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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o melhor método, em
termos de pureza e rendimento, de extracdo de RNA total das algas marinhas
vermelhas Hypnea musciformis € Hypnea cervicornis. Trés métodos foram
testados: Concert Plant RNA Reagent, RNAspin Mini Kit e RNAspin Mini Kit. As
algas foram coletadas durante as baixa-mares de marés de sizigia na regido do
meso-litoral da praia do Pacheco, Municipio de Caucaia, Estado do Ceara e
imediatamente imersas em nitrogénio liquido e levadas ao laboratorio. Para
analisar os resultados obtidos, ao final de cada método foi realizada uma
eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) e amostras foram submetidas a
espectrofotometria. Os resultados obtidos pela eletroforese e pela
espectrofotometria mostraram que apenas o Concert Plant RNA Reagent foi
eficaz para ambas as algas testadas, havendo qualidade no RNA total obtido e
concentragdo de 1.078 ng/uL para H. cervicornis e 1.142 ng/uL para H.

musciformis, valores adequados para usos subseqlentes do RNA total.
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AVALIACAO DOS METODOS DE EXTRAGAO DE RNA TOTAL NAS ALGAS
MARINHAS VERMELHAS Hypnea musciformis (WULFEN) LAMOUROUX E
Hypnea cervicornis J. AGARDH.

JONATAS BEZERRA DE SOUZA

1 - INTRODUGAO

Inumeras evidéncias com suporte cientifico sugerem que a vida no
Planeta Terra teve sua origem nos oceanos, muito embora o ambiente marinho
seja caracterizado ainda por ser uma fonte de vida ainda pouco explorada
cientificamente. Dentre os diversos seres vivos que ali habitam, as algas
marinhas tém grande importancia para o surgimento e manutengéo da vida na
Terra (GRAHAM; WILCOX, 2000). Elas possuem clorofila e realizam
fotossintese sendo, portanto, seres autotroficos. A fotossintese realizada pelas
algas € a mais importante dentre todos os vegetais, pois € responsavel pela
renovagdo da maior parte de oxigénio para o ar atmosférico, j& que elas
habitam uma é&rea alagada referente a 70% da superficie do planeta Terra. As
macroalgas est8o agrupadas em irés filos: Chlorophyceae, Phaeophyceae e
Rhodophyceae, apresentando uma enorme biodiversidade (LEE, 1999). As
algas bentbnicas sdo organismos sésseis, ou seja, necessitam de um suporte
para se fixarem e se desenvolverem. Devido a esse fato, elas constituem uma
rica reserva de substancias naturais, provavelmente devido & necessidade de
desenvolver estratégias de auto defesa contra os predadores existentes no
ambiente natural e contra situacbes de estresse causadas pelas variages
ecologicas dos ambientes de recifes de marés, area habitada pelas macroaigas
marinhas (CARDQOZO et al., 2007).



As algas marinhas representam mais de 90% das espécies de vegetais
marinhos, sendo a maioria das espécies macroscopicas pertencentes as
divisbes Chlorophyta, Rhodophyta e Phaeophyta, (DRING, 1991). Esse grupo
de organismos tem acentuada importadncia ecolégica e econbmica
(ROUSSEAU et al,, 2001), habitando uma grande variedade de ambientes e
exibindo uma desconcertante disposicdo de morfologias celulares e ciclos de
vida, (BHATTACHARYA; MEDLIN, 1998) tendo, ainda, uma grande
diferenciagdo quanto as caracteristicas bioquimicas e morfolégicas.

A extensa area costeira do litoral cearense e a diversidade de espécies
encontradas nesta regido (principalmente de algas multicelulares) constituem
fontes de grande potencialidade para a descoberta de novos farmacos, com
potencial aplicacdo em diversos tipos de patologia. Do total de 32.000 espécies
bentbnicas conhecidas de Chiorophyta, Phaeophyta e Rhodophyta, cerca de
250 taxons infragenéricos s3c conhecidos na costa do Estado do Cears, a
maioria ainda pouco exploradas.

O Estado do Ceara desponta como um dos estados brasileiros que mais
tem apresentado desenvolvimento de tecnologias para o cultivo de recursos
pesqueiros no Brasil, dentre eles o de algas marinhas. Os compostos extraidos
de algas marinhas possuem uma aplicabilidade enorme e varios produtos
comerciais envolvendo algas ja estdo presentes no mercado. Alguns desses
compostos serdo descritos a seguir.

Acidos graxos poliinsaturados (PUFAs) de algas marinhas s&o
essenciais no funcionamento normal das proprias células, regulando a fluidez
da membrana celular e adaptando as algas a diversas variacdes térmicas
ambientais (GILL; VALIVETY, 1997). As algas sdo grandes produtoras de
PUFAs precursores para a sintese de outros compostos como o linoleato e
linclenato (acidos graxos essenciais para os mamiferos). Quande in
esses PUFAs podem ser convertidos particularmente em y-linolenato,
eicosatrienoato e aracdonato. Esse Ultimo € um precursor essencial dos
eicosanoides, que s&o lipidios reguladores envolvidos na inflamacéo, na febre,
na sensagédo de dor, na coagulagdo sanguinea, na regulacdo da pressio
sanguinea, na secrecdo 4cida gastrica e em uma variedade de outros
processos importantes na saude e na doenca dos seres humanos (FUNK,

2001). Tal fato torna as algas marinhas uma fonte rica em &acidos graxos



poliinsaturados de interesse farmacolégico. A produc&o em larga escala de
acidos graxos ainda € ineficiente. Algas transgénicas projetadas para produgéo
de tais acidos poderiam fornecer uma fonte alternativa sustentavel para o
consumo humano. Entretanto, devido ao fato de organismos transgénicos
serem ainda pouco aceitos no mercado, uma alternativa seria utilizar acidos
graxos poliinsaturados de algas transgénicas como fonte de alimento na
aquicultura. Desta maneira, os beneficios dos acidos graxos poderiam ser
transferidos & dieta humana, sem a necessidade de ingestdo direta de
alimentos modificados geneticamente (HOEK et al., 1998).

