UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

MANOELLA ABRAO DA COSTA

75

: i
i
: ‘ i
. - i ] ‘L 3 '- = =v, o ks
iy l l =1}
i - -
= m

| A.-—‘,'.. od} £ " ==t e » ) . _ -
i i T 1 N O M,

SR

—

e ¥ =
——

— :m-—-—:-_ s
CURITIBA
2022




MANOELLA ABRAO DA COSTA

PADRONIZACAO DE TECNICA DE LISE CELULAR PARA OBTENGAO DE RNA
TOTAL DE DIFERENTES TECIDOS

Dissertacao apresentada como requisito parcial a
obtencdo do grau de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas, no Curso de Poés-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas, Setor de Saude, da
Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Glaucio Valdameri
Coorientador: Prof2. Dr2. Vivian Rotuno Moure

CURITIBA
2022



Costa, Manoella Abrdo da
Padronizagao de técnica de lise celular para obtengdo de RNA total de

diferentes tecidos [recurso eletrénico] / Manoella Abrao da Costa — Curitiba, 2022.
1 recurso online: PDF.

Dissertagdo (mestrado) — Programa de Pés-Graduagéo em Ciéncias
Farmacéuticas. Setor de Ciéncias da Saude, Universiade Federal do Parana,
2022.

Orientador: Prof. Dr. Glaucio Valdameri
Coorientador: Profa. Dra. Vivian Rotuno Moure

1. Preparagdes farmacéuticas. 2. Biomarcadores. 3. Biologia molecular.
4. Neoplasias. 5. Resisténcia a multiplos medicamentos. |. Valdameri, Glaucio.
I1. Moure, Vivian Rotuno. Ill. Universidade Federal do Parana. IV. Titulo.

CDD 615.1

Maria da Conceigao Kury da Silva CRB 9/1275




MINISTERIO DA EDUCAGAO

: SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE

e UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA '
U F P R PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO
DRIVERSTOADE FEDERAL DO PARANA PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO CIENCIAS
FARMACEUTICAS - 40001016042P8

TERMO DE APROVAGCAO

Os membros da Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-Graduagio CIENCIAS FARMACEUTICAS da
Universidade Federal do Parana foram convocados para realizar a arguigio da dissertagdo de Mestrado de MANOELLA ABRAO
DA COSTA intitulada: Padronizagao de técnica de lise celular para obtengdo de RNA total de diferentes tecidos, sob
orientagéo do Prof. Dr. GLAUCIO VALDAMERI, que ap6s terem inquirido a aluna e realizada a avaliagdo do trabalho, s&o de
parecer pela sua AP 2o VAG AD _ no rito de defesa.

A outorga do titulo de mestra esta sujeita & homologagao pelo colegiado, ao atendimento de todas as indicagbes e corregdes

solicitadas pela banca e ao pleno atendimento das demandas regimentais do Programa de Pds-Graduagéo.

CURITIBA, 27 de Julho de 2022.

GLAUCGIOA/ALDAMERI

Banca Examinadora

JEANINE MARIE NARDIN
Avaliador Externo (HOSPITAL ERASTO GAERTNER)

FABIANE GOMES DE MORAES REGO
Avaliador Interno (UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA)

- /

w;mfivenida Prefeitf;'Lothario Meissner, 632 - CURI.TIEA - Parana - Brasil
CEP 80210-170 - Tel: (41) 3360-4098 - E-mail: cfufpr@gmail.com



Dedico esse trabalho aos meus
pais € meus irmaos que sempre estiveram

ao meu lado, dando apoio e amor.



AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar gostaria de agradecer a Deus, que esteve presente em toda
essa jornada, dando capacidade, forga e principalmente paciéncia.

Agradegco tambem a Universidade Federal do Parana (UFPR) pela
oportiunidade de estar realizando esse trabalho e pela CAPES pelo financiamento do
projeto.

Agradec¢o aos meus pais e irmaos, que tiveram paciéncia e sempre estiveram
me dando apoio, forga e incentivo. Sei o quanto estdo orgulhosos da conclusao de
mais essa etapa em minha vida

Agradeco ainda ao meu Orientador, Prof®° Dr. Glaucio Valdameri,e minha Co-
orientadora Prof? Dr? Vivian Rotuno Moure, que me ensinaram tanto neste tempo e
estevieram a disposi¢cao para me ajudar.

Agradeco meus amigos do LCDR, Diego, Diogo, Isadora, Isabelle, Ingrid,
Julia, Kelly e Marina, que fizeram com que esses anos fossem mais leves, e estiveram
sempre dando o apoio necessario para tornar os dias e experimentos mais tranquilos.

Agradeco, minha parceira de mestrado Giovana, que principalmente nessa
etapa final, me deu forga e acreditou no meu potencial, me ajudando a persistir mesmo

guando parecia que as forgas estavam sumindo.



"It is our choices, Harry, that show what we truly are, far more than our
abilities.”

-Albus Dumbledore



RESUMO

A medida que o conhecimento sobre uma variedade de doengas avanga, tornou-se
mais preciso as formas de prevencgao, diagnostico e tratamento. Os biomarcadores
vém sendo utilizados como ferramentas de auxilio na compreensdo da predicao,
causa, diagndstico, progressao, regressao ou resultado clinico de um tratamento ou
doenga. O rapido desenvolvimento das técnicas de biologia molecular ampliou a
aplicabilidade dos biomarcadores. O cancer € uma das principais causas de morte em
todo o mundo e a resisténcia a multiplas drogas (MDR) € o maior desafio clinico para
a eficacia do tratamento. Dentre os varios mecanismos de MDR, o aumento da
expressao de transportadores ABC (ATP-binding cassette) € considerado o principal.
Transportadores ABC tém um papel fisioldgico no transporte de diversos compostos
através da membrana plasmatica as custas da ligagdo e hidrdlise de ATP. O
reconhecimento de compostos estruturalmente ndo relacionados como substratos
permite que quimioterapicos também sejam transportados, o que leva a diminui¢ao do
acumulo intracelular e consequentemente falha no tratamento quimioterapico em
pacientes oncoldgicos. Portanto, € crucial identificar quais sdo os transportadores
ABC superexpressos em diferentes tipos de céancer. Entretanto, existem varios
desafios de padronizacées de métodos e condicdes experimentais para determinar a
expressao génica em amostras clinicas. Por isso, o objetivo deste estudo foi a
padronizagcao de uma técnica de lise celular de diferentes tipos de tecidos para a
extracdo de RNA total utilizando o TRIzol. Neste estudo foi desenvolvido um
homogeneizador de baixo custo que eficientemente promoveu o rompimento de
tecidos, possibilitando a obtengdo de RNA total de alta qualidade e em grandes
quantidades.

Palavras-chave: extracdo de RNA total; TRIzol; rompimento de lise celular;
biomarcadores



ABSTRACT

The increased knowledge about a variety of diseases improved the prevention,
diagnosis, and treatment. Biomarkers have been used as tools to improve the
prediction, cause, diagnosis, progression, regression or clinical outcome of a treatment
or disease. The rapid development of molecular biology techniques has expanded the
applicability of these biomarkers. Cancer is one of the leading causes of death
worldwide and multidrug resistance (MDR) is the most significant clinical challenge to
treatment effectiveness. Among the various mechanisms of MDR, the increased
expression of ABC transporters (ATP-Binding cassette) is considered critical. ABC
transporters have a physiological role in the extrusion of various compounds across
the plasma membrane. This efflux is mediated by the binding and ATP hydrolysis. The
recognition of structurally unrelated compounds as substrates allows the transport of
chemotherapeutics, which promote a significant decrease in the intracellular levels and
consequently failure of clinical treatment of oncological patients. Therefore, it is crucial
to identify which ABC transporters are overexpressed in different types of cancer.
However, there are several challenges to the standardization of methods and
experimental conditions to study the expression levels in clinical samples. Thus, the
goal of this study was the standardization of a protocol of cell lysis for different types
of tissues compatible with total RNA extraction using TRIzol. In this study, a low-cost
homogenizer was developed that efficiently promoted tissue disruption, making it
possible to obtain high quality total RNA in large quantities.

