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RESUMO

O é&cido ribonucleico (RNA) é um polimero de ribonucleotideos encontrado no interior de
celulas tanto eucaridticas como procarioticas e estd quase sempre relacionado & expressao
génica. Para se obter resultados confidveis em estudos de expressdo génica, € necessario extrair
um RNA puro e integro. Técnicas para extracdo de RNA de alta qualidade vem sendo
desenvolvidas e refinadas e as mais utilizadas atualmente s&o as de colunas cromatografica de
silica presentes em kits comerciais e a técnica de tiocianato de guanidina — fenol — cloroférmio,
utilizada em reagentes como o Trizol comercializado pela Thermofisher ou o TRI Reagent
comercializado pela Sigma-Aldrich, entre outros. As duas técnicas extraem um RNA de alta
pureza e qualidade. No entanto, solventes organicos como o fenol sdo toxicos e interferem
negativamente na quantificacdo do RNA por absorver luz UV no mesmo comprimento de onda
do RNA. Colunas cromatogréaficas limitam a extracdo de RNA & quantidade que cada uma
suporta além de tornar um método de alto custo quando se tem um grande nimero de amostras.
O objetivo deste trabalho foi desenvolver um protocolo de baixo custo de extracdo de RNA de
alta qualidade a partir de células em cultura dispensando o uso do sistema organico Fenol-
Cloroférmio. O RNA foi extraido de células K562 (entre 1 e 3 x 10° células por reagdo)
cultivadas em meio RPMI 1640, seguindo procedimento padrao. As células foram separadas do
meio de cultura por centrifugacdo e ressuspendidas em uma solucdo tampéo (pH 7,8) contendo
140 mM de NaCl, 1,5 mM de MgClI2, 10 mM de TRIS. As células foram fracionadas em tubos
de reacdo de 1,5 mL e lisadas adicionando 0,2 volumes de DTT 2 M e 0,1 volume de solugéo
de NP-40 (10% v/v) em vortex. Os nucleos foram removidos por centrifugacéo e o sobrenadante
contendo o RNA foi submetido a desnaturacdo proteica com tiocianato de guanidina na
concentracdo final de 1 M. Posteriormente, um processo de purificacdo do RNA foi realizado
por salting out com sulfato de amonio na concentracdo final de 1 M. Finalmente, 0 RNA foi
precipitado em 0,1 volume de acetato de sodio e 0,6 volumes de isopropanol a -20 °C, o
precipitado foi lavado com isopropanol 50 % e eluido em agua ultrapura. Como controle foi
utilizado RNA extraido por colunas cromatograficas de kit comercial seguindo orientacdes do
fabricante. As extragdes foram realizadas no mesmo dia com a mesma quantidade de células e
nas mesmas condi¢Oes. Foram realizadas analises de eletroforese em gel de agarose nao
desnaturante, quantificacdo de proteinas por Bradford, RT-PCR e gqRT-PCR para avaliar o RNA
extraido pelo método TGSA (tiocianato de guanidina — sulfato de amonio; descrito neste

trabalho) em comparagdo com o RNA extraido por coluna cromatografica. As analises



demonstraram que 0 método TGSA permite extrair RNA de alta qualidade com caracteristicas
similares as apresentadas pelo RNA extraido com colunas cromatogréficas. Além disso, foram
feitos orcamentos de reagentes necessarios para extracdo de RNA com método TGSA e um
comparativo de pregos com os kits comerciais. O método de TGSA custou R$ 1,61 por reacdo
com reagentes de varios fornecedores e R$ 2,66 por reacdo com todos 0s reagentes da empresa
Sigma Aldrich. Isso representa um valor aproximadamente 8,4 vezes inferior ao necessario para
realizar a extracdo de RNA de alta qualidade com o0 método de menor custo na presente data
(PureLink RNA mini kit — Thermo Fishier).

Palavras-chave: Tiocianato de guanidina. Sulfato de amonio. Salting out. cDNA. gRT-PCR



ABSTRACT

Ribonucleic acid (RNA) is a polymer of ribonucleotides found within prokaryotic and
eukaryotic cells and it’s almost always related to gene expression. To get trustworthy results in
gene expression research, extract a high purity and integrity RNA is necessary. Many
techniques to isolate a high-quality RNA has been developed and improved and the most
utilized nowadays are silica chromatography columns present in commercial Kits and
guanidinium thiocyanate - phenol — chloroform extraction technique, used in reagents such as
Trizol marketed by Thermofisher or TRI Reagent marketed by Sigma - Aldrich, among others.
Both techniques isolate a high purity and quality RNA. However, organic solvents like phenol
are very toxic and interfere negatively in RNA quantification by absorbing UV in the same
wavelength than RNA. Chromatography columns limits RNA extraction to the amount of each
column can support and become an expensive method in experiments with a large number of
samples. The objective of this work was developing an inexpensive protocol for a high-quality
RNA isolation from cultured cells dispensing the use of organic system phenol-chloroform.
RNA was isolated from k562 cultured cells (between 1 and 3 x 10° cells per reaction) in RPMI
1640 medium following standard procedure. Cells were separated from the culture medium by
centrifugation and resuspended in a buffer solution (pH 7.8) containing 140 mM NaCl, 1.5 mM
MgCI 2, 10 mM TRIS. The cells were fractionated in 1.5 mL reaction tubes and lysed by adding
0.2 volumes of 2 M DTT and 0.1 volume of NP-40 solution (10% v / v) and vortexing. The
nuclei were removed by centrifugation and the supernatant containing the RNA was subjected
to protein denaturation with guanidine thiocyanate at the final concentration of 1 M. The
purification of RNA was performed by salting out with ammonium sulfate at the final
concentration of 1 M. The RNA was precipitated with 0.1 volume of sodium acetate and 0.6
volumes of isopropanol at -20 ° C. The precipitated was washed with 50% isopropanol and
eluted in ultrapure water. As control, RNA was extracted by columns with commercial kit
following manufacturer's instructions. Extractions were performed on the same day with the
same number of cells under the same conditions. Non-denaturing agarose gel Electrophoresis,
Bradford, RT-PCR and qRT-PCR analyses were performed to evaluate the RNA extracted by
the TGSA (guanidine thiocyanate - ammonium sulfate, described in this work) in comparison
to RNA extracted from the chromatographic column. The analysis showed that the TGSA
method allows the extraction of high-quality RNA with characteristics similar to those

presented by the RNA extracted with chromatographic columns. In addition, required reagents



budget for RNA isolation with TGSA method was made and a comparison of prices with
commercial kits also. The TGSA method cost R$ 1.61 per reaction with reagents from several
suppliers and R $ 2.66 per reaction with all reagents from Sigma Aldrich. This represents a
value approximately 8.4 times lower than that required to perform the extraction of high quality
RNA with the cheaper method (PureLink RNA mini kit - Thermo Fishier).

Keywords: guanidinium thiocyanate, ammonium sulfate, salting out, cDNA, qRT-PCR
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1. INTRODUCAO

Nos seres vivos, a informacdo genética é armazenada no acido desoxirribonucleico
(DNA) e expressada na forma de acido ribonucleico (RNA) por intermédio da enzima RNA
polimerase em um processo denominado transcri¢do. Os transcritos (moléculas de RNA)
podem ser tanto produto final, como os RNAS ribossomais e transportadores, quanto RNAs
mensageiros que posteriormente serdo traduzidos gerando proteinas — os produtos finais da
expressao génica (NIELSEN, 2011).

