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25.1 INTRODUCAO

Em muitos paises, a dengue é uma das doencas infecciosas mais preocu-
pantes e frequentes desde o final do ultimo século'. Trata-se de uma arbovi-
rose humana importante em termos de morbidade e mortalidade e constitui
um problema de saude publica no mundo, especialmente nas regides tropi-
cais e subtropicais, onde as condi¢bes ambientais favorecem a proliferacio
dos seus vetores, os mosquitos do género Aedes. Estima-se que acima de 2,5
bilhoes de pessoas vivam em area de risco e mais de cem paises possuam
transmissdo endémica da doenga??. Essa infeccao pode ser assintomatica ou
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promover quadros clinicos que variam de sindrome gripal leve, conhecida
como febre da dengue, a uma doencga grave e por vezes fatal denominada
febre da dengue hemorragica/sindrome de choque da dengue.

Os surtos de dengue sdo causados por quatro sorotipos antigenicamente
distintos do virus da dengue (DENV), denominados virus da dengue tipo 1 a
4 (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4)*. Esses virus pertencem a familia
Flaviviridae, ao género Flavivirus e possuem genoma de acido ribonucleico
(RNA) de fita simples, de polaridade positiva, com aproximadamente 11
quilobases de tamanho e massa molecular de 4 x 10° daltons®. O virion
dos flavivirus tem formato esférico e diametro de 40 a 60 nanometros (nm)
(Figura 25.1).

RNA Fita Simples (+)
(11Kda)

(14KDa)
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40 -50 nm

Figura 25.1 Morfologia do virion de um Flavivirus®. Legenda: Kda, quilodaltons; C, proteina do capsideo; M, proteina da membrang;
E, proteina do envelope; nm, nandmetros.

A presen¢a do DENV pode ser detectada para fins clinicos e de pesquisa
por técnicas soroldgicas e moleculares de isolamento viral. Os métodos soro-
l6gicos detectam anticorpos contra o DENV e podem ser realizados somente
apoOs a fase aguda da doenga (apds o sexto dia de sintomas aproximada-
mente). Além disso, ndo permitem a sorotipagem e a quantificacdo viral”s.
O isolamento viral permite a deteccdo e a sorotipagem do DENV ja na fase
aguda da doenca, porém ndo permite a quantificagdao viral. O isolamento
também apresenta a desvantagem de ter seu sucesso afetado por muitos
problemas de manipulag¢do e armazenamento das amostras, além da grande
demanda de tempo, trabalho e instalag¢bes especiais. As metodologias mole-
culares, cujo objetivo é a detec¢do do genoma viral, tornaram-se excelentes
ferramentas para diagnéstico e pesquisa do DENV, por serem mais rapidas e
sensiveis que as outras metodologias’!°. Com o uso de técnicas moleculares,
podem ser feitos testes diagnodsticos sensiveis e variados estudos especificos
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do genotipo viral, importantes em muitas areas''. Dentre os métodos mole-
culares para detec¢do de virus com genoma de RNA, como o DENV, estd a
transcricao reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase (do inglés,
reverse transcription-polymerase chain reaction — RT-PCR). Nessa técnica,
a transcri¢do reversa produz dcido desoxirribonucleico (DNA) a partir do
RNA viral, e a posterior PCR amplifica esse DNA. A RT-PCR apresenta
varias modificagdes com etapas pds-reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
como nested-PCR, hibridiza¢do dos produtos com sondas de oligonucleo-
tideos tipo-especificas (Southern blot/Dot blot), reacdes de polimorfismos
de comprimento de fragmento de restricao (do inglés, restriction fragment
length polymorphism — RFLP), eletroforese de campo pulsado (do inglés,
pulsed field gel electrophoresis — PEGF), microarranjos de DNA e sequen-
ciamento dos nucleotideos dos produtos da PCR. Todas essas modalidades
permitem rapidamente detectar e sorotipar o DENV na fase aguda da den-
gue. Uma modificacdo mais recente da RT-PCR é a RT-PCR em tempo real,
que possui mecanismo de deteccao e quantificacao por fluorescéncia, de
modo que a amplificagdo, a deteccdo e a quantificagio do DNA acontecem
em uma unica etapa. Essa metodologia permite, além de detectar e soroti-
par o DENV nos primeiros dias de sintomas, quantificar o virus, ou seja,
medir a carga viral presente na amostra®!’. A RT-PCR em tempo real que
disponibiliza resultados de quantificagdo se chama RT-PCR em tempo real
quantitativa (do inglés, guantitative reverse transcription-polymerase chain
reaction — qQRT-PCR)>18,

A primeira etapa necessaria para a realizacio de qualquer metodologia
molecular para estudo do DENV ¢ a extracdao/purificacio do RNA viral. A
extracdo do RNA é um passo critico para a deteccao segura do virus!>?’ e é
o elemento-chave para o sucesso das andlises moleculares.

25.2 HISTORICO

Na década de 1960, Kurland e colaboradores desenvolveram o isolamento
de RNA por centrifugacdo em gradiente de cloreto de césio (CsCl)?!, e, desde
entdo, novos protocolos para extracao de RNA de variadas amostras foram
desenvolvidos. Modificacoes a esse método foram feitas, sendo umas das
mais usadas e iniciais a ultracentrifugacio em CsCl disponibilizada por
Glisin e colaboradores em 197422, Embora a extracao por gradiente de CsCl
tenha sido o primeiro método de purificagio do RNA, atualmente é pouco
usado, principalmente entre as formas comerciais de extragao?!.
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Em 1968, Kirky, Later e Chirgwin aperfeicoaram a extra¢do de RNA
usando tiocianato de guanidina, um forte desnaturante, e B-mercaptoetanol
(B-met), um agente redutor, em conjunto ou com extra¢do por etanol ou com
ultracentrifugacao em CsCl?. Posteriormente, Feramisco e colaboradores,
em 1982, descreveram o sucesso da combinacdo da guanidina com fenol
para a extracdo de RNA?*. Devido as varias desvantagens e baixa reproduti-
vidade das técnicas desenvolvidas até entdao, foram necessarios novos aper-
feicoamentos, e em 1987 Piotr Chomczynski e Nicoletta Sacchi publicaram
o método de extragdo organica com tiocianato acido de guanidina-fenol-
-cloroférmio, no qual, em uma tnica etapa, foi possivel a extracio do RNA
dentro de quatro horas?’. Devido a sua maior agilidade, maior facilidade,
sensibilidade, pureza do RNA, reprodutividade e diminui¢ao da quantidade
de amostra necessaria, esse método tornou-se padrdo ouro na extracao de
RNA, sendo usado como principio de muitos reagentes comerciais®2126%7,

O conhecimento da capacidade do 4cido nucleico de se ligar a particulas
magnéticas, de silica e de vidro na presenca de agentes caotropicos é anterior
ainda ao desenvolvimento da primeira técnica de extra¢gio de RNA?°, Em
1982, Marko e colaboradores usaram essa propriedade para a extra¢do de
acido nucleicos por meio de particulas de vidro na presenca de percolato de
s0dio?®. Em 1990, essa técnica foi aperfei¢oada por Boom e colaboradores?
com uso de tiocianato de guanidina como agente caotrépico para liga¢ao
do 4cido nucleico a particulas de silica. Posteriormente, foram desenvolvi-
dos varios protocolos de adsorcio do RNA a esferas magnéticas. Devido
a sua rapidez e facilidade, a técnica de Boom e colaboradores?® foi usada
como base para grande parte dos kits comercialmente disponiveis que usam
minicolunas de silica em tubos de ensaio para adsor¢do e isolamento do
acido nucleico.

