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25.1 INTRODUÇÃO 

Em muitos países, a dengue é uma das doenças infecciosas mais preocu-
pantes e frequentes desde o final do último século1. Trata-se de uma arbovi-
rose humana importante em termos de morbidade e mortalidade e constitui 
um problema de saúde pública no mundo, especialmente nas regiões tropi-
cais e subtropicais, onde as condições ambientais favorecem a proliferação 
dos seus vetores, os mosquitos do gênero Aedes. Estima-se que acima de 2,5 
bilhões de pessoas vivam em área de risco e mais de cem países possuam 
transmissão endêmica da doença2,3. Essa infecção pode ser assintomática ou 
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promover quadros clínicos que variam de síndrome gripal leve, conhecida 
como febre da dengue, a uma doença grave e por vezes fatal denominada 
febre da dengue hemorrágica/síndrome de choque da dengue.

Os surtos de dengue são causados por quatro sorotipos antigenicamente 
distintos do vírus da dengue (DENV), denominados vírus da dengue tipo 1 a 
4 (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4)4. Esses vírus pertencem à família 
Flaviviridae, ao gênero Flavivirus e possuem genoma de ácido ribonucleico 
(RNA) de fita simples, de polaridade positiva, com aproximadamente 11 
quilobases de tamanho e massa molecular de 4 × 106 daltons5. O vírion 
dos flavivírus tem formato esférico e diâmetro de 40 a 60 nanômetros (nm) 
(Figura 25.1).

A presença do DENV pode ser detectada para fins clínicos e de pesquisa 
por técnicas sorológicas e moleculares de isolamento viral. Os métodos soro-
lógicos detectam anticorpos contra o DENV e podem ser realizados somente 
após a fase aguda da doença (após o sexto dia de sintomas aproximada-
mente). Além disso, não permitem a sorotipagem e a quantificação viral7,8. 
O isolamento viral permite a detecção e a sorotipagem do DENV já na fase 
aguda da doença, porém não permite a quantificação viral. O isolamento 
também apresenta a desvantagem de ter seu sucesso afetado por muitos 
problemas de manipulação e armazenamento das amostras, além da grande 
demanda de tempo, trabalho e instalações especiais. As metodologias mole-
culares, cujo objetivo é a detecção do genoma viral, tornaram-se excelentes 
ferramentas para diagnóstico e pesquisa do DENV, por serem mais rápidas e 
sensíveis que as outras metodologias7-10. Com o uso de técnicas moleculares, 
podem ser feitos testes diagnósticos sensíveis e variados estudos específicos 

Figura 25.1 Morfologia do vírion de um Flavivirus6. Legenda: Kda, quilodaltons; C, proteína do capsídeo; M, proteína da membrana; 

E, proteína do envelope; nm, nanômetros.
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do genótipo viral, importantes em muitas áreas11. Dentre os métodos mole-
culares para detecção de vírus com genoma de RNA, como o DENV, está a 
transcrição reversa seguida da reação em cadeia da polimerase (do inglês, 
reverse transcription-polymerase chain reaction – RT-PCR). Nessa técnica, 
a transcrição reversa produz ácido desoxirribonucleico (DNA) a partir do 
RNA viral, e a posterior PCR amplifica esse DNA. A RT-PCR apresenta 
várias modificações com etapas pós-reação em cadeia da polimerase (PCR), 
como nested-PCR, hibridização dos produtos com sondas de oligonucleo-
tídeos tipo-específicas (Southern blot/Dot blot), reações de polimorfismos 
de comprimento de fragmento de restrição (do inglês, restriction fragment 
length polymorphism – RFLP), eletroforese de campo pulsado (do inglês, 
pulsed field gel electrophoresis – PEGF), microarranjos de DNA e sequen-
ciamento dos nucleotídeos dos produtos da PCR. Todas essas modalidades 
permitem rapidamente detectar e sorotipar o DENV na fase aguda da den-
gue. Uma modificação mais recente da RT-PCR é a RT-PCR em tempo real, 
que possui mecanismo de detecção e quantificação por fluorescência, de 
modo que a amplificação, a detecção e a quantificação do DNA acontecem 
em uma única etapa. Essa metodologia permite, além de detectar e soroti-
par o DENV nos primeiros dias de sintomas, quantificar o vírus, ou seja, 
medir a carga viral presente na amostra9,10. A RT-PCR em tempo real que 
disponibiliza resultados de quantificação se chama RT-PCR em tempo real 
quantitativa (do inglês, quantitative reverse transcription-polymerase chain 
reaction – qRT-PCR)12-18.

 A primeira etapa necessária para a realização de qualquer metodologia 
molecular para estudo do DENV é a extração/purificação do RNA viral. A 
extração do RNA é um passo crítico para a detecção segura do vírus19,20 e é 
o elemento-chave para o sucesso das análises moleculares. 

25.2 HISTÓRICO 

Na década de 1960, Kurland e colaboradores desenvolveram o isolamento 
de RNA por centrifugação em gradiente de cloreto de césio (CsCl)21, e, desde 
então, novos protocolos para extração de RNA de variadas amostras foram 
desenvolvidos. Modificações a esse método foram feitas, sendo umas das 
mais usadas e iniciais a ultracentrifugação em CsCl disponibilizada por 
Glisin e colaboradores em 197422. Embora a extração por gradiente de CsCl 
tenha sido o primeiro método de purificação do RNA, atualmente é pouco 
usado, principalmente entre as formas comerciais de extração21.
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Em 1968, Kirky, Later e Chirgwin aperfeiçoaram a extração de RNA 
usando tiocianato de guanidina, um forte desnaturante, e β-mercaptoetanol 
(β-met), um agente redutor, em conjunto ou com extração por etanol ou com 
ultracentrifugação em CsCl23. Posteriormente, Feramisco e colaboradores, 
em 1982, descreveram o sucesso da combinação da guanidina com fenol 
para a extração de RNA24. Devido às várias desvantagens e baixa reproduti-
vidade das técnicas desenvolvidas até então, foram necessários novos aper-
feiçoamentos, e em 1987 Piotr Chomczynski e Nicoletta Sacchi publicaram 
o método de extração orgânica com tiocianato ácido de guanidina-fenol-
-clorofórmio, no qual, em uma única etapa, foi possível a extração do RNA 
dentro de quatro horas25. Devido à sua maior agilidade, maior facilidade, 
sensibilidade, pureza do RNA, reprodutividade e diminuição da quantidade 
de amostra necessária, esse método tornou-se padrão ouro na extração de 
RNA, sendo usado como princípio de muitos reagentes comerciais9,21,26,27.

