene alvo e de
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referéncia é obrigatéria a cada corrida (amostras teste e amostras para
a construcao da curva padrao devem ser analisadas em uma mesma
placa), o que demanda o uso de mais reagentes e aumenta os gastos
do procedimento. Além disso, as amostras de diluicdo seriada para a
construcao das curvas padrao demandam mais espaco na placa, o que
limita a quantidade de genes ou amostras que podem ser analisados em
uma mesma corrida.

A seguir, é exemplificado um experimento hipotético para a
determinacdo da expressao relativa de um gene “X” em uma amostra
submetida a um tratamento, em relagdo ao seu controle. Amostras

de RNA foram extraidas independentemente, controle (amostra
calibradora), tratamento (amostra teste) e amostra padrao (para a
construcdo da curva). Foi realizada a sintese de cDNA a partir de 1ug
de RNA total de cada amostra. Em seguida, o cDNA da amostra padrao
foi utilizado para uma diluicao seriada em escala decimal, cinco vezes
(Figura 17).

Distribuicdo da amostra de cDNA
para a construgao de uma
curva padrao

Amostra calibradora (controle)

Amostra teste (tratamento)

- R =,

Figura 17. Amostras utilizadas para quantificacdo pelo método da curva padréo relativa.
Amostras em diluicdo seriada para a construcdo da curva padrdo, amostra calibradora
(controle ndo tratada) e da amostra teste (tratada).



48 Analise da Expressdo Génica pela Técnica de PCR Quantitativa em Tempo Real ...

Para a reacao de qPCR, a amostra padrao foi diluida cinco vezes,
variando de 10" a 10%, para a construcdo de uma curva padrao.

As reacdes de qPCR foram realizadas para a amplificacao independente
do gene alvo “X” e de um gene de referéncia, utilizando as mesmas
amostras de cDNA. Desta forma, uma curva padrao foi construida tanto
para o gene alvo como para o gene de referéncia (Figura 18).

Uma vez obtida a curva padrao, os valores médios de Cq das
amostras teste e calibradora podem ser interpolados para o célculo da
concentracao de RNA (Tabela 3).

Curva Padréo

y=-4,21x + 28,33

=-3,71x+22,80 '

-2 -1,5 -1 -0,5 -0 0,5 1 1,5

Log da concentragdo de RNA

] alvo referéncia

Tabela 3. Valores de quantidades de RNA obtidos com a interpolacao
dos dados de Cqg.

Tipo de Concentracdo RNA Concentracdao RNA

Amostra AT alvo (ng/reacéo) Suleferoncls referéncia (ng/reacéo)
Amostra  ,5 g 5,909 20,53 4,115

teste
Amostra 29,77 0,46 20,41 4,426

calibradora
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Em seguida, os valores obtidos para o gene alvo, tanto para a amostra
teste como para a calibradora, devem ser normalizados em relacao ao
gene de referéncia. Este procedimento corrige possiveis erros técnicos da
metodologia.

Normalizacao da amostra = valor gene alvo/valor gene de referéncia

No exemplo, o valor normalizado para a amostra calibradora é
0,46/4,43= 0,10 e para a amostra teste, 5,91/4,12= 1,43. Os valores
normalizados sao entao divididos um pelo outro para a obtencado de um
valor relativo em quantidade entre a amostra teste e a calibradora.

Valor relativo = valor normalizado amostra teste/valor normalizado
amostra calibradora.

Desta forma, o valor relativo neste exemplo é 1,43/0,1 =14,3. Isso
significa que o gene alvo analisado é 14,3 vezes mais expresso na
amostra alvo (tratada) em relacdo a amostra calibradora (nao tratada).

