/

O1NLIdVvO

13

METODO SIMPLES E RAPIDO
PARA DETECCAO DE RNA DO
ViRUS DA DENGUE A PARTIR
DE MEIO DE CULTURA

Thyago Leal Calvo!
Rivia Aparecida R. Arruda?
Adriana Freitas Neves'

Agradecimentos: Ao CNPq pelo financiamento do projeto (Processo No.
485463/2012-1) e das bolsas aos autores, tais como do Programa Institucional de
Bolsas de Iniciacao Cientifica (CNPq/PIBIC-graduacdo) e Capes/nivel mestrado.

1 Unidade Académica Especial de Biotecnologia, Universidade Federal de Goids - Regional Cata-
lao, Cataldo, Brasil.

2 Unidade Académica Especial de Fisica e Quimica, Universidade Federal de Goias - Regional
Cataldo, Catalao, Brasil.
E-mail de contato: thyagoleal@yahoo.com, riviaarruda@gmail.com, neves.af@gmail.com



212 Estudos Interdisciplinares em Ciéncias Biolégicas, Sadde, Engenharias e Gestdo

Resumo: Dentre os métodos que podem ser utilizados para a detec¢ao dos ti-
pos virais do virus causador da dengue (DENV), destaca-se a Transcri¢do Reversa
(RT) seguida da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). No presente trabalho
demonstrou-se uma metodologia alternativa para a conversio de RNA viral em
c¢DNA, utilizando-se o meio de cultura celular diretamente na RT. Os soroti-
pos DENV (1, 2, 3 e 4) foram propagados em meio de cultura contendo células
C6/36 da larva do mosquito Aedes albopictus, o qual foi utilizado diretamente
na RT, tendo como preparo prévio apenas uma agitagio vigorosa em aparelho
tipo vortex, do meio de cultura contaminado, e incuba¢ido da amostra a 95 °C
por 10 min. O ¢cDNA obtido foi submetido a PCR, analisado por eletroforese em
gel de agarose 1,2% (m/v) e fotodocumentado. A extra¢ao com Trizol Reagent®
também foi utilizada, de acordo com as recomendag¢oes do fabricante, para fins
de comparagio entre métodos. Os dados obtidos demonstraram que o método
direto de detec¢ao viral por RT-PCR foi igualmente eficiente quando comparado
a extrag¢ao por Trizol, apresentando a vantagem de ser mais rapido, ter menores
custos e ainda diminuir a possibilidade de degradacio do RNA por contamina-
¢do, uma vez que reduz o manuseio da amostra.

Palavras-chave: RNA viral. Transcri¢io Reversa. Dengue. cDNA.

Abstract: Among the methods that can be used for viral type’s detection is
Reverse Transcription (RT) followed by Polymerase Chain Reaction (PCR). In
this work we have demonstrated an alternative methodology to convert the viral
RNA in ¢cDNA by using cell culture media directly in the RT. The four Dengue
virus serotypes (DENV-1, -2, -3 and -4) were propagated in culture medium con-
taining C6/36 cells of Aedes albopictus’ larvae, which was used directly in the RT,
whose preparation just prior vigorous agitation of the contaminated medium in
vortex type device, and incubating the sample at 95 ° C for 10 min. The obtained
cDNA was subjected to PCR and analyzed by agarose gel electrophoresis 1.2%
(w/v) and photodocumented. The extraction with Trizol Reagent® was also used
according to the manufacturer’s recommendations, for comparison between me-
thods. The data demonstrated that direct viral detection method by RT-PCR was
also efficient when compared to Trizol extraction, and presented advantages as
faster, have lower cost and yet diminishes the possibility of RNA degradation by
contamination, since which reduces sample handling.

Keywords: Viral RNA. Reverse transcription. Dengue. cDNA.

1 INTRODUCAO
1.1 Aspectos histéricos e epidemiolégicos da dengue

A dengue é uma doenga infecciosa humana causada pela infeccio por um
dos quatro sorotipos do virus da Dengue antigenicamente distintos (DENV-1, -2,
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-3 e -4). A infeccao pode provocar a forma cldssica ou hemorragica da doenga
(WESTAWAY et al., 1997). De tal forma, estima-se que 50 milhoes de pessoas em
aproximadamente 100 paises, distribuidos entre Asia Tropical, Africa, Australia,
América Central e América do Sul, sdo afetadas por alguma forma da doenga
(WHO, 2010).