25.3 EXTRACAO DE RNA DO ViRUS DA DENGUE

O RNA do DENV pode ser detectado em soro, plasma, liquido cere-
broespinhal e tecidos frescos ou fixados em parafina. Um estudo realizado
por Mizuno e colaboradores em 20073 detectou o DENV-1 em amostras
de urina e saliva de um paciente com dengue, mostrando que outros tipos
de amostras também podem ser usados. Prado e colaboradores, em 20053,
conseguiram detectar o genoma viral em amostras de sangue coletado em
papel de filtro, com manutenc¢ao da integridade do RNA por até nove sema-
nas apos a coleta do sangue. Esse é um método de coleta facil e vantajoso;
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porém, muitos laboratérios ainda ndo conseguem isolar com sucesso o
genoma viral a partir do sangue em papel filtro, e para isso sdo necessarios
mais estudos que aprimorem um protocolo reprodutivel.

O RNA pode estar presente nessas amostras em baixas titulagdes, e a
qualidade apds a extracdo é crucial para as reagdes subsequentes’. Embora
alguns virus possam ser detectados no plasma, sem qualquer purificacao
anterior??, esse nao € o caso do DENV. Assim, é importante atencao especial
a etapa de extrag¢dao do seu RNA.

25.4 QUALIDADE DA EXTRACAO

Primeiramente, deve-se levar em considera¢do que o RNA é uma molé-
cula instavel e de facil degradacio, pois, além de ser fita simples, a presenca
do grupo hidroxila no carbono de nimero 2 na sua ribose (Figura 25.2)
facilita a sua reacdo com enzimas degradativas. Como o pré-requisito para
o funcionamento das técnicas moleculares é a extracio de um RNA puro,
integro e de qualidade®®, os métodos de extracio de RNA sao otimizados
para a sua prote¢ao durante todo o processo.

Nucleotideos trifosfato

Radical hidroxila
presente no carbono 2
do agicar, no caso
ribose

Figura 25.2 Esquema do ataque nucleofilico e formacdo da ligacdo fosfodiéster. Nos circulos estdo destacadas as hidroxilas livres do
carbono de nimero 2 das riboses.

Antes da extra¢ao devem ser observadas as necessidades de cuidado na
coleta e armazenamento das amostras. Para amostras de sangue, a extragdo
deve ser procedida rapidamente apds a coleta da amostra (entre quatro e
seis horas). Caso a extragdo ndo possa ser realizada nesse periodo, o san-
gue coletado em tubo sem gel separador de plasma deve ser centrifugado e
o soro/plasma transferido para outro tubo dentre quatro e seis horas para
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que seja congelado a =80 °C até a extragao do RNA3*. O plasma de sangue
coletado em tudo com gel separador pode ser mantido refrigerado por até
5 dias, quando entdo deve ser congelado a =80 °C ou submetido a extragdo
do RNA. Tecidos devem ser congelados em nitrogénio liquido, embebidos
em solu¢ao de preservacdo de RNA ou submetidos a extracio do RNA em
até uma hora apés a coleta*. Geralmente, amostras de tecidos sdo coleta-
das de falecidos, sendo importante limitar o tempo entre o falecimento e a
coleta?!. Amostras de liquido cerebroespinhal devem sempre permanecer em
banho de gelo e o RNA deve ser extraido em até quatro horas ap6s a coleta®
(Figura 25.3).

Armazenamento de diferentes amostras submetidas a extragdo do RNA

cerebroespinhal
! L ¢ té 1h apés & banho
a coleta de gelo e extragdo em

Naimpossibilidade da até4h apésa coleta

extragéo no periodo indicado

Embeber otecidoem
solucéo depreservacéo
de RNAe congelarem
nitrogénio liquido até a
extracdo

Figura 25.3 Fluxograma mostrando o periodo ideal para realizacto da extracio do RNA apds a coleta das diferentes amostras e o modo
de armazenamento destas até a extracdo.

Resultados moleculares falsos negativos (resultados negativos por erro
na detec¢io do RNA, e ndo pela auséncia do virus) sdo frequentemente
causados pela acdo de ribonucleases (RNAses), enzimas que degradam o
RNA e impossibilitam a amplificagio do DNA na PCR. Essas enzimas sdo
motivo de preocupacgdo, uma vez que, além de possuirem grande capaci-
dade de degradacdo, sdo estaveis, ndo precisam de cofatores, estio presentes
em muitos locais (amostra, solucdes, manipulador e ambiente) e sdo resis-
tentes a varios tratamentos, inclusive térmicos, como fervura e autoclava-
gem?®33:3¢_ Por isso, durante todas as etapas de extracio do RNA devem ser
tomadas precaugdes rigorosas contra a contamina¢do com RNAses: luvas
devem ser usadas a todo o momento e trocadas frequentemente para evitar
a contaminacdo com RNAses presentes nas maos; todo material de plastico
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utilizado deve ser estéril, livre de RN Ases e nao deve ser reutilizado; é reco-
mendado o uso de ponteiras com filtro; pipetas devem ser de uso exclusivo
para extracoes de RNA; vidrarias devem ser bem lavadas, tratadas com o
inibidor de RNAses chamado dietilpirocarbonato (DEPC), autoclavadas e
secas em estufa; utensilios tratados com DEPC devem ser posteriormente
submetidos a total remoc¢ao do DEPC, pois este pode inibir reagées molecu-
lares subsequentes; agua e solucoes a serem usadas devem ser tratadas com
DEPC e autoclavadas (com excecdao de solucoes contendo tris(hidroximetil)
aminometano, pois este inativa o DEPC); se possivel, as solu¢des devem
ser filtradas em membrana de nitrocelulose (0,22 pm) para melhor retirada
de RNAses; tubos, amostras e solugdes devem ser abertos somente quando
necessario e, por fim, RNAses endogenas da amostra devem ser inativadas
no primeiro passo de qualquer protocolo de extracio de RNA?'. Em adi¢do
a esses cuidados, os protocolos podem usar um “sistema reporter”, um RNA
sintético marcado com radiacdo, como, por exemplo, fésforo-32 (32P). A
recuperacao desse RNA intacto ao final da extragio indica que o protocolo
funcionou corretamente, sem degradagciao por RNAses?!.

Outra importante consideragdo a se fazer sobre o RNA é que, uma vez
extraido, é recomendado que seja armazenado a —80 °C e, idealmente, em
aliquotas, pois além de ser instdvel devido a degradacao por RNAses, o
RNA também é facilmente degradado por processos de congelamento segui-
dos de descongelamento. O congelamento do RNA em aliquotas permite que
ele seja submetido apenas uma vez ao descongelamento®®.

Para evitar resultados falsos negativos ou até mesmo falsos positivos, é
recomendado o uso de controles positivos e negativos desde a extracdo do
RNA3¢. O controle positivo é uma amostra que se sabe que contém o virus,
de preferéncia uma amostra diluida para uma concentracao viral que esteja
no limite de deteccao da técnica de extracdo. Esse controle é importante
para a garantia da sensibilidade da técnica. Ja o controle negativo é uma
amostra na qual se sabe que o virus esta ausente. Essa amostra sempre deve
ser manipulada por ultimo, apds as amostras serem analisadas e apos os
controles positivos, de modo a garantir que ndo houve contaminacio entre
as amostras durante o processo de extragao.