Keywords: RNA extraction; TRIzol; biopsy; cancer; ABC transporters, biomarkers
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1 INTRODUCAO

Os biomarcadores sao considerados pilares da medicina, sendo atualmente
empregados antes de intervengdes terapéuticas ou posteriormente, como indicadores
de resposta de tratamentos farmacolégicos (CARINE, et.al., 2019)

O cancer é considerado a segunda principal causa de morte no mundo
(OPAS, 2022). Ainda, sabe-se que o fendmeno de resisténcia a multiplas drogas
(MDR) é um dos maiores desafios clinicos da oncologia atual. Um dos principais
mecanismos de MDR é a superexpressdo de transportadores ABC (ATP-Binding
Cassette) (ROBEY et al., 2018a; SZAKACS et al., 2006).

Uma das formas de estudar o processo de MDR mediado pelos
transportadores ABC em pacientes com céncer é através de analises a nivel
transcricional destes transportadores, utilizando o acido ribonucleico (RNA) extraido
de amostras. Pensando na obteng¢dao do RNA total de amostras de biopsias coletadas
de pacientes oncoldgicos, no presente estudo foram testadas diversas metodologias
para rompimento de tecido celular usando diferentes tecidos, vislumbrando futuras
analises de expressao génica de transportadores ABC em amostras de pacientes com

cancer.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOMARCADORES

Em 2001, o termo biomarcador foi definido como uma caracteristica que pode
ser objetivamente medida e avaliada como um indicador de processos bioldgicos
normais ou patogénicos, sendo utilizado para uma resposta terapéutica (HUSS, 2015).
Estes incluem o estudo de genes, proteinas, respostas imunes celulares,
caracteristicas histologicas de um tecido e até mesmo caracteristicas anatémicas e
estruturais, visualizadas em exames de radiografia, ultrassonografia, tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética (ROBINSON, et.al; 2013).

Os biomarcadores auxiliam no prognostico de pacientes através de duas
maneiras: 1) identificacdo de pacientes com risco aumentado e 2) Identificacdo de
subgrupos de pacientes com maior probabilidade de responder a um tratamento
especifico (SARMA, et.al., 2019).

Na clinica, existem diversos tipos de biomarcadores, como o colesterol
(doenca cardiovascular), glicose sérica (Diabetes mellitus), BRCA-1 e BRCA-2
(cancer de mama), entre outros (PARIKH,et.al., 2007). No contexto oncoldgico, os
biomarcadores tumorais sdo macromoléculas, como proteinas, presentes no tecido
tumoral, sangue ou em outro liquido bioldgico. A presenga desse biomarcador, ou
alteracdes nos seus niveis basais, se relacionam com o crescimento ou aparecimento
de células neoplasicas, dessa forma indicando a presenca do tumor (CONTE, et.al.,
2021).

2.2 CANCER

Céancer é um termo que abrange um conjunto de mais de 100 doengas,
caracterizadas por um crescimento desordenado das células, que podem invadir
outros tecidos e 6rgaos (INCA, 2018).

O cancer € uma das principais causas de morte e constitui uma barreira
importante para o aumento da expectativa de vida (SUNG, 2021). Segundo os dados
coletados pelo observatério global de cancer (GLOBOCAN), da organizagao mundial
de saude (OMS), em 2020 o numero estimado de novos casos a nivel mundial foi em
torno de 19 milhdes casos. Como pode ser observado na figura 1, o cancer de mama

e pulmdo sdo os mais prevalentes, cada um ultrapassando mais de 2,2 milhdes de
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casos (GLOBOCAN, 2020). No Brasil, segundo o institudo nacional do cancer (INCA),
a estimativa para o ano de 2020 foi em torno de 449.090 novos casos. Na populagao
masculina, o cancer de prostata esta em primeiro lugar (29,2%), seguido pelo cancer
de célon e reto (9,1%), e traqueia, brénquio e pulmao (7,9%). Ja na populagéo
feminina, o cadncer de mama lidera a incidéncia (29,7%), sendo seguido pelo cancer
de célon e reto (9,2%) e colo do utero (7,5%) (INCA, 2020).

FIGURA 1 - NUMERO ESTIMADO DE NOVOS CASOS EM 2020, EM AMBOS OS
SEXOS E EM TODAS AS IDADES

Mama
2261419(11.7%)

Pulmao
2206 771 {11.4%)

Coloretal

Outros
10 389 647 (53.9%) 1931 590 (10%)
Prostata
1414 259 (7.3%)
Estormago

1 089 103 (5.6%)

Total: 19 292 789

FONTE: Adaptado (GLOBOCAN,2020).
NOTA: Numeros estimados de novos casos de cancer, separados por tipos de cancer mais incidentes,a

nivel mundial, para o triénio de 2020-2022.

2.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA

Um dos maiores desafios enfrentados no tratamento de diversos tipos de
cancer € a resisténcia a quimioterapia antineoplasica. As manifestagdes clinicas desta
resisténcia aos medicamentos estao relacionadas a diversos fatores, podendo ser
estes relacionados ao hospedeiro, como fatores ndo genéticos (dieta, adesdo ao
tratamento) e genéticos (histérico familiar, metabolismo), e fatores relacionados ao
tumor. Na figura 2, pode ser observados fatores celulares que acarretam o fendbmeno
de MDR, como diminuigao da captagao ou sequestro do medicamento, enzimas alvo
alteradas, alteragdo do metabolismo do medicamento, aumento no reparo de danos
ao DNA, falha dos mecanismos reguladores da morte celular e efluxo de
medicamentos mediado pelos transportadores ABC (SZAKACS et. al., 2006).
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Um fendmeno conhecido como resisténcia a multiplas drogas (do inglés:
multidrug resistance — MDR) ocorre quando a célula neoplasica apresenta uma
resisténcia simultanea para diversos quimioterapicos diferentes, que n&o possuem o
mesmo mecanismo de acdo e nem similaridade quimica. A MDR & uma barreira
frequente para o tratamento farmacologico do cancer e a elucidagdo dos mecanismos
moleculares e bioquimicos relacionados com essa resisténcia constitui um dos
maiores alvos na pesquisa oncoldgica (ROBEY et al., 2018, GOTTESMAN, 2002).

A terapia medicamentosa antineoplasica também pode contribuir para o
quadro clinico da MDR, pois em alguns casos permite o surgimento de células menos
sensiveis ao proprio regime terapéutico (SZAKACS et al., 2014). Essa condicéo se
deve ao desenvolvimento e ativacdo de mecanismos bioquimicos relacionados com a
resisténcia, resultando em uma diminuicdo da sensibilidade a terapia, fenédmeno
chamado de resisténcia adquirida (BORST, 2012).

FIGURA 2 - MECANISMOS CELULARES QUE PODEM ACARRETAR A
RESISTENCIA A MULTIPLAS DROGAS.

Diminuigdo do
influxo de substancias

000
Yo
So

Ativagao do
processo de
reparo do DNA

Bloqueio de
apoptose

efluxo de O OO

substancias O OO 00

(exercido por O
bombas de efluxo
ATP-dependentes)

Ativagao de
sistemas de
detoxificagéo
celular

FONTE: Zanzarine, 2019

NOTA: Existem diversos mecanismos envolvidos no processo de MDR, incluindo: o aumento de efluxo
de drogas quimioterapicas através de bombas de efluxo como os transportadores ABC, a redugéo do
influxo de drogas que penetram na célula através de carreadores intracelulares ou endocitose, a
ativacdo de proteinas detoxificantes, como a oxidases do citocromo P450, a ativagdo de mecanismos
de reparo de danos induzidos por drogas no DNA e o bloqueio de cascatas de sinalizagao apoptoética

onde tornam a célula resistente a morte celular induzida por drogas.
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2.3.1 TRANSPORTADORES ABC (ATP-BINDING CASSETTE)

Os transportadores ABC s&o proteinas que realizam a translocacao de
substéancias pelas membranas celulares, sendo esse processo dependente da energia
fornecida através da ligagao e hidrélise de moléculas de ATP (HIGGINS, 1992). Estes
transportadores estao presentes em todos os reinos e possuem diversas atividades
bioldgicas. Os transportadores ABC sao divididos em 4 grandes grupos, sendo os trés
primeiros constituidos por proteinas de membrana: (i) importadores de nutrientes (em
sua maioria transportadores ABC bacterianos), (ii) exportadores de diversos
compostos, como peptideos, metabdlitos e xenobidticos, (iii) canais idnicos ou
reguladores e (iv) proteinas ABC que nao possuem dominios transmembrana (TMDs)
(SZOLLOSI et al., 2018).