O DENV pertence ao grupo das arboviroses (virus transmitidos por vetores
artropodes), membro da familia Flaviridae e género Flavivirus, sendo que a trans-
missdo ocorre através da picada de mosquitos hematéfagos fémeas do género Ae-
des, particularmente o Aedes aegypti, presente nas areas tropicais e subtropicais
mais povoadas do mundo (WESTAWAY, 1985). O isolamento do virus da dengue
foi realizado pela primeira vez a partir de amostras de sangue coletadas de solda-
dos japoneses acometidos de doenca febril no Japao (KIMURA; HOTTA, 1944) e
de soldados americanos provenientes do Havai, sendo denominado DENV-1. Ou-
tro sorotipo foi identificado em Nova Guiné (SABIN; SCHLESINGER, 1945), o
qual foi denominado DENV-2. Os sorotipos DENV-3 e 0 DENV-4 foram isolados
em 1956, nas Filipinas (HAMMON et al., 1960). Para realizacdo do isolamento
dos sorotipos do DENV, foram inoculadas amostras de sangue dos individuos que
apresentavam a doenca em camundongos.

A partir da Segunda Guerra Mundial, devido a perturba¢io ecoldgica decor-
rente do desenvolvimento da economia e urbanizacio no sudeste da Asia, houve
um grande aumento de doengas transmitidas por vetores artropodes, o que gerou
condig¢des favoraveis para o inicio da pandemia global de dengue. Desse modo,
observa-se que o padrdo epidémico dessa doenga foi alterado pelas mudancas
ocorridas no mundo ap6s a Segunda Guerra Mundial, uma vez que, antes da
guerra acontecer, ndo era comum a ocorréncia de epidemia em uma mesma lo-
calidade e as pandemias de dengue s6 aconteciam a cada 10-30 anos (GUBLER,
1997; RIGAU-PEREZ et al., 1998).

No Brasil, foram documentados os primeiros casos de dengue, com con-
firmacao clinica e laboratorial, em Boa Vista, Roraima, em 1982, durante uma
epidemia que identificou os sorotipos DENV-1 e DENV-4 (OSANAI et al., 1983).
Posteriormente, em 1986, houve a reintrodu¢io do DENV-1 no pais, mais preci-
samente pelo Rio de Janeiro, resultando na disseminacdo pelo Brasil (SCHATZ-
MAYR; NOGUEIRA; ROSA, 1986).

A ressurgéncia das epidemias no final do século XX configura atualmente um
problema global de satide publica e esta associada ao crescimento da populacao
mundial e urbaniza¢ao das cidades, que geralmente acontece sem prévio planeja-
mento e controle. A falta de controle efetivo do vetor antropofilico, Aedes aegypti,
nas areas endémicas gerou um aumento na densidade populacional do mosquito e a
expansdo do comércio e das viagens internacionais contribuiu para a dissemina¢ao
da doenga, resultando em uma constante movimentagiao dos agentes infectantes,
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garantindo repetidas introdugdes de novas cepas virais e novos sorotipos em regides
onde o mosquito vetor ocorre (CHEN; VASILAKIS, 2011).

O mosquito transmissor da dengue encontra condi¢des altamente favoraveis
para se reproduzir no habitat humano. As larvas sdo encontradas principalmente
em agua limpa parada contida em recipientes pldsticos, pneus, vasos de plantas,
latas, cisternas, bromélias, buracos em arvores, troncos de palmeiras, dentre ou-
tros (RIGAU-PEREZ et al., 1998). O mosquito é mais ativo durante o dia com
picos de atividade entre 2 e 3 horas apds o nascer do dia e algumas horas antes
do anoitecer. Uma tnica fémea, a qual é responsavel pela transmissdo da doenca,
pode dispersar varios sorotipos do DENV e infectar varios individuos (GUBLER,
1997). O vetor se infecta ao ingerir sangue de um individuo durante o periodo
de viremia (cerca de 5 dias) e pode transmitir a doenca para outro individuo
susceptivel depois de um periodo de incubagio extrinseca de 8 a 12 dias (RIGAU-
-PEREZ et al., 1998). Uma vez infectado, o mosquito transmite o virus pelo resto
de sua vida (HALSTEAD, 1970).