As técnicas de extragdo de RNA podem ser qualificadas quanto a quan-
tidade e pureza do RNA por meio da espectrofotometria. Nessa analise,
um espectrofotometro como o NanoDrop (Thermo Scientific), por exemplo,
mede a absorbancia do RNA, o qual o absorve a luz no comprimento de
onda de 260 nm. Inicialmente uma aliquota da solu¢do com o RNA extraido
¢ diluida em agua deionizada e submetida a leitura da absorbancia pelo
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espectrofotdmetro. A medida da absorbancia a 260 nm (A260) possibilita o
calculo da quantidade do RNA extraido por meio da férmula:

(Equacdo 25.1)  [RNA] = (A260 x Fc x fd)/1000

em que Fc corresponde ao fator de conversio que é de valor 40 (A260
nm = 1 corresponde a 40 microgramas por mililitros (pg/mL) de RNA);
fd corresponde ao fator de dilui¢io da amostra em dagua para a leitura do
espectrofotometro e o resultado é dividido por mil para uma concentragao
em microgramas por microlitro (pg/uL). Proteinas absorvem a luz no com-
primento de onda de 280 nm, e o espectrofotdmetro ja disponibiliza a razao
da A260 pela absorbancia a 280 nm (A280) da solucao de RNA. Razdes
A260/A280 maiores ou iguais a 1,75 indicam que a técnica de extragao do
RNA conseguiu disponibilizar um RNA com pureza satisfatéria. Uma razdo
com valor entre 1,8 e 2,0 é a ideal para qualquer analise de RNA, pois indica
um alto grau de pureza da solucdo de RNA extraido. Ja razdes abaixo de
1,75 indicam presenca de contaminantes como proteinas e DNA ou acidez
da solucdo contendo o RNA, ou seja, indicam que a técnica de extragcao nao
disponibilizou um RNA com pureza satisfatéria. Metodologias posteriores a
extracdo do RNA mais simples, como a RT-PCR, podem ser realizadas com
sucesso, mesmo apds uma extra¢do de um RNA impuro, no entanto, técnicas
mais elaboradas, como sequenciamento ou medidas de expressdo génica com
microarranjos, requerem um RNA puro.

25.5 METODOS DE EXTRACAO DO RNA

As variadas técnicas aplicadas na extracdo do RNA viral podem ser divi-
didas em trés grandes grupos: (1) técnicas baseadas no uso de fortes agentes
desnaturantes e componentes organicos, como as técnicas derivadas da téc-
nica de Chomczynski-Sacchi (1987)%%; (2) métodos baseados na adsor¢ao do
RNA a superficies especificas na presenga de sais caotrdpicos, como os kits
comercialmente disponiveis baseados na afinidade do RNA a membranas
de silica/gel chamadas colunas ou as técnicas derivadas da metodologia de
Boom e colaboradores (1990)?°; e (3) protocolos que exploram a separagao
do RNA em gradiente de centrifugacao isopicnico?!?.

As técnicas de extracdo sdo variadas, mas usam etapas bdsicas para a
extracdo do RNA. Inicialmente as membranas lipidicas sdo lisadas por uma
solug¢do detergente. Em seguida, é feita a purificagio do RNA: remocao de
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restos celulares; desnaturagdo proteica; remog¢io de contaminantes como
proteinas, DNA e fenol e separa¢io do RNA dos outros componentes.
Depois de purificado, o RNA ¢ precipitado ou isolado, e a tltima etapa é
a dissolu¢do ou eluicio do RNA com dgua ou tampao. A eluicdo pode ser
antecedida pela reidratacio do RNA quando necessario.

25.6 EXTRACAO ORGANICA

Nos protocolos de extracdo organica do RNA a amostra é lisada por
agentes quimicos desnaturantes como tiocianato de guanidina e redutores
como o B-met?”* e, posteriormente, a solucdo é submetida a extracido orga-
nica com fenol e cloroférmio e a precipitagdo com alcool. A centrifugagao
da solugdo (amostra, fenol, cloroférmio e agente desnaturante) resulta na
formacdo de trés fases com cor, contetido e localizacdo diferentes no tubo:
uma fase aquosa superior de cor clara, que contém os acidos nucleicos; uma
pequena camada esbranquicada intermedidria, que contém proteinas dissol-
vidas em fenol e uma fase organica inferior de coloragdo résea, que contém
lipideos dissolvidos em cloroférmio e fenol (Figura 25.4). Por precipitagdo
com dlcool, o RNA é recuperado da fase aquosa.

O tiocionato de guanidina e o B-met desnaturam proteinas por quebra de
ligacdes ndo covalentes que mantém a estrutura tercidria e quaterndria das
proteinas, fazendo-as precipitar, perder a estabilidade e consequentemente
perder a atividade biolégica. O primeiro reagente é um agente caotropico’’,
que quebra ligagdes hidrofdbicas, e o segundo é um agente redutor, que

Fase aquosa
! Fase intermediaria

'.;;"l Fase Organica

Figura 25.4 Fases formadas na extracto orgdnica do RNA.
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desfaz as ligacoes dissulfeto*’. Desse modo, ambos conseguem efetivamente
inativar as RNAses presentes na amostra.

O fenol utilizado deve ser livre de nucleases e hidratado ou saturado
com 4gua. Esse fenol é uma solu¢ao de 72% de fenol e 28% de dgua, com
pH ajustado para 4%¢. Esse pH acido é importante para manter o RNA na
fase aquosa e remover o DNA dessa fase, uma vez que a extrag¢do de acidos
nucleicos por fenol é pH-dependente: em pH basico o DNA fica na fase
aquosa, e em pH dcido o DNA ¢é desnaturado e precipita para a fase orga-
nica, ficando somente o RNA na fase aquosa*'.

Cloroférmio é um solvente organico que, além de ajudar na desnaturacao
proteica e facilitar na formacgdo das trés fases, também tem o papel fun-
damental de remover o fenol residual da fase aquosa. O cloroférmio é em
torno de 10 vezes mais soluvel em agua que o fenol e, portanto, consegue
separar o fenol da fase aquosa. O alcool isoamilico pode ser usado junta-
mente com o cloroférmio para ajudar na separacdo das fases, uma vez que
diminui a formag¢ao de espuma?®.

O RNA ¢€ recuperado da fase aquosa por precipitacio com etanol e sal
cationico. Apos centrifugagoes é formado um pellet esbranquig¢ado no fundo
do tubo contendo o RNA. Essa coloracdo branca deve-se a presenca de sais
precipitados juntamente com o RNA, os quais devem ser removidos por
lavagens com etanol?!. O etanol induz a transi¢des estruturais nas moléculas
de RNA, de modo a causar a formacao de agregados que precipitam. Assim,
ocorre a concentra¢do do RNA e sua separacdo dos outros componentes da
fase aquosa. Os sais catidonicos usados podem ser cloreto de s6dio, acetato
de sédio e acetato de amonio, sendo os dois ultimos preferenciais, pois o
cloreto de so6dio tem baixa afinidade pelo etanol, sendo mais dificil de ser
retirado do pellet**. O isopropanol pode ser usado no lugar do etanol na
precipitagdo, sendo importante para casos nos quais a capacidade de volume
do tubo usado na extracido é limitada, pois a quantidade de isopropanol
usada para precipitar certa concentragio de RNA é menor que a quantidade
de etanol necessaria. No entanto, atencao especial deve ser dada ao se usar
isopropanol, pois este coprecipita sais com o RNA e é menos volatil que o
etanol. Assim, o pellet formado por precipitacio com isopropanol precisa
ser lavado com etanol para a retirada do isopropanol e sais®.