O conhecimento da capacidade do ácido nucleico de se ligar a partículas 
magnéticas, de sílica e de vidro na presença de agentes caotrópicos é anterior 
ainda ao desenvolvimento da primeira técnica de extração de RNA26. Em 
1982, Marko e colaboradores usaram essa propriedade para a extração de 
ácido nucleicos por meio de partículas de vidro na presença de percolato de 
sódio28. Em 1990, essa técnica foi aperfeiçoada por Boom e colaboradores29 
com uso de tiocianato de guanidina como agente caotrópico para ligação 
do ácido nucleico a partículas de sílica. Posteriormente, foram desenvolvi-
dos vários protocolos de adsorção do RNA a esferas magnéticas. Devido 
à sua rapidez e facilidade, a técnica de Boom e colaboradores29 foi usada 
como base para grande parte dos kits comercialmente disponíveis que usam 
minicolunas de sílica em tubos de ensaio para adsorção e isolamento do 
ácido nucleico.

25.3 EXTRAÇÃO DE RNA DO VÍRUS DA DENGUE 

O RNA do DENV pode ser detectado em soro, plasma, líquido cere-
broespinhal e tecidos frescos ou fixados em parafina. Um estudo realizado 
por Mizuno e colaboradores em 200730 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 200531, 
conseguiram detectar o genoma viral em amostras de sangue coletado em 
papel de filtro, com manutenção da integridade do RNA por até nove sema-
nas após a coleta do sangue. Esse é um método de coleta fácil e vantajoso; 
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porém, muitos laboratórios ainda não conseguem isolar com sucesso o 
genoma viral a partir do sangue em papel filtro, e para isso são necessários 
mais estudos que aprimorem um protocolo reprodutível.

O RNA pode estar presente nessas amostras em baixas titulações, e a 
qualidade após a extração é crucial para as reações subsequentes7. Embora 
alguns vírus possam ser detectados no plasma, sem qualquer purificação 
anterior32, esse não é o caso do DENV. Assim, é importante atenção especial 
à etapa de extração do seu RNA.

25.4 QUALIDADE DA EXTRAÇÃO 

Primeiramente, deve-se levar em consideração que o RNA é uma molé-
cula instável e de fácil degradação, pois, além de ser fita simples, a presença 
do grupo hidroxila no carbono de número 2 na sua ribose (Figura 25.2) 
facilita a sua reação com enzimas degradativas. Como o pré-requisito para 
o funcionamento das técnicas moleculares é a extração de um RNA puro, 
íntegro e de qualidade33, os métodos de extração de RNA são otimizados 
para a sua proteção durante todo o processo. 

Antes da extração devem ser observadas as necessidades de cuidado na 
coleta e armazenamento das amostras. Para amostras de sangue, a extração 
deve ser procedida rapidamente após a coleta da amostra (entre quatro e 
seis horas). Caso a extração não possa ser realizada nesse período, 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 

Figura 25.2  Esquema do ataque nucleofílico e formação da ligação fosfodiéster. Nos círculos estão destacadas as hidroxilas livres do 

carbono de número 2 das riboses.
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que seja congelado a –80 ºC até a extração do RNA34. O plasma de sangue 
coletado em tudo com gel separador pode ser mantido refrigerado por até 
5 dias, quando então deve ser congelado a –80 ºC ou submetido à extração 
do RNA. Tecidos devem ser congelados em nitrogênio líquido, embebidos 
em solução de preservação de RNA ou submetidos à extração do RNA em 
até uma hora após a coleta34. Geralmente, amostras de tecidos são coleta-
das de falecidos, sendo importante limitar o tempo entre o falecimento e a 
coleta21. Amostras de líquido cerebroespinhal devem sempre permanecer em 
banho de gelo e o RNA deve ser extraído em até quatro horas após a coleta34 
(Figura 25.3).

Resultados moleculares falsos negativos (resultados negativos por erro 
na detecção do RNA, e não pela ausência do vírus) são frequentemente 
causados pela ação de ribonucleases (RNAses), enzimas que degradam o 
RNA e impossibilitam a amplificação do DNA na PCR. Essas enzimas são 
motivo de preocupação, uma vez que, além de possuírem grande capaci-
dade de degradação, são estáveis, não precisam de cofatores, estão presentes 
em muitos locais (amostra, soluções, manipulador e ambiente) e são resis-
tentes a vários tratamentos, inclusive térmicos, como fervura e autoclava-
gem26,35,36. Por isso, durante todas as etapas de extração do RNA devem ser 
tomadas precauções rigorosas contra a contaminação com RNAses: luvas 
devem ser usadas a todo o momento e trocadas frequentemente para evitar 
a contaminação com RNAses presentes nas mãos; todo material de plástico 

Figura 25.3  Fluxograma mostrando o período ideal para realização da extração do RNA após a coleta das diferentes amostras e o modo 

de armazenamento destas até a extração.
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utilizado deve ser estéril, livre de RNAses e não deve ser reutilizado; é reco-
mendado o uso de ponteiras com filtro; pipetas devem ser de uso exclusivo 
para extrações de RNA; vidrarias devem ser bem lavadas, tratadas com o 
inibidor de RNAses chamado dietilpirocarbonato (DEPC), autoclavadas e 
secas em estufa; utensílios tratados com DEPC devem ser posteriormente 
submetidos à total remoção do DEPC, pois este pode inibir reações molecu-
lares subsequentes; água e soluções a serem usadas devem ser tratadas com 
DEPC e autoclavadas (com exceção de soluções contendo tris(hidroximetil)
aminometano, pois este inativa o DEPC); se possível, as soluções devem 
ser filtradas em membrana de nitrocelulose (0,22 µm) para melhor retirada 
de RNAses; tubos, amostras e soluções devem ser abertos somente quando 
necessário e, por fim, RNAses endógenas da amostra devem ser inativadas 
no primeiro passo de qualquer protocolo de extração de RNA21. Em adição 
a esses cuidados, os protocolos podem usar um “sistema repórter”, um RNA 
sintético marcado com radiação, como, por exemplo, fósforo-32 (32P). A 
recuperação desse RNA intacto ao final da extração indica que o protocolo 
funcionou corretamente, sem degradação por RNAses21.

Outra importante consideração a se fazer sobre o RNA é que, uma vez 
extraído, é recomendado que seja armazenado a –80 ºC e, idealmente, em 
alíquotas, pois além de ser instável devido à degradação por RNAses, o 
RNA também é facilmente degradado por processos de congelamento segui-
dos de descongelamento. O congelamento do RNA em alíquotas permite que 
ele seja submetido apenas uma vez ao descongelamento36.

