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RESUMO

Introdugado: A Sindrome do X-Fragil (SXF) é uma doenga monogénica do
neurodesenvolvimento, causada pela auséncia da proteina Fragile X Mental
Retardation Protein (FMRP). A FMRP é uma proteina de ligagdo ao RNA, reguladora
da traducao e importante no desenvolvimento dos dendritos e conexdes sinapticas.
Sua auséncia é responsavel pelas deficiéncias cognitivas, fisicas e comportamentais
da SXF. Estudos mostram a interagdo da FMRP com os microRNAs (miRNAs) miR-
125b e miR-132 para regular a plasticidade sinaptica no cérebro de modelos
experimentais para a SXF, assim como a desregulacdo de miRNAs relacionados com
a fisiopatologia da SXF. Os miRNAs sdo pequenas moléculas quantificaveis que
regulam a expressao génica e agem no controle de diversos processos bioldgicos.
Objetivo: Avaliar a expressdo dos miR-125b-5p e miR-132-3p circulantes em
individuos com Sindrome do X Fragil. Métodos: A expressdo destes miRNAs foi
avaliada através da transcrigdo reversa e PCR quantitativa em tempo real (RT-gPCR)
e analisada pela expresséo relativa por 2 -*2t em amostra de soro de 10 pacientes
com SXF e de 20 jovens sem neuropatologias, comparados a expressao de miR-24
como controle enddgeno. Resultados: Foi observado o aumento dos niveis de
expressao de miR-125b e miR-132 em pacientes com a SXF e seu possivel
envolvimento com a auséncia da proteina FMRP. Segundo nosso conhecimento, este
€ o primeiro estudo a demonstrar a expressao aumentada desses miRNAs no soro de
pacientes com SXF, em comparagao com controles cognitivamente saudaveis. Os
mMiRNAs miR-125b e miR-132 apresentam um valor de 0,94 (IC 95% = 0,86-1,0) e 0,89
(IC 95% = 0,77-1,0) respectivamente para a area sob a curva ROC. Bases de dados
permitiram a identificagdo de possiveis genes alvos para miR-125b e miR-132, cujos
produtos desempenham um papel importante na regulagdo da homeostase do sistema
nervoso central. Conclusao: Estes resultados destacam os miRNAs avaliados como
potenciais biomarcadores da SXF.

Palavras chave: Sindrome do X-Fragil, microRNAs, biomarcadores



ABSTRACT

Introduction: Fragile X Syndrome (FXS) is a neurodevelopmental monogenic
disorder, caused by the loss of Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP). FMRP
is an RNA binding protein, a regulator of translation that plays important roles in the
development of dendritic spines and synaptic plasticity, and its loss causes cognitive
and behavioral deficits. Previous studies have shown the interaction of FMRP and
microRNAs (miRNAs) miR-125b and miR-132 to regulate the synaptic plasticity in
animals models, as well as the role of miRNAs dysregulation in the pathophysiology of
FXS. miRNAs are small molecules that regulate gene expression in diverse biological
processes. Objective: To analyze the expression of circulating miR-125b-5p and miR-
132-3p in FXS. Methods: The expression of these miRNAs was evaluated by real-
time quantitative amplification retrotranscribed (RT-gPCR) and analyzed by relative
quantification 2 -*A¢t method in serum samples from 10 patients with FXS and 20 young
subjects without neuropathology and compared to miR-24 expression, as endogenous
control. Results: miR-125b and miR-132 were more expressed in serum of patients
with FXS and likely involved with FMRP loss. To our knowledge, this is the first study
to show increased expression of these miRNAs in the serum of FXS patients compared
to cognitively healthy individuals. Those miRNAs presented as good biomarker option
for FXS, with a value of 0.94 (IC 95% = 0.86-1.0) and 0.89 (IC 95% = 0.77-1.0) for the
area under ROC curve. Databases allowed the identification of possible targets genes
for miR-125b and miR-132, whose products play an important role in the homeostasis
of the nervous system. Conclusion: These results highlight the analysis of miRNAs
as potential biomarkers of FXS.

Keywords: Fragile X Syndrome, microRNAs, biomarkers
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1 INTRODUGAO

A sindrome do X Fragil (SXF), doenga genética monogénica ligada ao
cromossomo X, é a causa hereditaria mais comum de Deficiéncia Intelectual (DI) no
mundo e a causa genética mais conhecida de Transtornos do Espectro Autista (TEA)
(TEO et al., 2012; WANG, T.; BRAY; WARREN, 2012). O gene Fragile X-linked Mental
Retardation 1 (FMR1, OMIM 309550), localizado no cromossomo Xq27.3, é silenciado
quando ha expansao de mais de 200 coépias da repeticdo do trinucleotideo citosina-
guanina-guanina (CGG) na sua regido promotora, o que leva, consequentemente, a
auséncia da sintese da proteina Fragile X Mental Retardation Protein (FMRP), que
causa a manifestagdo do fendtipo caracteristico da sindrome (HUNTER et al., 2014;
MOR-SHAKED; EIGES, 2018).

A FMRP é necessaria para o desenvolvimento e funcdo normal do sistema
nervoso central (SNC), executando um papel essencial tanto na fungdo sinaptica
como na maturagéo dos dendritos (DARNELL et al., 2001; MALECKI et al., 2020). A
FMRP é uma proteina de ligacdo ao RNA e faz parte do complexo ribonucleoprotéico
(mRNP), envolvido no transporte e tradugcdo de RNA mensageiro (mMRNA) nos
neurbnios e, consequentemente, regula a sintese de proteinas localizadas nos
dendritos, envolvidas no desenvolvimento da sinapse e na plasticidade neuronal
(BROWN et al., 2001; DARNELL et al., 2011; EDENS et al., 2019). Portanto, a
auséncia da FMRP prejudica a plasticidade sinaptica normal e causa anormalidades
do desenvolvimento cerebral e como resultado, os pacientes com SXF sdo afetados
cognitivamente e apresentam problemas comportamentais (HAGERMAN et al., 2009;
HUNTER et al., 2014).

A regulacéo da tradugdo de mRNAs realizada pela FMRP ocorre pela interacéo
com os microRNAs (miRNAs) (JIN et al., 2004; BARDONI et al., 2006). Os miRNAs
sdo uma classe de RNAs n&o-codificantes de aproximadamente 22pb que regulam a
expressdo génica em nivel pods-transcricional, através da degradagédo ou
silenciamento de seu mRNA alvo (BARTEL, 2009; PEREIRA, 2015). Os miRNAs
possuem papel crucial em varios processos bioldgicos e sua expressao alterada esta
fortemente relacionada com a patogénese e processos que afetam o SNC (WANG,
W.; KWON; TSAI, 2012; DENK et al., 2018). Os miRNAs sido abundantemente
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expressos no cerebro e sao secretados pelos neurbnios através de microvesiculas
detectaveis de maneira estavel no sangue, sendo considerados bons biomarcadores
para as neuropatologias (MACIOTTA; MEREGALLI; TORRENTE, 2013;
VISWAMBHARAN et al., 2017). Recentemente os miRNAs estdo sendo observados
como alvos terapéuticos, relacionados a modelos de resisténcia a alteracdes
neuronais, trazendo melhorias a resposta cognitiva e sensorial (WU; KUO, 2020;
CHEN et al., 2021; SHAO, 2021).

Em trabalhos anteriores, realizados em modelos experimentais para a SXF, foi
observado que no desenvolvimento neuronal normal, a FMRP se liga a diversos
miRNAs, dentre estes o0 miR-125b e o miR-132, para regular vias de sinalizagao
neuronal, incluindo a sinalizag&o dos receptores de glutamato metabotropico (mGIuR)
e N-metil-D-aspartato (NMDAR) e consequentemente influenciando na plasticidade
sinaptica (JIN; ALISCH; WARREN, 2004; EDBAUER et al., 2010; LIN, 2015;
DEMARCO et al., 2019). Além disso, os miR-125b e miR-132 atuam em vias de
regulacdo cerebral e sdo encontrados desregulados em diversas neuropatologias,
como Alzheimer, Parkinson, Huntington e Esclerose multipla (VISWAMBHARAN et al.,
2017; ROY et al., 2020; KANACH et al., 2021).

Sendo assim, o objetivo do atual trabalho foi validar, por meio da técnica de PCR
quantitativa em tempo real (QPCR), a expressdo de miR-125b-5p e miR-132-3p,
circulantes no soro sanguineo, de pacientes com SXF, a fim de definir o perfil de
expressdo e se corrobora com os resultados anteriores de outras neuropatologias. Os
resultados podem ajudar a reforgar a possibilidade do uso destes miRNAs como
biomarcadores eficientes para a SXF. A técnica de RT-qPCR foi escolhida por ser a
melhor e mais econdmica técnica para validagcdo de miRNAs diferencialmente
expressos ja conhecidos (CONDRAT et al., 2020).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 SINDROME DO X-FRAGIL E O GENE FMR1

O gene FMR1, localizado no cromossomo X, na regiao Xq27.3, quando mutado
torna-se nao funcional, causando a Sindrome do X Fragil (SXF). A SXF é a principal
causa hereditaria de Deficiéncia Intelectual (DI) no mundo e a causa genética mais
conhecida de Transtornos do Espectro Autista (TEA) (TEO et al., 2012; WANG, T,;
BRAY; WARREN, 2012). A sindrome é considerada de importancia epidemioldgica
entre os homens, pois afeta aproximadamente 1 a cada 4.000 homens e 1 a cada
7.000-8.000 mulheres, nado havendo prevaléncia definida da SXF no Brasil (VIVEIROS
et al., 2015). Além disso, o quadro clinico dos homens com a SXF €& mais grave do
que das mulheres, pois eles apresentam a mutagdo em hemizigose, enquanto as
mulheres apresentam um segundo cromossomo X normal, podendo levar a inativagao
do mutado (SANTORO; BRAY; WARREN, 2012).