O RNA extraido € dissolvido em dgua livre de RNAses ou tampdes apro-
priados e deve ser armazenado em tubos estéreis, hidrofébicos, ndio mani-
pulados por maos sem luvas e tratados com 4dgua tratada com DEPC. O
armazenamento deve ser feito em temperaturas de —=80 °C ou menores, para
garantir a inatividade de RNAses e a estabilidade do RNA3*.
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A extracgdo organica é realizada com variadas modificagdes e representa o
“padrdo ouro” nas rotinas de laboratério. A técnica de Chomczynski-Sacchi
(1987)%, uma das mais conhecidas técnicas de extracdo organica de RNA,
foi desenvolvida para extragio de RNA a partir de amostras de células cul-
tivadas ou tecidos. Esses autores conseguiram purificar RNA nio degradado
e com boa quantificagido dentro de 4 horas?’. Em seu protocolo, Chomzysnki
e Sacchi usaram como solu¢do desnaturante (solu¢ao D), uma solugio feita
com 4 M de tiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de s6dio em pH 7,0,
0,5% de sarcosil e 0,1 M de B-met. Inicialmente, a solu¢ao D é homoge-
neizada com a amostra e entdao sao adicionados o acetato de sddio, o fenol
saturado com dgua e uma mistura de cloroférmio com alcool isoamilico (na
propor¢dao 49:1). A mistura passa por resfriamento e uma centrifugagio,
ap6s a qual o RNA encontra-se na fase aquosa e os outros componentes nas
fases intermediaria e organica. A por¢dao contendo o RNA é misturada com
isopropanol, e a precipitacio do RNA é feita a —=20 °C. O pellet de RNA for-
mado apds uma centrifugag¢do é misturado com solug¢do D e a precipitagdao
é repetida. Apds uma ultima centrifugacao, o pellet de RNA é lavado com
etanol 70% a 80%, passa pela secagem e é dissolvido em dodesil sulfato de
sodio 0,5%7%5.

Reagentes como TRI Reagente® (Sigma-Aldrich), TRIzol® Reagents
(Invitrogen-Life Techonologies), Brazol (LCG Biotecnologia), TRIsure (Bio-
line), dentre outros, sio baseados na técnica de Chomczynski-Sacchi e estdao
comercialmente disponiveis. O TRI Reagente® e o TRIzol® LS Reagente per-
mitem extracao de RNA de origem viral a partir de plasma/soro humanos
e oferecem a possibilidade de extragdo simultanea do DNA e das proteinas
presentes na amostra.

A extracdo organica apresenta algumas desvantagens, como a possi-
vel separacao incompleta das proteinas do RNA e a contaminag¢ao da fase
aquosa pela fase organica. Além disso, as técnicas baseadas nesse tipo de
extragao podem ser demoradas, sdo trabalhosas, usam reagentes perigosos,
necessitam de muita vidraria e utensilios plasticos e, por fim, podem ser
inadequadas para manipulacdo de muitas amostras”?!. Por outro lado, essa
é uma das técnicas que apresenta maior sensibilidade e pureza do RNA. E
uma técnica adequada para purificagio de RNAs pequenos (menos de 200
nucleotideos) e que serdo usados posteriormente em métodos que requerem
muita pureza do RNA.

Os reagentes comercialmente disponiveis baseados nessa técnica reduzem
o tempo necessario para a extragao do RNA e, por isso, permitem a extra-
¢ao do RNA de muitas amostras facilmente. No entanto, podem nio ter a



948 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

mesma sensibilidade da extra¢dao organica realizada com reagentes prepara-
dos adequadamente no laboratério?®.

25.7 METODOS BASEADOS NA ADSORCAO DO RNA

Métodos baseados na adsorcio do RNA usam a propriedade desse
acido nucleico de se ligar em superficies como esferas magnéticas*?,
silica?’*}, materiais de latex de poliestireno**, matriz de celulose ou
fibras de vidro*’, na presenca de determinados sais ou agentes caotropi-
cos. Estes possuem a propriedade de desorganizar a estrutura tridimen-
sional de 4acidos nucleicos e proteinas, desnaturando essas macromolécu-
las. Dentre esses métodos, encontra-se a técnica de Boom e colaboradores
(1990)?°, que usa esferas de silica, kits que usam particulas de vidro como
o High pure viral nucleic acid kit (Roche Applied Science), kits que usam
esferas magnéticas como o InviMag® virus RNA Mini Kit (STRATEC Mole-
cular) e os kits comercialmente disponiveis que usam minicolunas de silica.

Boom e colaboradores? desenvolveram um protocolo para extragdao de
RNA de soro e urina baseado em dois fundamentos: a inativa¢ao das RNA-
ses pelo tiocianato de guanidina e a ligagdao do RNA a particulas de silica
ou diatomdceas (algas unicelulares cuja parede celular é de silica) na pre-
senca de altas concentracoes de tiocianato de guanidina. Nesse protocolo, a
amostra € lisada por tiocianato de guanidina e é misturada as particulas de
silica para adsor¢ao do RNA. Os complexos de RNA + silica sdo sedimen-
tados, e os contaminantes retirados por centrifugacao/descarte do sobre-
nadante. O RNA adsorvido a silica é lavado com etanol e acetona e pos-
teriormente é deixado para secar. Por fim, o RNA é eluido em um tampao
aquoso livre de sal, e a silica é removida por centrifugacao”?'?°. De acordo
com os autores do protocolo, essa técnica é barata, ndo exige muitos equipa-
mentos do laboratoério e disponibiliza RNA livre de RNAses, portanto, ndo
degradado’. Desvantagens desse método sao a dificuldade na remocao das
particulas de silica apds a eluicdo do RNA e a baixa eficiéncia na extragao
de pequenos RNAs.

Os kits comercialmente disponiveis baseados em colunas, representadas
na Figura 25.5, permitem a extra¢io de RNA em fase s6lida a partir de
pequenas quantidades de amostra*®. A amostra é adicionada a coluna e o
RNA se liga a ela em pH acido e alta concentrag¢do de sal no tampao de
ligacdo, o qual ainda pode conter agentes desnaturantes, detergentes, isopro-
panol e indicador de pH. A lavagem das colunas para purificagio do RNA
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a elas aderido é feita com tampdes de lavagem contendo fosfato de potassio
ou etanol, e 0 RNA € eluido com tampao de elui¢ao ou agua livre de RNA-
ses”?!. As principais etapas da extracdo de RNA com uso de colunas estio
ilustradas na Figura 25.6.

Figura 25.5 Colunas usadas para extracdo de RNA.

Virias empresas disponibilizam kits baseados em colunas, como a Qia-
gen, que apresenta 11 tipos de kits disponiveis para extra¢io de RNA viral,
a Invitrogen-Life Technologies (atual Thermo Fisher Scientific — Life Techno-
logies) que possui o PureLink® RNA/DNA viral purification, a Axygen, que
possui o kit de purificacio de DNA/RNA viral, dentre varias outras.

