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1 INTRODUCAO

As técnicas para extracdo de acidos nucleicos sdo amplamente utilizadas em
laboratorios de Biologia Molecular, e tem grande importancia na deteccdo de
diferentes agentes virais. Apesar da existéncia de diferentes kits j& padronizados
para deteccdo de virus DNA e RNA, a extracdo do RNA é diferenciada frente a
extracAo de DNA, devido a sua facil degradacdo. Enquanto a realizacdo de
eletroforese € utilizada como controle interno positivo das extracbes de DNA, isso
ndo € possivel quando se trata de RNA. Desta forma torna-se necessario que cada
laboratorio padronize uma técnica a ser utilizada como controle interno da reacao de
extracdo de RNA, tendo em vista a frequente ocorréncia de extragcbes mal
sucedidas. Quando isso ocorre tem-se resultado falso negativo na técnica de PCR,
devido a auséncia de material extraido. Sendo assim, se faz necessario a utilizacdo
de um controle interno positivo para verificar a correta execucao da reacao, garantir
0 sucesso na extracdo de RNA em todas as amostras, bem como a confiabilidade
dos resultados, excluindo a possibilidade de PCRs falso negativo. O presente estudo
tem por objetivo a padronizacéo da técnica de extracdo de RNA viral apos a adicédo
do Poliovirus atenuado, que servird como controle interno positivo da reagdo, no
laboratorio de Biologia Molecular da FURG.

2 REFERENCIAL TEORICO

A ampliacao e refinamento destas técnicas de extragdo, melhoram o resultado
e a seguranca do diagnoéstico empregado pelas técnicas de biologia molecular, como
a reacdo em cadeia de polimerase (KUNO, 1998).

A extracdo de RNA € um dos principais métodos de investigacdo de virus,
contudo, a facil degradacado e contaminagdo do material genético dificulta o processo
de diagnoéstico e pesquisa (JOBARTEH et al., 2014). Por isso, o aprimoramento das
técnicas de extracdo de RNA é essencial para a construcdo de uma metodologia
segura para diagndstico molecular (KIRCHNER et al., 2014).

3 MATERIAIS E METODOS

O estudo de carater experimental baseia-se na adaptacéo da técnica descrita
pelo kit QlAamp Viral RNA Mini Kit© para a extracao de RNA viral. Foram utilizadas 8
amostras coletadas do sangue do corddo umbilical de gestantes que realizaram seu
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parto no Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Corréa Junior durante o ano de 2013.
Apés a coleta do sangue as amostras foram centrifugadas para obteng&o do plasma.
Para a extracdo de RNA foi seguido o protocolo do kit, com a adicdo prévia nas
amostras de 2 uL da vacina da poliomielite diluida a 102. Apos a extracdo, foi
realizado PCR para poliomielite para confirmacdo da extracdo de RNA, através da
técnica de eletroforese em gel.

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

Todas as amostras encontraram-se positivas na eletroforese em gel indicando
que a extracdo foi realizada com sucesso e o branco demonstrou que nao houve
contaminacgao externa durante a técnica de PCR.

Apesar do sucesso da técnica desenvolvida neste estudo, devemos
considerar qgue a ma conservacao das amostras pode inviabiliza-las previamente aos
testes moleculares devido a degradacdo do RNA. O mesmo é instavel a oscilacdes
de temperatura, devendo permanecer estocado a -70°C. Devido a isso, €
extremamente relevante a aplicacdo da técnica padronizada neste estudo a fim de
garantir a eficiencia na execucdo das extracbes de RNA, consequentemente
originando resultados mais fidedignos. A aplicacdo desta técnica exclui erros na fase
analitica dos experimentos que visam detectar microorganismos com genoma de
RNA.

5 CONSIDERACOES FINAIS

A padronizacdo da técnica de extracdo de RNA viral por kit apos a adicdo do
virus da Poliomielite atenuado, demonstrou-se uma forma de controle interno
positivo eficiente para confirmar a correta execucdo e 0 sucesso da técnica.
Contudo, a mesma tem suas desvantagens, como a inclusdo de um PCR a mais
para a poliomielite encarecendo o procedimento, bem como a facil contaminacéo do
RNA da poliomielite no ambiente de trabalho, o que exige cuidado adicional pelo
manipulador. Apesar das limitagdes, esta técnica mostrou-se uma otima alternativa
na confirmacédo da correta execucao da extracdo de RNA viral.
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