1.2 Caracteristicas do virus

Assim como outros Flavivirus, as particulas virais do DENV sdo esféricas e
relativamente pequenas, com 50 a 55nm de diametro, constituidas por core de
ribonucleoproteinas e um envelope de lipoproteinas de formato icosaédrico. Sao
compostas de 6% de RNA, 66% de proteina, 9% de carboidratos e 17% de lipi-
dios (RUSSEL; BRANDT; DALRYMPLE, 1980).

O genoma é composto de RNA fita simples, polaridade positiva, e contém
aproximadamente 11 kilobases (Kb) de comprimento. Possui uma regiao codifi-
cante flanqueada por duas regioes denominadas 5° e 3> UTRs (regides ndo tradu-
zidas), com aproximadamente 100 e 600 nucleotideos (nt), respectivamente. A
regidao 5’ terminal do genoma de Flavivirus apresenta uma estrutura cap tipo 1
(m7GpppAm) seguida por uma sequéncia de nucleotideos conservada 5’-AG-3’.
A 3’UTR apresenta uma estrutura de sterm-loop muito conservada que é necessa-
ria para a multiplica¢do viral (ZHOU et al., 2007). A partir da regido codificante,
é sintetizada pela RNA polimerase uma grande poliproteina (Figura 1) que é pos-
teriormente clivada por proteases celulares e serino-proteases, codificadas pelo
virus em trés proteinas estruturais (capsideo, C; membrana, M; e envelope, E)
e sete proteinas nao-estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5),
importantes para a replicagao viral e processamento do polipeptideo (ALESHIN
et al., 2007; CHAMBERS et al., 1990).

Considerando que a superficie viral seja composta principalmente pelas pro-
teinas M e E entrelacadas, estes antigenos sdo capazes de induzir resposta por

anticorpos. A interacdo entre C, M e E resulta na propria conformacao estrutural
do virus (CHANG, 1997).
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Uma peptidase derivada do hospedeiro é responsavel pelas clivagens ao nivel
das jungoes das proteinas C/prM, prM/E, E/NS1 e proxima da regido carboxi-
-terminal da NS4A (CHAMBERS et al., 1990; STADLER et al., 1997). Uma seri-
no-protease, codificada pelo virus, é responsavel pelas clivagens entre as juncoes
das proteinas NS2A/NS2B, NS2B/NS3, NS3/NS4A, NS4A/NS4B E NS4B/NSS; a
enzima responsavel pela clivagem da NS1/NS2A até o momento é desconhecida
(LINDENBACH; RICE, 2003).

Figura 1. Organizagio do genoma do DENV. Fonte: Guzman et al. (2010).

A replica¢do do genoma ocorre nas membranas intracelulares. A montagem
do virion ocorre na superficie do reticulo endoplasmatico (RE) quando as prote-
inas estruturais e RNA recém-sintetizados ocupam o limen do RE. As particulas
virais imaturas e particulas subvirais, ambas nio infecciosas, sdo transportadas
pela rede trans-Golgi. Particulas virais imaturas sdo clivadas pela furina protease
do hospedeiro, resultando em particulas maduras (infecciosas). Particulas subvi-
rais também sio clivadas pela furina e juntamente com as particulas maduras sao
subsequentemente liberadas por exocitose (MUKHOPADHYAY; KUHN; ROSS-
MANN, 2005).

Além de serem classificados em quatro sorotipos, de acordo com a variabili-
dade antigénica, baseada na capacidade de neutralizagao do virus pelo soro, tam-
bém ¢é possivel classificar o virus DENV em genétipos, baseando-se na variacao
gendmica entre os sorotipos. Essas diferencas genotipicas parecem estar associa-
das com a diferenca na viruléncia (KURANE; TAKASAKI, 2001; PIRES NETO
et al., 2005). A classificacdo genética depende da regido do genoma estudada, do
método e da andlise utilizados no estudo (CORDEIRO, 2008).