3) Método do Cq comparativo (AACq)

Este método, desenvolvido por Livak e Schmittgen (2001), é similar aquele
da curva padrao relativa, porém utiliza férmulas aritméticas para a obtencao
dos valores relativos (método AACq). E possivel eliminar a necessidade

da curva padrao a cada corrida e as eficiéncias de amplificacdo dos genes
alvo e de referéncia devem ser préximas. Os autores consideraram que

em reacdes bem otimizadas, em que o amplicon é inferior a 150 pb, a
eficiéncia da amplificacdo é préxima a 1 ou 100%. No entanto, para que
este método seja aplicado, é necesséria a confirmacao da compatibilidade
das eficiéncias entre os genes analisados. Para isso, é feita uma analise
para a verificacdo de como os valores de ACq (Cq,, - Cq ... variam
com a diluicdo seriada da amostra padrao. Sendo assim, sdo construidas
curvas padrao para o gene alvo e de referéncia, usando sempre a mesma
amostra padrao nas mesmas diluicdes. Os valores calculados de ACq sao
usados para a construcao de uma curva de regressao linear em funcao,
por exemplo, do logaritmo do fator de diluicdo das amostras de cDNA
utilizadas para a construcdo da curva (Figura 19).

Caso o valor absoluto da inclinacdo da reta seja proximo a zero, as
eficiéncias de amplificacdo dos genes analisados sdo préximas e o
método do AACq pode ser empregado. Caso contrdrio, recomenda-se a
substituicdo dos iniciadores ou a andlise pelo método da curva padrao
relativa ou quantificacao absoluta (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). No caso
do exemplo da Figura 19, o valor de 0,0471 valida o método.
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is y = 0,00471 log (x) + 3,0157

2,8
0,01 0,41 0,81

Diluicao do cDNA

Figura 19. Curva padréo para a validacdo do experimento para anélise pelo
método do AACq. Os dados de ACq foram plotados em funcédo da diluicdo do
cDNA, que variou de 0,01 a 1. Fonte: Adaptado de: Livak e Schmittgen (2001).

Apds a validacdo do experimento, deve-se estabelecer a diluicdo das
amostras teste a ser utilizada. Recomenda-se a utilizacdo de uma
diluicdo em que os valores de Cq encontram-se no intervalo de 15 a
31. Amostras muito concentradas e que apresentam um valor baixo
de Cqg atingem o platd precocemente. J4 em amostras diluidas, com
Cqg mais alto, observa-se que a incidéncia de formacao de dimeros de
iniciadores é maior.

Em seguida, realiza-se a reacdo com as amostras teste na diluicdo
definida. Recomenda-se manter a mesma diluicdo para todas as
amostras. E possivel fazer a correcdo dos valores de uma amostra mais
diluida ou concentrada que as demais, porém torna as anélises mais
trabalhosas e trata-se de mais uma fonte de erro. As reacdes com os
genes alvo e referéncia devem ser analisadas em uma mesma corrida

e ser realizadas em replicatas, geralmente triplicatas. Se nao houver
diferencas significativas entre as replicatas biolégicas, estas podem ser
utilizadas como replicatas técnicas.

Na Tabela 6, sao utilizados para a exemplificacdo do método os
resultados publicados por Livak e Schmittgen (2001). A partir dos
RNAs totais adquirido comercialmente de cérebro e figado humano,

os autores realizaram a sintese de cDNA e aliquotas foram utilizadas
para a amplificacdo dos genes GAPDH (gliceraldeido-3-fosfato-
desidrogenase), utilizado como um gene de referéncia, e do gene do
fator de transcricdo c-MYC, empregado como gene alvo. O experimento
foi realizado em seis replicatas.
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A partir dos valores de Cq obtidos para cada reacdo, obtém-se a média
de Cqg para o gene alvo e o gene de referéncia e seus respectivos desvios
padrao, para amostras de cada tecido, cérebro e figado. Em seguida, é
realizada a normalizacdo dos dados do gene alvo pelo gene de referéncia,
calculando-se o ACq, subtraindo-se do valor do Cq do gene alvo, aquele
do gene de referéncia (ACq = Cq, - C ). O desvio padrao (SD) do

alvo qreferéncia
)1/2

valor de ACq é calculado pela féormula: SD = (SD? + SD?

(ACt) (alvo) (referéncia)

Uma vez obtidos os dados de ACq, os valores de AACq sdo calculados.

O AACq é a diferenca entre os ACq da amostra teste e da amostra
calibradora. A amostra calibradora é aquela que serd utilizada como
parametro de referéncia para a quantificacao relativa. No exemplo da
Tabela 4, a amostra calibradora esta representada pelo cérebro e a amostra
teste, o figado. O valor de desvio padrdao do AACq é o mesmo daquele do
ACq.