Individuos com a SXF apresentam amplo espectro clinico, com principais
caracteristicas a DI, TEA, Atraso do Desenvolvimento Neuropsicomotor (ADNPM) e
alteragdes comportamentais, como ansiedade, agressividade, hiperatividade, averséo
ao contato visual e habito de morder as maos. Caracteristicas fisicas como
macrocefalia, face dismorfica, orelhas proeminentes e macroorquidismo também sao
achados comuns em pacientes afetados (SALDARRIAGA et al., 2014; TABOLACCI;
NERI, 2016). Este amplo fendtipo caracteristico da sindrome é originado pela
auséncia da proteina FMRP, resultado do silenciamento do gene FMR1 que ocorre
através da expansdo de mais de 200 repeti¢cdes do trinucleotideo citosina-guanina-
guanina (CGG) na regido 5 ndo traduzida (UTR) do gene, ocasionado sua
hipermetilagdo, e consequentemente silenciando sua expressédo. Quando isso ocorre
denomina-se mutagéo plena (MP) (Figura 1C), que € a causa da SXF (HUNTER et al.,
2014; MOR-SHAKED; EIGES, 2018).
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Figura 1 - O gene FMR1 e a proteina FMRP
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FMR1, localizado no cromossomo X na regido Xq27.3, € composto por 17 éxons e é
caracterizado pela presenca de repetigoes instaveis da sequéncia (CGG)n polimérfica na
regidao 5'UTR. A. Normal: alelo ndo-metilado, possui de 6 a 44 repetigées CGG e produciao

normal da proteina FMRP. B. Pré-mutacgao: alelo ndo-metilado, possui 55 a 200 repetigoes CGG
e producdo diminuida da proteina FMRP. C. Mutagao Plena: alelo metilado, possui mais de 200
repeticoes CGG e nao produz a proteina FMRP. O produto do gene FMR1, a proteina FMRP, é
composta por um sinal de localizagao nuclear (NLS) e um sinal de exportagao nuclear (NES),
dois dominios de homologia de ribonucleoproteina K (KH1-KH2), um aglomerado de residuos
de arginina e glicina (caixa RGG).
Fonte: Adaptado e modificado de BASSANI et al., 2013.

O limite normal de repeti¢cées na regido 5’UTR do gene FMR1 é de até 44 (CGG)n,
individuos com 45 a 54 repeti¢cdes séo classificados como intermediarios e individuos
com 55 a 200 repeti¢cdes possuem a pré-mutacao (PM) (TEO et al., 2012). Individuos
com PM estdo propensos a desenvolverem principalmente a sindrome de
tremor/ataxia associada ao X Fragil (FXTAS) e a insuficiéncia ovariana prematura
associada ao X Fragil (FXPOI) (HUNTER et al., 2008). Estes e outros quadros clinicos,
como déficit de atengdo, hiperatividade e fobia social, foram relacionados com a PM
devido ao aumento dos niveis de RNA mensageiro (MRNA) do FMR1 e a redugao dos
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niveis da proteina FMRP (Figura 1B), o que leva a disturbios neurodegenerativos com
o passar dos anos (SANTORO; BRAY; WARREN, 2012).

Alguns pacientes possuem células com numeros variados da repeticdo (CGG)n,
esse fendmeno é bastante comum na SXF e ocorre pela instabilidade somatica
durante os primeiros estagios da embriogénese (MANDEL; BIANCALANA, 2004).
Durante a embriogénese, quando a metilagdo ainda ndo foi completamente
estabelecida, as repeticdbes (CGG)n podem apresentar instabilidade durante as
mitoses e levar ao mosaicismo quanto ao tamanho da expansao da repeticao (CGG)n,
podendo ser mosaicismo de MP e PM, mosaicismo de MP e alelo normal e
mosaicismo de MP, PM e alelo normal. Todos os pacientes mosaicos para o tamanho
da repeticao (CGG)n sao afetados para a SXF (NUSSBAUM et al., 2008).

As caracteristicas comportamentais e fisicas da SXF contribuem para o
diagndstico da sindrome, que acontece, em média, somente a partir dos trés anos de
vida dos pacientes (ESCH; ZEIDLER; WILLEMSEN, 2014). O diagnéstico definitivo é
realizado através da analise molecular do gene FMR1, sendo a Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) a técnica mais utilizada atualmente, que possibilita a
visualizagédo de expansdes (CGG)n em homens e mulheres (CIACCIO et al., 2017).
As recomendagdes indicam que o diagnostico molecular seja feito em todos individuos
que apresentam DI, TEA e ADNPM, devido a alta prevaléncia desses transtornos em
portadores da SXF (SALCEDO-ARELLANO; HAGERMAN; MARTINEZ-CERDENO,
2020; TASSANAKIJPANICH; HAGERMAN; WORACHOTEKAMJORN, 2021).

Até o momento ndo ha cura para a sindrome, porém sao realizados tratamentos
a base de farmacos e intervengbes associadas a psicoterapia e a terapia
comportamental que visam amenizar a progressdo da doenga, melhorar a qualidade
de vida dos pacientes e diminuir os sintomas de ansiedade, agressividade,
hiperatividade e disturbios do humor. A existéncia destes tratamentos aumenta a
necessidade de um diagndstico precoce da SXF, antes que a doenga se agrave
(HAGERMAN et al., 2009; TASSANAKIJPANICH; HAGERMAN;
WORACHOTEKAMJORN, 2021).
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2.2 A PROTEINA FMRP

O produto da expressao do gene FMR1, a proteina FMRP, pertence a familia das
ribonucleoproteinas, que sao proteinas de ligagdo ao RNA envolvidas no transporte e
traducdo de mRNA (BASSANI et al., 2013; MALECKI et al., 2020). Sua capacidade
de ligacdo ao RNA é devido ao dominio caixa-RGG (arginina-glicina-glicina) em sua
regido C-terminal e aos dominios KH (ribonucleoproteina heterogénea nuclear K),
presentes na sua regido central, como mostra na Figura 1. Ja os sinais de localizagao
nuclear (NLS) e exportagao nuclear (NES), permitem que a proteina transite entre o
nucleo e o citoplasma, transportando seu mRNAs alvos (BASSANI et al., 2013;
EDENS et al., 2019; MALECKI et al., 2020).

A FMRP é expressa em muitos tecidos, mas € mais abundante no cérebro,
testiculos e ovarios (KAUFMANN et al., 2002; MALECKI et al., 2020). Ela é encontrada
principalmente no sistema nervoso central (SNC), especialmente nas espinhas
dendriticas, que sdo evaginagdes da membrana neuronal, responsaveis pelo
recebimento e transducédo do sinal pré-sinaptico, dependentes da sintese protéica
(DARNELL et al., 2011; PENZES et al., 2011). Apos estimulacdo do receptor
metabotropico de glutamato (mGIuR), ocorre 0 aumento da sintese de FMRP nos
neurénios e nos dendritos, demonstrando a importancia da sintese da proteina no
SNC em resposta a atividade sinaptica (WEILER et al., 2004).

A auséncia da FMRP no SNC, tanto de camundongos modelos para a SXF, que
possuem o gene FMR1 deletado (KO), como em pacientes com a SXF, leva a
anormalidades do desenvolvimento cerebral, imaturidade neuronal e espinhas
dendriticas de morfologia alterada, condensadas e altamente ramificadas (Figura 2)
(COMERY et al., 1997; NIMCHINSKY; OBERLANDER; SVOBODA, 2001). Essas
alteragdes surgem devido a falta de controle da FMRP na tradugéo de proteinas nas
espinhas dendriticas, o que leva a sintese excessiva de proteinas na regido sinaptica
(NIMCHINSKY; OBERLANDER; SVOBODA, 2001; SANTORO; BRAY; WARREN,
2012). Portanto, o controle da FMRP no SNC é importante para o desenvolvimento e
maturagcdo normal dos dendritos e conexdes sinapticas (NIMCHINSKY;
OBERLANDER; SVOBODA, 2001; MALECKI et al., 2020).
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Figura 2 - Dendritos de camundongos com SXF e selvagem

A: Cérebro de camundongo modelo para a SXF, KO FMR1, apresenta anormalidades
das espinhas dendriticas, que se mostram mais longas, finas, densas e em maior nimero. B:
cérebro de camundongo selvagem com a presenca de espinhas dendriticas tipicas.
Fonte: Adaptado de COMERY et al., 1997.

Sua fungéo, conforme demonstrado na figura 3, inicia uma vez que a FMRP é
sintetizada, quando entra no nucleo, interage com seu mRNA alvo e se associa a
outras proteinas para formar o complexo ribonucleoprotéico (MRNP). Este complexo
transporta os mMRNAs alvos desde o nucleo até o citoplasma dos dendritos, onde se
associa com ribossomos. Para a inativagao proviséria dos mRNAs alvos, a FMRP
fosforilada interage com o complexo de silenciamento induzido por microRNA (RISC),
permitindo o reconhecimento do mRNA alvo por microRNAs e, consequentemente,
reprimindo a tradu¢cdo do seu mRNA alvo (JIN et al., 2004; BARDONI et al., 2006).
Nas espinhas dendriticas, apds a recepcdo de sinais sinapticos apropriados do
mMGIuR, a FMRP é desfosforilada e se desassocia do complexo RISC, permitindo que
os ribossomos realizem a sintese protéica do mRNA alvo transportado, traduzindo
proteinas chaves da plasticidade sinaptica, importantes para o desenvolvimento da
sinapse, dos dendritos e da plasticidade neuronal (DARNELL et al., 2011;
MUDDASHETTY et al., 2011).
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Figura 3 - Fungcdo da FMRP nos neurénios
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Uma vez sintetizada, no citoplasma, a proteina FMRP entra no ntcleo e interage com
outras proteinas para formar o complexo ribonucleoprotéico mRNP e pode se ligar a mRNA
alvos. Posteriormente, o complexo sai do nucleo, carregando seu mRNA alvo e se associa aos
ribossomos. No complexo, os mRNAs podem ser inativados, devido a interagao da FMRP com
o complexo RISC. O complexo transporta mRNAs ao longo do dendrito até a regido sinaptica,
onde os mMRNAs séo traduzidos pelos ribossomos, apds a sinalizagdo de neurotransmissores
que inibem a FMRP por desfosforilagdao. RISC- Complexo de silenciamento induzido por RNA;
mRNA- RNA mensageiro; mRNP- complexo ribonucleoprotéico; mGluR- receptor
metabotropico de glutamato.