Os carotenodides representam uma classe de pigmentos acessorios
importante na captagdc da luz nas algas marinhas, além de terem acéo foto-
oxidante, como, por exemplo, proteger a molécula de clorofila da oxidacao.
Essas moléculas de pigmentos apresentam um grande beneficio na saude
humana pelo fato de serem uma fonte natural de provitamina A. A deficiéncia
de vitamina A em seres humanos pode levar a morte. Muitos estudos tém
associado consumo de carotendides com diminuicdo de riscos de certas
patologias (STANLEY et al., 2005). Muitas das experimentacSes médicas e
nutritivas especulam que a atividade antioxidante dos carotenéides poderia ser
o fator chave em reduzir a incidéncia de muitas doencas, especialmente
aquelas mediadas pela luz (ANDREAS et al., 2004). Além disso, existe uma
evidéncia consideravel que demonstra que uma dieta elevada de carotenoides
pode ocasionar uma diminuicdo de riscos de certos canceres como o de
prostata, como no caso do uso de licopeno (um precursor do y-caroteno e §-
caroteno), encontrado em diversos vegetais como o tomate e, também, em
algas marinhas (CANTRELL et al., 2003; TAPIERO et al., 2004).

Os ficocolbides s&o os principais polissacarideos presentes na parede
celular das algas e estéo envolvidos em mecanismos de reconhecimento entre
as algas e patégenos (POTIN et al., 1999). Os principais ficocoloéides extraidos
de algas sdo agar, carragenana e alginato que apresentam propriedades

Q

espessante, geleificante, estabilizante ou emulsificante, sendo importante
matéria-prima em industrias, inclusive a alimenticia (BRAVIN; VALENTIN,
2002; REIS et al., 2003; REIS et al., 2007).

Agar e carragenana sdo polissacarideos sulfatados extraidos de algas

z

marinhas vermelhas, enquanto o alginato € encontrado em algas marinhas



pardas. Estes compostos apresentam propriedades emulsificantes e alta
viscosidade, que despertam permanente interesse industrial e cientifico.

Agar é o nome dado para as galactanas sulfatadas de algas marinhas
que contém residuos de a (1-4)-3,6-anidro-L-galactose e B (1-3)-D-galactose.
Ele é usado em produtos alimenticios e também em meios de cultura
biolégicos. Sdo importantes na area farmacéutica sendo usados em capsulas
como agentes laxantes e anticoagulantes. Na biologia molecular & utilizado em
processos de separacdo de moléculas nas técnicas de eletroforese,
imunodifusdo, cromatografias, etc.

Carragenana é o nome genérico para a familia de galactanas sulfatadas
soluveis em agua e consiste de um esqueleto alternado de a (1-4)-3,6-anidro-
D-galactose e § (1-3)-D-galactose. As carragenanas sdo mais freqlientemente
utilizadas que o agar, como agentes emulsificantes em diferentes alimentos. As
propriedades farmacéuticas das carragenanas, incluindo atividade antitumoral,
antiviral e anticoagulante, vém sendo recentemente descritas.

Alginato € o nome comum dado também & familia de polissacarideos
sulfatados lineares compostos de residuos de acidos B-D-manurénico e a-L-
gulurénico unidos por ligagdes B-1,4. E utilizado na indUstria téxtil como cola
em fios de algod&o e sua principal utilidade na industria alimenticia é como
geleificante em func&o da sua alta viscosidade. Seu potencial uso farmacéutico
tem contribuido para o desenvolvimento de novas drogas com funcgéo
antitumoral, anticoagulante (HALLEGRAEFF et al., 2003), antiviral (BUCK et
al., 2008), anti-HIV (WALSH, 2003), dentre outras.

Registros mostram que inumeras espécies de algas marinhas e
dulcicolas sédo produtoras de toxinas (LANDSBERG, 2002). Essas toxinas
podem ser acumuladas na cadeia alimentar em concentragdes muito elevadas,
tanto em peixes, como moluscos e crustaceos (CARMICHAEL, 2001). Quando
ingeridas por humanos e animais domésticos podem ocasionar efeitos
neurotéxicos, hepatotéxicos, citotdxicos e dermatotéxicos (CODD et al., 2005).
Microcistinas, cilindrospermopsina, homo- e saxitoxinas sdo exemplos de
toxinas de algas dulcicolas mais comuns, € s&0 associados a espécies de
Microcystis, Anabaena, Oscillatoria e Nostoc (TOROKNE et al., 2004).



Além destes compostos, as algas marinhas apresentam uma gama de
outras moléculas que, embora em menor quantidade, apresentam propriedades
biolégicas de extrema importancia, principalmente do ponto de vista
biotecnologico. Entre estas moléculas podemos destacar as lectinas, que s&o
(glico) proteinas de origem ndo imune com pelo menos um dominio ndo
catalitico capaz de se ligar reversivelmente a mono ou oligossacarideos
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Essas proteinas estdo vastamente
distribuidas nos seres vivos, tendo sido primeiramente descobertas em cobras
por MITCHEL (1860), em plantas por STILLMARK (1888) e s6 em 1966 foram
encontradas em algas por BOYD (1966) e colaboradores. Essas moléculas
foram detectadas e estudadas em espécies nativas do litoral brasileiro
pioneiramente por AINOUZ; SAMPAIO (1991). Todavia, ainda sdo poucos 0s
trabalhos de deteccéo e isolamento de aglutininas em algas marinhas quando
comparados aos estudos realizados em plantas superiores (KAWAKUBO et al.,
1999).