1.3 Isolamento e purificacdo do RNA viral

Um diagnoéstico rapido e preciso da dengue é de suma importancia para a
deteccdo e controle eficaz de epidemias dessa doenca. A Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) pode ser citada como a técnica mais empregada no diagnostico
molecular. A PCR foi originalmente descrita por Saiki e colaboradores (1985) e
desde entdo tem sido utilizada em varios campos da ciéncia. Esta técnica permite
a identificagao do agente patogénico através da amplificagdo de por¢oes pré-de-
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terminadas do genoma e quantificagdo da por¢ao amplificada em gel de agarose,
poliacrilamida ou sistemas fluorescentes. Para garantia no resultado final, a quan-
tidade e qualidade do RNA utilizado na reagdo é essencial para que a detec¢ao
viral por PCR seja executada com sucesso. Dessa forma, a extrag¢do e purificagao
do RNA do virus deve ser realizada (XIANG et al., 2001).

O isolamento do virus da dengue é uma pratica consolidada, sendo utilizada
para deteccdo e sorotipagem do DENV em niveis elevados de sensibilidade. Na
pesquisa e em laboratorios clinicos, os virus isolados sdo caracterizados e sequen-
ciados ou utilizados para uma variedade de experimentos de investiga¢ao. A fonte
desse material pode ser o sangue, soro ou amostras de plasma oriundas de pa-
cientes infectados. Todavia, o DENV nao atinge concentracgoes tao elevadas como
outros virus nessas amostras, o que seria desejavel para viabilizar sua utilizacdao
em ensaios bioldgicos. Assim, os virus provenientes de amostras clinicas devem,
muitas vezes, ser propagados e titulados em laboratorio. Para isso, utilizam-se
muitas linhagens de células derivadas de vertebrados e invertebrados, sendo que
as mais comuns utilizadas para o isolamento do DENV sio as células C6/36 da
larva do mosquito Aedes albopictus (MEDINA et al., 2012). Apés a propagacio
e a titulacdo, os virus provenientes das culturas sio submetidos ao processo de
extracdo de RNA para que esse seja utilizado como molde na reagao de Transcri-
¢do Reversa (RT), na qual ocorre a conversio de RNA em DNA Complementar
(cDNA) e, por fim, o cDNA é amplificado por PCR.

Alguns métodos para extracio de RNA foram descritos nos altimos anos
(PAYTON; PINTER, 1999, PEREZ et al., 1999; NUYTS et al., 2001), mas a
maioria destes emprega reagentes toxicos caros e métodos que consomem tem-
po ou de alta complexidade. Por isso, tem-se buscado métodos mais simples e

diretos, melhorando a velocidade e eficiéncia do processo (XIANG et al., 2001,
RIVAS et al., 2001).

Os métodos mais comuns utilizados para a extracao de RNA viral s3o: fenol-
-guanidina, Trizol® e similares, Cloreto de Litio/Ureia, kits de extracao e purifica-
¢ao de acidos nucleicos, entre outros. Através desses métodos ocorre uma intensa
manipulagio da amostra, além do grande consumo de tempo e reagentes. Dito
isso, ressalta-se que o trabalho com RNA exige mais cuidados do que o trabalho
com DNA, tendo em vista a instabilidade quimica dessa molécula e a existéncia
de RNases no ambiente, manipulador, solugdes e equipamentos. Essas enzimas,
ao contrario das DNAses, nao necessitam de ions metalicos como cofatores e sao
ativas mesmo apoés limpeza comum e autoclavagem (MEDINA et al., 2012). Por-
tanto, € desejavel a utilizagio de métodos de isolamento de RNA viral cuja ma-
nipulagdo da amostra seja minima. Diante do exposto, este trabalho demonstra
uma metodologia rapida, de baixo custo e que permite a obtencdo de RNA viral
diretamente para ser utilizado na Reacdo de Transcriptase Reversa, dispensando
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uma extragao do acido nucleico previamente e mantendo um rendimento equiva-
lente aos métodos convencionais.