Todas as fungdes que as células e os tecidos desempenham sdo ditadas pela expressao
génica. De um modo geral, a caracterizacdo do RNA quase sempre esta relacionada a
transcricdao e normalmente sdo analisados o nivel de abundancia de um ou de varios transcritos.
Metodologias eficientes tém sido desenvolvidas para isolar RNA de qualidade e estas técnicas
vem sendo analisadas e refinadas continuamente. Via de regra, 0os métodos visam extrair RNA
citoplasmatico, RNA nuclear ou RNA total. Os protocolos baseiam-se na lise por meio de
tampdes divididos em duas categorias: 0s que rompem o nucleo e 0s que 0 mantém intacto.
Estes tampdes sdo acompanhados de agentes caotrOpicos, detergentes e substancias que
quebram pontes disulfidricas para desnaturar as RNAses. As organelas e debris celulares séo
removidos por centrifugacdo diferencial e a purificacdo normalmente é realizada por
solubilizacdo de biomoléculas em solventes organicos como fenol e cloroféormio (FARREL,
2010).

Dois fatores sdo cruciais para que se tenha sucesso em analises baseadas no RNA: sua
pureza e integridade. Um RNA de baixa qualidade compromete significativamente o resultado
de aplicacbes downstream, que geralmente sdo laboriosas e demandam um alto custo
(IMBEAUD et al, 2005).

De acordo com Chomczynski e Sacchi (1987) a combinagdo de tiocianato de guanidina
— um potente agente caotropico - com fenol e cloroférmio promove uma extracdo de RNA com
alto rendimento, puro e ndo degradado. Embora tenha um material puro e de qualidade com
esta técnica, o fenol, além de ser altamente toxico, interfere na quantificagdo do RNA por
absorver luz UV a 260 nm (JAVADI et al, 2014).

Uma alternativa a extragdo fenol-cloroformio é a técnica que utiliza colunas
cromatograficas baseadas em silica, as quais possuem afinidade com os acidos nucleicos, entre

eles 0 RNA, e sdo disponibilizadas em kits comerciais. O inconveniente das colunas € que
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limitam a quantidade de RNA por extracdo a quantidade que cada coluna suporta, além do alto

custo de cada reacéo.

Outra alternativa a ser explorada para purificar acidos nucleicos pode ser a técnica de
salting out empregada na extracdo de DNA, inicialmente estabelecido por Miller, Dykes e
Polesky (1988). Os autores utilizaram solucdo saturada de NaCl para remover as proteinas e
purificar DNA. Em 2006, Freitas, Santos e Prazeres otimizaram o método de Salting out com
sulfato de amonio e isopropanol para precipitacdo de proteinas e de outras biomoléculas na
purificacdo de DNA plasmidial. Em 2014, Javadi et al compararam o método fenol-cloroférmio
e a técnica de salting out com NaCl e mostraram que ndo haviam diferengas significativas entre
os dois métodos para purificacdo de DNA gendmico de aproximadamente 600 pacientes. No

entanto, ndo houve ainda otimizacGes desta técnica para purificar RNA.

Sendo assim, a combinagdo de tiocianato de guanidina com o método de salting out

pode ser uma Otima alternativa para extracdo e purificacdo de RNA.

1.1. O Acido Ribonucleico (RNA)

O RNA ¢ um polimero longo de ribonucleosideos monofosfato ligados entre si por
ligacbes fosfodiéster e ndo apresenta ramificacBes. Tanto os RNAs eucaridticos quanto

procarioticos sdo essencialmente de cadeia simples (FARREL, 2010).

1.2. Técnicas de extracdo de RNA

1.2.1. Tiocianato de guanidina — Fenol — cloroférmio:

Esta técnica foi desenvolvida por Chomczynski e Sacchi em 1987 utilizando células e
tecidos em cultura como fonte de RNA. O método consiste em utilizar uma solugédo
desnaturante para homogeneizar as células ou tecido, seguido de purificagdo por fenol e
cloroformio. Eles utilizaram 100 mg de tecido mamario de ratos. Maceraram rapidamente o
tecido no gelo e homogeneizaram, a temperatura ambiente, com 1 mL de uma solugéo
desnaturante que continha 4 M de tiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de sédio (pH 7),

0,5 % de sarcosyl (detergente) e 0,1 M de 2-mercaptoetanol (agente redutor). Posteriormente,
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0 homogenato foi transferido para um tubo de polipropileno de 4 mL e foi adicionado 0,1 mL
de acetato de s6dio 2 M (pH 4), 1 mL de fenol saturado em &gua e uma mistura de cloroférmio
e 0,2 mL de alcool isoamilico (49:1). Realizaram a mistura por inversdo, apos adi¢cdo de todos
0s reagentes. A suspensdo final foi vigorosamente misturada por 10 segundos e deixaram a
solugéo no gelo por 15 minutos. Os solventes organicos, ao entrarem em contato, formaram
uma solucéo de duas fases: uma organica e uma aquosa. A amostra foi centrifugada a 10.000
XG por 20 minutos a 4 °C. O RNA permaneceu soluvel na fase aquosa enquanto que DNA
estava presente na fase organica. As proteinas se concentraram em uma porcao entre as duas
fases (interfase). A fase aquosa contendo RNA foi isolada e transferida a outro tubo para
precipitacdo do RNA em 1 mL de isopropanol a -20 °C por 1 hora. A amostra foi centrifugada
a10.000 xG por 20 minutos para a precipitacdo do RNA. O RNA foi ressuspendido novamente
em 0,3 mL da solucdo desnaturante e transferido para um tubo Eppendorf de 1,5 mL e
precipitado pela segunda vez em 1 volume de isopropanol a -20 °C por 1 hora. Apos
precipitacdo, o RNA foi lavado em alcool 75 % e ressupendido em &gua DEPC com 0,5% de
SDS.

FormulagGes comercias de tiocianato de guanidina e fenol estdo disponiveis. A
empresa Sigma Aldrich fornece a formulagdo com o nome de TRI Reagent ® e a empresa
Thermo Fisher disponibiliza o TRIzol Reagent ®. Essas formulacBes foram aprimoramentos do
método de Chomczysky e Sacchi (1987).

1.2.2. Centrifugacéo em gradiente de densidade:

Esta técnica consiste em separar moléculas em um gradiente de densidade por
ultracentrifugacdo. Ela é realizada, geralmente, apos lise celular ou tecidual com tampdes
baseados em guanidina. Proteinas possuem densidade 1,2 — 1,5 g/mL; a densidade do DNA é
15-1,7g/mL e do RNA ¢é 1,7 — 2.0 g/mL. Essas diferencas sutis de densidade permitem a
separacao dessas biomoléculas por formacao de bandas ao longo do gradiente ou precipitacéo.
As biomoléculas se movem pelo gradiente de densidade até atingirem o ponto do gradiente que
é equivalente a sua propria densidade. As substancias quimicas para obtengdo dos gradientes
mais comuns para separacdo do DNA das amostras de RNA sdo: cloreto de césio (CsCl),
trifluoracetato de césio (CsTFA) e sulfato de césio (CS2S04)2.

Cloreto de césio (CsCl) ¢ um sal que possui alta densidade e é capaz de gerar gradientes
quando submetido a uma ultracentrifugacdo em suspensdo homogénea, ndo sendo necessario

formar o gradiente previamente. Moléculas de alta densidade, como 0 RNA, sdo depositadas
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no fundo do tubo pois excedem a densidade méxima do Cloreto de césio. Utilizando micro-
ultracentrifugas é possivel precipitar RNA em poucas horas. Esse sal foi utilizado para extracéo
de RNA por Glisin, Crkvenjakov e Byus em 1974 e por Chirgwin et al em 1979. O método
descrito a seguir é uma adaptacdo dos protocolos originais descrito por Farrel em 2010

utilizando cloreto de césio.