As lectinas tém ocupado papel de destaque na aplicag&o biologica,
exibindo atividades em processos celulares chave, como a comunicagéo
célula-célula, fertilizagdo e infecgbes por parasitas (GABIUS; GABIUS, 1997).
Um exemplo marcante das possiveis aplicacSes dessas biomoléculas € o
potencial inseticida mostrada por uma lectina purificada da macroalga marinha
vermelha, Gracilaria ornata Aresch, contra o desenvolvimento larval do
gorgulho Callosobruchus maculatus Fabr (LEITE et al., 2005), inseto que causa
grandes perdas econdmicas no armazenamento dos gridos produzidos no
Brasil, destruindo entre 30% e 40% do milho, trigo, soja e arroz colhidos e até
50% da safra de feijdo de corda (BRITO et al., 2006). Outra possivel aplicag&o
€ 0 uso de uma lectina presente na macroalga marinha vermelha Griffithsia sp.
contra ¢ virus HIV, podendo, inclusive, ser usada como agente microbicida
para prevenir a transmiss&o da AIDS (MORI et al., 2005).

As lectinas isoladas das algas marinhas vermelhas coletadas no litoral
do Ceard Hypnea musciformis (NAGANO et al, 2002), H. cervicornis
(NASCIMENTO et al., 2006), Bryothamnion seaforthii (AINOUZ et al., 1995) e
B. triquetrum (AINOUZ et al.,, 1995; CALVETE et al., 2000), dentre outras,
apresentam propriedades biolégicas importantes e bastante diversificadas
como: atividade mitogénica (HORI et al., 1987), inducdo e inibicdo linfocitaria



(LIMA et al.,, 1998), atividade antifungica (MELO et al., 1997), indug&o da
migracdo de neutréfilo (NEVES et al. 2001), relaxacdo do musculo de aorta
(LIMA et al.,, 2004), inibicdo da carie dentaria (TEIXEIRA et al., 2007),
reconhecimento de células cancerosas em diferentes estagios de
desenvolvimento (PINTO, 2001), etc.

A biologia molecular possui inumeras ferramentas para identificar,
extrair, amplificar e expressar um determinado gene de interesse, permitindo a
producdo em larga escala de proteinas recombinantes. Assim, podem-se evitar
danos e modificag6es no meio ambiente onde se encontram as algas marinhas.

Com o descobrimento dos acidos nucléicos, Acido Desoxirribonucléico e
Acido Ribonucléico — respectivamente, DNA e RNA — ainda no século XIX
(WATSON et al.,, 1992), os conhecimentos na area de biologia molecular tém
se desenvolvido de uma maneira impensavel ha apenas algumas décadas.
Acompanhado do surgimento de novas técnicas de investigagdo e analise,
essa evolugdo tem permitido estudos dos mais variados tipos acerca dos
mecanismos de armazenamento, transcricdo e traducdo da informagao
genética. Entretanto, a aplicagdo das técnicas de biologia molecular para o
estudo de algas marinhas teve inicio apenas nos anos 90, tendo ja se
estabelecido como um meio confiavel e sistematico para inferir sobre as
relacdes evolucionarias entre as diferentes linhagens ou espécies (CHAN et al.,
20086).

De um modo geral, estudos de investigacdo sobre a presenca de
substancias naturais com potencial biolégico em organismos marinhos apenas
comegaram, sendo ja comprovadas acbes antivirais, antitumorais,
antibacterianas, dentre outras (SCHMIEGELOW, 2004). Nesse contexto, as
algas marinhas tém se destacado como importante fonte dessas substancias,
tendo como exemplo o efeito antiviral contra a replicagdo do HIV-1 exibida por
terpenos isolados da macroalga marinha parda Dictyota menstrualis (Hoyt)
Schnetter, H6rnig & Weber-Peukert (PEREIRA et al., 2004).

Como as proteinas séo codificadas pelo DNA, que € transcrito em RNA,
o qual é traduzido durante a sintese protéica, elas podem ser investigadas
através de ferramentas de biologia molecular. Uma vantagem do uso de RNA,

em vez de DNA, para o estudo de uma espécie em particular é sua



potencialidade para detectar estagios transitérios na vida de um organismo
(ZHUANG, 2004). Entretanto, estudos de RNA tém, também, outras aplicagcdes
gue nao analises protéicas. Um exemplo & seu uso em estudos filogenéticos,
um dos quais levanta a hipétese de as algas vermelhas e plantas terrestres
serem grupos mais proximos do que se acredita (RAGAN; GUTELL, 1995).
Indiretamente, com o uso de RNA pode-se, também, estudar o nivel de
expressdo génica, clonar e identificar genes, bem como expressar proteinas de
interesse biotecnolégico. Ha de se ressaltar, alids, que um tipo especifico de
RNA, o RNA ribossémico (rRNA), &€ a molécula mais amplamente utilizada para
estudos filogenéticos (RIVAS et al., 2004).

Ha trés tipos de RNA em células vivas, cada um desempenhando um
papel essencial na sintese protéica. CAMPBELL (2001) fala a respeito de cada
um: o RNA transportador (tRNA) € o menor deles, havendo duzias de
diferentes espécies de tRNA, cada um se ligando especificamente a um dos
aminoacidos que compdem as proteinas, podendo haver mais de um tRNA
para um mesmo aminoacido; ja o antes citado rRNA, bastante grande em
relacdo aos tRNAs e com poucos tipos diferentes presente na célula, forma,
juntamente com proteinas ribossomais os ribossomos, local onde ocorre a
sintese protéica, aminoacido por aminoacido; € o RNA mensageiro (MRNA),
molécula que reflete indiretamente a sequéncia de DNA codificante para uma
proteina especifica e leva a mensagem do nucleo até o citoplasma, havendo
um mRNA para cada proteina. Do RNA total presente em uma célula, 75% a
80% constitui-se de rRNA, ao passo que 10% a 15% sao tRNA e n&o mais que
5% a 10% s&o representados pelo mRNA.