Fonte: JIN et al., 2004.

Brown e colaboradores (2001), através de ensaio de microarray, identificaram que
a FMRP se liga diretamente a aproximadamente 4% dos mRNAs transcritos no
cérebro e regula a sua expresséo através da interagdo com os ribossomos e com
componentes do complexo RISC (BROWN et al., 2001; MIYASHIRO et al., 2003). No
complexo RISC, a FMRP interage especificamente com a proteina Argonauta e com

os microRNAs, para regular a expressdo de mRNAs cerebrais (JIN et al., 2004).
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2.3 MICRORNAS (MIRNAS)

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs nao-codificantes de fita simples de
aproximadamente 22 nucleotideos envolvidos na regulagéo génica pos-transcricional
(BARTEL, 2009; KROL et al., 2010). Seu papel no processo da regulagdo génica
ocorre em diferentes processos biolégicos importantes das células, incluindo
proliferacdo, diferenciagdo, desenvolvimento, envelhecimento, apoptose e
neurogénese (SASSEN; MISKA; CALDAS, 2008; WANG, W.; KWON; TSAI, 2012;
MACIOTTA; MEREGALLI; TORRENTE, 2013; DENK et al., 2018). Esta classe de
pequenos RNAs possui alta homologia e conservagao entre as espécies, indicando
que possivelmente esse mecanismo de regulagéo é consideravelmente antigo (HU et
al., 2014).

Seu processo de biogénese, ilustrado na figura 4, € iniciado no nucleo celular com
a transcrigdo do seu respectivo gene pela RNA polimerase Il ou lll, dando origem ao
microRNA primario (pri-microRNA). Posteriormente, ainda no nucleo, o pri-microRNA
sofre clivagem na regido 3’ e 5 pelo complexo enzimatico Drosha e seu co-fator
DGCRS, transformando-o no miRNA precursor (pre-microRNA), uma molécula menor
e mais estavel, capaz de ser exportada do nucleo para o citoplasma pelo auxilio do
complexo protéico exportina-5 e Ran-GTP. No citoplasma o pré-microRNA é clivado
pela enzima Dicer gerando uma fita dupla de apenas 18 a 24 nucleotideos, o
microRNA duplex. O microRNA duplex interage com a proteina Argonauta (Ago2) e
uma de suas fitas é solta, podendo ser degradada, enquanto a outra se une a Ago2,
formando o Complexo de Silenciamento Induzido por miRNA, RISC. O complexo RISC
direciona o miRNA fita simples até seus mRNAs alvos, impedindo sua sintese de
proteina (WINTER et al., 2009; PEREIRA, 2015).

Os miRNAs se ligam aos mMRNAs alvo através da regido seed, que inclui de dois
até oito nucleotideos da sua sequéncia. Quando ha pareamento completo de bases
entre a regido seed do miRNA e sequéncias complementares da regido 3'UTR do
mMRNA alvo, o mRNA alvo é clivado, porém quando a regido seed do miRNA se pareia
de forma incompleta a essa regido do mRNA alvo, ocorre apenas uma repressao da
traducdo (MELO; MELO, 2014; PEREIRA, 2015). Um unico miRNA pode se ligar e

regular multiplos mRNAs alvos, com distintas fung¢des, ou ao contrario, diferentes
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miRNAs podem se ligar de forma cooperativa para controlar um unico mRNA alvo
(BARTEL, 2009; MELO; MELO, 2014).

Figura 4 - Biogénese dos microRNAs
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O transcrito pri-microRNA é sintetizado pela RNA polimerase Il ou lll. Em seguida, o pri-
microRNA é processado pela Drosha/DGCR8 para formar o pre-microRNA, que é exportado do
nucleo para o citoplasma pela Exportina-5 Ran-GTP. No citoplasma o pre-microRNA é clivado
pela Dicer-TRBP, gerando um micro-RNA duplex que interage com a proteina Ago2, e a fita
mais estavel forma o complexo RISC. O microRNA maduro de fita simples estara pronto para
interagir com o mRNA alvo. Pri-microRNA: microRNA primario; pre-microRNA: microRNA
precursor; RNA pol Il/lll: RNA polimerase Il ou lll; Drosha/DGCR8: Complexo enzimatico de

Repressao da tradugao

clivagem de pri-microRNA; Exportin-5: Exportina-5; Ran-GTP: Proteina nuclear de ligagao a
GTP; Dicer: Endoribonuclease Dicer; TRBP: Proteina de resposta de transativagao ligada ao

RNA; Ago2: proteina Argonauta; RISC: Complexo de silenciamento induzido por RNA.
Fonte: Adaptado de WINTER et al., 2009.
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A nomenclatura dos miRNAs, de acordo com a miRBase, base de dados criada
em 2002 para o registro de miRNAs, sugere que o prefixo inicial de trés caracteres
dos miRNAs se refere ao nome da espécie, por exemplo no hsa-miR-125b-5p o “hsa”
se refere a Homo sapiens, o “miR” indica que € uma forma madura do miRNA, e o
numero 125 segue uma contagem numeérica, sendo o 125° miRNA humano a ser
descoberto. As letras que sucedem a numeragao, como “a”, “b”, “c”, entre outras,
indicam sequéncias similares de miRNAs na posicédo da fita sense ou antisense. O
sufixo “-5p” ou “-3p” representam a extremidade do pré-microRNA da qual o miRNA

maduro se originou (miRBase, 2021).

Os miRNAs sao altamente expressos no cérebro e possuem implicacao direta
na regulagdo de genes envolvidos no funcionamento normal do SNC, na
neurogénese, plasticidade e a resposta neuronal (PRESUTTI et al., 2006; DE PIETRI
TONELLI et al., 2008; MACIOTTA; MEREGALLI; TORRENTE, 2013). Mutagdes em
genes que codificam miRNAs que atuam no SNC ou em genes que codificam
proteinas de ligacdo a miRNAs, como no caso da SXF, podem acarretar fungao
neuronal alterada, além de também ter relagdo com a etiologia de disturbios
cognitivos, como aprendizagem, memoria e emogdes (WANG, W.; KWON; TSAI,
2012; HU et al., 2014). As células neuronais secretam os miRNAs em fluidos
bioldgicos, através de vesiculas extracelulares estaveis, o que esta fortemente
relacionado a neuroinflamacdo e a comunicagado intercelular, além disso, essa
caracteristica torna os miRNAs biomarcadores acessiveis para a avaliacao de estados
neuropatolégicos (BATISTELA et al., 2017; CHA et al., 2019; DENK et al., 2018).

Biomarcadores de uma condicdo organica s&o parametros bioldgicos
quantificaveis e que tem relagdo com um processo normal ou patogénico (ATKINSON
et al., 2001). Os miRNAs tém se mostrado biomarcadores promissores, uma vez que
eles sédo estaveis em diferentes fluidos corporais, resistentes a degradacéo e séo
observados envolvidos na patogénese, com niveis alterados em diversas patologias,
incluindo as neuropatologias (VISWAMBHARAN et al., 2017). Cada fluido corporal
possui sua peculiaridade, sendo os miRNAs obtidos de sangue periférico total, os mais
bem caracterizados até o momento, por serem estaveis e de facil obtengdo, menos
invasivo de serem obtidos (WANG, Z.; LU; HAN, 2012; DENK et al., 2018).
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Diversos miRNAs sanguineos s&o observados diferencialmente expressos em
neuropatologias e estdo sendo estudados como biomarcadores progndsticos, como
por exemplo o hsa-miR-501-3p, que foi observado diferencialmente expresso no soro
de pacientes com Alzheimer, relacionado com a neuroinflamagdo, e com
especificidade de 100% em diferenciar a doenca (HARA et al, 2017,
VISWAMBHARAN et al., 2017; KANACH et al., 2021). Como biomarcadores, o0s
miRNAs, podem auxiliar no diagnéstico precoce, no prognostico, no entendimento do
processo patologico complexo e na resposta terapéutica, tanto na definicdo de um
subconjunto de individuos que responderiam mais favoravelmente a tratamento de
farmacos especificos, como utilizando os préprios miRNAs como alvos terapéuticos,
acarretando mudanga na sinalizagdo de processos biologicos (ROY et al., 2020;
CHEN et al., 2021). Recentemente estudos relacionaram os miRNAs a modelos de
resisténcia a resposta inflamatdria, ao estresse, e a neurodegeneragao, melhorando
significativamente a cogni¢do, a mobilidade e a aprendizagem, além de evidenciar
ainda mais a importancia e a contribuigdo dessas moléculas (WU; KUO, 2020; CHEN
et al., 2021; SHAO, 2021).