A grande familia de proteinas ABC possui mais de 2.000 exemplares
identificadas (DASSA, et. al.,, 2001). No genoma humano existem 48 genes que
codifiam para as proteinas da familia ABC, classificados em sete subfamilias,
comecgando pela subfamilia A e finalizando com a subfamilia G (SZAKACS et.al.
2006). Estes transportadores estao envolvidos com o efluxo de drogas e sabe-se que
pelo menos 20 transportadores ABC estdo envolvidos com a exportagdo de
quimioterapico (WEEN et.al., 2015).

Movidos pela energia fornecida por moléculas de ATP, os transportadores
ABC realizam o transporte unidirecional das drogas pela membrana plasmatica
(LITMAN et al., 2001). Além do seu papel na MDR, os transportadores ABC possuem
grande importancia fisioloégica em processos de detoxificacdo celular e excregéo de
metabdlitos enddégenos, como sais biliares, acido uricoglicuronideo de bilirrubina,
lipideos, anions orgéanicos (BORST, et.al.,2002) Consequentemente, variacoes
genéticas em, pelo menos 14 genes que codificam para transportadores ABC causam
doengas como fibrose cistica, doenga de Stargardt, Tangier, adrenoleucodistrofia e
gota (STEFKOVA, et.al., 2004).

As proteinas ABC sao divididas de acordo com a sequéncia genética dos seus
dominios de ligagcado a nucleotideos (do inglés: nucleotide-binding domains — NBDs)
(DEAN; RZHETSKY; ALLIKMETS, 2001; HIGGINS, 1992). Como observado na figura
3, a estrutura basica dos transportadores ABC é compreendida por 2 TMDs e 2 NBDs.
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Em alguns casos, a citar a subfamilia C (ABCC), pode-se observar um terceiro TMD,

com fung&o desconhecida até a presente data (ROBEY et al., 2018).

FIGURA 3 - ESTRUTURAS DOS TRANSPORTADORES ABCG2, ABCB1 E ABCC1

ABCG2 ABCB1 ABCC1
Fegitio (BCRP) (MDRj!P—gp) (MRP1)
extracelular
regidao
transmembrana
regiao

intracelular

Fonte: Adaptado (ROBEY et al., 2018).
NOTA: Estruturas dos transportadores ABCG2 ou BCRP (breast cancer resistance protein), MDR1 ou
ABCB1 ou PG-P (glicoproteina P), ABCC1 ou MRP1(multidrug resistance associated protein-1).

O ciclo de transporte pelos transportadores ABC tem seu inicio quando o
substrato se liga aos TMDs. Apoés isso, duas moléculas de ATP se ligam aos NBDs,
que se aproximam, e com isso ocorre uma mudanga conformacional nos TMDs,
permitindo o efluxo dos substratos para fora das células. O transporte do substrato e
a hidrélise do ATP € concomitante e permite que o transportador retorne a sua
conformagao original, para um novo ciclo (Fig. 4) (LOCHER, 2016).
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FIGURA 4 - MECANISMO DE TRANSPORTE DOS SUBSTRATOS EM
TRANSPORTADORES ABC.

ligagao do ligagéo de
substrato ao novas moléculas
sitio de ligagao eﬂuon de substrato
do TMD do substrato e ATP
TMD —| A, 7 —_— _ | ‘.
12 hidrélise liberagéo de 2a h|dr6I|se Ilberagéo de
NBD ~ de ATP % ADP e Pi de ATP ADP e Pi
7 Iigagao de mudanca reconfiguragé@o
duas moléculas de conformacional conformacional
ATP ao NBD
repeti¢céo do
OATP  &ADP J\ substrato processo

Fonte: Adaptado (ROBEY et al., 2018).
NOTA: Representagdo esquematica da atividade de efluxo de substratos realizada pelos principais

transportadores ABC relacionados a MDR.

2.4 METODOS DE LISE CELULAR

Lise celular é o processo em que ocorre a ruptura da membrana plasmatica
da célula e liberagao do material intracelular. A eficiéncia do processo de lise celular
para cada tecido e 6rgao envolve diversos fatores, como o tipo celular, densidade,
conteudo lipidico e espessura (CRAPO, et.al., 2011).

Existem diferentes métodos para realizar a lise celular, que podem ser
classificados como mecanicos e nao mecanicos (GECIOVA, et.al., 2002; LIU, et.al.,
2013). Os métodos mecanicos sao aqueles métodos que requerem algum tipo de
forca mecanica fisica sem adi¢cao de produtos quimicos ou enzimas (GECIOVA, et.al.,
2002; Liu, et.al., 2013). Em contrapartida, os métodos nao mecéanicos sao conhecidos
como suaves, pois geralmente sdo menos agressivos para as células (PETERNEL,
2013). Ainda, estes podem ser divididos em fisicos (choque osmético, termdlise,
congelamento e descongelamento), enzimaticos (lise enzimatica) e quimicos
(solventes, EDTA - acido etilenodiamino tetra-acético - e detergentes) (PETERNEL,
2013).
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2.4.1 METODOS MECANICOS

Dentre os métodos mecanicos podemos destacar dois: baseados em beads e

homogeneizadores.
2.41.1. BEADS

O uso de beads (esferas), normalmente constituidas de vidro, ceramica ou
aco, € amplamente utilizado como método de rompimento de células. Usualmente, as
beads sdo misturadas com uma amostra biolégica de células ou tecido em meio
liquido (principalmente solvente organico. Na presente técnica, a mistura de amostra
e as beads é agitada intensamente por um determinado periodo. Durante esse
processo, as esferas colidem com a amostra bioldgica, promovendo a lise celular (Fig.
5) (HOPKINS, 1970; GUNERKEN, et.al., 2015; CAREVIC, et.al., 2015).

Um exemplo desse modelo de homogeneizador disponivel no mercado é o
PowerLyzer 24 (Fig. 5), fabricado pela Qiagen. Este equipamento possui capacidade
de processar 24 amostras por vez em tubos de 2 mL. Segundo o fabricante, a

homogeneizacgao é rapida (aproximadamente 30 segundos).

FIGURA 5 - HOMOGENEIZADOR POWERLYZER 24 QUIAGEN

FONTE: Qiagen (2022)
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2.4.1.2. HOMOGENEIZADOR

Nos homogeneizadores o material bioldgico é triturado por um rotor localizado
na extremidade de um eixo. Como representado na figura 6, o rotor gira em
determinada rotagdo dentro de um estator ou sonda estatica. O material biolégico
triturado extravasa através de ranhuras ou furos localizados na ponta do
estator. Como o rotor trabalha em velocidades muito altas, o tecido é reduzido em
tamanho por uma combinacgado de forcas de cisalhamento liquidas e cisalhamento
mecanico tipo tesoura que ocorre na ponta do eixo (GOLDBERG, 2010). Dependendo
da dureza da amostra de tecido, os resultados desejados sédo obtidos rapidamente (5
- 60 segundos).

A empresa Qiagen possui um equipamento portatil, chamado de TissueRuptor
(Fig.6), que possui uma lamina giratoria que atinge altas velocidades levando assim a

ruptura e homogeneizagédo da amostra.

FIGURA 6 - TISSUERUPTOR QUIAGEN
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FONTE: American Laboratory Trading
2.4.1.3. HOMOGENEIZACAO LiQUIDA

Essa técnica tem como principal mecanismo realizar a lise das células através
de uma pressdo aplicada a suspensio celular ou tecidual em um espaco estreito.
(TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2009). O homogeneizador Dounce, se baseia em
empurrar a amostra entre os lados de um tubo de vidro com um pistdo. A amostra &

inserida no tubo, e conforme o pistilo se movimenta, realizando uma presséo, as forgas
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de cisalhamento vao sendo criadas, e isto faz com que a amostra seja cortada
repetidamente (Fig. 7.a.) (TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2009; BURDEN, 2008 ).

O homogeneizador PotterElvehjem (Fig. 7.b.), o pistilo € conectado ha um
motor de labotatério que possui velocidade variavel, dessa forma quando a amostra é
colocada em contato com o pistilo em giro, o tubo onde a amostra se encontra é
pressionado, fazendo com que dessa forma as forgcas de cisalhamento geradas
rompam a amostra (TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2009 ; BURDEN, 2008).

A prensa francesa (Fig. 7.c.), um outro modelo de homogeneizador, a lise
celular ocorre quando o pistilo aplica uma alta pressdo nas células forcando as
mesmas através de um pequeno orificio. A medida que ocorre a alternancia de alta
pressao para baixa pressdo, ocorre a expansao das células, fazendo com que as
mesmas rompam (TERMOFISHER SCIENTIFIC, 2009 ; BURDEN, 2008).