O isolamento de RNA total com alto grau de pureza € requisito inicial
para o uso de varias técnicas de biologia molecular, como isolamento de genes
através de RT-PCR (Reverse Transcription — Polymerase Chain Reaction),
analise do perfil de expressdo génica e construcdes de bibliotecas de cDNA,
por exemplo (GEHRIG et al, 2000; PEARSON et al., 2006). Todavia, a
extracdo de acidos nucléicos de tecido vegetal geralmente é dificil devido a
presenca de polissacarideos e polifendis, fazendo-se necessario adequar os .
métodos existentes (CHAIREZ et al., 2002). No tocante as macroalgas
marinhas, CHAN et al. (2004) fala que os polissacarideos agregam o0s
metabolitos secundarios que sdo liberados ap6s o rompimento das membranas



celulares, dificultando o isolamento de RNA total. Ha de se levar em conta,
também, as diferengas de composi¢cdo quimica das paredes celular entre algas
de diferentes espécies, partes diferentes de um mesmo espécime e, ainda,
entre algas da mesma espécie coletadas em épocas diferentes do ano,
tornando o isolamento de RNA total desses organismos um procedimento com
muitas dificuldades e muitas especificidades entre espécies diferentes.

Devido a impossibilidade de se extrair espécimes da populagéo natural
em niveis que supram a procura por biomoléculas de interesse sem oferecer
riscos aos ambientes naturais, torna-se necessario o desenvolvimento de
técnicas capazes de colocar as espécies alvo a salvo de uma exploracéo
desenfreada e irresponsavel e, ao mesmo tempo, de fornecer as quantidades
requeridas das substancias de interesse. Isso é particularmente verdade para
as macroalgas marinhas, que apresentam rendimentos baixissimos em estudos
que envolvem suas proteinas. Assim, abordagens biomoleculares s&o um
campo promissor como fonte desses produtos naturais, e essas técnicas
frequentemente requerem o isolamento de RNA total intacto e de boa
qualidade (VAZQUEZ et al., 2006).

Portanto, o presente trabalho teve como objetivo identificar o melhor
meétodo para isolar RNA total de duas algas marinhas vermelhas, Hypnea

musciformis (Wulfen) Lamouroux e Hypnea cervicornis J. Agardh.



2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Algas Marinhas

As algas marinhas vermelhas Hypnea cervicornis J. Agardh e Hypnea
musciformis  (Wulfen) Lamouroux, espécies pertencentes a familia
Hypneaceae, ordem Gigartinales, divisdo Rhodophyta, foram coletadas durante
as baixa-mares de mares de sizigia, quando uma maior zona do substrato
estava exposta, na regido do meso-litoral da praia do Pacheco, Municipio de
Caucaia, Estado do Ceara.

Para evitar contaminacdo dos espécimes coletados com RNases
presentes nas maos, as coletas foram realizadas com o uso de luvas
cirurgicas. Apdés uma lavagem com agua destilada e uma rapida limpeza de
epifitas e fauna acompanhante foram escolhidas as regiGes mais jovens dos
talos devido ao fato de que, quanto mais jovem o tecido, maior a sintese
protéica e, conseqlientemente, maior quantidade de RNA total. Depois desse
procedimentio, as amostras foram acondicionadas em um tanque contendo
nitrogénio liquido (-196°C) para evitar a degradacdo do RNA. O material foi
levado ao laboratério e, imediatamente foram realizados os experimentos. Foi

realizada uma coleta para cada método testado.

2.2 — Extracdo de RNA total

Foram testados trés métodos de extracdo de RNA total nas amostras
coletadas: Concert Plant RNA Reagent, fabricado pela Invitrogen Corporation;
RNAspin Mini Kit, fabricado pela GE Healthcare; e TRIzol Reagent, também
fabricado pela Invitrogen Corporation. Luvas foram usadas durante todos os

experimentos.
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2.2.1 - Agua livre de RNases (agua DEPC)

Em algumas etapas durante os experimentos foi necessaria a utilizacdo
de agua livre de RNases para a realizacdo de diluicbes e preparacdo de
solugdes. O procedimento para obtencdo da agua livre de RNases seguiu a
metodologia indicada no protocolo TRIzol Reagent. Foram colocados 10mL de
agua deionizada em tubos de centrifuga de 15mL de volume, certificados como
livre de RNA e Rnases sendo, entdo, adicionado 0,1mL de dietil-piro-carbonato
(DEPC), resultando em uma solugdo 1% (v/v) de DEPC e agua, a qual foi
deixada em repouso na bancada por 12 horas e finalmente autoclavada,

estando pronta para sua utilizagéo.

2.2.2 - Método I: Concert Plant RNA Reagent

O protocolo utilizado foi aquele indicado pelo fabricante e aplicado para
cada uma das amostras de algas. O tecido foi macerado em nitrogénio liquido
até a obtencdo de um fino p6 do qual 0,1g foi posto em contato com 0,5mL de
Plant RNA Reagent, em um tubo de micro-centrifuga de 1,5mL certificado
como livre de RNA e RNases. A mistura foi homogeneizada e o tubo foi
incubado em temperatura ambiente por 5 minutos.

Em seguida, foi centrifugado em temperatura ambiente por 2 minutos a
12.000 x g até a clarificacdo da solugcé&o. O sobrenadante foi transferido para
novos tubos de micro-centrifuga, onde foi adicionado 0,1mL de NaCl 5M, sendo
novamente homogeneizado. Foi adicionado 0,3mL de cloroférmic e a solugéo
foi homogeneizada através de inverséo vigorosa dos tubos.