2.4 SXF E MIRNAS

No genoma humano, o gene FMR1 apresenta homologia com outras espécies,
levando a similaridade entre 70 a 90% de proteinas homdlogas a FMRP (BARDONIJ;
SCHENCK; MANDEL, 2001). Diversos organismos possuem uma ou mais proteinas
homologas a FMRP humana, entre os que possuem seu genoma sequenciado e
depositados no NCBI (GenBank), encontramos homdlogos em Mus musculus
(camundongo), Rattus norvegicus (rato), Danio rerio (zebrafish), Drosophila
melanogaster (mosca da fruta), entre outros (NCBI, 2021). A existéncia destas
sequéncias homologas a FMRP nestes organismos é muito importante para estudos
genOmicos através da criagdo de animais modelos para a SXF (BARDONI;
SCHENCK; MANDEL, 2001).

Os primeiros estudos realizados em modelos animais para a SXF observaram que
em Drosophila a proteina FMRP interage com a proteina elF2C2, homdloga da

proteina Ago2, e através de ensaio de microarray foi observado que a proteina se
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associa especificamente a 12 miRNAs, incluindo os miRNAs miR-125b e miR-132
durante o desenvolvimento neuronal normal de camundongos, para regular a
sinalizagado dos receptores mGIluR e N-metil-D-aspartato (NMDAR), envolvidos na
plasticidade sinaptica, plasticidade neuronal, aprendizado e memoéria (JIN; ALISCH,;
WARREN, 2004; EDBAUER et al., 2010). Mais especificamente, foi identificado no
cérebro de camundongos a baixa expressao dos miR-125b e miR-132 relacionada
com anormalidades na morfologia neuronal e nas espinhas dendriticas (EDBAUER et
al., 2010). Recentemente, um estudo realizado por DeMarco et al (2019), demonstrou
in vitro que a FMRP se liga diretamente ao miR-125a e miR-125b fora de suas regides
seed (DEMARCO et al., 2019). Além disso, em células neuronais de camundongos foi
observado que a FMRP fosforilada se liga ao complexo RISC, através da interagcéo
com a proteina Ago2 juntamente com o miR-125 e miR-132, e atuam em conjunto
para inibir de forma reversivel a tradugéo da Proteina de densidade sinaptica 95 (PSD-
95) e, em resposta a estimulos sinapticos do mGIluR, a FMRP é desfosforilada e
dissocia-se do complexo RISC, permitindo a producéo da proteina pds-sinaptica PSD-
95, essencial para a localizagcdo dos receptores mGLUR e NMDAR, e
consequentemente fungao sinaptica (MUDDASHETTY et al., 2011; NIE et al., 2020).
Ainda mais recente, foi observado que o miR-125a, homologo ao miR-125b, se
encontra superexpresso na urina de pacientes com SXF, demonstrando que os
mMiRNAs da familia do miR-125 sao potenciais biomarcadores para a SXF
(PUTKONEN et al., 2020).

2.5 HSA-MIR-125B-5P

O hsa-miR-125b-5p € um pequeno RNA n&o codificante de 22 nucleotideos de
comprimento. Sua sequéncia inicia na posicdo 15 da fita e termina na posig¢ao 36,
sendo ela: 15-ucccugagacccuaacuuguga- 36 (Figura 5). O hsa-miR-125b-5p é um dos
miRNAs maduros, produto do gene MIR125B1, que se encontra localizado no
cromossomo 11924.1 (miRBase, 2021). At¢é o momento foi encontrado em 97
espécies diferentes e possui 115 genes homdlogos, incluindo o miR-125a no H.
Sapiens (ENSEMBL, 2021; RNAcentral, 2021).
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Figura 5 - Estrutura secundaria do pre-microRNA do hsa-miR-125b-5p
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Em vermelho, a sequéncia de bases que formam o miRNA maduro.

Fonte: http://rna.tbi.univie.ac.at/forna/

miR-125b se encontra relacionado a varios genes e vias neurais na espécie
humana, que envolvem a regulacdo de processos metabdlicos normais e
neuropatoldgicos (LEE et al., 2005; DIANA-mirpath v.3, 2021). Diferentes estudos
mostram a atuacao de miR-125b em processos de regulagdo cerebral em diferentes
neuropatologias, como na deméncia, doenga de Alzheimer, doenca de Parkinson e
Esclerose Multipla (SHENG et al., 2015; REN et al., 2019; ZHUANG et al., 2020; XIAO
et al., 2021). Além do mais, miR-125b circulante foi descrito como uma boa opgao de
biomarcador circulante para a doenga de Alzheimer, podendo servir como
biomarcador progndstico n&o invasivo para esta neuropatologia, com alta
sensibilidade e especificidade (TAN et al., 2014; ZHUANG et al., 2020).

2.6 HSA-MIR-132-3P

O hsa-miR-132-3p € um pequeno RNA ndo codificante de 22 nucleotideos de
comprimento. Sua sequéncia de nucleotideos 59-uaacagucuacagccauggucg-80
(Figura 6) é produto do gene MIR132, localizado no cromossomo 17p13.3. Este
miRNA maduro € encontrado em 35 espécies diferentes e possui 96 genes homologos
(ENSEMBL, 2021; miRBase, 2021; NCBI, 2021).

Figura 6 - Estrutura secundaria do pre-microRNA do hsa-miR-132-3p
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O miR-132 é encontrado de forma abundante no SNC, sendo o miRNA mais
estudado relacionado a atividade neuronal (SIM; BAKES; KAANG, 2014; SMITH et al.,
2015; JUZWIK et al., 2019). Em cultura de células neuronais, miR-132 apresenta sua
expressao elevada apos estimulos neuronais, em contraponto, na reducdo da
atividade neuronal os niveis de expressao dele diminuem, demonstrando sua
participagdo na atividade do SNC (MELLIOS et al., 2011; TOGNINI et al., 2011).
Diversos outros estudos demonstram que o miR-132 participa tanto no
desenvolvimento, na manutencao e na diferenciacdo neuronal, como na plasticidade
sinaptica relacionado a processos de memoria e aprendizado, sendo considerado
potencial biomarcador para diversas neuropatologias como Alzheimer, Parkinson,
Esclerose multipla e Huntington (WANG, R. Y. et al., 2013; SIM; BAKES; KAANG,
2014; JUZWIK et al., 2019; YANG et al., 2019; KANACH et al., 2021; MARTINEZ;
PEPLOW, 2021). Recentemente, foi demonstrado em modelos animais que miR-132
pode modular niveis de PSD-95, através da regulagao indireta da proteina FMRP e
seu homologo, a Fragile X mental retardation syndrome-related protein 1 (FXR1), o
que demonstra a complexa interagao entre FMRP e miR-132 (NIE et al., 2020). Além
disso, a expressdo de miR-132 foi observada sensivel a terapia para Parkinson,
associando a melhoria dos pacientes com as alteragdes deste miRNA, mostrando seu

potencial uso para terapia de neuropatologias (ALIEVA et al., 2015).
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3 JUSTIFICATIVA

Os miRNAs tém sido detectados de maneira estavel em diversos fluidos
bioldgicos, principalmente no sangue, e a desregulacdo de sua expressdo esta
associada a diversas doengas e a progressao das mesmas (BATISTELA et al., 2017,
HARA et al., 2017). Estas caracteristicas colocam os miRNAs como promissores
biomarcadores para diagndstico e indicadores prognostico, mais praticos e menos
invasivos de diferentes doencgas, principalmente das neuropatologias
(VISWAMBHARAN et al., 2017; DENK et al., 2018). Além disso, os miRNAs foram
relacionados a modelos de resisténcia a neuroinflamacéo, colocando-os como
possiveis alvos terapéuticos de neuropatologias ( WU; KUO, 2020; CHEN et al., 2021,
SHAO, 2021).

A SXF é uma doenga do neurodesenvolvimento complexa que possui um
fendtipo amplo, além das caracteristicas fisicas, inclui déficits cognitivos e
comportamentais, causando comprometimento na aprendizagem, na aquisicdo da
linguagem, no ambito social e comportamental, justificados principalmente pela DI e
TEA, caracteristicas que nem sempre se manifestam de forma evidente durante a
infancia, além de possuirem dificil diagndstico. O diagnéstico tardio da SXF prejudica
o tratamento precoce destes sintomas associados a psicoterapia e a terapia
comportamental (SALCEDO-ARELLANO; HAGERMAN; MARTINEZ-CERDENO,
2020). Tendo em vista a complexidade da SXF e a auséncia de cura, torna-se
necessario estudos que procurem compreender melhor o processo neuropatolégico
da sindrome a fim de melhorar a qualidade de vida dos pacientes
(TASSANAKIJPANICH; HAGERMAN; WORACHOTEKAMJORN, 2021).

Em vista dos miRNAs ja estudados em modelos experimentais e relatados na
literatura, a analise da expressdo génica dos miR-125b e miR-132 associados a
patogénese da SXF ira auxiliar em novas descobertas para melhorar a compreensao
dos mecanismos patologicos da doenga. O estudo da expressdo de miRNAs pela
técnica de qPCR pode ajudar a identificar um bom biomarcador, além de produzir
painéis e bibliotecas de miRNAs envolvidos na SXF (DENK et al., 2018). A técnica de
gPCR, escolhida para o atual estudo, € uma técnica de baixo custo, eficiente para a
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validagdo de miRNAs diferencialmente expressos ja conhecidos (CONDRAT et al.,
2020).
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4 HIPOTESE

A hipotese nula foi de que os pacientes com SXF e os controles apresentariam
distribuicdo normal para valores de quantificagao relativa (RQ) dos miR-125 e miR-
132, enquanto a hipotese alternativa propunha que os pacientes com SXF

apresentariam uma maior expressao dos miRNAs estudados.
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5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar através da PCR quantitativa em tempo real a partir de RNA retrotranscrito
em DNA (RT-gPCR) a expressao de dois microRNAs circulantes (hsa-miR-125b-5p e
hsa-miR-132-3p) em soro de pacientes com SXF como opg&o de biomarcadores para

o diagndstico diferencial da SXF.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Definir o perfil de expressao dos hsa-miR-125b-5p e hsa-miR-132-3p a partir

de amostras de soro em pacientes com diagnostico de SXF;

e Correlacionar os dados de expressao génica dos microRNAs com os dados
clinicos e genotipicos disponiveis dos pacientes com SXF;

e Comparar os resultados encontrados com os achados de outras
neuropatologias;

e Realizar uma busca in silico por genes alvo (mMRNAs-alvo) dos miR-125b-5p e

miR-132-3p;
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6 METODOS

6.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Estudo Observacional Transversal Comparativo.