AACQ = ACq (amostra teste) ACq (amostra calibradora)

Tabela 4. Valores relativos de expressao do gene alvo calculado pelo
método AACHt.

Cq ACq AACq
. Alvo Referéncia (Cq alvo — Cq (e BRI Valor
Tecido (c-myc) (GAPDH) referéncia) s relativo
calibrador)
30,72 23,70
30,34 23,56
30,58 23,47
Cérebro 30,34 23,65
284518 gggg 6,86 =+ 0,17 0,00 + 0,17 1,0
Média =+ SD 30,49 + 0,15 23,63 + 0,09
27,06 22,76
27,03 22,61
27,03 22,62
Figado 27,10 22,60
26,99 22,61

26.94 22.76 4,37 £ 0,10 -2,50 = 0,10 5,6

Média =+ SD 27,03 £ 0,06 22,66 + 0,08

SD = Desvio padrao.
Fonte: Adaptado de: Livak e Schmittgen (2001).

O valor relativo de expressdo da amostra teste em funcao da amostra
calibradora é dado por 2-44Ca,

Pfaffl (2001) propés um modelo para quantificacao relativa da expressao
génica, baseada no modelo de Livak e Schmittgen (2001), porém com
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célculo baseado na eficiéncia do desvio de Cq de uma amostra
tratamento versus uma amostra controle e expresso em comparacao a
um gene de referéncia. O uso de valores de eficiéncia de amplificacao
para o calculo de valores relativos de expressao é considerado hoje
essencial.

Alguns programas estao disponiveis para a andlise da expressao
relativa e, inclusive, ja calculam estatisticamente o erro padrao entre
replicatas. Programas bem conhecidos sdo REST (PFAFFL et al., 2002),
gBASE (HELLEMANS et al., 2007) e programas disponibilizados pelas
empresas fabricantes de equipamentos de qPCR, como o StepOne2.1 e
Data Assist™ (Applied Biosystems). H4 também pacotes desenvolvidos
para analise no programa R (http://www.r-project.org/), como o gpcR e
“MCMC.qPCR". Este ultimo dispensa o uso de genes de referéncia.

Padronizacdo dos resultados para publicacdao

Considerando a falta de consenso de como realizar e interpretar os
resultados obtidos pela técnica de gPCR, Bustin et al. (2009) sugeriram
um guia, MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative
Real-Time PCR Experiments), no qual sdo descritas informacoes
minimas necessarias para a avaliacdo de experimentos de gPCR. O
objetivo é aumentar a transparéncia dos experimentos e assim garantir
a relevéncia, acuracia, correta interpretacao e repetibilidade dos dados
publicados na literatura cientifica. Os autores apontam como principais
deficiéncias técnicas: (1) a falta de qualidade do DNA ou cDNA usado
como molde; (2) a escolha imprépria de iniciadores para a transcricao
reversa, além de iniciadores e sondas para a qPCR; (3) anélises
estatisticas inadequadas. Essas deficiéncias sdo ainda reforgadas pela
falta de detalhamento dos experimentos nos artigos, impedindo que o
leitor faga uma avaliagao critica dos dados apresentados.

Neste guia, sdo abordados temas como a correta nomenclatura a ser
utilizada, conceitos a serem seguidos e cuidados a serem considerados
nas analises diagndésticas, na aquisicao e preparacao das amostras, na
quantificacdo de acidos nucleicos, na reacao de transcricao reversa, na
gPCR, na normalizacdao com um gene de referéncia e nas analises dos
dados. E sugerido que autores, revisores e editores sigam uma checklist
que inclui informacdes desde o delineamento experimental, até a marca
de reagentes e tubos utilizados.
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Consideracoes finais

A técnica de gPCR, desenvolvida no inicio da década de 90,
apresenta uma série de inovacdes que a torna mais precisa e
acessivel & comunidade cientifica. E um método de andlise simples,
que nao demanda uso de reagentes toxicos, que pode ser altamente
automatizada com tendéncia a robotizacao para a reducao de custos
operacionais e aumento da reprodutibilidade e precisdo da técnica.
J& estao disponiveis, no mercado, equipamentos que fazem a andlise
em larga escala de mais de 3.000 amostras em uma mesma corrida,
assemelhando-se a uma andlise em arrays.