Foi realizada uma nova centrifugagéo, dessa vez a 4°C por 10 minutos,
12.000 x g, sendo a fase aquosa (superior) transferida para novos tubos, ao
qual foi adicionado igual volume de alcool isopropilico seguido de nova
incubacdo a temperatura ambiente por 10 minutos. O material foi submetido a
uma nova centrifugagéo seguindo 0s mesmos parametros da ultima realizada.

Apés a centrifugacdo o sobrenadante foi cuidadosamente descartado.
Ao precipitado obtido, foi adicionado 1mL de etanol 75%, ocorrendo uma nova
centrifugacdo por 1 minuto a 12.000 x g em temperatura ambiente. O

sobrenadante foi descartado novamente e o precipitado foi ressuspendido em
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um volume de 0,01mL a 0,03mL agua livre de RNases. A Figura 1 mostra todas

as etapas do procedimento empregado.

Alga Macerada
(0.1g)

~ Adicao de 0.5mL de Plant Rna Reagent:
# Incubacéo por 5 min. em temp. amb.;
~ Centrif. por 2 min.. 12.000g. temp. amb.

|

|

Fase Superior
(Sol. Clarificada)

Descarta Fase
Inferior

~ Transferir para novos tubos:

~ Adicdo de 0.1mL de NaCl 5M:

» Homogeneizagao por inversao:

~ Adicao de 0.3mL de cloroférmio;
» Homogeneizacao por inversao;

# Centrif. por 10 min., 12.000g, 4°C.

Fase Superior Descarta Fase
(Sol. Clarificada) Inferior

~ Transferir para novos tubos;

~ Adicao de igual volume de alcoal isopropilico;
# Incubagéo por 10 min. em temp. amb.:

~ Centrif. por 10 min., 12.000g, 4°C.

Descarta Precipitado
Sobrenadante
~ Adigao de 1mL de etanol 75%:
~ Centrif. por 1 min., 12.000g. temp. amb.
Descarta Precipitado # Ressuspendido em 0.01 a 0,03mL
Sobrenadante de agua livre de RNAses.

Figura 1 — Resumo dos procedimentos realizados durante a extracdo pelo

metodo Concert Plant RNA Reagent.
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2.2.3 — Método II: RNAspin Mini Kit

Novamente, o mesmo procedimento foi utilizado para cada espécie,
conforme metodologia presente no manual do fabricante. O tecido foi macerado
em nitrogénio liquido e 0,03g foi posto em contato, em um tubo de micro-
centrifuga de 1,5mL certificado como livre de RNA e RNases, com 0,35mL de
tampdo RA1, fornecido pelo kit, mais 3,5ulL de B-mercaptaetanol sendo, entéo,
vigorosamente agitada com auxilio de um vortex. O homogeneizado foi
colocado em unidades RNAspin Mini Filters, fornecidos com o kit, com seu
respectivo tubo de coleta, sendo centrifugado por 1 minuto a 11.000 x g. O
filtrado foi transferido para um novo tubo de micro-centrifuga.

Foi adicionado 0,35mL de etanol 70%, sendo a mistura agitada
vigorosamente por 5 segundos. O homogeneizado foi colocado em uma coluna
RNAspin Mini, acondicionada em um tubo de micro-centrifuga que serviu como
tubo de coleta e entdo centrifugado a 8.000 x g por 30 segundos. A fragéo
eluida foi descartada e a coluna foi colocada em um novo tubo.

Apbs a adicdo de 0,35mL de Membrane Desalting Buffer, foi realizada
uma nova centrifugacéo a 11.000 x g, por 1 minuto, sendo, entdo, descartada a
fracdo eluida e a coluna colocada em um novo tubo. Posteriormente foram
adicionados 95uL de DNAse Reaction Mixture, diretamente no centro da
coluna, e incubada por 15 minutos a temperatura ambiente.

Foi adicionado a coluna 0,2mL de tampao RA2, a temperatura ambiente,
centrifugado a 11.000 x g por 1 minuto, sendo descartada a fracao eluida e a
coluna colocada em um novo tubo. Posteriormente, foi adicionado 0,6mL de
tamp&o RA3, em temperatura ambiente, centrifugado nas mesmas condicdes,
a fracdo eluida descartada e a coluna colocada em um novo tubo. Finalmente,
foram adicionados 0,25mL de tampdc RAS3 a coluna seguido de uma nova
centrifugagdo por 2 minutos.

A fracéo retida foi eluida através da adicdo de 0,1mL agua livre de
RNases fornecida pelo kit e centrifugagcédo a 11.000 x g por 1 minuto. A Figura 2

mostra uma vis&o geral do processo descrito acima.
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Alga Macerada
(0.03g)

# Adicao de 0,35mL de tampao RAT;
# Adicao de 3.51L de B-mercaptoatanol.:
# Vortexizacédo vigorosa:

~# Centrif. por 1 min, 11.000g, temp. amb.,
em filtros fornecidos pelo kit.

[ 1

Filtrado

Descarta Fragao
Retida no Filtro

~# Transferir para novos tubos;

# Adicédo de 0.35mL de etanol 70%:;

»~ Vortexizacao por 5 seg.:

# Transferir para coluna fornecida pelo kit;
# Centrif. por 30 seg., 8.000g, temp. amb.

-

Fracéo

Retida

Descarta Fracéao
Eluida

# Adicao de 0,35mL de Membrane Desalting Buffer;
# Centrif. por 1 min.. 11.000g. temp. amb.

Fracao
Retida

Descarta Fracao
Eluida

~ Adicdo de 0.95uL de DNAse Reaction Mixture:
# Incubagao por 15 min. em temp. amb.:

~ Adigao de 0.2mL de tampao RA2

# Centrif. por 1 min., 11.000g. temp. amb.

Fracao
Retida

Descarta Fracao
Eluida

~ Adicao de

# Centrif. por 1 min., 11.000g, temp. amb.:

0.6mL de tampéao RA3;

# Descartar fracio eluida e adicionar 0,25mL de tampao RA3 & coluna:

# Centrif. por 2 min.. 11.000g. temp. amb.;

~ Descartar fracao eluida.