6.2 AMOSTRA

Pacientes com diagndstico da SXF com acompanhamento no Servigo de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (SGM-HCPA) foram recrutados neste
estudo. Além disso, foram incluidos no estudo individuos controles, ndo acometidos
com a SXF e neuropatologias, doadores do Banco de Sangue do HCPA. Apenas
foram incluidos na amostra individuos que preencheram os critérios de inclusio.

O numero de amostras analisadas no estudo foi baseado em uma amostra de
conveniéncia de pacientes com SXF. No periodo que compreende os anos de 2012 a
2017 foram diagnosticados com SXF uma média de 8 pacientes do sexo masculino
por ano no HCPA. Estimou-se que a populagao a ser estudada durante o periodo do
projeto seria de 20 pacientes do sexo masculino com a sindrome e, portanto, 20
individuos controles. Devido a pandemia do coronavirus nao foi possivel coletar os 20

pacientes com SXF, totalizando 10 pacientes com SXF e 20 individuos controles.

6.3 CRITERIOS DE INCLUSAO

6.3.1 Critérios de inclusao para o grupo de pacientes com Sindrome do X-
Fragil

Foram incluidos no estudo pacientes com SXF, em condicbes fisicas e
psicoldgicas para coleta de sangue venoso, cujos responsaveis legais concordaram

com a participacao através da assinatura do TCLE.
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Foram incluidos no estudo individuos do sexo masculino ndo portadores da SXF

e neuropatologias, doadores do Banco de Sangue do HCPA, com idade maxima de

25 anos.

6.4 OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Para os individuos com SXF, o convite para participar do estudo ocorreu no
momento das consultas de rotina no ambulatério do Servigo de Genética Médica
do HCPA. Na referida ocasidao nao foram utilizados termos técnicos ao explicar
ao responsavel legal o motivo do convite para participagéo no projeto. Foi utilizada
uma linguagem simples e acolhedora para que eles pudessem compreender o
que seria realizado. Os responsaveis que aceitaram o convite assinaram o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), cujo o modelos esta disponivel no
Apéndice A. Apos assinado o TCLE, foram encaminhados para a coleta de
sangue no Centro de Pesquisa Clinica (CPC) do HCPA. Nao foi necessario que
0s pacientes estivessem em jejum para a realizagdo das coletas. As amostras de
sangue foram coletadas por um técnico habilitado do HCPA. Todas coletas foram
realizadas através de puncédo venosa em tubo sem anticoagulante, utilizando

seringas e agulhas estéreis descartaveis.

Em relagdo aos individuos do grupo controle, as amostras foram obtidas a
partir de doadores do Banco de Sangue do HCPA que concordaram em participar
do estudo e assinaram o TCLE, encontrado no Apéndice B. Portanto, os
individuos controles ndo precisaram ser submetidos a nova pungdo, nao

agregando riscos aos individuos.

6.5 ASPECTOS ETICOS

Todos os responsaveis e individuos controles assinaram o TCLE. O projeto foi

aprovado no Comité de Etica em pesquisa (CEP-HCPA) sob nimero: 2018-0264.
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6.6 PROCESSAMENTO DA AMOSTRA E SEPARAGAO DO SORO

O sangue dos participantes foi coletado em tubo de coleta de 5 mL sem
anticoagulante, seguindo as normas de boas praticas clinicas. Apos a coleta, a
amostra ficou em repouso por cerca de 30 min a temperatura ambiente a fim de
possibilitar a coagulagdo do sangue. As proximas etapas do estudo foram realizadas
no Laboratério de Genética Molecular (LGM) do SGM-HCPA. Em seguida, foi
realizada centrifugagdo da amostra a 1900 g por 10 min a 4°C. Apoés a centrifugacao,
o soro foi aliquotado e separado em criotubos devidamente identificados e
armazenados a -80°C para posterior extragao do RNA total.

6.7 EXTRAGAO DO RNA E ANALISE DE QUALIDADE

O isolamento do RNA das amostras de soro foi realizado utilizando o kit
especifico miRNeasy Serum/Plasma (Qiagen, cat no. 217184), ideal para extragao e
conservagao de microRNAs, conforme as instru¢gdes do fabricante (Anexo 1). O kit
utiliza o QIAzol Lysis Reagent que € uma solugdo monofasica de fenol e tiocianato de
guanidina, responsavel pela lise de proteinas complexas e RNAses, além de remover
a maioria dos residuos de DNA e proteinas. Durante a centrifugagéo a lise € separada
em duas fases: aquosa e orgénica. Porgdes do RNA vao para o topo na fase aquosa,
enquanto porgdes de DNA véao para a interfase e as proteinas vdo mais para baixo,
na fase organica. A fase superior aquosa foi entdo extraida, e foi adicionado etanol
para prover condigdes apropriadas para que toda a molécula de microRNA (de
aproximadamente 18-22 nucleotideos) elevasse. A amostra foi entdo aplicada na
RNeasy MinElute spin column, onde o microRNA total liga-se a membrana e o fenol e
outros contaminantes sao eliminados. O RNA ligado a membrana foi entdo eluido em
um pequeno volume de agua livre de RNAse.

Apos a extracdo do RNA, foi obtida a concentragdo em nanogramas e a
qualidade, através da razao da absorbancia 260/280 das amostras, utilizando o nano
espectrofotometro NanoDrop® 2000 (Thermo Fisher Scientific™) e, em seguida,
foram armazenadas a -80°C.
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6.8 TRANSCRICAO REVERSA (RT)

A reacdo de transcrigdo reversa (RT) utilizada para a obtengdo de DNA
complementar (cDNA) a partir de RNA, foi realizada utilizando o kit TagMan™
Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific™), conforme
instru¢des do fabricante (Anexo 2).

As amostras de RNA foram diluidas com agua livre de RNAses para que cada
amostra de RNA apresentasse uma concentracdo final de 10 ng/uL para ser realizada
a conversao para cDNA. A sintese foi realizada em 4 passos: Reacdo da cauda
Poly(A), Reacgéao de ligagao, Reacéo de Transcriptase reversa (RT) e Reagao da miR-
Amp, no termociclador Applied Biosystems Veriti™ Thermal Cycler. O kit realiza a RT
de todos os microRNAs presentes na amostra através de um primer universal de RT
que se liga na cauda poly(A) na por¢édo 3' dos miRNAs, adicionado pela enzima

poly(A) polimerase.
6.9 MIR-24 COMO CONTROLE ENDOGENO

Para que os dados encontrados na qPCR sejam confiaveis, é necessario
realizar a normalizacdo dos resultados através de um controle enddégeno que seja
expresso de forma estavel em todas as amostras. Esse € atualmente o método mais
preciso para corrigir possiveis variagdes entre as reagdes que possam ter sido
geradas no preparo das amostras e/ou da amplificacdo (AYAKANNU; TAYLOR;
KONJE, 2020). Como controle endogeno, foi escolhido o miR-24, conforme
recomendado pelo fabricante e relatado na literatura como um dos miRNAs que
apresentam expressao mais estaveis em soro e plasma (MARABITA et al., 2016).

6.10 PCR QUANTITATIVA EM TEMPO REAL (QPCR)

A PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR) foi realizada no equipamento
QuantStudio3 RealTime PCR Systems (Applied Biosystems™) pelo método de
deteccdo com sondas de hidrélise TagMan®, em placas de 96 pogos. O Kit TagMan™

Advanced MicroRNA Assays (Applied Biosystems™) foi utilizado para o ensaio de



37

amplificacdo do cDNA, conforme instru¢des do fabricante (Anexo 2). Para o preparo

do Mix de Reac&o da PCR foram utilizados os seguintes volumes:

Componente Volume por reacdo em placa
de 96 pogos (0,2 mL)
TaqMan™ Fast Advanced Master | 10 uL

Mix

Advanced assay - Ensaio 1uL
Agua livre de nuclease 4 uL
Volume total 15 uL

Foram preparadas trés unidades diferentes do mix, uma para cada miRNA,
hsa-miR-125b-5p (ID Assay: 477885_mir), hsa-miR-132-3p (ID Assay: 477900_mir) e
um mix para o controle endégeno hsa-miR-24-3p (ID Assay: 477992_mir). Em cada

poco da placa foram pipetados, em duplicata:
* 15 uL de Mix de Reag¢ao PCR com a sonda adequada,;
* 5 uL da amostra de cDNA respectiva;

As amostras em duplicata foram submetidas as seguintes configuragdes de
ciclo de amplificag&o: 1 ciclo a 95°C por 20 segundos, 40 ciclos sob uma temperatura
de 95°C por 1 segundo e 40 ciclos a 60°C por 20 segundos. As etapas referem-se,

respectivamente a ativagdo da enzima, desnaturacido, anelamento e extenséo.

6.11 ANALISE DA EXPRESSAO DOS MIRNAS

A quantificagdo da expressdo por qPCR, foi feita utilizando o método 2-22¢t que
com os valores de Ct (“Cycle Threshold”) gerados pelos ciclos de amplificagéo,
determina a expressao do miRNAs, por meio da diferenca entre o Ct do controle e do
alvo (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). Conforme a férmula:

RQ = 222¢t onde AACt = (Ct médio do alvo — Ct médio do endégeno) — Ct médio

do calibrador.
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Para a analise, os pacientes foram estratificados em 2 grupos: Grupo SXF
(composto por 10 pacientes com sindrome do X-Fragil) e Grupo CTRL (composto por
20 individuos controles).

