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EXTRACAO DE MICRORNAS CIRCULANTES (por kit comercial)

Introducao
(Retirado do texto de Dissertacdo de Mestrado de Getulio Pereira de Oliveira
Junior, Brasilia, 2012).

Os microRNAs (miRNAs) pertencem a uma classe de pequenos RNAs
nao-codificadores de filamento Unico, que contém aproximadamente 22
nucleotideos (BARTEL, 2004). MIRNAs estdo envolvidos na regulagdo da
expressdo génica poés-transcricional por meio da ligagdo a regido 3’ nao
traduzida (UTR), sequéncia codificadora ou 5UTR de RNAs mensageiros
(mRNA) alvos e conduzindo a inibicdo da transcricdo ou degradacdo do mRNA
em animais, plantas e virus (ALMEIDA et al.,, 2011; DAVIS-DUSENBERY &
HATA, 2010). Nos seres humanos, prevé-se que a expressao de
aproximadamente 50% de genes codificadores de proteinas séo regulados por
miRNAs (ZHOU et al., 2012).

Os miRNAs controlam genes envolvidos em Vvarios processos biol6gicos,
entre eles, apoptose, proliferacéo, diferenciacdo e metastase (ALMEIDA et al.,
2011).

Um dos primeiros estudos que mediram os niveis de miRNA no soro
demonstrou que 0s niveis de miR-21 no soro estdo associados com sobrevida
livre de recidiva em pacientes com linfoma difuso de grandes células B, assim,
miR-21 poderia ter potencial como um biomarcador de diagnostico para esta
doenca (LAWRIE et al., 2008).

Os miRNAs circulantes, presentes no soro, plasma e outros fluidos

corporais podem ser potencialmente utilizados como biomarcadores néo-
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invasivos para diversas doencas humanas, uma vez que eles podem suportar
ciclos repetitivos de congelamento e descongelamento (MITCHELL et al.,
2008). Alguns miRNAs especificos de tecidos com cancer sado capazes de ser
liberados na circulagdo e esses mIRNAs circulantes presentes no soro ou
plasma podem ser usados como novos biomarcadores para diversos tipos de
cancer. No entanto, um método para medir a quantidade absoluta de miRNA no
sangue ainda nao esta bem estabelecido, devido a falta de controle estavel de
RNAs neste tecido, especialmente sob condicdes de doenca (CHENG et al.,
2010).

A notével estabilidade de miRNAs em amostras de plasma sanguineo
levantou questdes importantes sobre o mecanismo pelo qual os miRNAs sao
protegidos da atividade de RNAses enddgenas. Resultados preliminares
mostraram que miRNAs tém uma incomum alta estabilidade em tecidos fixados
em formalina, plasma e soro. Esta estabilidade pode ser explicada pela
associacdo de miRNA a lipoproteinas de alta densidade (HDL), protecdo por
meio de outras moléculas (RNA- complexo de proteinas), modificacbes nos
miRNAs que os tornam resistentes a atividade de RNAses enddgenas ou
associacdo dos miRNAs a microvesiculas, tais como exossomas (MITCHELL et
al., 2008).

Andélise da expressdo de miRNAs circulantes por PCR quantitativa em
tempo real (QRT-PCR)

Para a quantificacdo dos miRNAs foi utilizado o método Ct comparativo
(2-24CY) (LIVAK & SCHMITTGEN, 2001). Este método é um modelo matematico

que calcula as alteracbes na expressdo de genes como diferencas relativas

Elaborado por: Priscila Oliveira de Carvalho Aprovado por:
Prof. Dr. Raul Cavalcante Maranhdo