Para evitar resultados falsos negativos ou até mesmo falsos positivos, é 
recomendado o uso de controles positivos e negativos desde a extração do 
RNA36. O controle positivo é uma amostra que se sabe que contém o vírus, 
de preferência uma amostra diluída para uma concentração viral que esteja 
no limite de detecção da técnica de extração. Esse controle é importante 
para a garantia da sensibilidade da técnica. Já o controle negativo é uma 
amostra na qual se sabe que o vírus está ausente. Essa amostra sempre deve 
ser manipulada por último, após as amostras serem analisadas e após os 
controles positivos, de modo a garantir que não houve contaminação entre 
as amostras durante o processo de extração.

As técnicas de extração de RNA podem ser qualificadas quanto à quan-
tidade e pureza do RNA por meio da espectrofotometria. Nessa análise, 
um espectrofotômetro como o NanoDrop (Thermo Scientific), por exemplo, 
mede a absorbância do RNA, o qual o absorve a luz no comprimento de 
onda de 260 nm. Inicialmente uma alíquota da solução com o RNA extraído 
é diluída em água deionizada e submetida à leitura da absorbância pelo 
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espectrofotômetro. A medida da absorbância a 260 nm (A260) possibilita o 
cálculo da quantidade do RNA extraído por meio da fórmula:

(Equação 25.1)	 [RNA] = (A260 × Fc × fd)/1000 

em que Fc corresponde ao fator de conversão que é de valor 40 (A260 
nm = 1 corresponde a 40 microgramas por mililitros (µg⁄mL) de RNA); 
fd corresponde ao fator de diluição da amostra em água para a leitura do 
espectrofotômetro e o resultado é dividido por mil para uma concentração 
em microgramas por microlitro (µg⁄µL). Proteínas absorvem a luz no com-
primento de onda de 280 nm, e o espectrofotômetro já disponibiliza a razão 
da A260 pela absorbância a 280 nm (A280) da solução de RNA. Razões 
A260⁄A280 maiores ou iguais a 1,75 indicam que a técnica de extração do 
RNA conseguiu disponibilizar um RNA com pureza satisfatória. Uma razão 
com valor entre 1,8 e 2,0 é a ideal para qualquer análise de RNA, pois indica 
um alto grau de pureza da solução de RNA extraído. Já razões abaixo de 
1,75 indicam presença de contaminantes como proteínas e DNA ou acidez 
da solução contendo o RNA, ou seja, indicam que a técnica de extração não 
disponibilizou um RNA com pureza satisfatória. Metodologias posteriores à 
extração do RNA mais simples, como a RT-PCR, podem ser realizadas com 
sucesso, mesmo após uma extração de um RNA impuro, no entanto, técnicas 
mais elaboradas, como sequenciamento ou medidas de expressão gênica com 
microarranjos, requerem um RNA puro.

25.5 MÉTODOS DE EXTRAÇÃO DO RNA 

As variadas técnicas aplicadas na extração do RNA viral podem ser divi-
didas em três grandes grupos: (1) técnicas baseadas no uso de fortes agentes 
desnaturantes e componentes orgânicos, como as técnicas derivadas da téc-
nica de Chomczynski-Sacchi (1987)25; (2) métodos baseados na adsorção do 
RNA a superfícies específicas na presença de sais caotrópicos, como os kits 
comercialmente disponíveis baseados na afinidade do RNA a membranas 
de sílica/gel chamadas colunas ou as técnicas derivadas da metodologia de 
Boom e colaboradores (1990)29; e (3) protocolos que exploram a separação 
do RNA em gradiente de centrifugação isopícnico21,26.

As técnicas de extração são variadas, mas usam etapas básicas para a 
extração do RNA. Inicialmente as membranas lipídicas são lisadas por uma 
solução detergente. Em seguida, é feita a purificação do RNA: remoção de 
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restos celulares; desnaturação proteica; remoção de contaminantes como 
proteínas, DNA e fenol e separação do RNA dos outros componentes. 
Depois de purificado, o RNA é precipitado ou isolado, e a última etapa é 
a dissolução ou eluição do RNA com água ou tampão. A eluição pode ser 
antecedida pela reidratação do RNA quando necessário.

25.6 EXTRAÇÃO ORGÂNICA 

Nos protocolos de extração orgânica do RNA a amostra é lisada por 
agentes químicos desnaturantes como tiocianato de guanidina e redutores 
como o β-met37,38 e, posteriormente, a solução é submetida à extração orgâ-
nica com fenol e clorofórmio e à precipitação com álcool. A centrifugação 
da solução (amostra, fenol, clorofórmio e agente desnaturante) resulta na 
formação de três fases com cor, conteúdo e localização diferentes no tubo: 
uma fase aquosa superior de cor clara, que contém os ácidos nucleicos; uma 
pequena camada esbranquiçada intermediária, que contém proteínas dissol-
vidas em fenol e uma fase orgânica inferior de coloração rósea, que contém 
lipídeos dissolvidos em clorofórmio e fenol (Figura 25.4). Por precipitação 
com álcool, o RNA é recuperado da fase aquosa.

O tiocionato de guanidina e o β-met desnaturam proteínas por quebra de 
ligações não covalentes que mantêm a estrutura terciária e quaternária das 
proteínas, fazendo-as precipitar, perder a estabilidade e consequentemente 
perder a atividade biológica. O primeiro reagente é um agente caotrópico39, 
que quebra ligações hidrofóbicas, e o segundo é um agente redutor, que 

Figura 25.4  Fases formadas na extração orgânica do RNA.
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desfaz as ligações dissulfeto40. Desse modo, ambos conseguem efetivamente 
inativar as RNAses presentes na amostra. 

O fenol utilizado deve ser livre de nucleases e hidratado ou saturado 
com água. Esse fenol é uma solução de 72% de fenol e 28% de água, com 
pH ajustado para 426. Esse pH ácido é importante para manter o RNA na 
fase aquosa e remover o DNA dessa fase, uma vez que a extração de ácidos 
nucleicos por fenol é pH-dependente: em pH básico o DNA fica na fase 
aquosa, e em pH ácido o DNA é desnaturado e precipita para a fase orgâ-
nica, ficando somente o RNA na fase aquosa41.

Clorofórmio é um solvente orgânico que, além de ajudar na desnaturação 
proteica e facilitar na formação das três fases, também tem o papel fun-
damental de remover o fenol residual da fase aquosa. O clorofórmio é em 
torno de 10 vezes mais solúvel em água que o fenol e, portanto, consegue 
separar o fenol da fase aquosa. O álcool isoamílico pode ser usado junta-
mente com o clorofórmio para ajudar na separação das fases, uma vez que 
diminui a formação de espuma26.