Apos a RT-gPCR, o software do equipamento forneceu os valores de Ct e um
grafico que representa o numero de ciclos de amplificacdo necessarios a amostra para
atingir o limiar de deteccéo (threshold). A diferenca entre o Ct do miRNA das amostras
e o Ct médio do Grupo CTRL foi normalizada contra o controle endégeno miR-24 para
o calculo da quantificacdo relativa (RQ). O calculo de RQ considerou o grupo CTRL
como calibrador para o calculo de expressao das amostras. O valor final apresentado
de RQ se refere a mediana da amostra e indica quantas vezes um determinado miRNA
esta mais expresso na amostra teste, em relacdo a amostra com a qual esta sendo

comparado. RQ >1 indica superexpressao, enquanto RQ <1 menor expressao.

6.12 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises estatisticas foram realizadas na plataforma R (R Core Team
2020). O teste de normalidade Shapiro-Wilk foi utilizado para analisar a distribuicdo
da amostra. Em seguida, o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney (denominado
Wilcoxon rank sum, na plataforma R) foi realizado para avaliar as diferengas nos niveis
de expressao, admitindo um nivel de significancia estatistica quando P<0,05. Esse
teste permite comparar duas populagdes onde as distribuicbes ndo sdo normais, mas
tém curvas similares. Ao contrario do teste-t, que compara as meédias, o teste de
Mann-Whitney compara um valor selecionado aleatoriamente de um grupo a um valor
selecionado aleatoriamente de outro grupo, além de ser mais robusto a presencga de
outliers (TORMAN; COSTER; RIBOLDI, 2012). Portanto, amostras consideradas
outliers foram mantidas na analise. O mesmo teste foi empregado para comparar os

achados clinicos entre os grupos.

6.13 TESTE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DA CURVA ROC

O teste de sensibilidade e de especificidade realizado pela analise da curva ROC
(Receiver Operating Characteristic) foi realizado na plataforma R (versdo 4.0.5),
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através o uso do pacote pROC, com a finalidade de estabelecer o valor preditivo dos
miR-125b e miR-132.

A curva ROC ¢ utilizada para avaliar a sensibilidade (propor¢ao de sujeitos com a
doenga para os quais o teste fornece resultado positivo, ou seja, indice de verdadeiro-
positivos) e para avaliar a especificidade (propor¢cédo de sujeitos sem a doenga para
0s quais o teste fornece resultado positivo, ou seja, indice de falsos-positivos) de um
potencial biomarcador. Sua medida AUC (area sob a curva ROC) resume a acuracia
do teste, como mostra na figura 7, os valores variam de 0,5 para um teste inutil a 1,0
para um teste perfeito, ou seja, quanto mais proximo os valores verdadeiros sédo de
1.0 (100%), mais confiavel & o biomarcador avaliado para predizer o resultado, sendo
capaz de diferenciar individuos doentes de individuos ndo doentes (HULLEY et al.,
2015).

Figura 7 - Curvas ROC para teste adequado e para teste inutil

Teste — g~
adequado

Pontos de corte
\ diferentes para
considerar o
teste positivo

= =

Teste indtil

Verdadeiro-positivos (sensibilidade)

Falso-positivos (1 - especificidade)

Fonte: Delineando a pesquisa clinica 42 ed.
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6.14 CORRELACAO COM ACHADOS CLINICOS/GENOTIPO

Os dados clinicos relacionados aos variados fenétipos encontrados na SXF foram
coletados dos prontuarios médicos, além disso também foi realizada uma busca dos
genotipos encontrados em resultados moleculares sendo os casos divididos em 2
grupos (mutagéao plena (MP) ou mosaico: MP + pré-mutacao (PM)). Os dados clinicos
pesquisados foram: |Idade, DI, TEA, ADNPM, comorbidades e alteracéo
comportamental como: agressividade e hiperatividade. Esses dados foram utilizados
para pesquisar uma possivel relagcdo dessas variaveis com o genétipo da sindrome e
a expressao dos miR-125b e miR-132. Para a utilizacdo de dados do banco
assistencial ou prontuario, foi submetido junto ao projeto um Termo de Compromisso

para Utilizagado de Dados (TCUD) assinado por toda equipe da pesquisa (Anexo 3).
6.15 ANALISE /N SILICO DOS GENES ALVOS DOS MIR-125B-5P E MIR-132-3P

Através da base de dados mirPath que utiliza interagdes de miRNAs validados
experimentalmente, foi possivel investigar as principais vias biolégicas envolvendo
estes miRNAs (VLACHOS et al., 2015). A pesquisa pela interagdo dos alvos de miR-
125b e miR-132 foi realizada através do banco de dados Human MicroRNA Disease
Database (HMDD V3.2), que busca por genes envolvidos em doengas (HUANG et al.,
2019). Através da plataforma R, com o uso do pacote MultimiR, foi possivel buscar
por genes envolvidos em neuropatologias (R CORE TEAM, 2020). O pacote realiza
uma busca baseada em fontes de dados (Target Scan Human, miRBase,
miRTarBase, starBase, mirParth v.3 (Diana Tools) e miRecords) de interagdes
mMiRNA-mRNA cujos alvos se relacionam com rotas do neurodesenvolvimento com
valores de p significativos. Foram escolhidos alvos com validagdo experimental,
através do miRwalk e Tarbase v.8 (Diana Tools) (DWEEP; GRETZ, 2015;
KARAGKOUNI et al., 2018). Essas plataformas permitem a avaliagdo dos niveis de
evidéncia experimental sugerindo a interagdo funcional entre determinado miRNA e
mRNA-alvo.
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

Os resultados encontrados pela técnica de RT-gPCR para o miR-125b e miR-
132 mostram que estes miRNAs sao superexpressos no soro de pacientes com SXF.
Isso sugere que estes miRNAs podem ser potenciais biomarcadores para auxiliar no
prognostico da sindrome. Além disso, os valores de AUC encontrados para os miR-
125b e miR-132 sugerem que estes possuem alta sensibilidade e especificidade em
discriminar individuos com SXF de individuos saudaveis. A superexpressao circulante
destes mMiRNAs corrobora com os resultados encontrados para outras
neuropatologias. Ambos miRNAs foram encontrados superexpressos em pacientes
com Esclerose multipla e Alzheimer, enquanto miR-132 também foi encontrado
superexpresso em pacientes com doenga de Parkinson, Ataxia Espinocerebelar,
Degeneracao Macular Relacionada a ldade e Esclerose Lateral Amiotrdfica. A analise
in silico sugere que miR-125b e miR-132 interagem com diversos genes que regulam
processos metabaolicos normais e neuropatolégicos, sendo alguns deles IGF1R, TP53,
GRIN2A e SIM1 para miR-125b e SOX5, SOX6, MAPK1, BDNF e PTEN para miR-
132. Existem diversos estudos relacionando esses genes as neuropatologias e a TEA.
S&0 necessarios estudos maiores para confirmar a desregulagdo destes miRNAs em
relagéo aos diferentes gendtipos encontrados na sindrome e para explorar a causa e
consequéncia da desregulagao observada no soro dos pacientes com SXF.
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APENDICE A — TCLE - PACIENTES

Projeto: Analise da expressé&o dos microRNAs mir-125, mir-132 e candidatos alvos
na Sindrome do X Fragil

A pessoa pela qual vocé é responsavel que apresenta diagnostico de sindrome
do X Fragil esta sendo convidada a participar de uma pesquisa no Servigo de Genética
Médica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA). A pesquisa tem por objetivo
pesquisar moléculas circulantes no sangue para saber se elas podem ser usadas
futuramente no diagnostico de novos pacientes com a sindrome do X-fragil. Isso
porque a classificacdo da doenga nem sempre é possivel se usarmos apenas 0s
sintomas manifestados pelos pacientes. Por isso, estamos pesquisando moléculas
que possam ajudar no diagnostico.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa, a pessoa sob sua
responsabilidade realizara o seguinte procedimento:

Sera submetido a uma coleta de sangue, equivalente a uma colher de cha no
ambulatério do Centro de Pesquisa Clinica do HCPA (mais ou menos 3 mL de
sangue).

Os riscos e desconfortos causados pela coleta de sangue sdo semelhantes aos
envolvidos na coleta de sangue para exames laboratoriais de rotina (manchas roxas
e dor no local da coleta). O desconforto sera minimizado pela realizagao da coleta por
profissional treinado. Esta pesquisa ndo tem como finalidade imediata uma melhora
para os pacientes com X-fragil. O estudo pretende encontrar mais uma alternativa que
auxilie no diagnostico e acompanhamento de pessoas com a sindrome do X-fragil, ja
que ainda existem casos em que o diagnodstico e acompanhamento podem ser dificeis.