FIGURA 7 - HOMOGENIZACAO LIQUIDA
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FONTE: Adaptado (ThermoFisher, 2022)

2.4.1.4. SONICACAO

Esse método utiliza uma pressao criada por uma sonda, que ira se expandir
e se contrair em altas frequéncias, gerando uma oscilagdo de alta frequéncia, devido
a corrente oscilante aplicada nos cristais presentes na sonda de metal. Quando a
corrente é aplicada, eles se contraem, e quando ocorre a inversao da corrente, eles
se expandem. Essa oscilagdo gera pequenas ondas de choque, que transferem a

energia para a sonda de metal, focando dessa forma em uma pequena area, de modo
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extremo. Através dessa oscilagdo de expanséo e contracdo dos cristais na sonda,
fendbmeno conhecido como cavitagcéo, ocorre a ruptura das células. O equipamento
utilizado para este tipo de lise celular é o sonicador (Fig.8) (TERMOFISHER
SCIENTIFIC, 2009 ; BURDEN, 2008).

FIGURA 8 - SONICADOR

<100 mL

FONTE: ThermoFisher (2022)

2.4.1.5. MOAGEM MANUAL

Essa metodologia € uma das mais utilizadas, e baseia-se na formag¢ao de uma
friccdo quando a amostra entra em contato com duas superficies duras, normalmente
o grau e pistilo (Fig.9) , que deslizam uma contra a outra. Dessa forma, essa moagem
faz com que as amostras se rompam. O atrito gerado devido ao contato das
superficies duras, pode ser significativo pois gera calor, dessa forma, normalmente
utiliza-se amostras congeladas com nitrogénio liquido para evitar que esse fator

colabore com a degradagao analitos, como por exemplo o RNA (BURDEN, 2008).
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FIGURA 9 - MOAGEM MANUAL

FONTE: ThermoFisher (2022)

2.5. EXTRACAO DE RNA

O isolamento do RNA total € importante em estudos de expressao génica,
seja em analises de um unico alvo por técnicas como RT-gPCR ou por andlises de
larga escala, como RNA-Seq. Uma das maiores dificuldades em trabalhar com RNA
€ a sua rapida degradacdo. Para evitar essa degradagdo, as amostras biologicas
(células/tecidos) devem ser imediatamente congeladas em -80°C ou nitrogénio liquido
até o processamento. Mesmo apos a obtencao do RNA total, esse também deve ser
imediatamente congelado em -80°C ou nitrogénio liquido (MASOOQODI, et.al. 2020;
CHOMEZYNSK, et.al., 2006). Outra possibilidade para evitar a degradagao ¢é através
do uso de reagentes como o RNA Latter, uma solugdo aquosa, de estabilizacao e
armazenamento de RNA tecidual, que permeia o tecido com o intuito de estabilizar e
proteger o RNA celular.

Diversos fatores podem interferir com o rendimento da extragdo, bem como
na qualidade do RNA, a citar o excesso de tecido na solugcao de extragao. Outro ponto
critico durante a extragcdo, solubilizacdo e armazenamento de RNA ¢é evitar
contaminacado com RNase (PUISSANT, et.al., 1990; CHOMEZYNSKI, et. al, 2006).

A obtencado de RNA intacto e de alta qualidade é um critério essencial para
analises da expressao génica (PETRY et. al., 2013). Uma metodologia amplamente
utilizada para se avaliar a integridade do RNA ¢é através dos métodos eletroforéticos,
como a utilizagdo de um gel de agarose corado com brometo de etidio. Esse método

permite a separagao e a visualizacdo de bandas referentes aos RNA ribossdmais
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(rRNA) 28S e 18S. Um RNA integro e de boa qualidade é aquele em que se observa
as duas bandas, onde a banda 28S deve apresentar um tamanho maior que a banda
18S (SCHROEDER et.al.; 2006).

A quantificacdo do RNA pode ser realizada por métodos espectrofotométricos.
Um dos equipamentos mais utilizados para esse fim € o NanoDrop™ 2000/2000c
Spectrophotometers da TermoScientific, que permite a quantificagdo do RNA da
amostra empregando um volume de 1 uL. Nesse equipamento, ha a presenga de uma
fibra dtica (fibra receptora) embutida no pedestal e outra fibra ética, chamada de fibra
(fibra de origem) em contato com a amostra. Quando a amostra liquida é colocada no
equipamento, ira preencher a lacuna presente entre as duas fibras éticas. Com isso a
lampada de flash de xendnio pulsado, fornece uma fonte de luz e o espectrémetro
com uma matriz de charge cuple device (CCD) ira detectara luz que passa pela
amostra. O valor da absorbancia obtida em 260nm sera utilizado no calculo para
obtencgao do valor da concentragdo da amostra (THERMOSCIENTIFIC, 2010).

Para realizar a quantificacdo dos acidos nucleicos, € necessario
primeiramente fazer uma medigdo de uma amostra chamada de “branco” (utilizando
a agua). Essa amostra “branco” sera utilizada como referéncia (zero). Apos a leitura
do branco, é realizada a medicdo da amostra. Utilizando o resultado do branco e da
amostra, é realizado um calculo para obter a absorbancia de cada amostra, conforme

a equacao abaixo:

Absorbancia = -log [Intensidade da amostra/intensidade branco]

Com o resultado dessa absorbancia, € possivel utilizar uma modificacdo da
equacdo de Lambert-Beer, correlacionando a absorbancia calculada com a
concentracdo, como mostrado na equacao abaixo:

A=E*b*c

Onde, “A” é a absorbancia representada em unidades arbitrarias (AU), “€” é o
coeficiente de absortividade molar dependente do comprimento de onda (ou
coeficiente de extingdo) com unidade de litromol-'.cm™, “b” comprimento do caminho

“on

em cm e “c” concentragao da substancia a analisar em mol/litro ou molaridade (M).
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Para a quantificagdo de acidos nucleicos, é realizada uma modificacdo da
equacgao de Lambert-Beer, para utilizar um fator com unidades (ug/mL)'(cm)-', como
mostrada abaixo:

c=(A*E)/b

onde “c” é a concentragao do acido nucleico em ng/uL; “A” é a absorbancia
em AU; “€” é o coeficiente de extingao dependente do comprimento de onda em
(ug/mL)'(cm)'; e “b” &€ o comprimento do caminho em cm. As medigdes que este
aparelho realiza utilizam comprimentos de percurso de 0,05 mm a 1,0 mm
(dependente do modelo). Esse comprimento de percurso é a distancia entre as fibras
Opticas embutidas nas superficies de medicdo superior e inferior
(THERMOSCIENTIFIC, 2010).

Além de fornecer a concentragdo da amostra, esse tipo de equipamento
fornece indicadores de pureza da amostra através das razbes das absorbancias
260/280 e 260/230. Em amostras de RNA de alta qualidade, a razdo Azso280 deve
apresentar valores em torno de 1,8-2,0. Valores fora dessa faixa indicam que ha
contaminacao de proteinas na amostra. Ja a razao Azso230 deve apresentar valores na
faixa de 1,8-2,2. Valores fora dessa faixa € indicativo de presencga de fenol residual
(THERMOSCIENTIFIC, 2010).

2.5.1 SOLUGOES A BASE DE FENOL-GUANIDINA ISOTIOCIANATO (TRIzol)

Existem trés técnicas principais amplamente utilizadas para extragdo de RNA:
extragdo organica, como solugdes a base de fenol-guanidina isotiocianato (GITC),
tecnologia de coluna de rotacdo baseada em membrana de silica (silica-membrane
based spin column) e tecnologia de particulas (para)magnéticas (TAN, et.al, 2009;
BERENSMIER, 2006).

Varios kits comerciais estdo disponiveis para purificacao de acidos nucleicos
em fase sodlida baseados em silica (por exemplo, RNeasy Mini Kit, Qiagen; GenElute
Mammalian Total RNA Miniprep Kit, Sigma-Aldrich; Nucleospin RNA Il isolation Kkit,
Macherey-Nagel; High Pure RNA Isolation Kit, Roche Diagnostics; AxyPrep
Multisource Total RNA Miniprep, Axygen) ou particulas magnéticas (por exemplo,
AGOWA mag, Agowa; MagneSil, Promega; MGP, Roche Diagnostics). Esses kits

apresentam vantagens de serem mais seguros do que a utilizagdo de solventes
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organicos, serem mais rapidos para extragao de RNA, resultam em alto rendimento e
qualidade do RNA (TAVARES, et.al., 2011), mas apresentam a desvantagem de alto
custo por amostra, especialmente para a realidade no Brasil.