O RNA é recuperado da fase aquosa por precipitação com etanol e sal 
catiônico. Após centrifugações é formado um pellet esbranquiçado no fundo 
do tubo contendo o RNA. Essa coloração branca deve-se à presença de sais 
precipitados juntamente com o RNA, os quais devem ser removidos por 
lavagens com etanol21. O etanol induz a transições estruturais nas moléculas 
de RNA, de modo a causar a formação de agregados que precipitam. Assim, 
ocorre a concentração do RNA e sua separação dos outros componentes da 
fase aquosa. Os sais catiônicos usados podem ser cloreto de sódio, acetato 
de sódio e acetato de amônio, sendo os dois últimos preferenciais, pois o 
cloreto de sódio tem baixa afinidade pelo etanol, sendo mais difícil de ser 
retirado do pellet26. O isopropanol pode ser usado no lugar do etanol na 
precipitação, sendo importante para casos nos quais a capacidade de volume 
do tubo usado na extração é limitada, pois a quantidade de isopropanol 
usada para precipitar certa concentração de RNA é menor que a quantidade 
de etanol necessária. No entanto, atenção especial deve ser dada ao se usar 
isopropanol, pois este coprecipita sais com o RNA e é menos volátil que o 
etanol. Assim, o pellet formado por precipitação com isopropanol precisa 
ser lavado com etanol para a retirada do isopropanol e sais26.

O RNA extraído é dissolvido em água livre de RNAses ou tampões apro-
priados e deve ser armazenado em tubos estéreis, hidrofóbicos, não mani-
pulados por mãos sem luvas e tratados com água tratada com DEPC. O 
armazenamento deve ser feito em temperaturas de –80 ºC ou menores, para 
garantir a inatividade de RNAses e a estabilidade do RNA34.
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A extração orgânica é realizada com variadas modificações e representa o 
“padrão ouro” nas rotinas de laboratório. A técnica de Chomczynski-Sacchi 
(1987)25, uma das mais conhecidas técnicas de extração orgânica de RNA, 
foi desenvolvida para extração de RNA a partir de amostras de células cul-
tivadas ou tecidos. Esses autores conseguiram purificar RNA não degradado 
e com boa quantificação dentro de 4 horas25. Em seu protocolo, Chomzysnki 
e Sacchi usaram como solução desnaturante (solução D), uma solução feita 
com 4 M de tiocianato de guanidina, 25 mM de citrato de sódio em pH 7,0, 
0,5% de sarcosil e 0,1 M de β-met. Inicialmente, a solução D é homoge-
neizada com a amostra e então são adicionados o acetato de sódio, o fenol 
saturado com água e uma mistura de clorofórmio com álcool isoamílico (na 
proporção 49:1). A mistura passa por resfriamento e uma centrifugação, 
após a qual o RNA encontra-se na fase aquosa e os outros componentes nas 
fases intermediária e orgânica. A porção contendo o RNA é misturada com 
isopropanol, e a precipitação do RNA é feita a –20 ºC. O pellet de RNA for-
mado após uma centrifugação é misturado com solução D e a precipitação 
é repetida. Após uma última centrifugação, o pellet de RNA é lavado com 
etanol 70% a 80%, passa pela secagem e é dissolvido em dodesil sulfato de 
sódio 0,5%25.

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

A extração orgânica apresenta algumas desvantagens, como a possí-
vel separação incompleta das proteínas do RNA e a contaminação da fase 
aquosa pela fase orgânica. Além disso, as técnicas baseadas nesse tipo de 
extração podem ser demoradas, são trabalhosas, usam reagentes perigosos, 
necessitam de muita vidraria e utensílios plásticos e, por fim, podem ser 
inadequadas para manipulação de muitas amostras7,21. Por outro lado, essa 
é uma das técnicas que apresenta maior sensibilidade e pureza do RNA. É 
uma técnica adequada para purificação de RNAs pequenos (menos de 200 
nucleotídeos) e que serão usados posteriormente em métodos que requerem 
muita pureza do RNA.

Os reagentes comercialmente disponíveis baseados nessa técnica reduzem 
o tempo necessário para a extração do RNA e, por isso, permitem a extra-
ção do RNA de muitas amostras facilmente. No entanto, podem não ter a 
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mesma sensibilidade da extração orgânica realizada com reagentes prepara-
dos adequadamente no laboratório26.

25.7 MÉTODOS BASEADOS NA ADSORÇÃO DO RNA 

Métodos baseados na adsorção do RNA usam a propriedade desse 
ácido nucleico de se ligar em superfícies como esferas magnéticas42, 
sílica21,43, materiais de látex de poliestireno44, matriz de celulose ou 
fibras de vidro45, na presença de determinados sais ou agentes caotrópi-
cos. Estes possuem a propriedade de desorganizar a estrutura tridimen-
sional de ácidos nucleicos e proteínas, desnaturando essas macromolécu-
las. Dentre esses métodos, encontra-se a técnica de Boom e colaboradores 
(1990)29, que usa esferas de sílica, kits que usam partículas de vidro como 
o High pure viral nucleic acid kit (Roche Applied Science), kits que usam 
esferas magnéticas como o InviMag® vírus RNA Mini Kit (STRATEC Mole-
cular) e os kits comercialmente disponíveis que usam minicolunas de sílica. 

Boom e colaboradores29 desenvolveram um protocolo para extração de 
RNA de soro e urina baseado em dois fundamentos: a inativação das RNA-
ses pelo tiocianato de guanidina e a ligação do RNA a partículas de sílica 
ou diatomáceas (algas unicelulares cuja parede celular é de sílica) na pre-
sença de altas concentrações de tiocianato de guanidina. Nesse protocolo, a 
amostra é lisada por tiocianato de guanidina e é misturada às partículas de 
sílica para adsorção do RNA. Os complexos de RNA + sílica são sedimen-
tados, e os contaminantes retirados por centrifugação/descarte do sobre-
nadante. O RNA adsorvido à sílica é lavado com etanol e acetona e pos-
teriormente é deixado para secar. Por fim, o RNA é eluído em um tampão 
aquoso livre de sal, e a sílica é removida por centrifugação7,21,29. De acordo 
com os autores do protocolo, essa técnica é barata, não exige muitos equipa-
mentos do laboratório e disponibiliza RNA livre de RNAses, portanto, não 
degradado7. Desvantagens desse método são a dificuldade na remoção das 
partículas de sílica após a eluição do RNA e a baixa eficiência na extração 
de pequenos RNAs.

Os kits comercialmente disponíveis baseados em colunas, representadas 
na Figura 25.5, permitem a extração de RNA em fase sólida a partir de 
pequenas quantidades de amostra46. A amostra é adicionada à coluna e o 
RNA se liga a ela em pH ácido e alta concentração de sal no tampão de 
ligação, o qual ainda pode conter agentes desnaturantes, detergentes, isopro-
panol e indicador de pH. A lavagem das colunas para purificação do RNA 
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a elas aderido é feita com tampões de lavagem contendo fosfato de potássio 
ou etanol, e o RNA é eluído com tampão de eluição ou água livre de RNA-
ses7,21. As principais etapas da extração de RNA com uso de colunas estão 
ilustradas na Figura 25.6.