A crescente adocao da técnica de qPCR para a anélise da expressao
génica, genotipagem, exames clinicos de deteccao de patégenos, entre
outras aplicacdes, vem gerando um rapido crescimento e inovacoes
neste setor.

Um desdobramento da qPCR é a técnica de dPCR (PCR digital), na
qual as moléculas de DNA sao separadas em nanogotas, onde ocorre
a amplificacdo em paralelo. Estas sdao detectadas e quantificadas

pelo equipamento. Como vantagens deste método estdo: (1) o uso

de referéncias e padrdes é desnecessério; (2) hd um aumento da
precisdo dos resultados, pois ha mais replicatas da PCR; (3) alto poder
de deteccdo, sendo ideal para a quantificacdo de moléculas raras na
amostra e; (4) baixa interferéncia de inibidores da reacéao.

Independentemente das inovacOes disponiveis, a etapa mais importante
na analise por qPCR é a de delineamento experimental, em que os
objetivos devem ser bem tracados, bem como os tratamentos e as
repeticoes, tanto técnicas como biolégicas. Uma grande pergunta

pode ser respondida por um experimento relativamente simples e bem
delineado.
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Glossario

ACURACIA: refere-se a proximidade entre medidas experimentais € a
concentracao real, representada em vezes a mais/menos ou estimativas
de nimero de cépias.

AMPLICON: é o produto da PCR gerado a partir de um DNA ou cDNA
alvo.

BACKGROUND ou SINAL DE FUNDO: é o sinal de fluorescéncia nao
especifico da reacao, também denominado ruido, proveniente do
meio. E calculado e matematicamente removido pelos softwares dos
equipamentos de qPCR.

CALIBRADOR: é amostra usada como referéncia em andlises de
quantificacdo relativa. O resultado final sera: o gene A é Y vezes mais
(ou menos) expresso em uma amostra teste em relagao ao calibrador.

cDNA: DNA complementar ao RNA mensageiro.

COEFICIENTE DE DETERMINACAO (R?): calculado a partir da regressao
linear dos valores da curva padrao. Varia entre zero e um e é utilizado
para verificar o ajuste da curva padrdo aos dados observados. Quanto
mais préximo a um, melhor é o ajuste. Para a qPCR recomenda-se
valores maiores ou iguais a 0,985.

CONTROLE POSITIVO: reagao controle em que uma quantidade
conhecida da molécula alvo é usada para certificacao de que os
iniciadores ou iniciadores-sondas funcionam.

Cq ou Ct: é o ciclo em que o sinal da fluorescéncia gerada pela
amplificacdo cruza a linha de threshold. Os valores de Cq sdao dados em
uma escala logaritmica e podem ser usados diretamente, no método

de Cq comparativo, ou, indiretamente, por interpolacdo dos dados a
uma curva padrao para criar valores lineares. O termo Cq deve ser o
preferencialmente utilizado, referindo-se ao ciclo de quantificacao.

ACq: é o valor da diferenca entre o Cq do gene alvo e do gene de
referéncia. E usado para a normalizacdo da quantidade de moléculas

alvo utilizada inicialmente, ACq = Cq ..o = CA ne e reterenciar”
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AACQq: é a diferenca entre a o valor de ACq de uma amostra de
interesse e da amostra calibradora usada na quantificacao relativa.
AACq = ACq (amostra teste) Acq (amostra calibradora).

CURVA PADRAO: curva construida com pelo menos quatro padrées
em diluicoes seriadas e conhecidas. Os valores de Cq sao plotados em
funcdo do log da quantidade da molécula alvo. Obtém-se uma reta de
regressao linear de funcao linear. O coeficiente angular da reta (s/ope)
deve estar entre -3,6 e 3,1 e é diretamente proporcional a eficiéncia de
amplificacao.

DNA POLIMERASE: enzima que promove a sintese de DNA. Esta
presente em todas as células de procariotos e eucariotos. Na PCR, é
utilizada a Tag DNA polimerase, uma enzima termoestavel extraida da
bactéria extremodfila Thermus aquaticus.

EFICIENCIA DE AMPLIFICACAO: é a taxa em que o amplicon é
gerado, comumente medida em valor percentual durante a PCR. Se a

quantidade do amplicon dobra na fase geométrica, a eficiéncia serd de
100%.