O uso de coluna acelera, facilita, garante o lucro da extracdo e reduz o
risco de contaminag¢io durante o processo. No entanto, assim como a técnica
de Boom e colaboradores?’, ndo é adequada para a extracdo de pequenos
RNAs. Alguns pesquisadores descrevem ainda que pode resultar na extra-
¢do de RNA menos puro se comparado a extragdo organica*’. A principal
desvantagem do uso de kits de colunas é o alto preco. Com o objetivo de
solucionar esse problema, Siddappa e colaboradores*® publicaram um artigo
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Extragio de RNA com colunas

1. Aliquota da amostra

2. Lise com o tampio delise

at) «atb

3. Adicdo da solugio 4 coluna

E 4 Duas lavagens com tampdes
[

delavagem

g IR

5. Eluigio do RNA da coluna

Figura 25.6 Principais etapas da extracto de RNA com uso de colunas. (1) Uma pequena quantidade da amostra é adicionada a um
microtubo. (2) A amostra é incubada com uma solucdo de lise para que ocorra a lise das membranas celulares e digestdo proteica. (3)
A solugdio resultante é adicionada @ coluna e esta é centrifugada. O RNA permanecerd ligado a coluna. (4) Um tampdo de lavagem
¢ adicionado a coluna e esta centrifugada. O processo ¢ repetido e, assim, a coluna é lovada duas vezes para refirada de moléculas,
diferentes do RNA, que possam a ela estar aderidas. A lavagem dupla permite que apenas o RNA permaneca ligado d coluna. (5) Um
tampdo de eluicdo (ou dgua livre de RNAses) é adicionado  coluna e esta é centrifugada. Ao final do processo, o RNA é eluido da coluna
e encontra-se dissolvido no tampdo.

em 2007, no qual descreveram uma técnica para reutilizar as colunas para
varias extra¢des (acima de 20 extragdes), sem que elas percam a capacidade
de adsor¢do ou purificacdo do 4acido nucleico*®. Segundo esses autores, a
incubac¢ao das colunas usadas em solucdo de 4cido cloridrico (HCl) 1 M
por 24 horas pode eficientemente eliminar qualquer acido nucleico a elas
ligado e deixd-las prontas para uso em uma nova extra¢do. Como os kits
fornecem o volume dos reagentes condizente com o nimero de colunas, os
autores relatam que, com a composic¢do correta das solu¢des necessarias, os
laboratoérios conseguem fazé-las para reutilizarem as colunas.

25.8 EXTRACAO DE RNA POR GRADIENTE ISOPICNICO

A extra¢do de RNA por gradiente isopicnico ou por equilibrio de gra-
diente de densidade, como também é chamada, consegue isolar o RNA por
ultracentrifugacdo ou centrifugacdo em altas velocidades por longo periodo
de tempo, com uso de sais que apresentam gradiente de densidade como
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o CsCl ou o trifluoroacetato de césio (CsTFA). Ao longo do processo de
extra¢do, o RNA se posiciona no gradiente de densidade desses sais, em uma
faixa que corresponde a sua prépria densidade?! e, assim, pode ser isolado.

E usada uma grande concentracio dos sais do metal pesado césio, cujos
ions sdo lentamente levados para o fundo do tubo durante a centrifugagao,
formando um gradiente continuo de densidade na coluna liquida presente
no tubo. Com o tempo, a tendéncia de os ions se concentrarem no fundo é
contrabalanceada pela tendéncia de eles se dispersarem por difusido, estabili-
zando o gradiente. A medida que o gradiente se forma, as moléculas de RNA
sao levadas para o fundo do tubo ou flutuam até encontrarem uma posigao,
onde sua densidade de flutuacdo equivale a sua densidade natural e onde
ficam paradas com estabilidade*!.

Para a extra¢do do RNA, inicialmente a amostra é misturada com tio-
cianato de guanidina e CsCl ou CsTFA e, posteriormente, submetida a cen-
trifugagdo. A fracdo de densidade correspondente ao RNA € separada, e o
RNA ¢ precipitado com etanol. O uso da guanidina permite, assim como
nos outros métodos de extragdo, inibir a acao das RNAses. A sensibilidade
e precisdao do gradiente de densidade formado permite a separacdo de molé-
culas puras de RNA?"22, Essa técnica é tao sensivel que pode separar RNAs
com pequenas diferengas na composi¢ao de bases. As desvantagens desse
método sdo a necessidade de tempo prolongado para centrifugacdo ou de
uma ultracentrifuga.

25.9 SISTEMAS AUTOMATIZADOS DE EXTRACAO DE RNA

Existem empresas que disponibilizam equipamentos que permitem a
extracao de acidos nucleicos de modo totalmente automatizado, ou com uso
dos kits comerciais ou com protocolos proprios para os equipamentos. Por
meio dessas tecnologias, um maior nimero de amostras pode ser processado
ao mesmo tempo e com menor possibilidade de erro.

Um sistema universal de extra¢do automatizado de RNA da Qiagen cha-
ma-se BioRobot. Esse sistema é baseado na ligacio do RNA a fase sélida,
lavagem desta e eluicio do RNA, e permite o processamento de 96 amostras
por analise. A Qiagen também possui o sistema robdtico QIAcube, que auto-
matiza a extracao com os kits baseados em coluna”.

* Ver www.qiagen.com.
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A Invitrogen-Life Technologies possui o iPrep™, o qual faz extracido
automatizada de dcidos nucleicos usando a tecnologia de adsorcdo a esferas
magnéticas. Esse equipamento permite o processamento de 12 amostras em
até 30 minutos’.

A Promega possui o sistema Maxuell®, que também usa a tecnologia
de esferas magnéticas para extracdo de até 16 amostras em menos de 45
minutos” .

A Roche Diagnostics possui o equipamento MagnaPure, que realiza até
32 extragdes por corrida”™”

Além dessas empresas, outras também oferecem sistemas automatizados
nao s6 para extragdo do RNA, mas também para amplificacdo, quantifica-
¢ao e detecgao do RNA, como a Roche Disgnostics, que possui a plataforma
Cobas® Ampliprep/Cobas TagMan.

Embora esses equipamentos tenham custo elevado, manuten¢do dispen-
diosa e grande gasto de descartaveis e reagentes proprios, fornecem uma
alternativa eficiente para laboratérios com alta demanda de analises.

25.10 COMPARACI\O__ENTRE AS PRINCIPAIS
TECNICAS DE EXTRACAO DE RNA

A técnica ideal de extracdo seria aquela que disponibilizasse grande
quantidade de RNA puro e intacto, de modo rdpido e reprodutivel, com
pouco custo e capaz de permitir extragdo de grande nimero de amostras
simultaneamente. No entanto, nem todas as técnicas disponiveis apresentam
todas essas qualidades juntas. Cada técnica tem vantagens e desvantagens
que devem ser revisadas antes de um laboratério decidir qual delas lhe é
mais adequada. Abaixo, serd feito um resumo dos achados de varios tra-
balhos que comparam diferentes técnicas de extracio de RNA quanto as
caracteristicas de quantidade e pureza do RNA, qualidade da inativagido
de RNAses, custo, rapidez e reprodutividade que cada técnica apresenta.
Vale lembrar que dentro da mesma técnica, os variados protocolos também
apresentam diferencas.

Poma e colaboradores* compararam trés kits comerciais baseados em
minicolunas de silica quanto a quantidade de RNA recuperada, eficiéncia da
posterior amplificagdo e presenga de inibidores de reacdes moleculares no

Ver www.lifetechnologies.com.
** Ver www.promega.com.br.
*** Ver www.roche.com.br.
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RNA extraido. Os kits comerciais foram QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qia-
gen), PureLink™ Viral RNA/DNA Mini Kit (Invitrogen-Life Technologies)
e NulceoSpin® RNA Virus (Macherey-Nagel). Segundo os autores, o kit da
Invitrogen-Life Technologies apresentou maior eficiéncia na amplificacdo do
RNA extraido por gqRT-PCR, mesmo na presenga de inibidores da PCR nas
amostras. Isso se deve a maior capacidade desse kit de eliminar contaminan-
tes e, portanto, de purificar o RNA. Substancias que inibem a PCR e devem
ser eliminadas no processo de extragio do RNA sio: ions de ferro e célcio,
acido huimico’®’, tanino’!, grupo heme, heparina, anticorpos, lipideos’>3
tiocianato de guanidina. Essas variacoes na eficiéncia da amplifica¢ao do
RNA entre kits de extra¢do pode ser ocasionada por diferengas na natureza
das colunas e dos tampdoes de lise e lavagem®.