Lembre-se, que a participagdo neste estudo n&o tera nenhum custo (ndo
havera recebimento de pagamento pela participagéo) e € voluntaria. Se vocé decidir
nao autorizar ou quiser desistir da autorizagdo em qualquer momento, tem total
liberdade de fazer, sem que isto prejudique ou interfira no acompanhamento e
tratamento do paciente no HCPA. Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano,
resultante da pesquisa, o participante recebera todo o atendimento necessario, sem
nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificac&o dos participantes, ou seja, os nomes n&o aparecerao na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a Dra. Sandra
Leistner-Segal, pelo telefone (51) 3359 7211, ou com o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no
2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 1 de
2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a Dra. Sandra
Leistner-Segal, pelo telefone (51) 3359 7211, ou com o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no
2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e seu
responsavel e outra para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura (se aplicavel)

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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APENDICE B - TCLE - CONTROLES

Projeto: Analise da expressédo dos microRNAs mir-125, mir-132 e candidatos alvos na
Sindrome do X Fragil

Prezado, estamos realizando um estudo no Servigo de Genética Médica do
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) e estamos convidando vocé para
participar desse estudo. O projeto tem por objetivo pesquisar moléculas circulantes no
seu sangue para serem comparadas a moléculas circulantes no sangue de pacientes
com X —fragil e saber se estas podem ser usadas futuramente no diagndstico de
pacientes com a sindrome do X-fragil. Isso porque a classificagdo da doengca nem
sempre é possivel se usarmos apenas os sintomas manifestados pelos pacientes. Por
isso, estamos pesquisando moléculas que possam ajudar no diagnostico. Vocé esta
sendo convidado para participar voluntariamente como controle, pois NAO possui a
sindrome do X-Fragil.

Caso vocé concorde em participar desta pesquisa, sera realizado o seguinte
procedimento:

Na hora da doacdo de sangue, sera incluido um tubo adicional para coleta de
sangue para este projeto, equivalente a uma colher de cha (mais ou menos 3 mL de
sangue).

Os riscos e desconfortos causados por esta coleta de sangue serao
minimizados pela realizacdo da coleta por profissional treinado. Esta pesquisa nao
tem como finalidade imediata uma melhora para os pacientes com X-fragil. O estudo
pretende encontrar mais uma alternativa que auxilie no diagndstico e
acompanhamento de pessoas com a sindrome do X-fragil, ja que ainda existem casos
em que o diagnostico e acompanhamento podem ser dificeis.

Lembre-se, que a participacdo neste estudo n&o tera nenhum custo (ndo
havera recebimento de pagamento pela participagéo) e € voluntaria. Se vocé decidir
nao autorizar ou quiser desistir em qualquer momento, tem total liberdade de fazer,
sem que isto prejudique ou interfira sua doagado de sangue no Banco de Sangue do
HCPA. Caso ocorra alguma intercorréncia ou dano, resultante da pesquisa, o
participante recebera todo o atendimento necessario, sem nenhum custo pessoal.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem sua
identificagc&o, ou seja, os nomes n&o aparecerao na publicagdo dos resultados.

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 1 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)
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Caso vocé tenha duvidas, podera entrar em contato com a Dra. Sandra
Leistner-Segal, pelo telefone (51) 3359 7211, ou com o Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no
2° andar do HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo é assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores.

Nome do responsavel

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:

Rubrica do responsavel Rubrica do pesquisador Pagina 2 de 2
CEP Hospital de Clinicas de Porto Alegre (MR 05/11/2015)



ANEXO 1 — MIRNEASY SERUM/PLASMA

— Sample to Insight

Quick-Start Protocol April 2021

miRNeasy Serum/Plasma Advanced Kit

The miRteosy SerumyPlosma Advanced Kit [cat. no. 217204) 1s shipped ot amblent
temperature. Upon arrival, store fhe RNeasy® UCP MinElute® spin columns at 2-8°C. Store

the remaining companents dry af room temperature [15-257C). This protocaol 1s for purificafion
of tolal RMA Including small RMAs from serum or plosma.

Further information

*  miiNeay SermyPlasma Advanced KIF Handbook: wew.giogen.oom /HB-2390
# Sofety Dota Sheets: www.giogen.com /safety

# Tachnical assistonce: support.giogen.com

Motes before sharfing

# Buffer RWT and RPL condain guaniding salf and are therefore not compatibla with
dizinfecting reogents containing bleadh.

If necessary, re-dissohve any precipiate In Buffer BPL or Buffer FWT by warming
Equilibrate buffers fo room temperature {15-25°C).

Al steps should be performed at room femperaturs [15-25°C). Work quickly.

Add aethanol [96-100%] to Buffer ®WT ond Buffler RPE concenirates bafore use [see
bxcitle kabel for voluma).

# Before starfing, read method for preparing serum or plasma in the handbook.

Procedure

1. Prepare serum or plosma or thaw frozen somples.
2. Transber 200 pl serum or plasma into a 2 ml tube.

3. Add 60 pl Buffer RPL. Close the fube cops and vortex for = 5 s,

Incubade ot room tempenature for 3 min,
90048
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4. Add 20 pl Buffer RPP. Close the tube cops ond mix vigorously by voriexing for =20 s
Incubaie ot room temperature for 3 min.

5. Centrifuge of 12000 x g for 3 min at room femperature fo pellet the precipiiate.

Mote: Suparmatant should be clear and colorless.

&. Transfer the supemaiant [~230 pl] fo o new reaction tube. Add 1 volume 1sopropanal.
MLz well by vortexing. Transfer the enfire somple fo on RMeasy UCP MinElue column,
Close the id, and centrifuge for 15 5 ot =B000 xg. Discord the Aowshrough.

7. Pipet 700 pl Buffer RWT fo the RNeasy UCP MinElue spin column. Close the Iid, and
canfrifsge for 15 s ot =B000 x g. Discord the fowhrough.

B. Pipat 500 pl Buffer RPE ondo ihe RMeasy LCP MinEluie spin column. Closa the Iid, ond
canfrifsge for 15 s ot =B000 x g. Discord the fowthrough.

9. Add 500 pl of 80% ethanal to the RMeasy UCP MinElute spin column. Close the id, and
centrifuge for 2 min at =B000 x g. Discard the fAow-shrough and the collediion fube.

10. Plooa the RMaasy UCF MinEluie spin column in a new 2 ml collection fube (supphed].
Openi fhe lid of fhe spin colemn and cenirfuge af full speed for 5 min to dry the
membrane. Discard the Bovethrough and the collachion fube.

11. Ploce the RMaasy LUCP MinEluie spin column in a new 1.5 ml collection fube [supplied).
Add 20 pl RMase-free waler direcily to the canter of the spin column memibrone and
incubate 1 min. Closa the lid, ond cenirifuge for 1 min of full speed to ehie the RRA.

Diocument Revision Hisbory

Dt Changes
04,7021 Rsmovad tha refanence i e mIRMeozy Serumy/Plasma Spikedn Conrol.

For vpdodote icensing Informatfion ond producispecific disclaimers, see the respedive
GIAGEM kit handbook or wser manwal.

-Hndlmrdlh?uﬂ_ﬂhh-: 11uulmﬂmum|ﬂ;{d_r4:;d s

‘Oirdaring weaw.giogen.com,shop | Tachnicol Suppor! sepport.giagen.cem | 'Walnlla www.glogen.com
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ANEXO 2 - TAQMAN™ ADVANCED MICRORNA ASSAYS

applliedbicsystems QUICK REFERENCE

TagMan® Advanced miRNA Assays

Simgle-tube assays
Catalog Number AZ557 4
Pub. Mo. 100027878 Rew. D

Hote: For safety mﬂbu.duﬂrdgmﬁdnﬂsc:ﬂuw
:Ppmdnmlhe'lhqbim Adoarced niBNA Assays Lser Guide
(Sirgletube Assay=) (Fub. Mo. 100027897). Read the Safety Data
Sheets (5D3s) and follow the handling inshruchions. Wear
ThLQm:kREBﬂ'ﬂme:smdunbﬂnﬂnhpmim
Elipﬂ'lml:\tdu.'vﬂ'_. Df'.[‘i.q]h{an Advanced miBENA Assays and the
Taqkl:n Advanced miFMA DA Synthesis Kit

{Cat. No. AR suldsrel:m'bdv]. fcrd:t:ﬂuclmsh.u:hm

Mﬂ\mﬁssqﬁ- Llser G rS'mgh-tmb:Amun
{Pub. No. 100327857).

Prepare cDMA templates

Procedural guidelines

Guidelines for preparing cDMA templates
- Kuepﬂ'l.z"[':q_h[m‘ Advanced miFTNA Assays in storage until
ready for use.

* Calkulafe the number of required reactions. Scale reaction
'bmdumﬂn:sizgle—uacﬁmmﬂnm
mdude 10% owerage.

Guidelines for RMA input

* Frepare samples using a total RMA isolation method that
preserves mmall BRNAs
* For tissoe samples: Use 1-10 o of total RMNA per reaction.
- fu:bluodvmumplmasamples:ﬂﬂelplnfnmple
- fn:npﬁnulmh:zucﬁpﬁmui‘npntmhshuldbﬂ
— Dizsolved in FCR-compatible buffer
— Free of RName activity
= Nondenatured total FRA

For Research Use Only. Mot for use in diagnostic procedures.

Perform the poly[A] tailing reaction

1. Th:.wsnnplu.arﬂ. n:DNﬁsv'mitﬂsrugﬂﬂsm ine.gcnl:lg'
vmlm;ﬁﬂtmlnhg\ebn:ﬂy

IMPORTANT! The 50% FEG 5000 r=agent o=t be at room
temperature for the adaptor igation reaction (next sechon).

2. malS5mL :rul:ruc:lﬂ:nfugl:tuhc,]_:-mpm sufficient
Faly{4) Feachion Mix for the required mumber of reactions

according to the following table

Component 1Rxn | &Rxns™ (10 AxpsT
1K PolylA] Bufter O5pL | 2Zpl 55Ul
ATP 05pL | 2Zpl 55uL
Poly [4] Enzyme D3 pL 1.3 pL A3pL
RNasa-free water 17pL | FEpL | @I
Total Patylal Reaction MIX | sop | 132pl | 33

1l Wolumnes indude 10% overage.
3. Vortex the Poly{A) Reaction Mix, fhen centrifuge briedly.

& Add ? pL of sample to each well of a reaction plate or each
reaction tobe, then transfer 3 uL. of Fohy(A ) Reaction Mix to
each well or fube.