2 OBIETIVO

O objetivo deste texto é demonstrar uma metodologia alternativa na qual a
conversao de RNA viral em DNA complementar (c(DNA) dispensa uma extrac¢do
de RNA previamente a reagdao de Transcri¢io Reversa.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura de células: clone €C6/36 -
larva de Aedes albopictus

A propagacio dos quatro sorotipos do virus da dengue (DENV1-4) foi reali-
zada através da infec¢ao em monocamada de células C6/36 aderentes em cultura.
Essa linhagem foi cedida pelo Prof. Dr. Jonny Yokosawa (ICBIM-UFU), assim
como as cepas virais do DENV. As células foram semeadas em garrafas de 25
cm?, contendo 5 mL de meio Leibovitz 15 (L-15), na concentra¢ao 5% de Soro
Fetal Bovino (SFB) e suplementado com Penicilina/Estreptomicina a 10.000U/mL
e 10.000pg/mL, respectivamente; e, ainda, Anfotericina B (2mg/mL). As culturas
foram incubadas a 29 °C em atmosfera-padrao, sem suplementacao de CO,

3.2 Inoculacdo do virus da dengue (DENV):
sorotipos 1-4 em C6/36

As C6/36 foram semeadas em garrafas de 25 cm?, com 5 mL de meio L15
a 10% de SFB até atingirem uma monocamada com confluéncia aproximada de
80-90%. Atingida essa quantidade, a monocamada foi lavada duas vezes com
Tampao Fosfato Salino (PBS) em temperatura ambiente. Em seguida, 1 mL da
amostra de cada sorotipo viral foi diluida em 2 mL de PBS e todo o volume adi-
cionado a monocamada. As garrafas foram incubadas a 29 °C por 1 hora com
agitacdo suave a cada 15 minutos. Apés esse periodo, adicionou-se 5 mL de meio
L15 a 2% de SFB em cada garrafa e incubou-se a 28 °C, até visualizag¢do de efeito
citopatico (ECP) ou totaliza¢do de 7 dias apos infeccao (DAI).

As células foram analisadas utilizando um microscopio 6tico invertido com
um aumento de 400x. Apds a visualizagdo do efeito citopatico, ou totalizados
os sete dias ap6s a infeccdo, o meio de cultura foi removido das garrafas, arma-
zenado em criotubos de 2 mL e estocado a -70 °C diretamente, sendo que uma
aliquota de cada sorotipo viral produzida anteriormente foi inoculada por, no
minimo, trés vezes sucessivamente em novas culturas com a finalidade de obter-se
um maior titulo viral.
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3.3 Extracdo e Transcricao Reversa do RNA viral
em DNA complementar (cDNA)

Uma amostra de cada tipo viral foi descongelada em temperatura ambiente
(aproximadamente 28 °C). Em seguida, uma aliquota de 50 pL do meio de cul-
tura contendo as particulas virais foi submetida ao seguinte tratamento: agitagao
rapida em vortex, por 20 segundos para promover a homogeneizacio do mate-
rial, seguido de uma incubacdo a 95 °C por 10 minutos; e, por fim, uma nova
agitacdo em vortex por 10 segundos.

Para a reacdo de Transcri¢cao Reversa foi utilizado 10 pL do meio de cultu-
ra, 2 pL de tampao 1X da M-MLV (Moloney Murine Leukemia Virus - Reverse
Transcriptase, Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 126 pmoles de hexameros
randomicos, 1U de M-MLV (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA), 0,2 mM de
dNTPs, agua tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) para completar um volume
final de 20 pL. A reagio foi incubada a 37 °C por 1Th20min em banho-seco.

3.4 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

Trés microlitros da reagdo de Transcricio Reversa foram utilizados para a
amplificacio do cDNA obtido na etapa anterior. Os componentes da reacdo fo-
ram: 1,5 mM de MgCl,, 0,2 mM de dNTPs, 7 pmoles de cada primer (FOR e
REV), 2,5 U de Taqg DNA polimerase, 1X tampao da Taq e dgua ultrapura para
completar um volume final de 20 pL. Para a amplificagdo, o programa utilizado
foi desnaturagio inicial por 3 min a 94 °C, seguido de 35 ciclos (94 °C por 30 seg,
55 °C por 45 seg e 72 °C por 10 min) e uma extensdo final de 10 min a 72 °C. O
produto obtido nessa etapa foi avaliado em eletroforese em gel de agarose 1,2%
(m/v), corado com brometo de etidio (EtBr) e fotodocumentado em transilumina-
dor (L-Pix/Loccus Biotecnologia).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inoculacdo do virus da dengue em cultura
de células C6/36