Fracéo
Retida

~ Eluicdo com adicdo 0.1mL de agua livre de RNAses e centrif.
por 1 min., 11000g, temp. amb,

Figura 2 — Resumo dos procedimentos realizados durante a extracdo pelo
método RNAspin Mini Kit.
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2.2.4 — Método lli: TRIzol Reagent

Este procedimentc também foi realizado para cada espécie, sendo
seguidas as instru¢cbes presentes no manual do fabricante. O tecido foi
macerado em nitrogénio liquido e 0,1g do material foi posto em contato com
1mL de TRIzol Reagent em um tubo de micro-centrifuga de 1,5mL certificado
como livre de RNA e RNases, sendo entido invertida até que se obtivesse uma
solugcdo homogénea. Uma centrifugacdo a 12.000 x g por 10 minutos a 4°C foi
realizada e o sobrenadante foi recuperado.

O sobrenatante foi incubado a temperatura ambiente por 5 minutos.
Entdo, foi adicicnado 0,2mL de cloroférmio. Os tubos foram vigorosamente
agitados e, apds, incubados a temperatura ambiente por 3 minutos, sendo,
entdo, centrifugados a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. A fase aquosa
(superior) foi recuperada e colocada em novos tubos.

Adicionou-se 0,5mL de alcool isopropilico, ocorrendo outra incubacéo
em temperatura ambiente por 10 minutos, acontecendo nova centrifugagédo a
12.000 x g por 10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado.

O precipitado foi lavado através de adicdo de 1mL de etanol 75%. Apo6s
vortexizagdo, o homogeneizado foi centrifugado a 7.500 x g por 5 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi deixado aberto para secar
parcialmente o precipitado. Este foi ressuspendido através da adigdo do menor
volume possivel de agua DEPC. Na Figura 3 ha uma vis&o geral do processo.
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Alga Macerada
(0.19)

~ Adicdo de 1mL de TRIzol Reagent:
~ Homogeneizacao por inversao:
~ Centrif. por 10 min., 12.000g. 4°C.

Sobrenatante

Descarta Fase
Inferior

~# Transferir para novo tubo:

# Incubagéo a temp. amb. por 5 min.:

~ Adicao de 0.2mL de cloroférmio:

~ Homogeneizacgao por inversao vigorosa;
# Incubacéo a temp. amb. por 3 min.;

# Centrif. por 15 min., 15.000g. 4°C.

Fase Aquosa
(Superior)

Descarta Fase
Inferior

~ Transferir para novos tubos:

~ Adigao de 0,5mL de alcool isopropilico;
# Incubagéo a temp. amb. por 10 min.;
~ Centrif. por 10 min., 12.000g, 4°C.

Descarta Precipitado
Sobrenadante
~ Adicao de 1mL de etanol 75%:
~ Homogeneizacao por vortexizacao;
~# Centrif. por 5 min.. 7.500g. 4°C.
Descarta Precipitado
Sobrenadante

método TRIzol Reagent.

# Secar parcialmente em temp. amb.:
# Ressuspendido no menor volume de
agua DEPC.

Figura 3 — Resumo dos procedimentos realizados durante a extracdo pelo
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2.3 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% {m/v)

Ao final de cada método, para analisar os resultados foi feita uma
eletroforese de acordo com o protocolo descrito por BARTLETT,; STIRLING
(2003). Foi preparado 1L de uma solucdo estoque de TAE (Tris-Acetado-
EDTA), cinquenta vezes concentrada, através da adicdo de 242g de Tris a
100mL de EDTA 0,5M e pH 8,0, dissolvidos em 800mL de agua destilada e
autoclavada ao qual foram adicionados 57,1mL de &cido acético glacial,
completando, entéo, o volume da solucdo para 1L. A partir da solucido estoque
foram preparados 280mL de TAE 1x, retirando uma aliquota de 5,6mL da
solucdo 50x e adicionando &gua destilada e autoclavada até o volume
desejado. Foram entdo pesados 0,36g de agarose, que foi adicionado a 30mL
de tampdo TAE 1x. A mistura foi fundida até que a agarose foi totalmente
dissolvida. Apos resfriamento até 50°C, a mistura foi colocada na forma, e
deixada em repouso até sua completa solidificagcao.

Uma amostra de cada um dos experimentos foi retirada, sendo
adicionado igual volume de azul de bromofenol 0,25% (m/v) e glicerol 30%
(viv), preparados em agua destilada e autoclavada. O gel solidificado foi
submerso em 250mL de TAE 1x, o suficiente para cobri-lo com uma camada de
1mm de espessura, e carregado com as amostras. Apoés isso, foi aplicada uma
voltagem de 100V. Quando a frente de corrida atingiu 2/3 do comprimento do
gel, o que pbéde ser visto devido ao azul de bromofenol, a corrida foi
interrompida e desligada a fonte.