Várias empresas disponibilizam kits baseados em colunas, como a Qia-
gen, que apresenta 11 tipos de kits disponíveis para extração 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 purificação de DNA/RNA viral, dentre várias outras.

O uso de coluna acelera, facilita, garante o lucro da extração e reduz o 
risco de contaminação durante o processo. No entanto, assim como a técnica 
de Boom e colaboradores29, não é adequada para a extração de pequenos 
RNAs. Alguns pesquisadores descrevem ainda que pode resultar na extra-
ção de RNA menos puro se comparado à extração orgânica47. A principal 
desvantagem do uso de kits de colunas é o alto preço. Com o objetivo de 
solucionar esse problema, Siddappa e colaboradores48 publicaram um artigo 

Figura 25.5  Colunas usadas para extração de RNA.
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em 2007, no qual descreveram uma técnica para reutilizar as colunas para 
várias extrações (acima de 20 extrações), sem que elas percam a capacidade 
de adsorção ou purificação do ácido nucleico48. Segundo esses autores, a 
incubação das colunas usadas em solução de ácido clorídrico (HCl) 1 M 
por 24 horas pode eficientemente eliminar qualquer ácido nucleico a elas 
ligado e deixá-las prontas para uso em uma nova extração. Como os kits 
fornecem o volume dos reagentes condizente com o número de colunas, os 
autores relatam que, com a composição correta das soluções necessárias, os 
laboratórios conseguem fazê-las para reutilizarem as colunas.

25.8 EXTRAÇÃO DE RNA POR GRADIENTE ISOPÍCNICO 

A extração de RNA por gradiente isopícnico ou por equilíbrio de gra-
diente de densidade, como também é chamada, consegue isolar o RNA por 
ultracentrifugação ou centrifugação em altas velocidades por longo período 
de tempo, com uso de sais que apresentam gradiente de densidade como 

Figura 25.6  Principais etapas da extração de RNA com uso de colunas. (1) Uma pequena quantidade da amostra é adicionada a um 

microtubo. (2) A amostra é incubada com uma solução de lise para que ocorra a lise das membranas celulares e digestão proteica. (3) 

A solução resultante é adicionada à coluna e esta é centrifugada. O RNA permanecerá ligado à coluna. (4) Um tampão de lavagem 

é adicionado à coluna e esta centrifugada. O processo é repetido e, assim, a coluna é lavada duas vezes para retirada de moléculas, 

diferentes do RNA, que possam a ela estar aderidas. A lavagem dupla permite que apenas o RNA permaneça ligado à coluna. (5) Um 

tampão de eluição (ou água livre de RNAses) é adicionado à coluna e esta é centrifugada. Ao final do processo, o RNA é eluído da coluna 

e encontra-se dissolvido no tampão.
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o CsCl ou o trifluoroacetato de césio (CsTFA). Ao longo do processo de 
extração, o RNA se posiciona no gradiente de densidade desses sais, em uma 
faixa que corresponde à sua própria densidade21 e, assim, pode ser isolado. 

É usada uma grande concentração dos sais do metal pesado césio, cujos 
íons são lentamente levados para o fundo do tubo durante a centrifugação, 
formando um gradiente contínuo de densidade na coluna líquida presente 
no tubo. Com o tempo, a tendência de os íons se concentrarem no fundo é 
contrabalanceada pela tendência de eles se dispersarem por difusão, estabili-
zando o gradiente. À medida que o gradiente se forma, as moléculas de RNA 
são levadas para o fundo do tubo ou flutuam até encontrarem uma posição, 
onde sua densidade de flutuação equivale à sua densidade natural e onde 
ficam paradas com estabilidade41. 

Para a extração do RNA, inicialmente a amostra é misturada com tio-
cianato de guanidina e CsCl ou CsTFA e, posteriormente, submetida à cen-
trifugação. A fração de densidade correspondente ao RNA é separada, e o 
RNA é precipitado com etanol. O uso da guanidina permite, assim como 
nos outros métodos de extração, inibir a ação das RNAses. A sensibilidade 
e precisão do gradiente de densidade formado permite a separação de molé-
culas puras de RNA21,22. Essa técnica é tão sensível que pode separar RNAs 
com pequenas diferenças na composição de bases. As desvantagens desse 
método são a necessidade de tempo prolongado para centrifugação ou de 
uma ultracentrífuga.

25.9 SISTEMAS AUTOMATIZADOS DE EXTRAÇÃO DE RNA 

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

Um sistema universal de extração automatizado de RNA da Qiagen cha-
ma-se BioRobot. Esse sistema é baseado na ligação do RNA à fase sólida, 
lavagem desta e eluição do RNA, e permite o processamento de 96 amostras 
por análise. A Qiagen também possui o sistema robótico QIAcube, que auto-
matiza a extração com os kits baseados em coluna*.

*	   	 Ver www.qiagen.com.
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A Invitrogen-Life Technologies possui o iPrep™, o qual faz extração 
automatizada de ácidos nucleicos usando a tecnologia de adsorção 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 extração de até 16 amostras em menos de 45 
minutos**.

A Roche Diagnostics possui o equipamento MagnaPure, que realiza até 
32 extrações por corrida***.

Além dessas empresas, outras também oferecem sistemas automatizados 
não só para extração do RNA, mas também para amplificação, quantifica-
ção e detecção do RNA, como a Roche Disgnostics, que possui a plataforma 
Cobas® Ampliprep/Cobas TaqMan. 

Embora esses equipamentos tenham custo elevado, manutenção dispen-
diosa e grande gasto de descartáveis e reagentes próprios, fornecem uma 
alternativa eficiente para laboratórios com alta demanda de análises.

25.10 COMPARAÇÃO ENTRE AS PRINCIPAIS 
TÉCNICAS DE EXTRAÇÃO DE RNA 

A técnica ideal de extração seria aquela que disponibilizasse grande 
quantidade de RNA puro e intacto, de modo rápido e reprodutível, com 
pouco custo e capaz de permitir extração de grande número de amostras 
simultaneamente. No entanto, nem todas as técnicas disponíveis apresentam 
todas essas qualidades juntas. Cada técnica tem vantagens e desvantagens 
que devem ser revisadas antes de um laboratório decidir qual delas lhe é 
mais adequada. Abaixo, será feito um resumo dos achados de vários tra-
balhos que comparam diferentes técnicas de extração de RNA quanto às 
características de quantidade e pureza do RNA, qualidade da inativação 
de RNAses, custo, rapidez e reprodutividade que cada técnica apresenta. 
Vale lembrar que dentro da mesma técnica, os variados protocolos também 
apresentam diferenças.