Um dos métodos mais utilizados € a extracdo organica a base de fenol-
guanidina isotiocianato. Esse reagente € pode ser adquirido comercialmente pelo
nome TRIzol das marcas Ambion by Life Technology, hoje encontrada com a marca
Invitrogen™ (comercializada pela Thermo Fisher Scientific), pelo nome TRI reagent
da Sigma-Aldrich (comercializada pela Merck, Sigma-Aldrich), QIAzol da marca
Qiagem (comercializada pela Qiagen), entre outros. Para facilitar o entendimento, a
partir daqui a solugcéo a base de fenol-guanidina isotiocianato sera denominada de
TRIzol, qualquer que seja a sua marca comercial.

O reagente TRIzol € uma solugdo monofasica que contém tiocianato de
guanidina e fenol que simultaneamente solubiliza o material biolégico e desnatura
proteinas, permitindo a desproteinizacdo do RNA (RIO, et.al.,2010). Em 1987,
Chomczynski e colaboradores desenvolveram uma metodologia de uma unica etapa,
utilizando a mistura do tiocianato de guanidina juntamente com o fenol. Esse método
permitiu um alto rendimento e pureza do RNA, compativel com analises da expressao
génica (CHOMCZYNSKI, 1987).

O tiocianato de guanidina € um agente caotrépico e serve para auxiliar na
desnaturagao de proteinas, como por exemplo as que se ligam fortemente a acidos
nucleicos ou degradam o RNA. Nos protocolos de extracdo de RNA total baseados no
uso de TRIzol, também se faz uso de cloroférmio. Quando adicionado o cloroférmio
nesta mistura e o material € submetido a centrifugacao, ocorre a separagao destes
solventes em duas fases liquidas: uma fase aquosa menos densa e transparente
(contendo o RNA), uma fase leitosa ou interfase (contendo o DNA) e uma fase
organica, mais densa (contendo as proteinas dissolvidas em fenol e os lipidios
dissolvidos em cloroférmio). Assim, RNA, DNA e proteina podem ser purificados a
partir de uma unica amostra e por isso 0 nome TRIzol. Apss esta etapa de separacgao,
o RNA presente na fase aquosa é separado e precipitado com isopropanol ou 2-
propanol (Fig. 7) (PERRY, et.al.,, 1972; CHOMCZYNSKIi, 1987; CHOMCZYNSKI,
2006). Eventualmente, lavagens com etanol ou etapas de precipitacdo com cloreto de
litio também sao observados nos protocolos mais recentes de extragdo de RNA
baseados no uso de TRIzol (WALKER, et.al, 2013; GREEN, et.al, 2016; GREEN, et.al,
2020).
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FIGURA 10 - REPRESENTACAO DAS FASES DURANTE A EXTRACAO DE RNA
COM TRIZOL

Fase de separacdo Precipitacdo do RNA
q

Fase aquosa

Interfaace (fase leitosa)

Fase orgénica
pellet de RNA ‘M
Fonte: O Autor, 2022.

Nota: Separagéo das fases durante o processo de extragdo de RNA. E representacao da precipitagao

do RNA apds a adigédo do isopropanol.

3. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Existem diversas metodologias para extrair RNA de boa qualidade compativel
com analises de expressdo génica. A escolha da metodologia deve considerar
principalmente a compatibilidade com a amostra biolégica, tempo de extragao,
aplicagdo do RNA extraido e custos. Considerando todos estes aspectos, foram
comparados diferentes métodos de lise celular seguidos de extragdo de RNA com o

reagente TRIzol.

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma técnica de extragcdo de RNA em biopsias congeladas de

diferentes tecidos.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Padronizagao de um método de lise dos tecidos
e Obtencado de RNA de alta qualidade
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 AMOSTRA

Foram utilizadas amostras de bidpsia de diversos tipos de tumores,
provenientes do Hospital Angelina Caron (Parecer CEP/SD-PB.n° 3507574). As
amostras foram armazenadas em RNAlater ou congeladas em nitrogénio liquido
imediatamente apds a coleta. As células utilizadas foram cultivadas em meio DMEM
alta glicose suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibiético (penicilina
e streptomicina). As células foram cultivadas em estufa com atmosfera umida e 5%
de CO2a 37° C. O pellet de células foi obtido apds um processo de lavagem com uma
solugao de salina (PBS) e centrifugagao (2000 x g) por 5 min. O pellet de células seco

foi armazenado imediatamente em nitrogénio liquido ou no freezer -80°C.

4.2. EXTRACAO DE RNA
4.2.1. PREPARO DA AMOSTRA

As amostras de bidpsias foram lisadas através de diferentes procedimentos
mecanicos, a citar:

e Agitacdo com homogeneizador mecanico: Foi utilizado o modelo BK-
HG160-11 da BIOBASE, onde as amostras foram homogeneizadas por
15 segundos e 1 minuto em um tubo eppendorff de 2mL com 1mL do
reagente TRIzol.

e Agitagdo com beads magnéticas: foram utilizadas esferas de ago inox
com tamanhos diferentes, 3mm, 5mm e 7mm de didmetro. Estas foram
adicionadas em diferentes combinacbes (tabela 1) na amostra
juntamente com 1mL de TRIzol em um eppendorff de 1,5mL. Os tubos
foram agitados em vortex para rompimento da amostra.

¢ Moagem manual, utilizando grau e pistilo. As amostras foram trituradas
com 1mL de TRIzol até rompimento da amostra.

e Moagem manual utilizando grau, pistilo e nitrogénio liquido até

pulverizagdo da amostra, para entao seguir para a extracdo de RNA.
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4.2.2. EXTRACAO COM TRIZOL

Para extracao do RNA proveniente do pellet de células foi utilizado 1 mL de
reagente TRIzol (Ambion by Life Technologies Invitrogen) ou Tri Reagent (Sigma). A
partir daqui, o agente de solubilizagdo e extracédo, qualquer que seja a marca sera
denominado TRIzol. Apés agitagdo em vortex, a amostra foi deixada em descanso por
5 minutos a temperatura ambiente. Apds esse periodo a amostra foi centrifugada
(Centrifuga 5810r eppendorff) & 12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
transferido para um novo eppendorff RNase free. Nesse material foi adicionado 200
ML de Cloroférmio e 200uL de agua livre de RNase (Invitrogen). A amostra foi agitada
vigorosamente em vortex e deixada em repouso de 2 a 3 minutos. Apos esse periodo
a amostra foi submetida a centrifugagdo a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C.
Posteriormente foi retirada a fase aquosa (superior) e colocada em um novo
eppendorff RNase free e adicionado 800uL de Isopropanol. O tubo foi agitado por
inversdo e deixado em repouso por 3 horas a -20°C. Apds incubagao, a amostra foi
novamente centrifugada a 12.000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e foi adicionado ao tubo 800 pL de alcool etilico 75% (preparado em agua RNase
free). Em seguida, a amostra foi agitada no vortex por 1 minuto e centrifugada a 7.500
X g a 4°C. O sobrenadante foi descartado e essa etapa foi repetida. Apds o descarte
do alcool etilico depois da segunda lavagem, a amostra foi deixada a temperatura
ambiente em cabine de segurancga bioldgica (fluxo laminar) para secagem, durante
aproximadamente 20 minutos. Apds a secagem, a amostra foi reidratada com 40 uL

agua RNase free. Esse foi o protocolo inicialmente utilizado nos testes com bidpsias.
4.2.3. QUANTIFICACAO E PUREZA DO RNA

A quantificagdo da amostra foi realizada através da leitura da absorbancia no
NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers (ThermoFisher) no comprimento de
onda de 260nm. Além disso, foram analisadas as razdes A2so/a280 € A260/A230 para a
verificacao da pureza do RNA.

