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1. INTRODUGAO

A técnica de PCR quantitativo de transcricao reversa em tempo real (RT-
gPCR) consiste em uma variacédo do PCR convencional que permite acompanhar
simultaneamente a duplicagdo dos acidos nucleicos através do uso de sondas
fluorescentes (HARSHITHA et al. 2021). Essa técnica possui varias aplicagoes,
como diagndstico de doengas infecciosas, estudos de biomarcadores e analise do
perfil de expressao de genes, como dito por VALONES et al. 2009. A partir da
avaliagdo da expressao génica, € possivel tracar os niveis da transcricao de
diversos produtos celulares, como citocinas e quimiocinas e, assim analisar o perfil
de resposta imune celular em modelos experimentais (BUSTIN e NOLAN 2004).

A primeira etapa para este tipo de analise € a obtengdo de mRNA, a qual é
feita através da extragdo do RNA total diretamente da amostra. Os protocolos de
extragao variam conforme o tipo de amostra, dos reagentes utilizados e do objetivo
do experimento (CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987). Cada protocolo afeta
diretamente a qualidade e a concentragdo do RNA obtido. Os mais comumente
empregados s&o protocolos que utilizam solugbes caseiras, juntamente com
solventes como TRIzol, para separagdo do RNA, como descrito em RIO et al. 2010.
Protocolos mais refinados utilizam kits comerciais para a extragdo, na qual o RNA
€ concentrado com o uso de colunas de silica, estas que possuem afinidade fisico-
quimica pelo RNA, consequentemente elevando sua concentragdao e pureza. O
indice de pureza do RNA pode ser avaliado pela medida da absorbancia por
espectrofotometria (Abs) e posterior calculo da razdo da Abs 260nm/280nm, que
identifica contaminagdes por proteinas, como explicado em MOREIRA e
AGOSTINHO, 2021.

O tecido sanguineo € uma das principais amostras a serem utilizadas para
analise de perfis de expressao génica, pois 0 mesmo, por abranger todos os demais
tecidos e orgaos, possui diversos tipos e produtos celulares que demonstram o
estado do metabolismo do organismo (JOEHANES et al. 2013). Além disso, o
sangue é uma amostra acessivel, pois possui uma coleta menos invasiva e mais
simples, sem a necessidade de isolamento e cultivo de tipos celulares especificos.
Sendo assim, esta € uma amostra mais pratica para a avaliagdo da resposta celular
através da anadlise dos niveis transcricionais de citocinas (DEBEY et al. 2004). O
hamster sirio dourado é um modelo experimental vastamente usado para estudo
de doencgas infecciosas e n&o transmissiveis e tem sido empregado pelo nosso
grupo de pesquisa para anadlise de eficacia de vacinas recombinantes contra
leptospirose. Nesse sentido, este trabalho teve por objetivo avaliar dois diferentes
protocolos para a extragdo de RNA do tecido sanguineo de hamster sirio-dourado
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para posterior utilizacdo na analise da resposta celular induzida por vacinas
recombinantes neste modelo animal através de RT-gPCR.

2. METODOLOGIA

2.1 Obtengdo das amostras: Quatro hamsters sirio-dourados com idade de
quatro a seis semanas foram utilizados para realizar a coleta de sangue (CEUA
022906/2023-38). Os animais foram eutanasiados por aprofundamento de
anestesia inalatéria, seguido de puncédo cardiaca para retirada do volume total de
sangue, o qual foi distribuido em tubos contendo cerca de 500 ul de sangue e 10 pl
de EDTA 10% para prevenir a coagulacdo da amostra. Posteriormente, foi
adicionado 1,2 ml de RNAlater, para estabilizar e proteger o RNA contra
degradagao por ribonuclases. O volume coletado foi armazenado a -80 °C.