Poma e colaboradores49 compararam três kits comerciais baseados em 
minicolunas de sílica quanto à quantidade de RNA recuperada, eficiência da 
posterior amplificação e presença de inibidores de reações moleculares no 

*	 Ver www.lifetechnologies.com.
**	 Ver www.promega.com.br.
***	Ver www.roche.com.br.
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RNA extraído. 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 eficiência na amplificação do 
RNA extraído por qRT-PCR, mesmo na presença de inibidores da PCR nas 
amostras. Isso se deve à maior capacidade desse kit de eliminar contaminan-
tes e, portanto, de purificar o RNA. Substâncias que inibem a PCR e devem 
ser eliminadas no processo de extração do RNA são: íons de ferro e cálcio, 
ácido húmico50, tanino51, grupo heme, heparina, anticorpos, lipídeos52,53 e 
tiocianato de guanidina. Essas variações na eficiência da amplificação do 
RNA entre kits de extração pode ser ocasionada por diferenças na natureza 
das colunas e dos tampões de lise e lavagem49.

Kurar e colaboradores54 compararam cinco protocolos para extração de 
RNA, sendo três baseados na extração orgânica (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 comparação foi feita em relação à quantidade e 
qualidade do RNA e à eficiência da amplificação 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 digestão com enzima que digere DNA (DNAse-I), 
pois apresentaram muita contaminação com DNA. Os cinco protocolos 
extraíram RNA puro (após digestão com DNAse-I), diferindo na quantidade 
do RNA isolado54. Quanto a esse fato, Deng e colaboradores33 afirmaram 
que protocolos de extração de RNA orgânica podem ter menor contamina-
ção com DNA quando a coleta da fase aquosa ocorre sem nenhum contato 
com as outras fases, e o trabalho de Phongsisay e colaboradores55 afirma 
que independentemente do protocolo deve ser usada a digestão com DNA-
se-I para evitar contaminação com DNA e futuros erros na interpretação 
da RT-PCR. No uso de colunas, o erro do manipulador é bem menos fre-
quente e o processo de extração é simples, mas, como mostrado no trabalho 
de Kurar e colaboradores54, a digestão com DNAse-I é indispensável. Esses 
autores, assim como Bustin56, ainda sugerem que o tratamento com DNA-
se-I seja feito apenas na alíquota de RNA a ser usada na análise molecular, 
e que o RNA a ser armazenado não deve passar pela digestão até ser usado. 
Isso para evitar que a solução de DNAse-I, que pode estar contaminada com 
RNAse, degrade também o RNA. Kurar e colaboradores54 também sugerem 
que o melhor método para conservação do RNA extraído é a produção do 
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DNA complementar (cDNA) por transcrição reversa e o armazenamento 
deste, que é bem mais estável que o RNA.

Em 2011, Dettogni e Louro7 compararam a extração 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)25. No estudo, de 47 amostras 
de pacientes com diagnóstico clínico da dengue, 34 foram positivas para a 
presença do DENV-2 pela RT-PCR com o RNA extraído pela extração orgâ-
nica e 27 com o RNA extraído pelo kit. Além disso, o estudo mostrou que a 
extração orgânica isolou RNA com quantificações maiores que o kit7. 

De Paula e colaboradores12 compararam três métodos para extração 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 após extração do RNA por TRIzol® ou pelo método de Chom-
zynski e Sacchi e seis foram positivas após extração do RNA pelo kit. Assim, 
segundo os autores, o método mais indicado para extração do RNA para 
diagnóstico molecular da dengue é o QIAamp® Viral RNA Mini Kit.

Um trabalho desenvolvido por Verheyden e colaboradores e publicado 
em 200320 comparou três métodos para extração de RNA viral: método de 
Chomczynski-Sacchi, o kit PURE-SCRIPT® (Gentra Systems), baseado na 
precipitação diferencial do RNA e o QIAamp® Viral RNA Mini Kit. Nesse 
trabalho, o método menos sensível foi o de Chomczynski-Sacchi e o mais 
indicado também foi o kit da Qiagen, por sensibilidade e rapidez na extra-
ção do RNA.

Fransen e  colaboradores , em 1998 19, publ icaram um tra-
balho comparando sete diferentes métodos para extração do 
RNA do vírus da imunodeficiência 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), QIAamp® Viral RNA Mini Kit, técnica de Chomczynski-Sacchi, 
extração descrita por Boom e colaboradores em 199029 e extração descrita 
por Mathy e colaboradores (1996)57. O estudo recomendou o kit da Qiagen 
como o método mais rápido, sensível e de preço acessível para extração do 
RNA de grande número de amostra.

Verhofstede e colaboradores em 199627 compararam oito métodos 
para extração do RNA do HIV: TRIzol®, técnica de Boom e colaborado-
res29, RNeasy (Qiagen), NASBA (Organon Teknika), Isoquick (Micro-
probe), técnica de Chomcyzsnki-Sacchi25, RNAID (Bio-101) e Ultraspec 
(Biotex). Segundo o estudo, a técnica de Chomczynski-Sacchi foi o método 
que apresentou melhores resultados após análise 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 fácil de passar por erros de contaminação, mistura de 
amostras e manipulação. Para laboratórios 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)47 compararam a extração do RNA 
de vírus causadores de hepatites por um método orgânico e pelo 
QIAamp® Viral RNA Mini Kit. Nesse trabalho, o kit comercial apresentou 
uma sensibilidade aproximadamente dez vezes menor que a extração orgâ-
nica, apesar de ser finalizado em um tempo consideravelmente menor. Assim, 
os autores recomendam que quando a sensibilidade é indispensável para 
análises futuras, a extração orgânica é a melhor escolha; e caso um processo 
menos trabalhoso e demorado seja a prioridade, o kit baseado em colunas 
de sílica é o método mais indicado47. 