Kurar e colaboradores’* compararam cinco protocolos para extracdo de
RNA, sendo trés baseados na extrag¢ao organica (TRIzol — Invitrogen-Life
Technologies, TRItidy — Applichem e EZ-RNA - Omega Bio-Tek) e dois
baseados em colunas (UltraClean™ — MO-BIO Laboratories e E.Z.N.A.®
- Biological Industries). A comparacao foi feita em relacdo a quantidade e
qualidade do RNA e a eficiéncia da amplificagio na RT-PCR. O protocolo
que disponibilizou menor quantidade de RNA foi o EZ-RNA, e o que dis-
ponibilizou maior quantidade foi o UltraClean™. Os protocolos baseados
em colunas precisaram de digestio com enzima que digere DNA (DNAse-I),
pois apresentaram muita contamina¢do com DNA. Os cinco protocolos
extrairam RNA puro (apés digestao com DNAse-I), diferindo na quantidade
do RNA isolado’*. Quanto a esse fato, Deng e colaboradores?? afirmaram
que protocolos de extragdo de RNA organica podem ter menor contamina-
¢do com DNA quando a coleta da fase aquosa ocorre sem nenhum contato
com as outras fases, e o trabalho de Phongsisay e colaboradores® afirma
que independentemente do protocolo deve ser usada a digestao com DNA-
se-I para evitar contamina¢ao com DNA e futuros erros na interpretagao
da RT-PCR. No uso de colunas, o erro do manipulador é bem menos fre-
quente e o processo de extracdao é simples, mas, como mostrado no trabalho
de Kurar e colaboradores®, a digestio com DNAse-I é indispensavel. Esses
autores, assim como Bustin’®®, ainda sugerem que o tratamento com DNA-
se-I seja feito apenas na aliquota de RNA a ser usada na analise molecular,
e que o RNA a ser armazenado nio deve passar pela digestao até ser usado.
Isso para evitar que a solu¢ao de DNAse-I, que pode estar contaminada com
RNAse, degrade também o RNA. Kurar e colaboradores’* também sugerem
que o melhor método para conservagao do RNA extraido é a produgdo do

€



954 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

DNA complementar (cDNA) por transcri¢io reversa e 0 armazenamento
deste, que é bem mais estavel que o RNA.

Em 2011, Dettogni e Louro” compararam a extracio do RNA do DENV-2 a
partir de plasma humano com uso do QIAamp® UltraSens Virus Kit (Qiagen)
e do método de Chomzynski e Sacchi (1987)%. No estudo, de 47 amostras
de pacientes com diagnéstico clinico da dengue, 34 foram positivas para a
presenca do DENV-2 pela RT-PCR com o RNA extraido pela extracdo orga-
nica e 27 com o RNA extraido pelo kit. Além disso, o estudo mostrou que a
extracao organica isolou RNA com quantificagbes maiores que o kit’.

De Paula e colaboradores'? compararam trés métodos para extracio do
RNA do DENV: QIAamp® Viral RNA Mini Kit, método de Chomzyns-
ki-Sacchi e TRIzol®. De cem amostras analisadas pela RT-PCR, nenhuma
foi positiva apés extragio do RNA por TRIzol® ou pelo método de Chom-
zynski e Sacchi e seis foram positivas apds extragao do RNA pelo kit. Assim,
segundo os autores, o0 método mais indicado para extracio do RNA para
diagnostico molecular da dengue é o OQIAamp® Viral RNA Mini Kit.

Um trabalho desenvolvido por Verheyden e colaboradores e publicado
em 2003%° comparou trés métodos para extracio de RNA viral: método de
Chomczynski-Sacchi, o kit PURE-SCRIPT® (Gentra Systems), baseado na
precipitagdo diferencial do RNA e o QIAamp® Viral RNA Mini Kit. Nesse
trabalho, o método menos sensivel foi o de Chomczynski-Sacchi e o mais
indicado também foi o kit da Qiagen, por sensibilidade e rapidez na extra-
¢ao do RNA.

Fransen e colaboradores, em 1998', publicaram um tra-
balho comparando sete diferentes métodos para extragdo do
RNA do virus da imunodeficiéncia humana (HIV). Os méto-
dos foram: High Pure Viral (Boehringer), RNA kit (Mannheim),
RNA Insta-Pure LS (Eurogentec), PANext RNA Extraction Kit I (NTL/PAN
systems), OIAamp® Viral RNA Mini Kit, técnica de Chomczynski-Sacchi,
extragdo descrita por Boom e colaboradores em 1990% e extragdo descrita
por Mathy e colaboradores (1996)%7. O estudo recomendou o kit da Qiagen
como o método mais rapido, sensivel e de preco acessivel para extragio do
RNA de grande ntimero de amostra.

Verhofstede e colaboradores em 19962’ compararam oito métodos
para extracao do RNA do HIV: TRIzol®, técnica de Boom e colaborado-
res?’, RNeasy (Qiagen), NASBA (Organon Teknika), Isoquick (Micro-
probe), técnica de Chomcyzsnki-Sacchi®, RNAID (Bio-101) e Ultraspec
(Biotex). Segundo o estudo, a técnica de Chomczynski-Sacchi foi o método
que apresentou melhores resultados apo6s analise pela RT-PCR, com maior
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sensibilidade e reprodutividade. Os autores lembram, no entanto, que esse
método é demorado, pouco vantajoso quando existem muitas amostras a
serem analisadas e facil de passar por erros de contaminagdo, mistura de
amostras e manipulagdo. Para laboratérios de ampla escala, o estudo reco-
mendou o uso do TRIzol®, que consegue extrair o RNA com bons resultados
em apenas duas horas e com menos trabalho.

Fanson e colaboradores (2000)* compararam a extragao do RNA
de virus causadores de hepatites por um método orginico e pelo
OIAamp® Viral RNA Mini Kit. Nesse trabalho, o kit comercial apresentou
uma sensibilidade aproximadamente dez vezes menor que a extracao orga-
nica, apesar de ser finalizado em um tempo consideravelmente menor. Assim,
os autores recomendam que quando a sensibilidade é indispensavel para
analises futuras, a extracdo organica é a melhor escolha; e caso um processo
menos trabalhoso e demorado seja a prioridade, o kit baseado em colunas
de silica é o método mais indicado?.

Intimeros outros trabalhos cientificos comparam diferentes técnicas para
extragdo do RNA viral e apresentam conclusdes variadas, ora indicando
um método, ora indicando outro. Essa situacdo ocorre porque ha mui-
tas varidveis envolvidas no sucesso ou ndo de alguma técnica. Um exemplo
de varidavel que influencia as conclusées dos trabalhos é a época especi-
fica em que os virus estdo presentes nas amostras. Uma técnica de extra-
¢ao somente terd sucesso caso a coleta da amostra seja feita no periodo
adequado. O DENYV, por exemplo, permanece na circulacdo sanguinea até
o sexto dia de sintomas da dengue; apds esse tempo a quantidade de virus
na circulacdo é tio pequena que a extragdo nao é mais possivel e o método
de diagnostico passa a ser a sorologia, para detec¢do de anticorpos contra
o DENV. Assim, trabalhos que ndo coletaram as amostras no periodo certo
podem ter cometido erros em suas conclusdes. A comparag¢do de métodos
que usam quantidades iniciais diferentes de amostra também pode levar a
conclusdes equivocadas, como relatado por de Paula e colaboradores, uma
vez que a quantidade inicial da amostra pode influenciar o resultado das
analises moleculares, através da presenca relativa de inibidores da PCR'2,
Um terceiro exemplo importante de variavel é a ocorréncia de erros de mani-
pulagdo durante o processo de extragdo, os quais podem levar a resultados
falsos negativos, como ja descrito anteriormente neste capitulo, por degra-
dag¢dao do RNA por RNAses, por pipetagem errada etc.