Tecidos em cultura foram lavados com PBS gelado e a maior quantidade possivel de
PBS foi descartada. Os tecidos foram ressuspendidos em um tampéo de lise contendo 6 M de
hidrocloreto de guanidina ou 4 M de tiocianato de guanidina, 5 mM de citrato de sédio (pH7),
0,5% de sarcosyl e 10 mM de 2-mercaptoetanol. Posteriormente as células ou tecidos foram
rompidas por homogeneizacdo manual ou mecanica (Polytron). Foi aplicado 5,7 M de CsCl
(dissolvido em 100 mM de EDTA, pH 7,5) ocupando cerca de 25% do tubo para micro-
ultracentrifuga. O homogenato foi colocado cuidadosamente sobre o CsCl até completar o tubo
formando uma camada. O RNA foi precipitado por 3 a 4 horas de centrifuga¢do seguindo
recomendacdes de forca centrifuga (RCF) do guia do Swinging bucket rotor para purificacéo
de RNA - cada rotor tem um RCF especifico. Ao terminar a centrifugacdo, 80 % do
sobrenadante foi retirado cuidadosamente por aspiracdo com pipeta de Pasteur e descartado. O
tubo foi cortado acima da banda do precipitado de RNA. O precipitado foi ressuspendido em
um minimo volume possivel de solucdo tampédo (10 mM Tris, 5 mM EDTA, 0,1% de SDS),
transferido a um tubo de microcentrifuga e realizada a purificacdo por fenol — cloroférmio

descrita anteriormente.

Trifluoracetato de césio (CsTFA) disponibilizado pela empresa Ge Healthcare, € uma
Otima alternativa para o CsCl. Semelhantemente ao CsCl, o CsTFA forma um gradiente quando
submetido a ultracentrifugacdo. O &nion trifluoracetato é um forte caotrépico e propicia
preparacOes de &cidos nucleicos de alta qualidade uma vez que promove uma maior dissocia¢do
de proteinas dos mesmos. CsTFA é capaz de formar bandas bem distintas devido sua alta
densidade e possibilita recuperar DNA, RNA e proteina do mesmo gradiente. Além disso, é
soluvel em solventes polares e um forte inibidor de RNAses. A desvantagem do método é o
alto custo do material; necessidade de ultracentrifugacdo por longos periodos de tempo;
preparagdo de poucas amostras por experimento. Devido ao surgimento de novos reagentes e
Kits 0 uso desta técnica se tornou raridade. O método descrito a seguir € uma adaptacdo do

método de Okayama et al (1987) descrito por Farrel em 2010 utilizando trifluoracetato de cesio.

Tecidos em cultura foram lavados com PBS gelado e a maior quantidade possivel de

PBS foi descartada. Cada grama de tecido foi ressuspendido em 18 mL de uma solucéo
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contendo 5,5 M de tiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de sddio, 0,5 % de sarcosil. O pH
foi ajustado para 7,0 com NaOH e em seguida foi adicionado 200 mM de 2-mercaptoetanol.
Posteriormente as amostras foram homogeneizadas manualmente ou de forma mecanica
(Polytron). O lisado foi centrifugado a 1.500 xG por 5 minutos para precipitar materiais
insoltveis. O sobrenadante foi passado para um novo tubo e centrifugado a 5.000 xG por 20
minutos a 15 °C para remover os debris celulares. O sobrenadante cuidadosamente foi repassado
para um novo tubo no qual foi aplicado 25% do total do tubo de CSTFA formando uma camada
e centrifugado a 125.000 xG em um Swinging bucket rotor entre 16 — 20 horas a 15 °C. Ao
terminar a centrifugacdo, o RNA estava presente no fundo do tubo e 0 DNA na terceira banda
mais baixa do gradiente. A maior parte do sobrenadante foi aspirado, evitando encostar no RNA
precipitado. O tubo foi cortado acima da banda do RNA e 0 mesmo foi ressuspendido em agua
livre de RNAse ou tampédo TE pH 7,4 (10 mM Tris-Cl, pH 7,4; 0,1 mM de EDTA) e vortexado.
O RNA foi transferido a um novo tubo e aquecido a 65 °C por 10 minutos e vortexado
novamente. Foi realizado um “Spin” a baixa velocidade para remover qualquer material

insollvel e armazenado em -80 °C.
1.2.3. Colunas (filtros) cromatograficas de silica:

Um avanco muito importante no que diz respeito a purificacao de acidos nucleicos € o
desenvolvimento de pequenos filtros de silica para uso em centrifugas comuns. Esses filtros sdo
microfibras de vidro no fundo de uma insercdo de plastico que se encaixa no tubo de uma
microcentrifuga. De um modo geral, 0 RNA (ou DNA) se liga a silica em altas concentragdes
de sais e um ambiente caotrdpico é criado por acdo do tiocianato de guanidina presente nos
tampdes de lise. Apds uma seérie de lavagens, 0 RNA ¢é eluido da coluna cromatografica devido
a baixa condicdo salina. Desta maneira, 0 RNA ¢é purificado e lavado em um curto periodo de
tempo.

O que ird determinar se RNA ou DNA seréa recuperado na coluna cromatografica é o
manuseio do material biologico e a formulacao do tampéo de lise. O isolamento de DNA pode
ser realizado por tampéo de lise alcalino no qual foi adicionado RNAse. Dessa maneira, 0 RNA
sera degradado e o DNA podera ser isolado. Alternativamente, DNAse pode ser utilizada para
promover degradacdo do DNA e o RNA poderd ser isolado. Pode-se considerar também uma
lise suave com o detergente NP-40 para remover o nucleo e submeter a solucdo (citoplasma) a
coluna cromatografica. Esse procedimento ird render apenas RNASs citoplasmaticos. E um

método rapido, facil e dispensa uso de solventes organicos.
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Também existem colunas cromatograficas especializadas em isolar transcritos
poliadenilados. As colunas apresentam nucleotideos de timina - Oligo(dT)- que em altas
concentracdes de sais promovem a hibridizacdo da cauda poli-A dos transcritos com o
Oligo(dT). (FARREL, 2010).

1.3. Salting out

A solubilidade de biomoléculas em &gua, em especial as proteinas, é afetada na
presenca de sais em diferentes concentragfes. Dependendo da natureza do sal e sua
concentracdo, pode-se ter um efeito onde as biomoléculas aumentam sua solubilidade em agua
(efeito salting in) ou perdem sua solubilidade em agua (efeito salting out) (ARAKAWA e
TIMASHEFF, 1984).

Baixas concentracdes salinas promovem uma maior solubilizagdo das macromoléculas
em agua. Em baixas concentracBes, os sais estabilizam as biomoléculas por interacGes
eletrostaticas ndo especificas entre seus ions e grupos carregados das biomoléculas,
neutralizando-as e promovendo agregacdo com o solvente (salting in). Em concentracfes
salinas mais altas, ocorrera interagdes entre os ions e 0s grupos carregados das biomoléculas de
forma que a deixara muito carregada, promovendo interacGes entre seus proprios grupos
carregados e consequentemente perda de solubilidade (salting out) (ZHOU, 2005). Em altas
concentracfes também pode ocorrer efeito salting in dependendo da natureza e concentragdo
do sal (ARAKAWA e TIMASHEFF, 1984).