Inúmeros outros trabalhos científicos comparam diferentes técnicas para 
extração do RNA viral e apresentam conclusões variadas, ora indicando 
um método, ora indicando outro. Essa situação ocorre porque há mui-
tas variáveis envolvidas no sucesso ou não de alguma técnica. Um exemplo 
de variável que influencia as conclusões dos trabalhos é a época especí-
fica em que os vírus estão presentes nas amostras. Uma técnica de extra-
ção somente terá sucesso caso a coleta da amostra seja feita no período 
adequado. O DENV, por exemplo, permanece na circulação sanguínea até 
o sexto dia de sintomas da dengue; após esse tempo a quantidade de vírus 
na circulação é tão pequena que a extração não é mais possível e o método 
de diagnóstico passa a ser a sorologia, para detecção de anticorpos contra 
o DENV. Assim, trabalhos que não coletaram as amostras no período certo 
podem ter cometido erros em suas conclusões. A comparação de métodos 
que usam quantidades iniciais diferentes de amostra também pode levar a 
conclusões equivocadas, como relatado por de Paula e colaboradores, uma 
vez que a quantidade inicial da amostra pode influenciar o resultado das 
análises moleculares, através da presença relativa de inibidores da PCR12. 
Um terceiro exemplo importante de variável é a ocorrência de erros de mani-
pulação durante o processo de extração, os quais podem levar a resultados 
falsos negativos, como já descrito anteriormente neste capítulo, por degra-
dação do RNA por RNAses, por pipetagem errada etc.

De modo geral, com o auxílio dos variados trabalhos mostrando as van-
tagens e desvantagens de cada método disponível para extração do RNA 
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viral, cada laboratório deve escolher dentre os métodos e protocolos o que 
mais atende às suas necessidades.

25.11 POSSIBILIDADES TERAPÊUTICAS E/OU INDUSTRIAIS 

Qualquer técnica molecular para detecção de vírus com genoma de RNA, 
como o DENV, é iniciada, como já dito, pela etapa da transcrição 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 contrário à transcrição comum às 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 
retrovírus (vírus com genoma de RNA e que utiliza a transcriptase reversa 
para a replicação do seu material genético), como o vírus da mieloblastose 
aviária (avian myoloblastosis virus – AMV) ou o vírus da leucemia murina 
de Moloney (Monoley murine leukemia virus – MMLV), permitiu que a 
transcrição reversa fosse feita in vitro, em uma etapa anterior à PCR, a qual, 
então, amplifica o DNA. Inicialmente, em um tubo de polipropileno mistu-
ra-se o RNA extraído, um segmento pequeno de ácido nucleico chamado 
primer, que irá servir como iniciador para a enzima sintetizar o fragmento 
de interesse, e água ultrapura. A solução é incubada a 75 ºC para que o RNA 
seja aberto, ou seja, desenrolado e, portanto, esteja disponível para servir 
como molde para a síntese do DNA. Posteriormente adiciona-se ao tubo 
um tampão adequado para a atividade enzimática, a transcriptase reversa, 
didesoxinucleotídeos (dNTPs) e água ultrapura se necessário. A solução é 
então incubada a uma temperatura ideal para a atividade enzimática, para 
a síntese do DNA e, posteriormente, a uma temperatura elevada, para que 
a enzima seja inativada e pare a síntese. A molécula de DNA de fita simples 
produzida in vitro pela transcrição reversa chama-se cDNA, o qual, ampli-
ficado, pode ser usado nas inúmeras técnicas moleculares.

O diagnóstico das doenças transmitidas por vírus foi revolucionado pelo 
desenvolvimento das técnicas moleculares de detecção viral, principalmente 
as variadas formas de uso da PCR. Com sua sensibilidade, agilidade e faci-
lidade na detecção de sequências genômicas virais, as técnicas moleculares 
têm hoje uma grande aplicação nos ramos clínico e científico. Uma grande 
mudança da PCR convencional foi a invenção da chamada PCR em tempo 
real, que, como já dito, melhorou a contribuição da PCR ao diagnóstico 
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viral, no sentido de ter maior sensibilidade, maior capacidade de amplifica-
ção genômica e ainda potencial de quantificar, além de qualificar, a sequên-
cia amplificada. Na qRT-PCR em tempo real, as sequências virais são, além 
de detectadas, quantificadas a cada ciclo de amplificação por contínua 
determinação de um sinal de fluorescência que é diretamente proporcional à 
quantidade de DNA presente após cada ciclo da PCR. 

A sensibilidade de muitas técnicas moleculares é grande o suficiente para 
conseguir detectar o vírus em amostras com até menos de dez cópias virais, 
caso a amostra seja coletada na época certa, armazenada corretamente e o 
método de extração seja eficiente36,58. Essa vantagem é importante na detec-
ção dos vírus em formas assintomáticas e em pacientes submetidos a tera-
pias, situações nas quais, possivelmente, a carga viral no paciente está baixa.

Em determinadas análises, uma única reação da PCR, de 25 a 40 ciclos, é 
capaz de detectar o vírus, porém em várias ocasiões a sensibilidade na detec-
ção precisa ser maior. Nesses casos, são aplicadas outras técnicas molecula-
res além da PCR convencional, para que ciclos adicionais de amplificação 
possam aumentar em até cem vezes a sensibilidade da detecção do vírus36.

A PCR e suas variações têm grande importância não só no diagnóstico 
da dengue, mas também na vigilância epidemiológica e em estudos de eficá-
cia de vacinas testes e de drogas antivirais. Muitos protocolos da PCR são 
chamados de PCR Multiplex, pois possuem uma combinação de iniciadores 
para a DNA polimerase que permite detectar a presença dos quatro vírus 
da dengue de uma só vez, em um só tubo de ensaio. Com a PCR, amostras 
estocadas por longos períodos podem ter o vírus 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 aplicações da PCR convencional, medir a carga viral de uma amostra. 
Assim, permite a obtenção de informações da dinâmica de uma infecção, 
da interação do homem com o vírus e da resposta de algum antiviral, o que 
é importante no prognóstico de um paciente, servindo como um guia do 
sucesso da terapia9,10,59.

Além dessas técnicas importantes no diagnóstico, um método molecular 
pós-PCR, denominado sequenciamento nucleotídico, tem importante parti-
cipação nos estudos virais. O sequenciamento de nucleotídeos dos produtos 
da PCR permite estudar a variabilidade genética das cepas virais, identificar 
a rota de origem de uma epidemia e determinar marcadores de virulência, 
além de fornecer dados para que medicamentos possam acompanhar a alta 
frequência de mutação viral sem perder sua eficácia. Com as sequências 
virais estabelecidas por sequenciamento, também podem ser feitos estudos 
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filogenéticos, que determinam a relação evolutiva entre organismos por meio 
de seus dados moleculares. Esses estudos podem classificar os quatro soro-
tipos do DENV em subtipos e genótipos virais, facilitando a caracterização 
do vírus circulante em uma epidemia1.

25.12 TÉCNICA PASSO A PASSO 

25.12.1 Método de extração por tiocianato ácido 
de guanidina-fenol-clorofórmio desenvolvido por 
Chomczynski e Sacchi (1987)25, com modificações

Chomczynski e Sacchi25 desenvolveram o protocolo para extração de 
RNA a partir de células cultivadas ou tecidos e, com modificações, essa 
técnica pôde ser aperfeiçoada para extração de RNA do DENV a partir de 
plasma humano. A técnica desenvolvida para a extração do RNA do DENV 
a partir de plasma humano está descrita a seguir e ilustrada na Figura 25.7.