O gel foi mantido submerso em tamp&o TAE 1x, ao qual foi adicionado
brometo de etidio a partir de uma solugé&o estoque contendo 10mg/mL, em
agua, adicéo suficiente para atingir uma concentracéo de 0,25ug/mL. Apés 10
minutos em temperatura ambiente, o gel foi visualizado em um transluminador

de raios ultravioleta e, entdo, fotografado.
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2.4 — Espectrofotometria

Ao final de cada método, a concentracéo e pureza do RNA total obtido
foram examinados através de absorbancia de raios ultravioleta usando-se o
espectrofotdmetro Gene Quant DNA/RNA Calculator (Pharmacia Biotech). O
aparelho foi zerado com agua DEPC. O fator de diluicdo aplicado foi de 50,
retirando-se 0,002mL da amostra e diluindo-a em 0,098mL de agua DEPC. A
pureza foi dada em relac&o a contaminagao por proteinas, medida pela relacdo
entre os valores de absorbancia da amostra a 260nm e a 280nm (Azso/Azso).
Para RNA, uma unidade de absorbéncia a 260 nm representa 38 ug/mL
(SAMBROOK, RUSSEL, 2001). Entretanto, o aparelho aqui utilizado dava a
concentracdo de maneira direta, em ng/ul, sendo necessario, apenas, informar

o fator de diluic&o.
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3 - RESULTADOS

3.1 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v)

A eletroforese serviu como indicador qualitativo de como ocorreu o
processo de extracdo para cada um dos métodos utilizados, sendo
determinado se o procedimento obteve um resultado positivo ou negativo. O
resultado foi considerado positivo pela presenga de duas bandas relativamente
puras, as quais caracterizariam as subunidades 28S (superior) e 188S (inferior),
engquanto o resultado negativo foi a auséncia desses indicadores.

As Figuras 4, 5 e 6 mostram fotos dos géis obtidos pela eletroforese
realizada para cada um dos metodos testados.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) para o método Concert
Plant RNA Reagent. A banda 1 representa H. cervicornis, enquanto a 2

representa H. musciformis.
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Figura 5 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) para o método RNAspin
Mini Kit. A banda 1 representa H. cervicornis, enquanto a 2 representa H.

musciformis.

Figura 6 — Eletroforese em gel de agarose 1,2% (m/v) para o método TRIzol
Reagent. A banda 1 representa H. cervicornis, enquanto a 2 representa H.
musciformis.
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3.2 — Espectrofotometria

A espectrofotometria serviu para analisar os resultados tanto
qualitativamente, pela indicagdo de contaminagéo por proteinas em cada uma
das preparacgdes testadas, medida pela relacdo Agso/Azso, Sendo o valor
inversamente proporcional & contaminac&o; como, também, quantitativamente,
pelo conhecimento da concentracdo de RNA total de cada experimento,
expresso em ng/ul.

Os valores da relagdo Axso/Azso variaram de 0,66 até 1,82, enquanto que
a concentragdo variou de 0,455 ng/ul até 1.142 ng/uL. Os dados séao

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 — Relagdo Azeso/Azso € concentracdo, em ng/ul, do RNA total obtido de

cada meétodo de extragéo testado.

Método Relacéo Ajso/Azso Concentracao (ng/plL)

H. cervicornis H. musciformis  H. cervicornis H. musciformis

Concert
Plant RNA 1,82 1,63 1.078 1.142

Reagent

RNAspin
’ 0,79 0,66 0,455 0,655

Mini Kit

TRIzol

1,38 1,41 0,674 0,766

Reagent
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4 - DISCUSSAO

4.1 - Escolha dos métodos de extracao de RNA total

Os tecidos algais, apesar de apresentarem semelhanca com os tecidos
de plantas superiores, possuem caracteristicas que os tornam unicos dentre os
seres vivos, aumentando as dificuldades de se achar um método adequado a
extracdo de RNA desses organismos. Assim, 0os metodos foram escolhidos
com base na sua aplicacdo, analisando-se a sua eficiéncia as algas testadas.
Vale ressaltar a importancia do congelamento rapido da amostra coletada, feita
através de nitrogénio liquido, o que reduz a degradacdo do RNA (CHAN et al,,
2004).

De acordo com o manual do Concert Plant RNA Reagent, o método
permite a extracdo de RNA com qualidade de tecidos vegetais ricos em
polifendis e amido, sendo interessante testa-lo devido & semelhanga entre
macroalgas e plantas superiores bem como a presencga dessas substancias em
macroalgas.

Por outro lado, o manual do RNAspin Mini Kit descreve que o método
faz uso de reagentes os quais contém tiocianato de guanidina, amplamente
utilizado em isolamentos de RNA devido a sua capacidade de inibir a agdo de
RNases (CHAN et al.,, 2004), juntamente com a utilizacdo de membranas
contendo gel de silica, o qual tem afinidade por RNA (DENG et al., 2005). Esse
método esta baseado na agdo de um tampdo o qual rompe as membranas
celulares e inativa RNases ao mesmo tempoc em que cria condicdes as quais
favorecem a afinidade do gel pelo RNA. H4, ainda, o uso de DNases, que evita
a contaminac&o por DNA, o qual também tem afinidade pelo gel. Foi escolhido
por ser um meétodo com ampla aplicagdo, podendo ser usado para as mais
variadas extracdes de RNA total, como culturas de células, leveduras, bactérias
e tecidos em geral.

O terceiro método utilizado, o TRIzol Reagent, faz o uso de isoticianato
de guanidina, fenol e cloroférmio. E bastante utilizado por ser rapido e manter a
qualidade do produto final. E uma técnica que pode ser utilizada com pequenas
(50 a 100mg) ou grandes quantidades (mais que 1g) de material inicial, seja ele



de origem humana, vegetal ou bacteriana (SIMMS et al, 1993), sendo

escolhido, também, devido a sua vasta aplicagéo.