Sulfato de aménio é um sal de escolha para processos de precipitacdo de proteinas
devido sua alta solubilidade e consequentemente alta forca ibnica (BURGESS, 2009). A técnica
de salting out utilizando sulfato de aménio é uma alternativa para purificagdo de DNA e tem
sido otimizada nos dltimos anos. Porém, até o momento a técnica de salting out ndo foi
otimizada para extracdo de RNA. Sendo assim, propomos neste trabalho a otimizacdo do
método de salting out voltado para purificacdo de RNA utilizando sulfato de aménio, como

uma alternativa para substituir o uso do sistema organico fenol cloroférmio.
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OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver um protocolo de baixo custo de extracdo de RNA de alta qualidade a partir
de células em cultura dispensando o uso de solventes organicos.

2.2. Objetivos Especificos

Testar os efeitos das concentragdes do sulfato de amdnio na purificacdo e recuperacdo
do RNA.

Testar as concentrac@es de tiocianato de guanidina necessarios para solubilizar o RNA
e desnaturar as proteinas.

Comparar qualitativa e quantitativamente o RNA proveniente desta técnica (TGSA)
com RNA extraido de colunas de kits comerciais disponiveis.

Sintetizar DNA complementar (cDNA) e comparar, por qPCR, o cDNA produzido a
partir de RNA purificado pela técnica TGSA com aquele obtido por cromatografia em
coluna.

Comparar custos por reacdo de Kkits comercias mais utilizados com o método
desenvolvido neste trabalho.
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3. METODOLOGIA
3.1. Esquema geral

A Figura 1 apresenta um esquema geral dos passos da técnica tiocianato de guanidina-
sulfato de amonio (TGSA) desenvolvida neste trabalho.

Metodo TGSA

o 9 9 1600 XG o ?
B "
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2 (0,2V)
(8]
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0 Oy 5 mins,

2500 XG
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"5 22000 X \D vy -20 °C "5 22000 x
15 min Acetato de 15 min
Ssodio 30 min
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(17 ® Isopropanol
50% ullrapura
4 — —

VD—>

Figura 1 — Esquema geral do método tiocianato de guanidina-sulfato de aménio (TGSA)

FONTE: COSTA (2017)
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3.2. Extracéo

O RNA foi extraido de células de linhagem leucémica K562. As células foram
cultivadas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 pg /mL de
penicilina e 100 pg /mL de estreptomicina (passo 1). As células foram mantidas a 37 °C com
atmosfera umidificada, 5 % de CO2 e o0 meio foi trocado a cada dois ou trés dias. Para realizar
as extracbes de RNA foram usadas entre 1 e 3 x 10° células por reacdo (passo 2). Para a
realizacdo do protocolo as células foram separadas do meio de cultura por centrifugacdo a 1600
XG durante 10 minutos a temperatura ambiente (passo 3). O meio foi descartado e as células
foram ressuspendidas em uma solugédo tampéo (pH 7,8) contendo 140 mM de NaCl, 1,5 mM
de MgCI2, 10 mM de TRIS (passos 4 e 5). Foram utilizados 100 pL de solucdo tampéo a cada
10° células. As células foram fracionadas em tubos de reacdo de 1,5 mL e adicionado 0,2
volumes de DTT (2M) e 0,1 volume de solugcdo de NP-40 (10% v/v). Em seguida, dez
movimentos de aspirado e despejado foram realizados utilizando uma micropipeta p100
(Gilson) para efetuar a lise e as amostras foram vortexadas por 15 segundos e deixadas 5
minutos no gelo (passos 6 e 7). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 2500 xG
durante 10 minutos para precipitagdo dos nucleos (passo 8). O sobrenadante foi retirado
cuidadosamente, evitando aspirar o precipitado, e colocado em um novo tubo. Foi adicionado
tiocianato de guanidina na concentracdo final de 1 M, deixando reagir durante 5 minutos a
temperatura ambiente para desnaturar as proteinas (passos 9 e 10). Ao final da reacdo, a amostra
foi centrifugada a 22000 xG durante 15 minutos. O sobrenadante foi passado para um novo
tubo e adicionado sulfato de aménio na concentracdo final de 1 M, deixando reagir por 10
minutos a 4 °C (passos 11, 12 e 13). As amostras foram centrifugadas a 22000 xG por 15
minutos e o sobrenadante foi passado para um novo tubo adicionando 0,1 volume de acetato de
sodio e 0,6 volumes de isopropanol, deixando 30 minutos a -20 °C (passos 14 e 15). Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a 22000 xG por 15 minutos e o sobrenadante foi descartado
(passos 16 e 17). O precipitado foi lavado duas vezes com 300 pL de isopropanol 50 % e
centrifugado 5 minutos a 22000 xG (passo 18). O sobrenadante foi descartado e o precipitado
foi ressuspendido em 50 pL de dgua ultrapura (passos 19 e 20) ou armazenados em 0,6 volumes
de isopropanol a -20 °C até o uso. Como controle foi utilizado RNA extraido por colunas com
kit comercial Norgen seguindo orientacGes do fabricante. As extracOes foram realizadas no

mesmo dia com a mesma quantidade de células e nas mesmas condices.
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3.3. Eletroforese

As amostras de RNA ou produtos de PCR foram coradas com Gel Red (BIOTIUM), 8
pL de amostra foram misturadas com 2 pL de corante, e submetidas a eletroforese em gel de
agarose 1,5 %, durante 20 minutos a 120 VV em cuba de eletroforese horizontal de 20 cm. Apds
a eletroforese, as amostras foram analisadas e documentadas em fotodocumentador Loccus
LPix. A quantificacdo da amostra e andlise da curva de pureza foram realizadas no
espectrofotometro Nanovue plus (GE HEALTHCARE).

3.4. Ensaio de Bradford

A fim de determinar a concentracdo de proteinas, as amostras de RNA extraidas pelo
método TGSA foram analisadas pelo método padrdo de Bradford utilizando o
espectrofotdbmetro Nanovue plus (GE HEALTHCARE) e o corante Coomassie Brilliant Blue
G-250 (THERMO FISHER). A calibracdo foi feita com uma curva de concentracfes
conhecidas de albumina (0,11 mg/pL) e posteriormente foi realizada a quantificacdo das

amostras.

3.5.PCR e RT PCR

Apos a extracdo de RNA com o método TGSA e com 0 método de cromatografia em
coluna com o kit Norgen (grupo controle), foi realizada a sintese da primeira fita do cONA. A
reacao foi feita com aproximadamente 500 ng de RNA total. A enzima M-MLV foi utilizada
para sintese da primeira fita de cDNA conforme orientacbes do fabricante, usando
oligonucleotideos poli T como primers. Para amplificar os genes da 3 - actina e GAPDH foram
preparados 25 pL de reagdo fazendo uso da Taq polimerase platinum (Invitrogen) seguindo
protocolo do fabricante. Os primers para a amplificagio da [ — actina foram
5’GCTGATCCACATCTGCTGG3’ (primer direto) e S’ATCATTGCTCCTCCTCAGCG3’
(primer reverso). Para a amplificagdo do GAPDH foram
5’ACCAGGTGGTCTCCTCTGACTTC3’ (primer direto) e
5’"GTGGTCGTTGAGGGCAATG’ (primer reverso). A programacao foi de 30 ciclos com uma



25

desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos e a amplificagdo e hibridiza¢do a 60 °C por 30
segundos, seguidos de desnaturacGes a 94 °C por 20 segundos.