Soluções usadas no protocolo 

•  Solução desnaturante ou solução D (tiocianato de guanidina 4 M; 
citrato de sódio 25 mM, pH 7,0; sarcosil líquido 0,5% e água deioni-
zada). Para o preparo da solução estoque, os reagentes são dissolvidos 
por 10 minutos a 37 ºC. A solução deve ser congelada ou usada em até 
três meses se mantida em temperatura ambiente. 

•  β-met 0,1 M. Antes do uso da solução D no protocolo de extração, 
essa deve ser misturada com o β-met.

•  Fenol saturado com água (20 mililitros (mL) de fenol de alto grau de 
pureza e 20 mL de água destilada). O fenol deve ser descongelado a 
60 ºC e então adicionado à água e a solução é misturada por vórtex. 
A solução é centrifugada a 600 × g por 10 minutos e posteriormente 
a parte aquosa é removida. O fenol saturado com água pode ser esto-
cado por 30 dias a 4 ºC) acetato de sódio 2 M pH 4,0 (acetato de 
sódio triidratado e água destilada). O acetato deve ser dissolvido na 
água e o pH ajustado com uso de ácido acético glacial.

•  Clorofórmio.
•  Álcool isoamílico.
•  Isopropanol.
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•  Solução de glicogênio. 
•  Etanol 70%.

Procedimentos

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

2)  A solução D é descongelada a 37 ºC e o β-met é adicionado à quantidade 
de solução D que será usada, na concentração de 0,1 M. Estando a solu-
ção preparada, 300 µL de solução D (com o β-met) são adicionados aos 
tubos com o plasma e a mistura é homogeneizada. 

3)  O próximo passo é o preparo da solução de clorofórmio/álcool isoamílico 
na proporção 49:1. Aos tubos são então adicionados: 600 µL de fenol 
saturado com água; 60 µL de acetato de sódio e 120 µL de clorofórmio/
álcool isoamílico. A mistura é homogeneizada em vórtex por 10 segundos 
(s) e incubada a –20 ºC por 15 minutos. 

4)  Após esse tempo, os tubos são centrifugados a 13.150 × g por 15 minutos 
para a formação das três fases: a fase orgânica inferior, a fase aquosa 
superior e a fase esbranquiçada intermediária. A fase aquosa (aproxima-
damente 600 µL) é transferida cuidadosamente para outros três 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 µL de fase aquosa, também serão adicionados 600 µL de isopropanol 
a cada tubo. Uma quantidade de 2,0 µL de solução de glicogênio pode 
ser acrescentada para facilitar a visualização do pellet de RNA que será 
formado no próximo passo. 

5)  Para a precipitação do RNA, os tubos são incubados a –20 ºC por 16 
horas e posteriormente centrifugados a 13.150 × g por 15 minutos. Após a 
centrifugação, o sobrenadante é descartado e o pellet com o RNA estará 
formado e, se visível, terá aspecto esbranquiçado. 

6)  Para hidratação do RNA é adicionado 1,0 mL de etanol 70% aos tubos, 
os quais são centrifugados a 13.150 × g por 2 minutos. Esse etanol é então 
cuidadosamente descartado por completo, e os tubos são virados com a 
abertura para baixo para secarem completamente à temperatura ambiente 
(aproximadamente 20 minutos). 

7)  Estando os tubos secos, o RNA pode ser dissolvido: o pellet de um dos 
tubos é dissolvido em 30 µL de água livre de RNAses e posteriormente o 
pellet dos outros dois tubos são dissolvidos com essa mesma água para 
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concentrar o RNA dos três tubos em um só. Esse RNA extraído deve ser 
usado imediatamente nas análises moleculares ou armazenado a –80 ºC 
para não ser degradado. Caso as análises moleculares não possam ser 
realizadas todas ao mesmo dia, uma opção é sintetizar o cDNA a partir 
do RNA extraído por transcrição reversa e então armazenar esse cDNA, 
que por ser estável, pode ficar a 4 ºC sem ser degradado.

25.13 CONCLUSÕES 

Devido à falta de uma vacina eficaz e às dificuldades na erradicação do 
mosquito vetor, as opções para prevenção e controle das epidemias de den-
gue são limitadas. Assim, o rápido e eficiente diagnóstico molecular da den-
gue e a epidemiologia molecular viral são indispensáveis. Um diagnóstico 
precoce é importante para o início adequado do tratamento e acompanha-
mento dos pacientes. Estudos da genética viral são imprescindíveis para o 

Figura 25.7  Etapas da extração orgânica do RNA do vírus da dengue. 
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desenvolvimento de vacinas e terapias, e para o conhecimento geral do vírus. 
Os estudos de vigilância epidemiológica e monitoramento viral são funda-
mentais para o conhecimento das epidemias, da circulação dos sorotipos e 
subtipos e, consequentemente, para a implementação de medidas de con-
trole da infecção. Todas essas análises moleculares iniciam-se pela etapa cru-
cial comentada neste capítulo, a extração do material genético viral. Assim, 
pode-se ver a importância do estudo detalhado dos métodos aplicados na 
extração do RNA, da comparação entre eles, do modo como solucionar os 
problemas envolvidos no processo de extração, das necessidades especiais 
envolvidas na manipulação de RNA e, por fim, da disponibilização de dados 
suficientes para que laboratórios clínicos e de pesquisa possam escolher o 
método mais adequado em suas extrações.

25.14 PERSPECTIVAS FUTURAS 

O rápido crescimento do número de publicações sobre análises molecu-
lares tanto qualitativas como quantitativas demonstra o aumento da impor-
tância dessas análises nas áreas científica e clínica. Uma vez que a biologia 
molecular evoluiu e contribuiu de maneira importante para a pesquisa viral 
e para o diagnóstico das viroses, há um aumento da consciência sobre a 
necessidade da garantia da qualidade das análises moleculares. A natureza 
da PCR apresenta várias limitações difíceis de controlar, particularmente 
em virologia, campo em que a heterogeneidade do genoma viral, além da 
variedade de amostras, pode levar a desempenhos inadequados das aná-
lises. Assim, é clara a necessidade não só na garantia da qualidade, mas 
também do estabelecimento de processos moleculares totalmente automa-
tizados, para reduzir o tempo de análise e, principalmente, os erros por 
variação de manipulador ou laboratório. Essas necessidades deverão levar 
a um aumento de estudos para melhorar a compreensão do que envolve as 
tecnologias moleculares e explorar ainda mais essas ferramentas a favor do 
controle das infecções virais.
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