Para a verificacdo da integridade do RNA foi realizada uma eletroforese em
gel de agarose 1,2%. Foi aplicado no gel um volume de 2uL das amostras e utilizado
como tampao de corrida o Tampéao Tris-Acetato-EDTA (TAE). Para o preparo deste

tampao, primeiramente foi preparado um tampao 10X concentrado contendo os
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seguintes reagentes: 48,4g de Tris Base, 11,42ml de Acido Acético Glacial e 3,72g de
0,5 M EDTA. Essa solugéo foi misturada em um Becker com o auxilio de um agitador.
Preparada a solugao 10X concentrada, foi coletado 100mL e colocado em 900ml de
agua destilada.

As condigbes utilizadas para a eletroforese foram: 80 V (Volts) e tempo de 30
minutos. Apos a eletroforese, o gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (0,5
pg/mL) e visualizado em transiluminador sob luz UV (302 nm). As imagens foram

obtidas com o sistema de fotodocumentagéo L-PIX (Loccus Biotecnologia).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas informagdes do produto TRIzol (THERMOFISHER, 2020) a abordagem
recomendada comega com a homogeneizagado da amostra de tecido seguida de uma
separacao de fases do reagente apos a adi¢ao de cloroformio. Enquanto o RNA esta
na fase aquosa superior, o DNA e as proteinas estao na fase inferior organica de fenol-
cloroférmio. O DNA pode ser, entdo, precipitado pela adicdo de etanol e as proteinas
permanecem no sobrenadante fenol-etanol e podem ser precipitadas com isopropanol
ou acetona.

Inicialmente, o protocolo de extragdo de RNA baseado no uso descrito em
materiais e métodos foi aplicado em um pellet de células da linhagem H460 (cancer
de pulmao). De acordo com os dados espectrofotométricos obtidos em NanoDrop™,
o RNA total extraido desta amostra apresentou uma concentragao de 1,68 pg/uL e
razdes Azsor2so de 1,99 e Azso23o de 2,17, que sugerem a auséncia de proteinas ou
fendis na amostra de RNA total. Além disso, conforme apresentado na figura 11A,
duas bandas correspondentes aos RNAs ribossomais 18S e 28S podem ser
visualizadas no gel de agorose, confirmando que o procedimento foi eficiente.

Uma vez confirmado que o protocolo de extracdo baseado no uso de TRIzol
foi efetivo em uma amostra de células H460, se iniciaram os testes de rompimento
das biopsias. O primeiro teste realizado foi similar ao aplicado no pellet de células,
incubando uma bidpsia de metastase hepatica em TRIzol e submetendo a
homogeneizagdo em um vértex por 1 minuto. Infelizmente, visualmente ndo houve
nenhum rompimento do tecido (resultado ndo mostrado). Em seguida, foi testado
romper as biopsias de mama submersas em TRIzol utilizando uma agulha 25x7mm.
Essa tentativa também foi falha, pois visualmente nao foi possivel romper o tecido

(resultado n&o mostrado).
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FIGURA 11 - GEIS DE RNA DE CELULAS H460 E DIFERENTES TIPOS DE
BIOPSIAS
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FONTE: O Autor, 2022

Nota: Géis de agarose com amostras de RNA extraido pelo protocolo de apds corrida eletroforética de
80V em 30 minutos em tamp&o TAE. Foram aplicados 2,0 uL da amostra e os géis corados em brometo
de etidio 0,5 pg/mL por 10 minutos. A) Amostra de células H460. B) Amostra de metastase hepatica.

C) Amostra de mama. D) Amostra metéastase hepética. E) Amostra de metéastase hepética.

Utilizando um homogeneizador mecanico (BK-HG160-1I da BIOBASE),
modelo similar ao da foto apresentada na figura 6, foi realizado um novo teste
utilizando uma amostra de tecido de metastase hepatica. O fragmento de bidpsia foi
submerso em 1 mL de TRIzol e triturado durante 15 segundos. O material triturado foi
submetido ao mesmo protocolo de extragao de RNA utilizado com células H460. A
concentragdo de RNA total foi de 0,28 ug/uL, um valor 6 vezes inferior ao obtido com
o pellet de células da linhagem H460. Apesar da menor concentragéo, o valor da razao

Azsor280 foi de 2,01, sugerindo auséncia de contaminagdo com proteinas. A razao
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A260/230 foi de 1,55, sugerindo uma leve contaminagdo com fendis. Como pode-se
observar na figura 11B, mesmo sendo possivel visualizar as bandas 18S e 28S, estas
sdo menos intensas quando comparado com as bandas visualizadas na figura 11A.
Além disso, um arrastado mais intenso na parte inferior do gel também pode ser
visualizado, sugerindo uma possivel degradagao do material.

Baseado neste resultado e com intuito de verificar se o tempo de
homogeneizagéao interfere na quantidade e qualidade do RNA obtido, dois tempos de
homogeneizagao foram testados (1 minuto e 15 segundos). Uma biépsia de mama foi
homogeneizada durante 1 minuto em TRIzol, enquanto uma amostra de metastase
hepatica foi homogeneizada durante 15 segundos. Uma concentragao de 0,04 ug/uL
foi obtida para amostra de mama, com razdes Azeo2s0 de 1,97 e Azeo230 de 0,20. Para
a amostra de metastase hepatica foi obtida uma concentragao de 0,79 pg/uL e razdes
A2s0280 de 2,02 e Azeorzzo de 1,07. As bandas de RNA ribossomais de ambas as
amostras nao foram visualizadas no gel (Fig.11C e 11D). No caso da amostra de
metastase hepatica, um arrastado no final do gel foi visualizado, provavelmente por
causa da concentracao 18 vezes maior quando comparado com a amostra de mama
(0,787 versus 0,043 pg/uL). Esses resultados sugerem que aumentar o tempo de
trituracao do tecido ndo melhorou a extracao.

O procedimento de homogeneizag¢ao no tempo de 15 segundos foi novamente
repetido, com resultados ainda insatisfatérios: metastase hepatica - concentracéo de
0,27 pg/uL e razdes Azeorzso de 2,05 e Azeor2z0 de 1,40 (Fig. 11E) Também n&o foi
possivel visualizar as bandas correspondentes aos RNAs 18S e 28S.

Uma dificuldade observada com as amostras de mama, foi que as mesmas
foram coletadas através de uma agulha chamada core needle, onde o tecido coletado
€ um tecido mais fibroso e de uma espessura fina (Figura 9). Devido a isso, a
dificuldade de lise celular utilizando o homogeneizador foi maior, dificultando a

extracdo de RNA das amostras.
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FIGURA 12 - COLETA DE BIOPSIA DE MAMA

Core
specimen

FONTE: Adaptado (Mayo Clinic, 2022)

Nota: Tecnica de coleta de biopsia de mama, utilizando a core needle.

Considerando o insucesso do método baseado em homogeneizador, um novo
teste foi realizado, agora macerando as amostras em gral (cadinho) com pistilo de
porcelana. Neste experimento uma amostra de bidpsia hepatica foi macerada em
nitrogénio liquido e uma amostra de sarcoma foi macerada em TRIzol. Para a amostra
de biopsia hepatica processada por maceragao em nitrogénio liquido foi obtida uma
concentragéo de 0,06 pg/uL, com razdes Azsorzso de 1,92 e Azsoi23ode 1,12 (figura 13A).
Com a amostra de sarcoma e o0 método de maceragcédo em TRIzol, foi obtido uma
concentragéo de 0,04 pg/uL, com razdes Azsoi280 de 1,87 e Azsor2z0 de 1,05 (figura 13B).
Como pode ser observado no gel de agarose, em ambos o0s casos nao foram

visualizadas as bandas dos RNAs ribossomais 18S e 28S (figura 13A e 13B).
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FIGURA 13 - GEIS DE RNA UTILIZANDO DIFERENTES METODOS PARA A
REALIZACAO DA LISE CELULAR.

A
28S
188
®
g & £ B E E
Q &) ©
2 S =
e ©
)]
A B c D E F

[mug/uL] | 0,06 | 0,04 | 0,09 | 0,25 | 0,34 | 0,04
Azsoso | 1,92 | 1,87 | 1,97 | 1,95 | 1,96 | 1,83
Aosoz0 | 1,12 | 1,05 | 1,25 | 1,23 | 1,35 | 1,17

FONTE: O Autor, 2022

Nota: Géis de agarose com amostras de RNA extraido pelo protocolo de TRIzol apds corrida
eletroforética de 80V em 30 minutos em tampdo TAE. Foram aplicados 2,0 uL da amostra e os géis
corados em brometo de etidio 0,5 pg/mL por 10 minutos. A) Amostra hepatica macerada com nitrogénio
liqguido. B) Amostra de sarcoma macerada apenas com TRIzol. C) Amostra de rim triturada com
homogeneizador. D) Amostra de carcinoma basocelular (CBC) triturada com uma bead de 7 mm de
didmetro. E) Amostra de rim triturada com duas beads de 7 mm de diametro. F) Amostra de mama

triturada com oito beads de 3 mm de didmetro.