3.6. qRT-PCR

Os cDNAs sintetizados a partir dos RNAs extraidos com os métodos TGSA e kit
comercial de colunas cromatograficas foram submetidos a quantificacao relativa entre eles por
PCR em tempo real. O cDNA foi diluido 10 vezes (1:10) em agua ultrapura para as analises.
Para preparar a reacdo, foi utilizado o kit Platinum SYBR Green com ROX (Invitrogen)
seguindo as instrucbes do fabricante e primers para  — actina e GAPDH. Os primers para
amplificacdo de ambos os genes foram os mesmos descritos anteriormente para a PCR
convencional e RT — PCR. As amostras foram preparadas em triplicata técnica com um controle
negativo para cada gene. A programacao foi: desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos e 40
ciclos com desnaturacéo a 95 °C por 20 segundos e a hibridizacdo e amplificacdo acontecendo

num dnico passo a 60 °C por 30 segundos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Efeito do tiocianato de guanidina

Ao efetuar lise celular, as ribonucleases (RNAses) inevitavelmente entrardo em
contato com o RNA degradando-o. Inibir a acdo das RNAses é essencial para que obtenha RNA
ndo degradado. Além disso, a desnaturagdo das nucleoproteinas associadas ao RNA ¢ de suma
importancia para a pureza desse acido nucleico. Por esse motivo, desnaturantes de proteinas

como uréia e sais de guanidina sdo utilizados no processo de extracdo de acidos nucleicos.

Em 1953, Simpson e Kauzmann trabalhando com desnaturacdo proteica mostraram
gue os sais de guanidina eram mais eficientes que uréia mesmo em concentracdes mais baixas
e no ano de 1957, Sela, Anfisen e Harrington inativaram ribonuclease (RNAse) utilizando 4 M

de cloridrato de guanidina.

Os sais de guanidina sdo potentes desnaturantes de proteinas evidenciados nos
resultados de Cox (1968) e Gordon (1972). Cox extraiu RNA de ribossomos ou fracdo
microssomal de varios tipos celulares utilizando 4 M de cloridrato de guanidina. Gordon
determinou a interacdo dos sais cloridrato de guanidina e tiocianato de guanidina com as
proteinas albumina de soro bovino, albumina do ovo e lisozima. A interacdo dos sais com as
proteinas é correlacionada com a sua desnaturacdo. Os resultados de Gordon mostraram que
para a desnaturacdo proteica maxima eram necessarias concentracdes de aproximadamente 6

M de cloridrato de guanidina e aproximadamente 4 M de tiocianato de guanidina.

Em 1987, Chomczynski e Sacchi desenvolveram um método de extracdo de RNA puro
e ndo degradado que combinava o uso tiocianato de guanidina 4M com fenol e cloroférmio.
Desde entdo, o tiocianato de guanidina tem sido utilizado na concentracdo de 4 M diretamente
nos tampdes em extracdes de &cidos nucleicos, em especial o RNA. No entanto, ndo houve um
trabalho anterior que analisasse diferentes concentragdes do tiocianato de guanidina aplicados
a extracdo de RNA. O foco era voltado para a concentragdo necessaria para desnaturar a maior
quantidade possivel de nucleoproteinas. A fim de determinar uma melhor concentracdo do
tiocianato de guanidina voltado para extragdo de RNA, nos testamos trés concentragdes (1, 2 e
4 M). Como pode ser observado na Figura 2, a concentracdo de 1 M de tiocianato de guanidina
ja é suficiente para desnaturar proteinas associadas ao RNA e seu efeito ndo difere visualmente

no gel de agarose das demais molaridades. Além disso, essa molaridade foi capaz de realizar
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tanto salting in de RNA quanto salting out de grande parte das proteinas simultaneamente,

utilizando quatro vezes menos tiocianato de guanidina do que o utilizado nos protocolos atuais.

IM 2M 4M

Figura 2 - Efeito da concentracdo do tiocianato de guanidina nas extracdes de RNA. Primeiro pogo a esquerda
ndo contém guanidina (-). Os demais pogos contém guanidina nas concentracgdes indicadas.

FONTE: COSTA (2017)

A diferenca entre os dois sais de guanidina comumente usados para extracao de acidos
nucléicos é que o tiocianato de guanidina forma tanto ions quanto cations que séo fortes
caotropicos enquanto que o cloridrato de guanidina apresenta apenas um céation. Esses ions
interagem nas ligac6es dos aminoacidos e interferem nas pontes de hidrogénio das proteinas,
alterando sua conformacéo nativa e causando desnaturacdo. A acdo desnaturante desses ions €
potencializada na presenca de um agente redutor, como -mercaptoetanol e ditiotreitol (DTT —
utilizado neste trabalho) que atuam quebrando pontes dissulfeto das proteinas.

4.2. Efeito do Sulfato de Aménio na precipitacdo do RNA

Apo6s o processo de desnaturacdo de proteinas com tiocianato de guanidina, oS
protocolos procedem com a purificagdo do RNA utilizando solventes organicos a base de fenol-
cloroférmio ou através de processos cromatograficos. Uma alternativa para realizar este
processo de forma mais barata e segura seria a utilizacdo da técnica de salting out com sulfato
de amonio para purificar o RNA. Em 2006, Freitas, Santos E Prazeres utilizaram sulfato de
amonio para retirar proteinas e isopropanol para precipitar DNA plasmidial. A purificacdo foi
feita por HPLC e dessaltagdo em coluna. Em 2016, em seu trabalho de conclusdo de curso,

Pinto et al (artigo em preparagéo) otimizou a técnica de Freitas, Santos e Prazeres. Ele diminuiu
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a concentracao do sulfato de aménio apos salting out de proteinas de 2 M para 0,5 M com agua
ultrapura e realizou uma segunda precipitacdo em 0,7 volumes de isopropanol. Com essa
otimizacao, foi dispensada a dessaltagcdo por coluna e HPLC do método original e resultou na

obtencdo de um DNA plasmidial com alto grau de pureza.

Visando precipitar as proteinas que ainda estavam solUveis apds salting out com
tiocianato de guanidina e promover a purificagdo do RNA, foram testadas molaridades
diferentes do sulfato de amonio, a fim de eleger qual a melhor concentracdo que removia as
proteinas e evitava precipitagdo do RNA. A Figura 3 mostra as concentragdes de sulfato de
amonio testadas com RNA total extraido por coluna. Aparentemente ndo houve diferenca na
recuperacdo do RNA apo6s aplicacdo do sulfato de amonio nas diferentes molaridades. No
entanto, para remocao de proteinas, molaridades de 0,5 M ou mais altas foram mais eficientes.
Apos aplicacdo de sulfato de amonio a partir de 0,5 M néo se tem mais proteinas em solucéo
(tabela 1).

Para garantir que todas as proteinas fossem precipitadas, a concentracdo de sulfato de

amonio escolhida foi 1 M.

0.25M 0O5SM 075M I M

Figura 3 - Efeito das concentracGes do sulfato de aménio sobre RNA purificado por coluna. O primeiro pogo
ndo contém sulfato de amdnio (-). Demais pogos contém sulfato de aménio nas concentragdes indicadas na
Figura.

FONTE: COSTA (2017)
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Presenca (+) /auséncia (-) de

Concentracéo do sulfato de amonio proteinas
0 +

0,25M +

05M -

0,75 M -

1M -

Tabela 1 — Efeito de diferentes concentracdes de sulfato de aménio na Presenga ou auséncia de
proteinas no RNA purificado.

FONTE: COSTA (2017)

Ao utilizar sulfato de amdénio 1 M ap6s a aplicacdo de tiocianato de guanidina,
observa-se a formacéao de duas fases. Essas fases se formam por um comportamento do sulfato
de aménio nessa concentracdo que, na presenca do detergente NP-40, confere uma certa
viscosidade na reacdo podendo formar agregados filamentosos na solug¢do ou na superficie.
Porém, esses agregados da reacdo de sulfato com NP-40, quando submetidos ao isopropanol,
solubilizam-se e ndo precipitam juntos com 0 RNA. Ao aspirar o sobrenadante, deve ser evitado
0 contato com o precipitado formado (proteinas restantes) ap6s centrifugacdo do sulfato de

amonio, mesmo que ndo seja visivel.