Os virus, quando inoculados em culturas celulares, iniciam a sua multiplicacao
logo ap6s entrar na célula. Esta multiplica¢do viral ird provocar uma série de altera-
¢oes fisioldgicas e morfoldgicas na célula infectada que podem ser visualizadas por
microscopia optica. As alteragdes morfoldgicas que ocorrem nas células em cultura
quando infectadas por virus sio denominadas de efeito citopatico (BVS, 2015).

Essas mudangas sdo decorrentes da inibicao da sintese de acidos nucleicos e
proteinas celulares, da fusao de células, da liberagdo de enzimas lisossdmicas, das
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modificagdes na permeabilidade celular e nas estruturas intracelulares e também
aberracoes cromossomicas. As alteragoes que ocorrem nas células, observadas
ao microscopio, consistem na desorganizacdo celular, aparecimento de espacos
vazios, devido a lise e agregamento das células, aumento de tamanho etc. Por
causa da morte celular, pode-se observar que células em monocamada, aderidas
ao vidro ou plastico da parede da garrafa, passam a ser observadas em suspensio.
Além disso, varios virus induzem apoptose (morte celular programada) nas célu-
las infectadas (ALBERTS et al., 2002).

A cultura de células C6/36 foi realizada, resultando na multiplicacdo das
mesmas. Apds ser observada uma confluéncia aproximada de 80-90%, obtida
ap6s 1-2 dias incubadas a 28 °C, os 4 sorotipos virais do DENV foram inocula-
dos. Os efeitos citopaticos (Figura 2) comegaram a ser observados apos 5 dias e
os virus foram coletados ap6s 7 dias de infec¢do.

Figura 2. Fotomicrografia da cultura de células C6/36 em um aumento de 400 x. A), B) e C) Células com efeito
(ifopdtico proveniente da inoculagGo do DENV. D) Células ndo infectadas.

A Figura 2 demonstra as alteragdes celulares provocadas pela infeccdo das
células com o virus DENV. Nas imagens A, B e C, pode-se observar a formagao de
vactiolos que sdo espagos vazios devido a morte e agregacao celular e a formagio
de sincicios, que se refere a presenca de células gigantes, multinucleadas, resultan-
tes da fusdo de varias células infectadas pelo virus.

Esse resultado foi observado para todos os sorotipos do DENV. Os efeitos
observados nas células indicaram a presenca dos virus, o que permitiu a coleta
para extra¢do do RNA viral de cada sorotipo.

4.2 Extracao do RNA viral e PCR

Atualmente, as técnicas moleculares sao indispensaveis para o diagnéstico e a
deteccdo de micro-organismos, principalmente patogénicos, devido a sua alta sen-
sibilidade e, sobretudo especificidade. Entretanto, todas estas técnicas dependem
da obtencdo dos acidos nucléicos dos micro-organismos presentes nas amostras.

A técnica de PCR requer a extracdo do material genético do agente pato-
génico. Existem diversos protocolos de extragio gendmica, geralmente exclusi-
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vos para cada espécie. Este material genético, produto da extragao, deve estar
presente na forma mais pura possivel. O ideal é que esteja livre de impurezas
(proteinas, lipideos, outro acido nucleico, reagentes de extragio etc.) e em uma
concentracdo minima de 5 pg/mL para facilitar a realizagdo das técnicas posterio-
res, assim como para aumentar a confiabilidade dos resultados obtidos (DEGEN
et al., 2006).

O RNA viral extraido pelo método de extracdo direta proposto, apos ser
convertido em cDNA pela reagao RT, foi amplificado por PCR e avaliado por
eletroforese. A eletroforese em gel de agarose permitiu a identificagao por meio do
perfil eletroforético de migragao do produto de PCR, de cadeia dupla, dos quatro
sorotipos virais (DENV1-4) que neste caso possui aproximadamente 150 pares
de bases (pb) (Figura 3).