A préxima tentativa foi baseando-se no conceito do equipamento PowerLyzer
24 (figura 5), que utiliza esferas de aco inox de diferentes didmetros (3 mm,5mme 7
mm) para o processo de lise celular. Em nosso caso utilizamos esferas de ago inox e
um vortex para realizar a lise. Nesse teste foram utilizadas amostras de moela de

frangos provenientes de um mercado local. Foi realizado primeiramente um teste com
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16 combinagdes diferentes (Tabela 1), utilizando beads de 3, 5 e 7 mm e agitando em
vortex em por tempos diferentes: 1, 2, 5 e 10 minutos. Baseado neste teste, as
melhores combinagdes de beads/tempo que promoveram a lise dos tecidos foram: 1
bead de 7 mm, 2 beads de 7 mm, 4 beads de 5 mm, 6 beads de 3 mm, 8 beads de 3
mm e 10 beads de 3 mm. O melhor tempo de vortex foi de 5 minutos para todos os
casos (resultados ndo mostrados). Baseado nesse resultado, um teste com bidpsias
humanas foi feito utilizando essas combinagdes de beads. As amostras que possuiam
4 beads de 5 mm, 6 beads de 3 mm e 10 beads de 3 mm n&o apresentaram
rompimento celular, ndo seguindo para as préoximas etapas de extragdao de RNA
(resultados ndo mostrados). As demais condigbes prosseguiram para o processo de

extracdo de RNA.

TABELA 1 - DIFERENTES COMBINACOES DE BEADS DE ACO E TEMPO

Numero de Tempo em minutos
beads/diametro em 1 2 5 10

milimetros
117 - - + +
217 - - + +
1/5 - - - -
2/5 - - - -
3/5 - - - -
4/5 - - + +
1/3 - - - -
2/3 - - - -
3/3 - - - -
4/3 - - - -
5/3 - - - -
6/3 - - + +
7/3 - - - -
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8/3 _ _ + +
973 _ - - -
10/3 _ _ + +

FONTE: O Autor, 2022

Nota: Diferentes combinacbes de beads de ago inox com diferentes tempos de agitacdo. Foram
utilizados fragmentos de moela de frango para avaliacdo de rompimento celular. Os resultados
negativos (-) significam a auséncia de rompimento, enquanto os resultados positivos (+) significam um
rompimento efetivo avaliado a olho nu. A avaliagao foi realizada ap6és a agitagdo da mesma em vortex

(tubos na horizontal).

Um novo teste foi realizado comparando o homogeneizador e o uso das
beads. Foi obtida uma concentracao de 0,09 ug/uL para a amostra de biopsia de rim
processada com o homogeneizador (Azsorzso: 1,97e Azeor23o: 1,25) (Fig. 13C).

O teste empregando uma 1 bead de 7 mm foi realizado na amostra de
carcinoma basocelular (CBC). Foi obtida uma concentragéo de 0,25 pg/uL (A2s0/280:
1,95 e Azeor230: 1,23) (Fig. 13D). Em uma amostra de rim foram testadas 2 beads de
7 mm, obtendo uma concentracao de 0,34 pg/uL (Azeor280: 1,96 e Azeo/230: 1,35) (Fig.
13E). Por fim, para a amostra de mama triturada com 8 beads de 3 mm foi obtida uma
concentragao de 0,043 pg/uL (A2sor2s0: 1,83 e Azeorz30: 1,17) (Fig. 13F). Como pode-se
observar nas figuras 9D, E e F, ndo foi possivel visualizar as bandas de RNAs
ribossomais 18S e 28S em nenhuma das condi¢des testadas. Dentre as condicoes,
apenas um arrastado foi observado na condigao aplicando 2 beads de 7mm (Fig. 13E).

Dentre todos os testes realizados, o mais promissor, ainda que com
resultados insatisfatorios, foi obtido através do uso do homogeneizador comercial
baseado no uso de rotor (Fig. 11B). Além do alto custo do rotor deste equipamento,
que é acoplado a uma espécie de “mini retifica” de alta rotagao, o processo de limpeza
€ complicado. Para uso em uma unica amostra, o método é efetivo, porém, com o
aumento do processamento de amostras diarias, um elevado risco de contaminagao
de material biolégico se torna eminente. Para solucionar ambos os problemas, custo
e contaminagao cruzada, desenvolvemos nosso proprio triturador, chamado de
“protétipo 17, tendo como base a mecanica do homogeneizador comercial.

Para o desenvolvimento do equipamento, utilizamos uma mini retifica de alta
rotacao (até 13000 rpm), similar ao motor utilizado no homogeneizador comercial. Ao

invés de um eixo rotor e um estator, utilizamos um eixo de ago inox de 3 mm contendo
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em sua extremidade um fio de nylon de 0,90 mm (Fig. 14). A mecanica deste prototipo
1 é similar ao observado em cortadores de grama. A fixagdo do fio de nylon na
extremidade do eixo foi realizada através de um né e uma regido escavada no ago

para melhor fixagao.

FIGURA 14 - PROTOTIPO 1 PARA REALIZAGCAO DA RUPTURA CELULAR

B
FONTE: O Autor (2022).

NOTA: Protétipo 1 desenvolvido pelo laboratério utilizando uma mini retifica de alta rotagao, com eixo

de aco inox de 3 mm contendo em sua extremidade um fio de nylon de 0,90 mm.

Com esse “protdtipo 17 foi realizado um teste de rompimento com uma
amostra de biopsia de pulmao, apresentando como resultado uma concentracdo de
2,03 pg/uL (Azeo/280: 1,95 e Azes0/230: 0,95). Como pode-se observar no gel eletroforético
da figura 15A, foi possivel obter um RNA de boa qualidade, pois € possivel visualizar
as bandas caracteristicas dos RNAs ribossomais 18S e 28S.

Outros testes foram realizados com esse protocolo e os resultados foram
similares e promissores (resultados ndo mostrados). Contudo, um dos problemas
detectados foi a alta rotagao, que eventualmente arremessava a amostra para fora do
tubo. Para solucionar esse problema, um segundo prototipo foi construido. Para o

“protdtipo 2”7 o motor de 13000 rpm de mini retifica foi substituido por um de 4500 rpm
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de furadeira (Fig. 16). Ainda, foi acoplado um mandril de aperto rapido e manual,

facilitando a troca dos eixos.

FIGURA 15 - GEIS DE RNA EXTRAIDO DE BIOPSIAS LISADAS COM OS
PROTOTIPOS 1 E 2

S

28S
18S

g g
£ ©
=] =
o

A B

ug/ul] | 2,03 | 512
Aosozo | 0,95 | 1,72

FONTE: O Autor, 2022

Nota: Géis de agarose com amostras de RNA extraido pelo protocolo de TRIzol apds corrida
eletroforética de 80V em 30 minutos em tamp&o TAE. Foram aplicados 2,0 uL da amostra e os géis
corados em brometo de etidio 0,5 yg/mL por 10 minutos. A) Amostra de Pulmao utilizando o protétipo

1. B) Amostra Mama processada com o protétipo 2.

Uma amostra de bidpsia de mama foi submetida a extragao utilizando o
protétipo 2. A concentragdo de RNA obtida foi de 5,12 pg/uL (raz&o Azeozso de 1,88 e
A2s0/230 de 1,72). Conforme apresentado na figura 15B, os resultados obtidos com o
protétipo 2 foram similares ou mesmo superiores aos obtidos no protétipo 1, com a
vantagem de ndo perder amostra devido a velocidade de rotagédo. Esses resultados

foram confirmados em outras amostras (resultados ndo mostrados).
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FIGURA 16 - PROTOTIPO 2 PARA REALIZAGAO DA RUPTURA CELULAR

FONTE: O Autor (2022)

NOTA: Prototipo 2, desenvolvido pelo laboratério, utilizando um motor de 4500 rpm, com eixo de ago

inox de 3 mm contendo em sua extremidade um fio de nylon de 0,90 mm.