De modo geral, com o auxilio dos variados trabalhos mostrando as van-
tagens e desvantagens de cada método disponivel para extragio do RNA
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viral, cada laboratério deve escolher dentre os métodos e protocolos o que
mais atende as suas necessidades.

25.11 POSSIBILIDADES TERAPEUTICAS E/OU INDUSTRIAIS

Qualquer técnica molecular para detec¢dao de virus com genoma de RNA,
como o DENYV, ¢ iniciada, como ja dito, pela etapa da transcri¢do reversa,
na qual uma enzima chamada transcriptase reversa produz uma molécula
de DNA usando o RNA viral como molde. Essa enzima atua como uma
DNA polimerase dependente de RNA, ou seja, uma enzima que é capaz de
realizar um processo contrario a transcri¢io comum as células, em que uma
RNA polimerase DNA dependente produz uma molécula de RNA a partir
de uma molécula de DNA. O isolamento da transcriptase reversa de um
retrovirus (virus com genoma de RNA e que utiliza a transcriptase reversa
para a replicagdo do seu material genético), como o virus da mieloblastose
avidria (avian myoloblastosis virus — AMV) ou o virus da leucemia murina
de Moloney (Monoley murine leukemia virus — MMLV), permitiu que a
transcricao reversa fosse feita iz vitro, em uma etapa anterior a PCR, a qual,
entdo, amplifica o DNA. Inicialmente, em um tubo de polipropileno mistu-
ra-se o RNA extraido, um segmento pequeno de acido nucleico chamado
primer, que ird servir como iniciador para a enzima sintetizar o fragmento
de interesse, e dgua ultrapura. A solucdo é incubada a 75 °C para que o RNA
seja aberto, ou seja, desenrolado e, portanto, esteja disponivel para servir
como molde para a sintese do DNA. Posteriormente adiciona-se ao tubo
um tampao adequado para a atividade enzimadtica, a transcriptase reversa,
didesoxinucleotideos (ANTPs) e agua ultrapura se necessario. A solugio é
entdo incubada a uma temperatura ideal para a atividade enzimatica, para
a sintese do DNA e, posteriormente, a uma temperatura elevada, para que
a enzima seja inativada e pare a sintese. A molécula de DNA de fita simples
produzida in vitro pela transcri¢ao reversa chama-se cDNA, o qual, ampli-
ficado, pode ser usado nas intimeras técnicas moleculares.

O diagnéstico das doengas transmitidas por virus foi revolucionado pelo
desenvolvimento das técnicas moleculares de deteccdo viral, principalmente
as variadas formas de uso da PCR. Com sua sensibilidade, agilidade e faci-
lidade na deteccao de sequéncias gendmicas virais, as técnicas moleculares
tém hoje uma grande aplica¢ao nos ramos clinico e cientifico. Uma grande
mudanca da PCR convencional foi a inven¢dao da chamada PCR em tempo
real, que, como ja dito, melhorou a contribui¢io da PCR ao diagnéstico
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viral, no sentido de ter maior sensibilidade, maior capacidade de amplifica-
¢do genoOmica e ainda potencial de quantificar, além de qualificar, a sequén-
cia amplificada. Na qRT-PCR em tempo real, as sequéncias virais sdo, além
de detectadas, quantificadas a cada ciclo de amplificagao por continua
determinagdo de um sinal de fluorescéncia que é diretamente proporcional a
quantidade de DNA presente ap6s cada ciclo da PCR.

A sensibilidade de muitas técnicas moleculares é grande o suficiente para
conseguir detectar o virus em amostras com até menos de dez copias virais,
caso a amostra seja coletada na época certa, armazenada corretamente e o
método de extragao seja eficiente3®*%. Essa vantagem é importante na detec-
¢do dos virus em formas assintomdticas e em pacientes submetidos a tera-
pias, situacoes nas quais, possivelmente, a carga viral no paciente esta baixa.

Em determinadas andlises, uma tnica reacao da PCR, de 25 a 40 ciclos, é
capaz de detectar o virus, porém em varias ocasides a sensibilidade na detec-
¢ao precisa ser maior. Nesses casos, sdo aplicadas outras técnicas molecula-
res além da PCR convencional, para que ciclos adicionais de amplificag¢ao
possam aumentar em até cem vezes a sensibilidade da detec¢dao do virus®.

A PCR e suas varia¢des tém grande importancia ndo s6 no diagnostico
da dengue, mas também na vigilancia epidemioldgica e em estudos de efica-
cia de vacinas testes e de drogas antivirais. Muitos protocolos da PCR sao
chamados de PCR Multiplex, pois possuem uma combinag¢ao de iniciadores
para a DNA polimerase que permite detectar a presen¢a dos quatro virus
da dengue de uma s6 vez, em um s6 tubo de ensaio. Com a PCR, amostras
estocadas por longos periodos podem ter o virus detectado, e os sorotipos
virais circulantes em um determinado momento de local podem ser identi-
ficados. Os protocolos da RT-PCR em tempo real permitem, além de todas
essas aplicagdes da PCR convencional, medir a carga viral de uma amostra.
Assim, permite a obtencao de informag¢des da dinamica de uma infeccio,
da interagdo do homem com o virus e da resposta de algum antiviral, o que
¢ importante no prognéstico de um paciente, servindo como um guia do
sucesso da terapia®!®%,

Além dessas técnicas importantes no diagnostico, um método molecular
p6s-PCR, denominado sequenciamento nucleotidico, tem importante parti-
cipa¢do nos estudos virais. O sequenciamento de nucleotideos dos produtos
da PCR permite estudar a variabilidade genética das cepas virais, identificar
a rota de origem de uma epidemia e determinar marcadores de viruléncia,
além de fornecer dados para que medicamentos possam acompanhar a alta
frequéncia de mutacdo viral sem perder sua eficacia. Com as sequéncias
virais estabelecidas por sequenciamento, também podem ser feitos estudos
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filogenéticos, que determinam a relagdo evolutiva entre organismos por meio
de seus dados moleculares. Esses estudos podem classificar os quatro soro-
tipos do DENV em subtipos e gendtipos virais, facilitando a caracterizagdo
do virus circulante em uma epidemial.

25.12 TECNICA PASSO A PASSO

25.12.1 Método de extracao por tiocianato acido
de guanidina-fenol-cloroférmio desenvolvido por
Chomczynski e Sacchi (1987)%, com modificacées

Chomeczynski e Sacchi®® desenvolveram o protocolo para extragdo de
RNA a partir de células cultivadas ou tecidos e, com modificacoes, essa
técnica pode ser aperfeicoada para extragdo de RNA do DENV a partir de
plasma humano. A técnica desenvolvida para a extragio do RNA do DENV
a partir de plasma humano estad descrita a seguir e ilustrada na Figura 25.7.

Solug¢des usadas no protocolo

® Solugdo desnaturante ou solucao D (tiocianato de guanidina 4 M;
citrato de s6dio 25 mM, pH 7,0; sarcosil liquido 0,5% e agua deioni-
zada). Para o preparo da solugdo estoque, os reagentes sao dissolvidos
por 10 minutos a 37 °C. A solucao deve ser congelada ou usada em até
trés meses se mantida em temperatura ambiente.

e B-met 0,1 M. Antes do uso da solu¢do D no protocolo de extragio,
essa deve ser misturada com o B-met.