Revisado por: Carolina Graziani Vital




(o
FLH MANUAL - BIOLOGIA MOLECULAR T

Data: 01/07/2018 Ne: 012

Préxima revisdo: . . Versdo: 01
LABORATORIO DE METABOLISMO E LIPIDES

01/07/2019 Pagina 3

entre uma amostra experimental e calibrador. A normalizagdo dos dados
utilizou genes de referéncia analogos em humanos de 3 miRNAs de C. elegans
(cel-miR-39, -54, -238), conforme descrito anteriormente (MITCHELL et al.,
2008). Pelo fato de serem analogos em humanos, a quantificacdo destes
mMiRNAs no plasma deve-se apenas a quantidade inserida durante a extracao.
Este método de quantificacéo relativa € o mais aceito em amostras de plasma,
ja que nao foram descritos genes de referéncia endégena de miRNA eficientes
nesta amostra bioldgica. Os calculos de quantificacdo relativa foram feitos
conforme descrito por Kroh e colaboradores (2010) onde foi calculada a
mediana de todas as médias dos genes de referéncia de C. elegans,
considerando todas as amostras. Em seguida, o fator de normalizacdo foi
calculado pela subtracdo da média dos Ct de miRNA sintético de C. elegans da
amostra de interesse pelo valor da mediana obtido no passo anterior. O fator
de normalizacgéo foi adicionado ao valor da média do Ct obtido de cada amostra
e foi chamado de Ct normalizado. O delta Ct (ACt) foi calculado subtraindo o
valor do Ct normalizado pelo valor da mediana dos genes de referéncia. O
delta deltaCt (AACt) foi calculado pela subtracdo de dois deltas Ct que se
queira analisar, de modo que no grupo controle, é calculado o valor de média
dos ACts das amostras deste grupo, fixando-se esse valor (amostra
calibradora) para ser subtraido do ACt de cada amostra alvo do grupo a ser
estudado: ACt amostra grupo de estudo — média dos ACts amostras grupo

controle. Finalmente, a expresséo relativa é obtida pelo algoritmo 224,
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Diluicdo dos Oligonucleotideos de RNA (Sigma, EUA)
MiRNAs de Caenorhabditis elegans

1 — cel-miR-39 (96,3nmol)
2 — cel-miR54 (82,9nmol)
3 — cel-miR-238 (88,5nmol)
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e Os 3 oligos foram ressuspensos em &gua ultrapura (MilliQ) nos

seguintes volumes, respectivamente: 963uL (39), 829uL (54) e 885uL

(238). No final, estavam a uma concentracéo de 100uM ou 100pmol.

e A diluicdo dos oligos que serdo utilizados para a normalizagdo da

variagdo das amostras durante a extracdo e controle da reagdo de

gRT-PCR, foi seguida conforme descrito por Mitchell e col. (2008) e por

Kroh e col. (2010): é feito um “pool” contendo 5uL de cada um dos 3

oligos numa concentracao final de 5fmol/uL.

»Se 1pmol é 10.000fmol, tem-se 100.000fmol de cada oligo (tubo

mae). Quer-se uma [ ] final de 5fmol, entéo:
*TUBO | = 20pmol (200uL tubo méae + 800uL agua MilliQ)
*TUBO Il = 0,25uL TUBO | + 999,75uL agua MilliQ = [5]fmol/uL
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Procedimento: Kit miRNeasy Serum / Plasma (Qiagen, EUA)

» Cuidado ao manusear o Qiazol. O Qiazol (Qiagen, EUA) contém
fenol e tiocianato de guanidina. Consultar a tabela FISPQ do
produto antes de iniciar o procedimento.
» As amostras de soro ou plasma devem ser retiradas
previamente do freezer -80°C para o freezer -20°C, no dia

anterior ao procedimento.

v' colocar luvas, mascara e 6culos de protecao.

v'limpar a bancada com hipoclorito, alcool 70% e por fim, RNAse away.

v/ pegar as pipetas especificas para o isolamento de RNA (limpa-las com
uma gaze embebida em alcool 70% e deixa-las por 15 minutos no banho de
UV no fluxo).

v pegar todo o material plastico a ser utilizado, estéril e autoclavado:
ponteiras com filtro (especificas para RNA), microtubos autoclavados; gaze e
reagentes também autoclavados ou especificos para RNA (consulte a sesséo
Tratamento DNase/RNase-free com dgua DEPC).

v' Retirar as amostras de soro ou plasma do freezer -20°C para irem se
estabilizando a temperatura ambiente.

v' Acrescentar os volumes correspondentes de etanol absoluto, conforme
descrito nos proprios frascos das solugcdes (“RWT” e “RPE”) a serem usadas
do Kit.
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Fase de Separacao

1. A extracdo de RNA total, incluindo a extracdo de miRNAs, é iniciada
adicionando-se 1mL de Qiazol (Qiagen, EUA) para 200uL de plasma ou soro
de cada amostra (5 x o volume). As amostras sdo homogeneizadas (por
vortex ou por inversédo) e devem ficar sob a bancada por 5 minutos.

2. Em seguida foram adicionados 5uL do “pool” formado por 3 sequéncias
de oligonucleotideos de miRNAs do organismo C. elegans (Sigma, EUA) na
concentracéo final de 5pmol/uL.

3. Adicionar 0,2mL de cloroférmio para cada 1mL de Qiazol. O mesmo
volume da amostra de soro ou plasma que se iniciou o procedimento.