4.3. Extracéo

Apo0s os testes para determinacdo das concentragdes dos reagentes, as molaridades
mais eficientes de tiocianato de guanidina em conjunto com sulfato de aménio para proceder
com a extracdo/purificagdo de RNA foram estabelecidas em 1 M. A Figura 4 mostra uma
extracdo feita pelo método TGSA (tiocianato de guanidina — sulfato de aménio) comparada
com extracOes feitas com colunas cromatograficas comerciais (NORGEN - total RNA

purification Kit).

A integridade do RNA foi avaliada em gel de agarose 1,5 %, observando as bandas
dos RNAs ribossomais (rRNAs) 28 S e 18 S (no caso de eucariotos). A banda do rRNA 28S

deve ser aproximadamente duas vezes mais intensa que a banda do rRNA 18S. Ao contrério de
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extracdes de RNA citoplasmatico, pode-se encontrar em extracdes de RNA total uma banda
acima do 28 S referente ao acido ribonucleico de alto peso molecular (hnRNA). O RNA
extraido com o método TGSA apresentou as caracteristicas de integridade dos RNAs
ribossomais de forma similar as amostras de RNA purificadas com colunas. A banda acima do
28 S nos pocgos 3 e 4 tratam-se, possivelmente, de RNAs pré-processados de alto peso
molecular. A diferenca na migragdo dos rRNAs 5 S ocorreu devido ao fato de os RNAs de
coluna terem sido eluidos em 50 uL de Elution buffer do préprio kit, o qual apresenta sais que
interferem na migracdo. J& os RNAs provenientes do método TGSA foram eluidos em 50 pL

de H,O ultrapura.

Figura 4 - Comparacdo entre duplicatas de extracdes com TGSA e coluna cromatografica em gel de agarose 1,5
% ndo desnaturante. Foram carregados aproximadamente 1,7 pg de RNA por poco. As setas indicam os RNAs
ribossomais 28 S e 18 S. Os pogos 1 e 2 sdo as duplicatas do método TGSA e 0s pocos 3 e 4 sdo as duplicatas do
método de coluna.

FONTE: COSTA (2017)

A concentracdo de RNA, DNA e proteinas podem ser mensuradas através da absorcao
de luz ultravioleta. Acidos nucleicos absorvem luz ultravioleta a 260 nm, enquanto que
proteinas absorvem a 280 e outros moléculas contaminantes, como alguns sais, absorvem a 230
nm. A fim de estimar a pureza dos &cidos nucleicos, pode-se calcular a taxa de absorgéo a 260
nm pela taxa de absorcdo a 280 nm (A260/A280) e a taxa de absorbancia a 260 nm pela taxa
de absorbancia a 230 nm (A260/A230). Para que um RNA seja considerado puro e apto para
processos downstream, a relacdo A260/A280 deve estar entre 1,8 e 2,2 e a relacdo A260/A230
deve ser maior que 1,7.

A Figura 5 mostra a curva de pureza do RNA extraido com o método TGSA (Painel

A) e 0 método de coluna (Painel B) e suas respectivas concentragfes em ng/puL. Ambos
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apresentaram alto grau de pureza evidenciado pelo pico maximo de absorbancia a 260 nm e as
relacbes A260/A280 e A260/A230 estdo expressas no Painel C (TGSA) e D (Coluna). Os
valores para 0 método de TGSA para A260/A280 foram 1,87 e os valores para A260/A230
foram 1,97 indicando que o RNA estava puro e apto para processos downstream como, por
exemplo, analises de expressdo génica por RT-qPCR.

A guantidade final de RNA pelo método de TGSA foi menor em relacdo ao método
de coluna devido ao fato de passar por processos de precipitacdo, 0 que acarreta em perda de
material. Com o método de TGSA é possivel obter em média 200 ng/uL de RNA a partir de
células em cultura entre 1 e 3 x 10° células por mL. Vale ressaltar que essa concentragio de
RNA é aproximadamente 20 vezes maior do que 0 necessario para, por exemplo, produzir
cDNA.

Figura 5 — Andlise da concentracgdo e pureza de amostras representativas de RNA extraido pelo método TGSA
ou por coluna cromatografica. (A) mostra a curva de absorbancia do RNA extraido com o0 método TGSA e (B)
mostra a curva de absorbancia do método de coluna. (C) indica a relagdo de absorbancia A260/A280 e
A260/A230 do método TGSA e (D) indica a relagdo de absorbancia A260/A280 e A260/A230 do método de
coluna cromatografica.

FONTE: COSTA (2017)
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4.4. Ensaio de Bradford

O método de Bradford foi usado para a quantificacéo de proteinas da amostra do RNA
extraido pelo método de TGSA. O RNA utilizado no ensaio apresentava relagdo A260/A280 =
1,97 e relagdo A260/A230 = 1,9. O Painel A da Figura 6 mostra as propriedades do RNA
utilizado como amostra, bem como sua curva de pureza. O Painel B indica os parametros
utilizados na calibracdo do aparelho NanoVue plus e a curva padrao de albumina. O Painel C
apresenta os valores de concentragdo encontrados na amostra. Os resultados indicaram que néo
havia contaminagdo com proteina na amostra. Todas as leituras ficaram abaixo do limite de

deteccdo do método de Bradford.
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C Sample Absorbance Concentration
1 -0.211 ————
2 -0.216 ——
3 -0.192 ———-
1 -0.203 ——
9 -0.096 _——

Figura 6 - Propriedades do RNA extraido pelo método de TGSA ap06s otimizacao total do mesmo apresentando
quantificagdo e andlise de pureza (A). Parametros de calibracdo de curva de albumina padrdo (B). Quantificacao
das proteinas da amostra de RNA (Painel C).

FONTE: COSTA (2017)

45. PCR e RT PCR

Os RNAs extraidos foram submetidos a RT-PCR para avaliar sua funcionalidade. A
sintese do cDNA é uma forma de mostrar que 0 RNA extraido esta funcional. A extracédo de

um material puro e integro € necessaria para que se tenha sucesso na transcricao reversa ou em
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qualquer outro processo downstream. A Figura 5 mostra a amplificacdo de um fragmento do
cDNA do gene da 3 — actina (Painel A — 90 pb) e do gene GAPDH (Painel B — 83 pb). N&o
houveram divergéncia entre as amostras de RNA extraido pelo método TGSA e pelo método
de coluna e 0 cDNA de ambos os genes foram amplificados. A banda mais baixa no poco 1
Painel A da amplificacdo da f — actina corresponde a uma alteragdo na salinidade da amostra

na reacdo de PCR o que fez com que o fragmento migrasse de forma diferenciada.

M= 1 23 488, M - licded 4.5
A B

2080 pb—

500 pb—=

100 pb —

Figura 7 — Imagem de gel de agarose mostrando a amplificacdo de cDNA do gene § — actina (A) e a
amplificagdo do cDNA do gene GAPDH (B); M = marcador de peso molecular 100 pb. O poco (-) é o controle
negativo. Os pogos 1 e 2 sdo amplificagdes com RNA extraido pelo método de TGSA e 0s pogos 3, 4 e 5 sdo
amplificagdes com RNA extraido pelo método de coluna.