2.2 Extragao de RNA do sangue: As aliquotas de sangue foram descongeladas
a temperatura ambiente e submetidas a dois protocolos para extracdo de RNA.
Para o protocolo 1, foram utilizadas amostras de 750 ul de sangue e o kit comercial
Purelink (Thermo Fisher Scientific), seguindo as instru¢des do fabricante. Ja o
segundo protocolo utilizado foi baseado no kit comercial Rneasy (Qiagen), com
adaptacgdes. Inicialmente foi feito o descongelamento da amostra, em temperatura
ambiente, posteriormente foi realizada a centrifugacdo em uma rotagao de 16.000
x g por 1 minuto a temperatura ambiente, seguido do descarte do sobrenadante. O
pellet foi ressuspendido em 500 pl de H20 livre de RNAse. Foi aliquotado 250 ul do
sangue diluido em um novo tubo livre de RNAses. Posteriormente, foi acrescido
750 ul de TRIzol e o eppendorf foi submetido a agitagao severa utilizando o vortex.
A amostra foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos, apds foi adicionado
200 pl de cloroférmio e o eppendorf foi homogeneizado por inversdao durante 20
segundos. A amostra foi incubada a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Ap0s o periodo de incubagao, a amostra foi centrifugada em uma rotagéo de 12.000
x g durante 15 minutos na temperatura de 4 °C. A fase superior aquosa e
translucida da solugao, contendo o RNA, foi cuidadosamente coletada e transferida
para um novo tubo livre de RNAses. A fase contendo o RNA foi acrescida de etanol
absoluto no mesmo volume aliquotado e submetido a uma agitagdo severa
utilizando o vortex. Posteriormente, essa amostra foi transferida para uma coluna
de silica do kit comercial Rneasy (Qiagen) e centrifugado a 12.000 x g durante 45
segundos, seguido do descarte do filtrado. Foram realizadas etapas de lavagem
utilizando os reagentes Wash Buffer |1 e Il e, por fim, o RNA foi eluido em 35 pl de
H20 livre de RNases na temperatura de 60 °C. As amostras de RNA total obtidas
foram quantificadas utilizando o equipamento Nanodrop através da medida da
absorbancia a 260nm/280nm para avaliagdo da concentracido e pureza e, entao,
armazenadas a - 80 °C.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Os protocolos utilizados para extracdo do RNA de amostras de sangue
de hamsters resultaram em concentragbes amplamente divergentes quando
avaliadas as mesmas amostras (Tabela 1).

Tabela 1. Concentragao de RNA comparando o protocolo 1 e protocolo 2
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AMOSTRAS CONCENTRACAO CONCENTRACAO
PROTOCOLO 1 PROTOCOLO 2

1 24 ng/ul 146 ng/pl

2 27 ng/ul 241,2 ng/pl

3 2,2 ng/ul 115,1 ng/ul

4 6,4 ng/ul 178,6 ng/ul

O segundo protocolo, utilizando o TRIzol em combinacdo com o kit comercial
Rneasy, se mostrou com uma eficiéncia superior, elevando a concentragdo das
amostras 1-4 em 508%, 793%, 5.132% e 2.691%, respectivamente. Dentre as
possiveis causas que contribuiram para as diferengas nas concentragdes, uma
delas é a utilizagdo de diferentes kits comerciais. O PurelLink realiza a lise das
células com detergentes, ja no segundo protocolo, foi utilizado o TRIzol para
realizar a lise das células, um reagente conhecido por ser muito eficiente nessa
funcdo, mesmo com baixa concentracao celular, como descrito por RIO et al. 2010.
Além disso, no PureLink ocorre a ligagao direta do RNA a coluna de silica, portanto
se a amostra possui muitos contaminantes e inibidores, isso pode afetar a ligagao
do RNA. No entanto, o principal fator responsavel pelo aumento da concentracao
de RNA, é a diluicdo prévia do sangue com H20 livre de RNAses. O tecido
sanguineo é rico em RNases, que degradam rapidamente o RNA. Portanto, a
diluicdo prévia com agua pode acarretar a diminuigdo da eficiéncia destas enzimas
através da reducgéo da concentragao enzimatica (BENDER et al. 2020).

Em relacdo a pureza obtida, ndo houve uma diferenga expressiva quando
ambos os protocolos foram comparados, conforme descrito na Tabela 2.

Tabela 2. Pureza do RNA (razdo 260,m/280nm) comparando o protocolo 1 e

protocolo 2
AMOSTRAS PUREZA PUREZA
PROTOCOLO 1 PROTOCOLO 2
1 2,03 1,82
2 2,03 1,84
3 2,31 2,01
4 2,06 2,06

Todas as amostras permaneceram dentro da faixa ideal de razao entre as
absorbancias 260nm/280nm (1,8 @ 2), 0 que ja era esperado, ja que em ambos os
protocolos foi utilizado uma coluna de silica comercial para realizar as etapas de
lavagem e purificagdo do RNA. No entanto, as amostras 3 e 4 tiveram uma pureza
inferior utilizando o protocolo 2, isso provavelmente se deve ao fato de que, nesse
protocolo primeiro foi realizado a extragao organica, portanto houve a separagao
entre as fases que contém RNA, DNA, proteinas e lipideos. Sendo assim, durante
a coleta da fase aquosa, que contém o RNA, pode ter sido coletado junto algum
contaminante que se ligou na coluna de silica, conforme descrito por RIO et al
(2010). Mas ainda assim, as razbes permaneceram ideais para posterior utilizagao.

4. CONCLUSOES
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Conclui-se que a diluicdo prévia da amostra com agua, etapa empregada no
segundo protocolo, reduziu significativamente a concentragdo de contaminantes
presentes na amostra. Assim, este protocolo se mostrou mais eficiente para a
obtencdo de RNA total a partir de amostras de sangue de hamster sirio-dourado
com maior concentracdo e pureza adequada para analises posteriores de
expressao génica por RT-qPCR.
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