4.2 - A eletroforese como método de analise qualitativa

A eletroforese em gel de agarose é uma técnica bastante utilizada para
analisar a qualidade dos &cidos nucléicos com 0s quais se esta trabalhando,
podendo ser utilizada para analise de fragmentos tanto de DNA quanto de
RNA, dos mais variados tamanhos, dispostos em fita simples ou dupla. De
acordo com a concentragdo de agarose, € possivel controlar a porosidade do
gel, sendo que a concentracdo de 1,2% de agarose é indicada para analise de
fragmentos de 400 a 6000 pares de bases, faixas em que se encontram 0s
acidos nucléicos presentes no RNA total isolado e ndo degradado (BARTLETT,;
STIRLING, 2003).

Um isolamento de RNA total feito de forma satisfatéria acarreta em um
gel no qual é possivel a visualizagdo de duas bandas bem definidas, uma
representando a parte 28S do rRNA (a banda superior) e a outra mostrando a
subunidade 18S do rRNA. A boa definicdo dessas bandas se da pelo fato de
que entre 75% e 80% do RNA total & formado por rRNA. Assim, como pode ser
observado na Figura 4, o Concert Plant RNA Reagent gerou um RNA total de
qualidade, com as bandas 28S e 18S bem visiveis e livres de contaminagéo e
degradacdo. Por outro lado o RNAspin Mini gerou um RNA bastante
degradado, o que pode ser evidenciado pelo arraste presente na Figura 5,
resultado semelhante ao obtido pelo TRIzol Reagent, porém com menor grau
de degradacéo (Figura 6).

4.3 - A espectrofotometria como método de analise quali-quantitativo

SAMBROOK; RUSSEL (2001) descrevem a espectrofotometria como
um método rapido ndo destrutivo capaz de calcular a concentracédo de acidos
nucléicos presentes numa amostra, bem como seu grau de contaminagéo por

proteinas. Como a absorbancia medida a 260nm indica a concentracdo de
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acidos nucléicos e a absorbancia a 280nm indica a presencga de proteinas, a
relacdo Azeso/Azso tem sido bastante utilizada para medir a pureza do RNA em
relagéo as proteinas. Uma preparagdo com RNA relativamente puro deveria ter
relagéo Axso/Azso cOM valor em torno de 2.

Entretanto, WILFINGER et al. (1997) mostram que o pH da solugdo na
qual se encontra o RNA total afeta a leitura de absorbancia sendo que, quanto
mais acida a solucdo, menor a relagdo Agso/Azso. SOma-se a isso o fato de que
a simples mudanca na fonte da &gua usada para o experimento influencia a
leitura e que mesmo agua proveniente de sistemas comerciais HPLC fornecem
agua em pH acido. Para que a relacdo tenha valor em torno de 2 € necessario
que o RNA esteja diluido em uma solucédo tamponada ligeiramente basica, com
pH entre 8,0 e 8,5. Como no presente trabalho todas as amostras foram
diluidas em agua DEPC obtida através de agua deionizada, os valores da
relacdo Azso/Azsp foram menores do que o indicado em literatura para

preparacdes de RNA total relativamente puro.

4.4 - Combinacdo de dados de eletroforese e espectrofotometria

Quando os dados obtidos pela eletroforese e pela espectrofotometria
sdo vistos em conjunto, pode se observar claramente que o Concert Plant RNA
Reagent foi um meétodo bastante eficaz para a extracdo de RNA total das
macroalgas marinhas estudadas, H. cervicornis e H. musciformis. O gel (Figura
1) apresenta bandas bem definidas, livre de contaminagdo e com o padréo
esperado de bandas, a despeito do valor abaixo de 2 obtido para a relacdo
AzsolAzs0. Vale ressaltar, ainda, que a concentracdo obtida tem um valor mais
que suficiente para que, dando prosseguimento as etapas de purificagdo, o
MRNA seja purificado.

Ja o RNAspin Mini Kit apresentou, além de uma degradacio evidente,
grande contaminagcdo por proteinas e baixas concentragcdes de RNA total,
sendo o pior método dos trés que foram testados, enquanto o TRIzol Reagent
obteve posic&o intermediaria, formecendo um RNA total com algum grau de

degradacédo e relativa baixa contaminagdo por proteinas, quando comparado
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ao método anterior. Porém, a semelhanca daquele, também apresentou baixas
concentragdes de RNA total, impedindo a subsequente purificagdo de mRNA.
E importante destacar um acontecimento interessante: quando se realiza
um isolamento de RNA total, espera-se que o precipitado final seja uma
mancha transparente no tubo, quase invisivel. Para as algas testadas, com o
método que se mostrou efetivo, o Concert Plant RNA Reagent, o precipitado
final apresentou uma tonalidade rosa, provavelmente devido a incapacidade do
procedimento em remover alguns pigmentos. Entretanto, em vez de
problematico, esse fato tornou-se benéfico, pois facilitou a visualizagdo do RNA
total e ndo contaminou a amostra a ponto de inviabilizar seu uso em atividades

posteriores.
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5 — CONCLUSOES

4 O Concert Plant RNA Reagent foi o0 método mais eficaz para a extragéao
de RNA total das macroalgas marinhas vermelhas Hypnea musciformis
e Hypnea cervicornis, fornecendo RNA com qualidade e em
concentracdo suficiente para a purificacdo de mRNA.

2. O RNAspin Mini Kit n&o foi eficiente para a extracdo de RNA total de H.
musciformis e H. cervicornis, apresentando um RNA muito degradado,
bastante contaminado por proteinas e em baixa concentragéo.

3. O TRIzol Reagent néo foi eficiente para a extragdo de RNA total de H.
musciformis e H. cervicornis, apresentando um RNA que, apesar de
mostrar contaminacdo por proteinas mais baixa que o método anterior,
esta ja se mostrou elevada havendo, ainda, uma concentragdo muito

baixa para posterior purificagdo de mRNA.
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