1 28 ARREE 6. 8 .9 10 11
RN ) o - - D ol e - -

Figura 3.  RT-PCR do RNA do virus da dengue a partir de células C6/36 contaminadas e mantidas em meio de cultura
L15. 1,2) DENV1; 3,4) DENV2; 5,6) DENV3; 7,9) DENV4; 8,10,11) extracio de RNA com
Trizol Reagent®; 12) controle positivo (150 pb). Seta: dimeros de primers.

Para fins de comparacdo, o RNA viral do meio de cultura celular foi extraido
utilizando o método do Trizol Reagent® (Life Technologies), de acordo com as
instrucdes do fabricante. Como é possivel observar, nio foram verificadas dife-
rengas na PCR utilizando o método direto ou extraindo o RNA total do meio de
cultura. Portanto, a metodologia descrita aqui apresenta uma alternativa mais
barata, rapida, que requer menor manipulagio da amostra e possui rendimento
equivalente ao método convencional.

Entretanto, o processo de extra¢do apresentado ainda precisa ser otimizado,
considerando que ndo apresenta bom resultado ap6s o congelamento do cDNA.
Ao realizar a PCR num periodo aproximado de 24 horas ap6s conversio do RNA
em cDNA, o qual foi imediatamente congelado, foi observado que a amplificagao
do material s6 foi possivel utilizando o produto da RT imediatamente apos a
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sintese do cDNA nio congelado e obtido no mesmo dia. Dessa forma, acredita-se
que o cDNA sofreu algum tipo de alteragao depois de um tempo de estocagem,
o que pode indicar alguma instabilidade quimica proveniente do método de ex-
tragao, nao fornecendo um produto livre de debris celulares. Independentemente
do tipo de estudo molecular, as preparagoes de acidos nucleicos devem produzir
amostras que nao inibam as agdes das enzimas da RT-PCR e que nido causem
interferéncia nos padroes de migracao em gel de eletroforese (MARTINS; QUEI-
ROZ; SOUSA, 2014), o que foi obtido nesse estudo.

O isolamento e a purificacio de RNA sdo passos criticos devido ao RNA
ser susceptivel a degradagiao, consequéncia da sua estrutura quimica altamente
reativa, o que pode prejudicar a estabilidade quimica e funcionalidade biolégica e
pode limitar o sucesso de investigacoes subsequentes do RNA (MARTINS; QUEI-
ROZ; SOUSA, 2014). Para o processo de extragio, algumas consideragdes sio
importantes na obtencdo de acido nucléico. Independentemente do método utili-
zado, esse processo envolve: (a) lise fisica ou bioquimica da particula viral, com
o objetivo de liberar o material genético; (b) purificagao do acido nucléico, etapa
que envolve desnaturacdo, inativagao e separagao de proteinas e, (c) precipitacdo,
em que se tem o material genético purificado e pronto para ser utilizado em etapas
subsequentes (FREITAS et al., 2014). Dessa forma, uma etapa de precipitacao do
material genético poderia ser acrescentada no processo, para garantir a pureza do
mesmo e evitar a a¢ao de interferentes.

5 CONCLUSAO

A dificuldade de trabalhar com RNA no laboratorio, por causa da suscep-
tibilidade estrutural dessa macromolécula devido a acdo das enzimas RNAses
presentes em extratos celulares, bem como no meio ambiente, e as impurezas pre-
sentes nas amostras de células ou preparagdes sintéticas, resultam em numerosos
desafios para a extracdo e purificagio seletiva de moléculas de RNA e em custos
mais elevados para os laboratérios e industrias biofarmacéuticas. Desse modo, é
necessaria a busca por novas metodologias que contornem esses desafios, a fim
de se obter um procedimento eficiente e economicamente viavel para a extracio

de RNA viral.

O método de extracio de RNA do virus DENV, feito diretamente do meio
de cultura apresentado nesse trabalho, se mostrou promissor, uma vez que apre-
sentou rendimento equivalente ao método tradicional, com a vantagem de ser
um procedimento mais rapido, requerendo uma menor manipulacdo da amos-
tra, além de ser mais barato. Contudo, essa técnica ainda precisa ser melhor pa-
dronizada, uma vez que nio apresentou padrido de repeti¢ao utilizando cDNA
congelado.
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