FONTE: COSTA (2017)

4.6. QRT-PCR

A fim de comparar a amplificacdo entre os dois métodos, foi realizado o ensaio de
gRT-PCR. As Figuras 8 ¢ 9 mostram a amplificagdo do gene GAPDH e B — actina
respectivamente, com cDNA diluido 1:10 em &gua ultrapura. Os cDNAs obtidos a partir as
amostras de RNA purificadas tanto de método TGSA quanto do método de coluna
cromatografica; amplificaram de forma muito similar, atingindo o CT aproximadamente no
ciclo 19 para GAPDH e aproximadamente no ciclo 22 para § — actina. As sobreposicdes das
amostras indicaram que tanto o RNA proveniente do método de coluna quanto do método de
TGSA se comportaram da mesma maneira durante o ensaio. Desta forma, o0 RNA extraido com
método TGSA tem qualidade comparavel a do método de coluna e ndo diferem um do outro
quando avaliados por qPCR (P=0,799).
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Amplification Plot
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Figura 8 - Comparagdo da amplificacdo do cDNA proveniente da técnica TGSA e coluna cromatografica com
primers especificos para o gene GAPDH. Em todos os casos 0 cDNA foi sintetizado a partir da mesma
quantidade de RNA.

FONTE: COSTA (2017)
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Figura 9 - Comparagdo da amplificagdo do cDNA proveniente da técnica TGSA e coluna cromatografica com
primers especificos para o gene B-actina. Em todos os casos 0 cDNA foi sintetizado a partir da mesma
quantidade de RNA.

FONTE: COSTA (2017)
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5. COMPARACAO DE PRECOS ENTRE TGSA E KITS COMERCIAIS

O meétodo TGSA além de qualidade comparavel aos kits comerciais baseados em
colunas cromatograficas, apresentou baixo custo por reacdo. Foi realizado o orcamento de todos
0s reagentes necessarios para a extracdo do RNA pelo método TGSA, tanto em ddélar quanto
em real, bem como o nimero de reacGes por reagente. As Tabelas 2 e 3 referem-se ao orcamento
a partir de produtos da empresa Sigma Aldrich com valores para compra nos Estados Unidos e
no Brasil, respectivamente. O preco total por reacdo em dolar corresponde a US$ 0,52 € 0 preco
total por reacdo em real corresponde a R$ 2,66. Os valores zerados na tabela indicam valores
muito menores que US$ 0,01 ou R$ 0,01, porém comegam a ter significancia a partir de 1.000

reagoes.

ORCAMENTO DOS REAGENTES DA SIGMA ALDRICH - UNITED STATES (07-10-2017)

PRECO DE

CODIGO DO PRECO DO QUANTID:A\DE PRECO POR 1000
REAGENTES QUANTIDADE PRODUTO PRO(5$L)JTO DEsoEﬁA(;'gES REACAO REA(;@ES/
REAGENTE
DL-DTT 5¢g D0632 $ 114,50 266 $ 043 $ 430,45
MgCI2 1kg M8266 $ 58,00 340000000 $ 0,00 $ 0,00
NaCl 1kg S7653 $ 75,90 5876543 $ 0,00 $ 0,01
NP-40 1L 7438S % 63,10 333000 $ 0,00 $ 0,19
Sulfato de aménio 100 ¢ A4418 $ 18,10 1050 $ 0,02 $ 17,24
Tiocianato de guanidina 100 g G9277 $ 89,10 2352 $ 004 $ 37,88
Isopropanol 1L 278475 (SKU) $ 65,30 2380 $ 0,03 $ 27,44
Acetato de sodio 1kg S2889 $ 84,60 19241 $ 0,00 $ 4,40
TRIS BASE 100 g T1503 $ 27,30 39666666 $ 000 $ 0,00
TOTAL $ 052 $ 517,61

Tabela 2 - Orgamento dos reagentes Sigma (EUA) para extracdo de RNA com método TGSA.
FONTE: COSTA (2017)
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ORCAMENTO DOS REAGENTES DA SIGMA ALDRICH - BRASIL (07-10-2017)

PRECO DE
p PRECO DO QUANTIDADE

CODIGO DO ~ PRECO POR 1000
REAGENTES QUANTIDADE PRODUTO PRC()E%JTO DETROEQAC\ZI(S)ES REACAO REACOES/
REAGENTE
DL-DTT 5¢g D0632 R$ 620,00 266 R$ 2,33 R$ 2.330,83
MgCI2 1kg M8266 R$ 179,66 340000000 R$ 0,00 R$ 0,00
NaCl 1kg S7653 R$ 445,00 5876543 R$ 0,00 R$ 0,08
NP-40 1L 7438S R$ 443,00 333000 R$ 0,00 R$ 1,33
Sulfato de ambnio 100 g A4418 R$ 98,00 1050 R$ 0,09 R$ 93,33
Tiocianato de guanidina 100 g G9277 R$ 271,00 2352 R$ 0,12 R$ 115,22
Isopropanol 1L 278475 (SKU) R$ 231,00 2380 R$ 0,10 R$ 97,06
Acetato de sddio 1kg S2889 R$ 460,00 19241 R$ 0,02 R$ 23,91
TRIS BASE 100 g T1503 R$ 200,00 39666666 R$ 0,00 R$ 0,01
TOTAL R$ 2,66 R$ 2.661,76

Tabela 3 - Orcamento dos reagentes Sigma (BR) para extracdo de RNA com método TGSA.
FONTE: COSTA (2017)

Também foi realizada uma comparacgdo de custos por reacdo do método TGSA com
demais kits disponibilizados no mercado. As Tabelas 4 e 5 referem-se a kits de alguns
fabricantes com seus respectivos numeros de reacdes e custo por reacdo. A Tabela 4 indica o0s
valores dos produtos em dolar nos Estados Unidos e a Tabela 5 indica os valores
correspondentes em real no Brasil. Os asteriscos presentes em alguns kits indicam que o valor
em ddlar foi apenas convertido em real, uma vez que os valores desses kits ndo estavam
disponiveis nos fornecedores brasileiros. TGSA tem um custo de 7,25 vezes menos por reacao
comparado com o kit de menor custo listado na Tabela 4 (GenElute mammalian Total miniprep
kit — SIGMA). Esse kit da Sigma tem um custo por rea¢do de US$ 3,77 e propicia 350 reaces.
Por meio do método de TGSA, o custo por reacdo é de US$ 0,52 para 0 mesmo numero de
reacGes. Quando comparados com preco em reais, TGSA tem um custo de 5,09 vezes menos
por reacdo comparado ao kit de menor custo listado na Tabela 5 (PureLink RNA mini kit —
THERMO). Esse kit da Thermo tem um custo por reacdo de R$ 13,56 e propicia 250 reacGes
(podendo aumentar esse valor, levando em conta que foi apenas convertido em real e nao foi
imposto sobre o produto os valores da importac¢do). J& o custo do TGSA por reacdo é R$ 2,66

para 0 mesmo numero de reagdes.
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COMPARAGAO DE PRECOS ENTRE TGSA E KITS DE FABRICANTES (07-10-2017)