ESPECIFICIDADE ANALITICA: refere-se a precisdo de um ensaio de
qPCR em detectar somente a sequéncia alvo nao alvos inespecificos
presentes na amostra.

ESPECIFICIDADE DIAGNOSTICA: é a porcentagem de individuos sem
um determinado fenétipo que é detectada pelo ensaio como negativo
para a condicdo em questao.

FLUOROFORO: é o componente ou grupo de funcional de uma molécula
capaz de absorver energia a um comprimento de onda especifico e
emiti-la em um comprimento de onda maior, de menor energia.

GENE DE REFERENCIA: gene utilizado para a normalizacdo dos
dados, para correcao de problemas metodolégicos, como erros de
quantificacdo e qualidade do alvo.

LIMITE DE DETECCAO: também denominado LOD (/imit of detection).
E a concentracdo minima capaz de ser detectada com precisdo razoavel
(95% de probabilidade) em um ensaio analitico.
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LINHA DE BASE (BASELINE): é a fluorescéncia de fundo emitida
durante os primeiros ciclos, antes do equipamento detectar a
amplificacao do produto de PCR pelo sinal repérter, inerente aos
produtos da reacao. O valor da linha de base é usado na normalizacao
do sinal repérter.

microRNA (miRNA): pequenas moléculas de RNA de fita simples, com
comprimento variando entre 18 a 25 nucleotideos, nao codificadoras

e capazes de regular a expressao génica pela degradacdao das mRNAs
alvos por impedir sua traducao em plantas, animais e em alguns virus.

MOLECULA SILENCIADORA (QUENCHER): molécula localizada
normalmente na extremidade 3’ da sonda que é capaz de absorver a
fluorescéncia repérter quando em proximidade (6 a 10 nucleotideos). E
também denominada molécula aceptora.

MULTIPLEX: reacdao de PCR em que dois ou mais pares de iniciadores
sao utilizados simultaneamente, gerando diversos amplicons diferentes.

NO AMPLIFICATION CONTROL (NAC): reacao controle na qual sédo
adicionados todos os seus componentes, exceto a DNA polimerase. A
deteccao de sinal durante a reacdo é um indicativo de autofluorescéncia
da sonda, por causa da sua degradacao ou contaminacao no bloco do
termociclador.

NO TEMPLATE CONTROL (NTC): é uma reacao controle que contém
todos os componentes essenciais para a amplificacao, exceto a
molécula alvo. Permite a identificacdo de contaminacdes.

PADRAO: amostra com concentracdo, niimero de moléculas ou diluicdo
conhecidas que é utilizada para a construcao da curva padrao.

PCR: reacdo em cadeia da polimerase, em inglés, Polymerase Chain
Reaction.

gPCR: PCR quantitativa em tempo real.
QUANTIFICACAO ABSOLUTA: método utilizado para a determinacao

precisa da quantidade de moléculas, cépias ou concentracao de uma
molécula alvo em uma amostra, tendo como referéncia um padrao.
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QUANTIFICACAO RELATIVA: método utilizado para a determinacéo
da concentracdo de uma amostra teste em relacdao aquela de uma
amostra calibradora. Os dados gerados nao sdo expressos em ndmeros
absolutos e sim em gquantidades de vezes a mais ou a menos em
relacdo a uma amostra denominada calibradora.

REFERENCIA ATIVA: trata-se de um sinal ativo, gerado como resultado
da amplificacdo por PCR, usado para normalizar os resultados do
experimento. E o sinal gerado pela amplificacao do gene de referéncia.

REFERENCIA PASSIVA: é um sinal de fluorescéncia de referéncia, de
preferéncia ndo variavel, que sera utilizado para a normalizagcao do sinal
reporter. O fluoréforo usado como referéncia, normalmente o ROX,

nao participa da PCR. Esta normalizacao corrige flutuacdes do sinal

da fluorescéncia causada por mudancas da concentracao e volume da
reacao.

REPLICATA TECNICA: é a repeticdo de uma reacdo mantendo as
mesmas condi¢cdes. Usada para deteccao de erros técnicos, como
pipetagem, contaminacoes, problemas de leitura do aparelho etc.
Recomendada em nUmero impar, geralmente em triplicata.