4. Agitar vigorosamente com as maos ou no vértex por 15 segundos.

5. Deixar sob a bancada por 2-3 minutos.

6. Ligar a microcentrifuga refrigerada.

7. Centrifugar as amostras a 12000xg por 15 minutos a 4°C.

*Nesta fase 0 RNA sera separado das proteinas e de restos celulares através
da acao do cloroférmio. Neste processo observamos 3 fases distintas:
-Fenol-cloroférmio (rosada), onde estédo contidos os restos celulares.
-Fase intermediaria (branca), onde estédo as proteinas.

-Fase transldcida (superior/sobrenadante), onde esta presente o RNA.

*Apds a centrifugacdo, deixar a centrifuga esquentar (15-25°C) para as

etapas seguintes.

Fase de Precipitacao
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8. Transferir a fase sobrenadante (cerca de 600uL) para um novo microtubo
de 2,0mL estéril previamente identificado tomando cuidado ao pipetar, nao
deixando a ponteira tocar em nenhuma outra fase).

9. Adicionar 1,5 volume de etanol absoluto (900uL para 600uL de fase
aquosa) e misturar por inversdo ou durante a pipetagem.

10.Pipetar aproximadamente 700uL dessa mistura, incluindo qualquer
precipitado, para a coluna “RNeasy MinElute Spin Column” apoiada em um
microtubo de 2mL fornecido pelo kit (“collection tube”).

11.Feche a tampa da coluna e centrifugue por 15 segundos a uma rotagéo
=10.000 rpm a temperatura ambiente.

12.Descarte 0 que passou da coluna (o filtrado) para o tubo, e volte o
mesmo para a coluna. Adicione mais 700uL da mistura (amostra + etanol) a
coluna e centrifugue nas mesmas condi¢des anteriores. Repita esses passos,
até que toda a mistura tenha passado pela coluna.

*Importante salientar que ndo se deve passar um volume > que 700uL

na coluna para que o volume néo transborde e se perca material.

Fase de Lavagem
13.Adicione 700uL do tampdo RWT a coluna. Feche a tampa e centrifugue
por 15 segundos a uma rotacdo =10.000 rpm a temperatura ambiente.
14.Descarte o filtrado e volte a coluna no mesmo tubo.
15.Acrescente 500uL do tampdo RPE a coluna. Feche a tampa e
centrifugue por 15 segundos a uma rotagdo =10.000 rpm a temperatura
ambiente.

16.Descarte o filtrado e volte a coluna no mesmo tubo.
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17.Acrescente 500uL de etanol 80% a coluna. Feche a tampa e centrifugue
por 2 minutos a uma rotagao =10.000 rpm a temperatura ambiente.

18.Descarte o tubo de apoio a coluna e insira a mesma em um novo tubo
(“collection tube”).

19.Coloque-o para centrifugar novamente, mas desta vez, com a tampa
aberta*, na rotacdo maxima (14.000 rpm), por 5 minutos, para que todo o
excesso de etanol ou qualquer reagente da extracdo possa ser retirado e a
coluna ficar bem seca e livre desses contaminantes. Descartar o tubo
(“collection tube”).

*Sugere-se que se identifiquem os tubos, caso a tampa se rompa do
tubo durante a centrifugacdo. Para que isso ndo aconteca, caso tenha
espaco no rotor, € aconselhavel colocar um tubo e pular o seguinte no
rotor (um sim e um né&o) e as tampas devem estar voltadas para fora do

rotor no sentido oposto a rotacao (sentido horéario x sentido anti-horario).

Fase de Eluicdo do RNA
20.Coloque a coluna em um novo tubo do kit (“1.5mL collection tube”)
previamente identificado com o nome da sua amostra e data de
extracao.
21.Adicione 14uL* de agua livre de RNases fornecida pelo kit (“RNase-free
water’) bem no centro da coluna, tomando cuidado para ndo encostar a
ponteira na coluna e perfura-la. Feche a tampa e centrifugue por 1 minuto a
rotacdo maxima.
22.Terminada a centrifugacdo, a coluna € desprezada e o filtrado € o
produto da extracdo (RNA/mMiRNA).
23.Armazenar o produto a -80°C.
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*E possivel adicionar no minimo 10uL de 4gua, mas ndo menos que isso,

caso gueira concentrar mais seu RNA. Deve-se levar em conta que ha uma

perda de cerca de 20% do volume pipetado (volume morto da “RNeasy

MinElute Spin Column” é de 2ulL). Assim, pipetando-se 14uL, vocé terd um
volume final de 12uL de RNA.
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