NUMERO DE PRECO POR

FABRICANTE KIT PRECO EXTRAQOES EXTRA(;AO
ThermoFisher TRIzol plus RNA purificationkit $ 312,00 50 $ 6,24
ThermoFisher PureLink RNA minikit $ 114,00 10 $ 11,40
ThermoFisher PureLink RNA minikit $ 258,00 50 $ 5,16
ThermoFisher PureLink RNA minikit $ 1.080,00 250 $ 4,32
Sigma GenElute Direct mMRNA miniprep kit $ 151,50 10 $ 15,15
Sigma GenElute Direct mMRNA miniprep kit $ 866,00 70 $ 12,37
Sigma GenElute mammalian Total RNA miniprep kit $ 56,90 10 $ 5,69
Sigma GenElute mammalian Total RNA miniprep kit $ 301,50 70 $ 4,31
Sigma GenElute mammalian RNA miniprep kit $ 1.320,00 350 $ 3,77
Sigma GenElute mMRNA Miniprep kit $ 148,00 10 $ 14,80
Sigma Gen Elute mMRNA Miniprep kit $ 737,00 70 $ 10,53
Sigma GenElute Total RNA purification kit $ 466,50 100 $ 4,67
Sigma GenElute Total RNA purification kit $ 249,50 50 $ 4,99
Norgen Total RNA purificationkit $ 233,00 5 $ 4,66
Norgen Total RNA purificationkit $ 447,00 100 $ 4,47
TGSA = $ 5,18 10 $ 0,52
TGSA = $ 25,88 50 $ 0,52
TGSA = $ 36,23 70 $ 0,52
TGSA - $ 51,76 100 $ 0,52
TGSA - $ 129,40 250 $ 0,52
TGSA = $ 181,16 350 $ 0,52

Tabela 4 - Comparacao de precos, em dolares, entre TGSA e kits comerciais

FONTE: COSTA (2017)
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COMPARACAO DE PRECOS ENTRE TGSA E KITS DE FABRICANTES (07-10-2017)

NUMERO DE PRECO POR

FABRICANTE KIT PRECO EXTRACOES EXTRACAO
ThermoFisher TRIzol plus RNA purification kit * R$ 979,68 50 $ 19,59
ThermoFisher PureLink RNA mini kit* R$ 357,96 10 $ 35,80
ThermoFisher PureLink RNA mini kit* R$ 810,12 50 $ 16,20
ThermoFisher PureLink RNA mini kit* R$ 3.391,20 250 $ 13,56
Sigma GenElute Direct MRNA miniprep kit R$ 935,00 10 $ 93,50
Sigma GenElute Direct mMRNA miniprep kit R$ 5.080,00 70 $ 72,57
Sigma GenElute mammalian Total RNA miniprep kit R$ 244,00 10 $ 24,40
Sigma GenElute mammalian Total RNA miniprep kit R$ 1.166,00 70 $ 16,66
Sigma GenElute mammalian Total RNA miniprep kit R$ 7.695,00 350 $ 21,99
Sigma GenElute mMRNA Miniprep kit R$ 707,00 10 $ 70,70
Sigma GenElute mRNA Miniprep kit R$ 3.524,00 70 $ 50,34
Sigma GenElute Total RNA purification kit R$ 2.541,00 100 $ 25,41
Sigma GenElute Total RNA purification kit R$ 1.358,00 50 $ 27,16
Norgen Total RNA purification kit R$ 731,62 50 $ 14,63
Norgen Total RNA purification kit* R$ 1.403,58 100 $ 14,04
TGSA - R$ 26,60 10 $ 2,66
TGSA - R$ 133,00 50 $ 2,66
TGSA - R$ 186,20 70 $ 2,66
TGSA - R$ 266,00 100 $ 2,66
TGSA - R$ 665,00 250 $ 2,66
TGSA - R$ 931,00 350 $ 2,66

Tabela 5 - Comparacdo de precos, em reais, entre TGSA e kits comerciais

FONTE: COSTA (2017)

Os precos por reagéo citados anteriormente foram calculados para todos os reagentes
da empresa Sigma Aldrich, porém podem ser avaliados de outros fornecedores de reagentes. A
Tabela 6 mostra um or¢amento alternativo de reagentes comprados tanto da Sigma quanto de
outros fornecedores. Esse orgamento alternativo foi o utilizado neste trabalho. Nesse orgamento
alternativo o preco por reacao foi de R$ 1,61.
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ORCAMENTO DOS REAGENTES DE OUTROS FABRICANTES (20-10-2017)

PRECO DE

copicopo  FPREGO DO QUANTIDADE PRECO POR 1000
REAGENTES QUANTIDADE o0 PRC()I%l;To DE %zﬁngs REACAO REACOES/
REAGENTE
DL - DTT (PROMEGA) 59 V3151 R$ 398,00 266 R$ 150 R$ 1.496,24
MgCI2 (SIGMA) 1kg M8266 R$ 179,66 340000000 R$ 0,00 R$ 0,00
NaCl (LUDWIG) 1kg CAS: 7647-14-5 R$ 60,00 5876543 R$ 0,00 R$ 0,01
NP-40 (SIGMA) 1L 74385 R$ 443,00 333000 R$ 0,00 R$ 1,33
Sulfato de amodnio (LUDWIG BIOTEC) 2509 CAS:7783-20-2 R$ 40,00 2625 R$ 0,02 R$ 1524
Tiocianato de guanidina (LUDWIG BIOTEC) 100g CAS:593-84-0 R$ 115,00 2352 R$ 0,05 R$ 48,89
Isopropanol (PRO-ANALISE) 1L 1096341000 R$ 115,81 2380 R$ 0,05 R$ 48,66
Acetato de sédio (LUDWIG BIOTEC) 1kg CAS:127-09-3 R$ 70,00 19241 R$ 0,00 R$ 3,64
TRIS BASE (LUDWIG BIOTEC) 5009 CAS:77-86-1 R$ 195,00 198333330 R$ 0,00 R$ 0,00
TOTAL R$ 161 R$ 1.614,01

Tabela 6 - Orgamento dos reagentes de diferentes fabricantes
FONTE: COSTA (2017)
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6. DADOS PARCIAIS

O método TGSA esta sendo testado atualmente com outros organismos modelos para
validar sua versatilidade. A imagem 10 mostra dados parciais de RNAs extraidos de Danio
rerio (zebra fish).

Figura 10 — Eletroforese da extracdo de RNA de Danio rerio. Pogos 1 — 4 sdo extracOes de estagio larval de 72
horas; os pocos 5 e 6 sdo extracOes de 1 cérebro por extragdo e 0s pocos 7 e 8 sdo extracOes de 2 cérebros por
extracdo (estagio adulto)

FONTE: COSTA (2017)

Modificagfes na maceragdo estdo sendo feitas para conseguir uma extracdo de
qualidade do estagio larval. Porém, extracbes de RNA do cérebro de Danio rerio adulto ja
foram obtidas com sucesso. O método € sensivel o suficiente para extrair RNA de qualidade de
apenas 1 cérebro, como evidenciado nos pogos 5 e 6.
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A partir dos resultados deste trabalho € possivel concluir que:

O método TGSA é uma 6tima alternativa de baixo custo para extracdo de RNA de alta
pureza e qualidade comparavel com os kits de colunas cromatograficas comerciais
disponiveis no mercado;

N&o é necessario o uso de solventes organicos como fenol e cloroférmio para
purificacdo de RNA, sendo que o mesmo ¢ eficientemente purificado por salting out
com sulfato de aménio;

O RNA extraido pelo método TGSA é apto para ser utilizado em processos downstream;
O tiocianato de guanidina pode ser utilizado em concentracfes 4 vezes menores do que

o indicado pela literatura, até 0 momento, sem perda de eficiéncia nas extracdes
Quanto as perspectivas:

Estabelecer o nimero de integridade do RNA (RNA integrity number — RIN) do RNA
proveniente do método TGSA

Tentar diminuir o tempo do protocolo a partir da aplica¢do do tiocianato de guanidina e
o sulfato de aménio sem centrifugacdo entre ambos os tratamentos;

Testar o efeito da substituicdo do DTT por Tioglicerol (atualmente usado em Kits da
Promega) no nosso protocolo para diminuir ainda mais o valor do mesmo

Testar o protocolo na extracdo de RNA de diferentes modelos animais e vegetais.
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