The fokal vohume should be 5 pl. per well or tube.

5. Seal fhe u:.dimpl:t!ul:hhﬂ B.'mewhexbu:ieﬁyh:l
thoroughty mix the contents.

b Centrifupge the reaction plate or tubes briefly to spin down

7. Hmhm::hnnphﬁecrh:hsm{naﬂmalwﬂmﬁtm
incubate using the following seftings and standard cpcling:

Skep Temperature Time
Poly.adenylation FeC 45 minutes
Si0p reactaon &5°C 10 minutes
Hold 4°C Hoild

8. Prnueadimm:di:iﬂytuﬂn:;daphtﬁg;ﬁmmuﬁmm

SCIENTIFIC



Perform the adaptor ligation reaction

1.

InalSmL Eﬁ:rncmﬂ:lfugzh:bnpmpm sufficient
Ligation Reaction Mix for the required number of reactions

according to the following table
Component 1Rxn | &Rxns™ | 10 Rens
5X DMA Ligase Buller 3L 13.2 pL 33 pL
50% PEG BO00i L5pL | 198pL | 5P
23 Liganon Adapor DApL | 26pL SEpPL
RMA Ligase 15pL | AspL 18.5 pL
RNase-lree water Dé&pL | 1BpL LApL
JoioiLigstion Reaction ME | qop | s | mop

I Yplymos induds 10% ovoraga.
i B0% PEG BODD is wory viscous, Follow the Important statemant below o
DESLTE SCCurshe pipetting.

IMPORTANT! For accurate pipetting of 50% FEG 5000
= Use 50% FEG 5000 at room temperature.

» Aspirate and dispense sohition slowly.

2. Vortex the [ag:hmkthkh&mminﬁlgcbn&ﬂy

3. Transfer 10 L of the Ligation Reachon Mix bo each well of

the reaction plate or each reachion tube contzining the
poly(A) tailing reaction product.

The total vohune should be 15 pl per well or babe.
&ﬂhu::ﬁmpl:hathbﬂﬂnmvnrbﬂ:hﬁ:ﬂy or shake

{1,900 rpm for 1 mimuke with an Eppendoct™ MixhLzte™
[Cat. Mo, Z1-375-00)) to thoroughly mix the contents.

IMPORTANT! Watch for a swirling motion of the adapior
ligation reaction to ensure proper mixing, which iz mecessary
for efficient ligabion

Centrifuge the reaction plate or tubes briefly to spin down
the contents.

Hmﬂn:m::linnpl:hnrh:bsmhaﬁmalqﬂmﬁm

Step Temperature Time
Ligarion 14°C &0 milnues
Hodd 4°C Hold

Froceed immediately to the reverse transaiption (ET)
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Perform the reverse transcription [RT] reaction

1

InalSmL Eu:rmfugutuhnpmpm sufficiendt
ET Feaction Mix for fhe required mumber of reachions

according to the following table
Component 1Rxn | &Rxns™ (10 Axpsl]
X RT Butter GpL | FeLpL | sSpL
ONTP Mix {25 mM each] 12p0 | sspe | tEazpm
2 Universal RT Primer 15p0 | ssp | wesp
1D AT Enzyme Mix apL | 1E3Ipl | 3Em
RNase-1ree water 33pL | espL | ssapl
::*::—";' Reaction Mix 15pL | sepL | teEpL

Il ¥olumes indude 108 ovorage.
Vortex the BT Reachon Mix, then Dﬂih:.'['tlg\e In'idiy.

Tram=fer 15 pL of the BT Reachion Mix to sach well of fhe
reaction plate or each reaction tube contaimning fhe adaptor
The fokal vohime should be 30 pL per well or fube.

Geal e mitﬁmplat:-u:hbﬁ. Ihl:nmbu:ieﬁ_vtn
thoroughly mix the conbents.

Centrifuge the reaction plate or tubes briefly to spin down
the contents.

Hmﬁ:m::ﬁnnpl:ﬁemmbﬂmhaﬁmﬂqﬂmﬁm

Step Temperature Time
Reyerse mransoriprion A7°C 15 minuies
SIDp reactan B5"C 3 minures
Hold & Hodd

T. Procesd o the n'li.R—AmP reaction (next section).

Store the ET reaction product ak —20°C for up fo 2 months.

TagMar™ A dvanced miRNA Assays Quick Reference [Sigle-aibe A ssays)



Perform the miR-Amp reaction

InalSmL Eﬁuncmﬂ:l.ﬁ:g:h:be,pmp:usnﬁnmt
miR-Amp Reaction Mix for the required romber of reachions

according to the following table.

Component 1Rxn | &Rxns™ | 10 Rens
2% miIR-Amp Master Mb spL | 1opL | zIspEL
20 MIR-AMQ Primar Mix Z5pL 1L TSl
RMasa-lree water 17.5pL | TTpL | 1925pL
mm'm“’ &5pL | 198pL | &9EpL

I Yokymos indude 10% ovorage.

2 Vortex the miR-Amp Reachion Mix, then centrifuge briefly.

3. Tramsfer 45 pl of the miR-Amp Feaction Mix to exch well of

8.

a mear reaction plate or reaction bobe.

Add 5 pL of the BT reaction product to each reaction well or
each reaction tube.

The total vohime should be 50 pl per well or bobe.

Gmal Hhe ua.cﬁmplateu: hi:ﬁlhmm‘bﬁthri:ﬂyh:!
thoroughly mix the contents.

Centrifuge the reaction plate or tubes briefly to spin down
the conbents.

H:.nelhum:.chnnpl:te mtubs:inh:r:.ﬂtm:lt_vﬂmﬂtm
standard cychng:

Skep Temperature Time Cycles
Enzyme actvamion F5°C 5 minutes 1
Denanura ¥5°C 3 seConds
AnnealExend &1°C 30 secontds h
Siop reacton °C 10 minutes 1
Holdd 4°C Hold 1

Skore the undiluted miR-Amp reaction product at —20°C for up to
2 momfhs.

TagMan® Advanced miRNA Assays duwick Releronce [Single-rube Assays)

Perform real-time PCR

Procedural guidelines for performing real-time PCR

-

-

-

-

Eeep the assays protected from lipht and skored at—20°C
We recomenend four replicates of each reachion.
Calculate the number of required reactions. Scale reackion
mclude 10% overage.

For reaction volumes that are different fromm those detadled,

Eeaction vohmmes < 10 pl. are not recommended .

Prepare PCR reaction plate

. l’mp.'l.u l:lﬂ'dihiimnicﬂmm:plde.

3. Gently shake the bottle of master mix. Do not invert the
botile.

InalS5mL mumﬁagptuhnpmpamsnfﬁnuﬂ:
according to the following table.

Component 1Rxn | & Rxnst'
TaqMan® Fast Advanced Master Mix [2¢] | 10pL &40 pL
TaqMan® Advanced mIRMA Assay |20K] 1pL .4 pL
RMase-Tree water &pL 7.6 L
Tetal PCR Reaction Mb volume 16 pL 56 pL.

Il Wolumas induda 10% mverage.

5. Vaoriex the PCR Reaction Mix, then centrifuge briefly.

b. Tramsfer 15 pl of the PCR Reaction Mix to each well of a PCR

reachion plate.

Add 5 pL of the diluted cDMA template to each reackion well
of fhe plate.

The fokal vohame should be 30 pl per reackion well

Geal the m:.cEmPlaiewiﬂ:.ma.dheiwm then vortex
briefly to thoroughly mix the contents.

Centrifuge the reaction plate briefly to spin down e
comfents.
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Set up and run the real-time PCR instrumeant

1. Load the reaction plake in the real-time PCE insbnument.

2 Setthe appropriabe experiment setting= and FCE. thermal
minde for all indnamends
Table 1 SiepOnePlus™, VIIA™ 7, and QuantSudio™ sysiems
Step Temperature Time Cycles
Enryme acikation F5°C 20 seconds 1
Denamure F5°C 1 second
&0
Anneal / Extend &1°C M seconds
Table 2 7500 and 7500 Fast sysiems
Step Temperature Time Cycles
Enzyme aciwatian F5°C 20 seconds 1
Denamra 25°C 3 seconds
&0
Anneal / Extend &1°C 30 secontds

3. Setﬂ:m::ﬁmvahm:wupﬁaﬁfmﬂ:em:hmi?ldn

4. Start the Tun.
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Analyze the results
domumentation for pour irstnument. Use the standard corwve
rezulis.
- ‘ﬁ:wﬂ:mq)]iﬁ.cd:mr}lntﬂmﬁmﬂcd:
— Adpust the baseline and threchold vahoes.
Mote: A fhreshold value of 01 is recommended.
— Eemove outliers from the analy=is.
* In the well table or results table, view the C; values for each
woell and for each replicate group.
Fntmchfm:ﬁm:bantzml—ﬁmz?ﬂ&guln:
thermofisher.com/qporeducation.
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ANEXO 3 - TCUD

JG . .
“aC Hospital de Clinicas de Porto Alegre

Grupo de Pesquisa e Pos-Graduagao

Termo de Compromisso para Utilizagao de Dados

Titule do Projete

Cacastroc no GPPG
i,-l_-.;_:_i Ao plo et ol o BRI e 408 e

Coreds e 9 Gl e Moenlwetru s K _!'.I.'pc'_‘l.\_,'

Os pesguisadorss do presente projeto se compramstem 3 preserar a
privacidade dos pacientes cujos dados serdo co etados em prontuarios & bases de
dados do Hosaital de Clinicas de Porto Alegre. Conoordam, igualmete, qus eslas
informacées sarao utilizadas unica & exclusivamente para execusdo do presents
projeto. As informagbes somatte poderdo ser divulgadas de farma aronims.

Porto Alegre, 15 de 160 CRE 0 de 2018
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