¢ Fenol saturado com agua (20 mililitros (mL) de fenol de alto grau de
pureza e 20 mL de dgua destilada). O fenol deve ser descongelado a
60 °C e entido adicionado a dgua e a solugdo é misturada por vortex.
A solucdo é centrifugada a 600 x g por 10 minutos e posteriormente
a parte aquosa é removida. O fenol saturado com 4dgua pode ser esto-
cado por 30 dias a 4 °C) acetato de sdédio 2 M pH 4,0 (acetato de
sodio triidratado e dgua destilada). O acetato deve ser dissolvido na
agua e o pH ajustado com uso de acido acético glacial.

e Cloroférmio.

e Alcool isoamilico.

e [sopropanol.
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Solugao de glicogénio.
Etanol 70%.

Procedimentos

1)

2)

7)

Inicialmente uma aliquota de 900 pL de plasma é dividida igualmente em
3 tubos de polipropileno de 1,5 mL de capacidade (300 pL de plasma em
cada tubo).

A solugdo D é descongelada a 37 °C e o B-met € adicionado a quantidade
de solu¢ao D que sera usada, na concentraciao de 0,1 M. Estando a solu-
¢do preparada, 300 pL de solu¢do D (com o B-met) sdo adicionados aos
tubos com o plasma e a mistura é homogeneizada.

O préximo passo € o preparo da soluc¢do de cloroférmio/alcool isoamilico
na propor¢do 49:1. Aos tubos sdo entdo adicionados: 600 pL de fenol
saturado com agua; 60 pL de acetato de s6dio e 120 pL de cloroférmio/
alcool isoamilico. A mistura é homogeneizada em vortex por 10 segundos
(s) e incubada a =20 °C por 15 minutos.

Apoés esse tempo, os tubos sdo centrifugados a 13.150 x g por 15 minutos
para a formacdo das trés fases: a fase organica inferior, a fase aquosa
superior e a fase esbranquicada intermediaria. A fase aquosa (aproxima-
damente 600 pL) é transferida cuidadosamente para outros trés tubos
de polipropileno com capacidade de 1,5 mL e a eles é adicionado igual
volume de isopropanol, ou seja, se em cada tubo forem adicionados
600 pL de fase aquosa, também serdo adicionados 600 pL de isopropanol
a cada tubo. Uma quantidade de 2,0 pL de solucdo de glicogénio pode
ser acrescentada para facilitar a visualizacdo do pellet de RNA que sera
formado no proximo passo.

Para a precipitacao do RNA, os tubos sdo incubados a —20 °C por 16
horas e posteriormente centrifugados a 13.150 x g por 15 minutos. Apos a
centrifugagdo, o sobrenadante é descartado e o pellet com o RNA estara
formado e, se visivel, tera aspecto esbranquigado.

Para hidratacao do RNA é adicionado 1,0 mL de etanol 70% aos tubos,
os quais sao centrifugados a 13.150 x g por 2 minutos. Esse etanol é entdo
cuidadosamente descartado por completo, e os tubos sio virados com a
abertura para baixo para secarem completamente a temperatura ambiente
(aproximadamente 20 minutos).

Estando os tubos secos, o RNA pode ser dissolvido: o pellet de um dos
tubos € dissolvido em 30 pL de dgua livre de RNAses e posteriormente o
pellet dos outros dois tubos sdo dissolvidos com essa mesma dgua para
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concentrar o RNA dos trés tubos em um s6. Esse RNA extraido deve ser
usado imediatamente nas analises moleculares ou armazenado a —80 °C
para ndo ser degradado. Caso as analises moleculares nio possam ser
realizadas todas ao mesmo dia, uma opc¢ao ¢ sintetizar o cDNA a partir
do RNA extraido por transcrigao reversa e entao armazenar esse cDNA,
que por ser estavel, pode ficar a 4 °C sem ser degradado.

Extracio Organica do RNA do Virus da Dengue

/ 1. A300pl de plasma, adicionar: 12. Adigio de tampio ou agua

300 pl de Solugédo D; 60 pl de

acetato de sodio; 600 pl de fenol 11. Descarte do sobrenadante e secagem da
saturado com agua e 120 pl de pellet
cloroformio/aleool isoamilico 10. Centrifugacdo a 13.150 xg por 2 min
(49:1)
£ %,(j 9. Descarte do sobrenadante e
< )> " adigdo de 1,0 ml de etanol 70 %
I | 2. Mistura por vortex por 10 s '

ﬁ !

3. Incubag@o a -20 °C por 15 min

8. Centiifugacio a 13.150 xg por 15
min e formagio da pellet (seta
vermelha)

4. Centrifugagio a 13.150 xg por 15 min

7. Incubagio a -20 °C por 16 h

5. Formagio das trés fases e /
transferéncia da fase aquosa
para outro tubo

6.Adigdo de 600 pl de isopropanol

Figura 25.7 Etapas da extracdo orgdnica do RNA do virus da dengue.

25.13 CONCLUSOES

Devido a falta de uma vacina eficaz e as dificuldades na erradica¢do do
mosquito vetor, as opgdes para prevengao e controle das epidemias de den-
gue sio limitadas. Assim, o rapido e eficiente diagnostico molecular da den-
gue e a epidemiologia molecular viral sio indispensaveis. Um diagndstico
precoce é importante para o inicio adequado do tratamento e acompanha-
mento dos pacientes. Estudos da genética viral sdo imprescindiveis para o
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desenvolvimento de vacinas e terapias, e para o conhecimento geral do virus.
Os estudos de vigilancia epidemiolégica e monitoramento viral sio funda-
mentais para o conhecimento das epidemias, da circulacdo dos sorotipos e
subtipos e, consequentemente, para a implementacio de medidas de con-
trole da infec¢ao. Todas essas analises moleculares iniciam-se pela etapa cru-
cial comentada neste capitulo, a extracdo do material genético viral. Assim,
pode-se ver a importancia do estudo detalhado dos métodos aplicados na
extracao do RNA, da comparacio entre eles, do modo como solucionar os
problemas envolvidos no processo de extragdao, das necessidades especiais
envolvidas na manipula¢ao de RNA e, por fim, da disponibiliza¢ao de dados
suficientes para que laboratorios clinicos e de pesquisa possam escolher o
método mais adequado em suas extragoes.

25.14 PERSPECTIVAS FUTURAS

O répido crescimento do nimero de publicagdes sobre andlises molecu-
lares tanto qualitativas como quantitativas demonstra o aumento da impor-
tancia dessas analises nas areas cientifica e clinica. Uma vez que a biologia
molecular evoluiu e contribuiu de maneira importante para a pesquisa viral
e para o diagndstico das viroses, ha um aumento da consciéncia sobre a
necessidade da garantia da qualidade das andlises moleculares. A natureza
da PCR apresenta vdrias limitacdes dificeis de controlar, particularmente
em virologia, campo em que a heterogeneidade do genoma viral, além da
variedade de amostras, pode levar a desempenhos inadequados das ana-
lises. Assim, é clara a necessidade nido sé na garantia da qualidade, mas
também do estabelecimento de processos moleculares totalmente automa-
tizados, para reduzir o tempo de andlise e, principalmente, os erros por
variagdo de manipulador ou laboratério. Essas necessidades deverao levar
a um aumento de estudos para melhorar a compreensio do que envolve as
tecnologias moleculares e explorar ainda mais essas ferramentas a favor do
controle das infeccoes virais.
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