Com base em todos os resultados obtidos, foi possivel realizar uma

comparagao das principais vantagens e desvantagens de cada método de lise

utilizado neste projeto (Tabela 2). Com essa comparagao, é possivel comprovar que

o melhor método foi utilizando o protétipo 2.

TABELA 2 - COMPARATIVO DOS METODOS DE LISE CELULAR

Beads Homogeneizador Moagem Protétipo 1 Protétipo 2
manual
Vantagens Diversas Rapidez Custo Alta eficiéncia Alta eficiéncia
combinagbes de acessivel
beads
Rapidez Rapidez Rapidez
Custo acessivel Custo Custo
acessivel acessivel
Processamento
de amostras
simultaneamente
Desvanta- Sem ruptura de Alto custo Uma Uma amostra Uma amostra
gens tecidos finos amostra de de cada vez de cada vez

cada vez
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Alta agitacao Limpeza para Lento Motor  com
cada (aumenta a alta rotagao
processamento chance de

degradagéao

da amostra)
Uma amostra de Forga
cada vez manual

FONTE: O Autor, 2022.

Carter et.al., (2012) utilizou um homogeneizador de tecidos e um equipamento
de bead para a realizacao de lise celular dos tecidos 6sseos em temperaturas
proximas ao congelamento da amostra (-80°C), e utiliza o TRIzol para a extragéo de
RNA. Através deste estudo de Carter, foi possivel observar que realizar a
homogeneizacado e todo o processo de extracdo em temperaturas de resfriamento,
auxilia na obtengcdo de um RNA integro e em boa concentragdo. Em nosso estudo,
todos os reagentes utilizados para extragdo foram mantidos a 4°C e durante a
extracao, exceto na etapa de incubagao a temperatura ambiente, as amostras foram
mantidas em gelo para manter a temperatura de 4°C e preservar a integridade do
RNA. Assim como Carter e cols, obtivemos resultados com bom rendimento e uma
boa integridade do RNA, mantendo as amostras resfriadas, pois dessa forma o
processo de degradacao do RNA pelas RNAses é retardado.

Nouvel et. al. (2021) realizaram um processo similar em busca de métodos
eficientes para romper diversas bidépsias humanas. Um dos equipamentos utilizados
foi o FrestPrep-24, que realiza a ruptura celular através da homogeneizagéo do tecido
com beads, um método similar ao teste realizado neste estudo com as esferas de aco,
e 0 GentleMACS Dissociator, um homogeneizador de rotor, que realiza uma lise
similar ao dos prototipos 1 e 2. Nos resultados obtidos nesse estudo de Nouvel, a
técnica utilizando o homogeneizador GentleMACS dissociator, combinada com o
reagente QIAzol (um reagente contendo fenol-guanidina da marca quiagem), foi o que
apresentou melhor rendimento de RNA extraido das amostras, e preservou a
integridade do RNA. Assim como o GentleMACS dissociator, os resultados mostrados
nas figuras 11A e 11B mostram que nosso protétipo 2 combinado com o TRIzol, realiza
uma lise celular eficaz, e um RNA dentro dos parametros esperados, com razdes
A260/A280 e A260/A230 dentro do esperado, uma boa concentracdo e bandas
ribossomais caracteristicas 18S/288S visiveis no gel eletroforético.

Os valores estimados dos equipamentos citados nesses estudos sdo de $7800
Dolares (FestPrep-24) e $15.000 Ddlares (GentleMACS). Comparando com o valor
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dos protétipos 1 e 2, temos uma diferenga significativa, haja vista que gastamos em
torno de R$ 300 Reais para construgdo de cada um. Ainda, a maioria de protocolos
encontrados nos artigos, sao através de colunas comerciais, como no caso dos
experimentos de Nance et.al. (2020) e Farrag et.al (2020), que utilizam o kit RNeasy
da Qiagen. Esse kit custa $493,00 Dolares para extragdo de 50 amostras.
Comparando com o valor de um frasco de TRIzol de 100mL ($228,00 Délares),
podemos observar que realizar a extracdo com o TRIlzol € aproximadamente 80%
mais barata.

No presente trabalho foi possivel realizar diversos testes e desenvolver um
protétipo adequado e de um custo acessivel, para a obtengdo de uma lise celular
eficiente de diferentes tipos de biopsias. Os resultados demonstraram que o protétipo
desenvolvido pelo grupo, juntamente com a extragao realizada com TRIzol fornecem
grandes rendimentos de RNA e dentro dos parametros de integridade necessarios
para a analise da expressao genica. O fluxograma da Figura 17 mostra o protocolo
final estabelecido para prosseguir com a extragdo de RNA de células e tecidos com

utilizacdo de TRIzol.
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FIGURA 17 - PROTOCOLO PADRONIZADO DE EXTRACAO DE RNA DE
AMOSTRAS DE CELULAS E TECIDOS COM TRIZOL.

1- Coleta da biopsia em nitrogénio ligquido

PS: a amostra deve ficar armazenada em -80°C por no

maxime 1 ano ou em nitrogénio liguido por tempo
indeterminado

2- Transferir a bidpsia para um tubo falcon de
15 mL

PS1: colocar 1 a 2 mL de trizol no tubo
H g 15 antes de transferir a biopsia (depende do
tamanho da bidpsia)

3- Incubar com trizol até descongelar a amostra
em gelo (~15 min)

4- Romper o tecido com o triturador

PS: ligar com a haste dentro do tubo, mas ndo

imersa. Romper o mais rapido possivel (1 min),

como movimento pf cima e p/ baixo.

5- Passar o contetdo para um

—_— tubo eppendorf de 2 mL - incubar
5 min em gelo - agitar por

inversdo umas 2 a 3 vezes

@ 6- Centrifugar (12000xg/5 min/4°C)

7- Transferir o sobrenadante para um novo
tubo eppendorf de 2 mL

8- Agitar vigorasamente por 15 seg
PS: usar um vortex no maximo de velocidade
9- Incubar por 5 min em gelo

10- Adicionar 200 uL de cloroférmio
PS: para cada 1 mL de trizol.

11- Agitar vigorasamente por 15 seg
PS1: usar um vortex no maximo de
velocidade

12- Incubar por 3 min em gelo

13- Centrifugar (12000xg/15 min/4°C)

@ RMA - fase aquosa
% DMA - fase leitosa
Proteina - fase fendlica

Protocolo de extragao de RNA total

14- Coletar a fase aguosa em um novo tubo

PS: inclinar o tubo em angulo de 45° Ponteira —m
& ndo pegar ou tocar com a ponteira
a fase leitosa

Pellet

15- Adicionar 500 uL de isopropanol
PS1: para cada 1 mL de trizol
PS2: misturar por inversio 10 vezes

@ 17- Centrifugar (12000xg/10 min/4°C)

18- Descartar o sobrenadante

com micropipeta Ponteira
PS: marcar o local do pellet (sempre do
lado da "dobradiga” da tampa) e tocar Pellet

com a ponteira no lado oposto

19- Ressuspender o pellet em 1 mL de etanol 75%
PS: preparar o etancl com agua livre de RNase

20- Agitar vigorasamente por 15 seg
PS: usar um vortex no maximo de velocidade

21- Centrifugar
(7500xg/5 min/4°C)

22- Descartar o sobrenadante com micropipeta
PS1: ver etapa 18,

PS2: Retirar todo o liquido

23- Secar o RNA no fluxo laminar de 5 a 10 min
PS: se precisar, aumentar o tempo

24- Ressuspender o pellet em 40 uL de agua
RNAse free

PS: pipetando up and down

25- Separar uma aliquota de 5 uL (2 uL para o gel
e 3 uL para leitura no nanodrop)

PS: no nanodrop usa apenas 1 ulL

26- Armazenar imediatamente os 35 uL de RNA
em -80°C ou nitrogénio liquido

PS1: Todos os materiais devem ser autoclavados 2 vezes
P52: O material deve ser manuseado com luvas sem talco
PS3: Os materiais e reagentes devem ser exlusivos para RNA

Grrupn de pesouisa

]
Neoplasias Resistentes & Dirogas

Fonte: Grupo de Pesquisa Neoplasia Resistentes a Droga (2022)
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6. CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar dos desafios de trabalhar com amostras de RNA, que incluem sua
rapida degradacgao e os custos elevados de equipamentos laboratoriais, no presente
trabalho descrevemos um prototipo de baixo custo compativel com a obtencéo de

amostras de RNA total de alta qualidade obtidos de bidpsias.
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