REPLICATA BIOLOGICA: é a repeticdo do experimento bioldgico. Na
replicata biolégica, as condi¢cées da reacdo sdo mantidas. O que muda
é o DNA ou cDNA alvo. Exemplo: tratamento com diferentes individuos
(cada individuo é uma replicata biolégica). Permite a validacao
estatistica do experimento.

REPETIBILIDADE: refere-se & variacdo intraexperimental. E a precisdo e
robustez de um ensaio com a mesma amostra analisada repetitivamente
em um mesmo experimento (replicata técnica). Pode ser expressa em
valores de desvio padrdo ou varidncia de Cq ou nimero de cépias. O
coeficiente de variagdo nao deve ser usado para esse fim.

REPRODUTIBILIDADE: indica a variacao interexperimental. Refere-se

a variacao nos resultados de experimentos independentes até mesmo
realizados em laboratérios diferentes. E expressa em valores de desvio
padrdo ou variancia de Cqg ou ndmero de cépias.

Rn: é a intensidade de emissao da fluorescéncia repérter dividida pela
intensidade de emissao de fluorescéncia passiva.
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Rn +: é o valor de Rn da reacdo que contém todos os ingredientes,
inclusive a molécula alvo.

Rn -: é o valor de Rn de uma amostra nao reagente, por exemplo, do
controle negativo, sem molécula alvo.

ARN: é a magnitude do sinal da fluorescéncia gerado pela qPCR.
E calculado subtraindo-se de Rn+ o valor de Rn-. Esse é o valor
considerado nas quantificacdes.

RT-PCR: PCR que tem como alvo o produto de uma transcricao reversa,
o cDNA.

ROX: 6-carboxi-X-rodamina. Utilizado como fluorescéncia passiva
para a normalizacao do sinal do fluoréforo repérter e célculo de linha
de base. Ha equipamentos que nao requerem ROX ou qualquer outra
referéncia passiva.

RT-gPCR ou gRT-PCR: PCR quantitativa em tempo real em que o alvo é
o cDNA gerado por uma reacao de transcricdo reversa.

SEQUENCIA ALVO: sequéncia de DNA, cDNA, RNA ou um gene de
interesse.

SINAL REPORTER: é aquele associado a amplificacdo na PCR do seu
alvo, Exemplo: sinal da fluorescéncia do SYBR Green.

SLOPE: é o coeficiente angular da reta de regressao linear da curva
padrao. Refere-se a eficiéncia de amplificacdo da PCR. Um s/ope de
-3,222 indica uma eficiéncia de 100% (1 ou 2) em que a quantidade do
amplicon dobra a cada ciclo da reacao.

SENSITIVIDADE ANALITICA: refere-se ao niimero minimo de cépias de
uma amostra que pode ser mensurado com precisao.

SENSITIVIDADE CLINICA: refere-se a porcentagem de individuos com
um fendtipo especifico (por exemplo, portador de uma doenca ou
anomalia) que o método é capaz de identificar como positivo para essa
condicao.

SONDA DE HIDROLISE: sonda que tem complementaridade a uma
regiao do amplicon e que, na fase de extensao da PCR, é hidrolisada
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pela Tag DNA Polimerase, por meio de sua atividade 5’ endonucleésica.
E um dos sistemas de deteccdo mais utilizados na gPCR. Ex: TagMan®.

TEMPERATURA DE DISSOCIACAO ou Temperature of Melting (Tm):
temperatura em que metade dos pares de bases de uma molécula de
DNA encontra-se desnaturada.

THRESHOLD: nivel do sinal repérter normalizado pela linha de base e
referéncia passiva para a determinacao de valores de Cq. O valor de
threshold é tracado acima da linha de base e na fase exponencial da
curva de amplificacdo. E calculado automaticamente pelos programas
de andlise, mas, pode ser ajustado manualmente.

TRANSCRIPTASE REVERSA: enzima capaz de promover a sintese de
uma fita de DNA a partir de uma molécula de RNA.

UDG: uracil-N-glicosilase. Enzima presente em certos mixs para qPCR
capaz de remover residuos de uracila das moléculas de DNA. Utilizada
como método para a prevencao de contaminacao na gPCR oriunda de
reacoes anteriores.
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