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omo

metodologia de diagndstico
em doencgas sexualmente

O desafiode se identificar organis-
mos patogénicos diretamente das
amostras clinicas de uma maneira ra-
pida e precisa sempre foi 0 grande
desafio dos microbiologistas. Isto mi-
nimizaria os sofrimentos dos pacien-
tes, orientaria adequadamente o tra-
tamento, o que diminuiria a propaga-
¢ao de infecgdes, além de fornecer
dados epidemiologicos reais.

Apbs muitos esforgos e o desen-
volvimento da tecnologia de recom-
binantes de DNA foi possivel a produ-
Gao das sondas de DNA e conse-
quentemente a hibridizagao molecu-
lar como metodologia de diagnésti-
COS.

Fundamentos

Para se compreender a técnica de
hibridizagao € fundamental conhecer
a estrutura dos acidos deoxirribonu-
cleico (DNA)e ribonucleico (RNA). O
DNA é constituido de uma dupla hé-
lice (duas cadeias), enquanto o RNA
€ essencialmente constituido de uma
Unica cadeia (apesar de existirem al-
guns virus, 0s reovirus, que contém
dupla cadeiade RNA), Estas cadeias,
tanto de DNA e RNA, podem ser se-
paradas por calor ou usando agentes
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quimicos, como NaOH, num proces-
S0 que € denominado desnaturagao.

Uma vez que cada espécie, clas-
sificada adequadamente, tem algu-
ma sequéncia Unica de nucleotideos
que adistingue de todas as outras es-
pécies, cada composi¢ao genética
dos microorganismos é como uma
“impressao digital’, que pode ser usa-
da em sua identificagao. A identifica-
Gao correta destas seqiiéncias Uni-
cas de nucleotideos se faz através
das sondas de DNA na hibridiza¢ao
molecular. A chave para se desenvol-
ver uma sonda de acido nucleico
(sonda de DNA ou de RNA) é isolar
estas sequéncias exclusivas,
reproduzi-las em grandes quantida-
des e acoplar a elas uma molécula
marcadora para que elas entao pos-
sam ser incorporadas em uma rea-
¢ao de hibridizacao.

As sondas de DNA s&o pedacgos
de &cidos nucleicos marcados de al-
guma maneira que podem reconhe-
cer e ligar apedagos de DNA ou RNA
(que estao nas amostras a serem es-
tudadas) que tém sequéncias de nu-
cleotideos complementares, como se
fossem as duas partes de um ziper.
Uma vez que ocorre esta reagao, usa-
se um sistema de revelagao que po-
de ser radioativo ou colorimétrico (en-
zima). Portanto, hibridizagao é o pro-
cesso pelo qual duas cadeias (ou
fragmentos) de acido nucleico se jun-
tam para formar uma molécula de ca-
deia dupla estavel. Uma vez que as
sequéncias de bases ao longo de ca-

da trecho sao complementares elas
se ligarao e ficarao juntas (unidas).

Fig. 1 — Fundamentos da técnica de
hibridizagao
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Sondas

Tanto o DNA como o0 RNA podem
ser usados como uma sonda.

Ambos acidos nucleicos sao ex-
traidos diretamente, em quantidades
suficientes, dos microorganismos pa-
togénicos, desde que existam siste-
mas de cultivos adequados para pro-
pagar estes microorganismos.

Se nenhum sistema de cultura é
disponivel, como € o caso dos papi-
lomavirus humanos e o virus da he-
patite, uma outra maneira deve ser
escolhida. Neste caso, o acido nuclei-
co destes virus € amplificado em ve-
tores de origem bacteriana ou euca-
ribtica. Teoricamente, qualquer acido
nucleico pode ser propagado para
uma quantidade que permita usa-lo
como uma sonda.

Atualmente é possivel sintetizar
acidos nucleicos em equipamentos
computadorizados, facilitando bas-
tante a difusdo desta metodologia pa-
ra uma rotina laboratorial.

O DNA é mais freqiientemente
usado como uma sonda do que o
RNA, porque ele € menos susceptivel
a degradagao pelas nucleases.
Quando apenas 0 RNA é conhecido,
sua seguéncia tem de ser convertida
em DNA através de uma enzima cha-
mada “transcriptase reversa" e este
DNA assim obtido & denominado
cDNA.

Marcacgéo e deteccédo das
sondas
Sistemas radioativos

Tradicionalmente o sistema de de-
tecgao mais comumente usado para
revelar as razdes de hibridizagao
eram os radioisétopos, como: 3H,
355, 32P e 125| diretamente incorpora-
dos dentro da sonda. Depois da hibri-
dizagao, a ligagao da sonda de DNA
ao seu alvo era detectada pela
auto-radiografia, isto €, cobrindo a
amostra examinada comum filme de
raio X ou usando um contador de cin-
tilagao.

Este método tem alta sensibilida-
de, detectando até 1 picograma (pg)
de DNA. Como toda metodologia que
usa radioisotopos, esta também apre-
senta desvantagens: manuseio de
materal radioativo, riscos para a se-
guranga dos profissionais que lidam
com estes materiais, meia vida cur-
ta e necessidade de equipamentos e
reveladores especiais que elevam
muito 0s custos destes exames.

L

Fig. 2 — Esquema da produgao das
sondas de DNA

a. Escherichia coli usada como vetor
para producao das sondas

b. Plasmidios

¢ e d. Fragmentos de DNA que
queremos reproduzir (sequéncia
exclusiva) de algum agente patoégeno.
1. retirada do plasmidio da bactéria
2. abertura (através de enzima
endonuclease) do plasmidio

3. fuséo (através de enzima ligase) do
fragmento de DNA que queremos
replicar ao plasmidio

4. recolocagao do plasmidio fundido
na bactéria

5. replicagao da bactéria atraves de
cultivos na presenga de antibidticos
que vao favorecer a replicagao das
bactérias com plasmidios

6. extragao dos plasmidios das
bactérias

7. usando enzimas endonucleases,
abertura dos plasmidios e extragao
dos fragmentos de DNA produzidos
em grandes quantidades

8. marcagao das sondas (fragmentos
de DNA) para utilizagao nas reagdes
de hibridizagdes
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Sistemas biotina-avidina

Esforgos para usar marcadores
nao radioativos nas hibridizagdes de-
senvolveram novos sistemas. No mo-
mento, 0 processo biotina é usual-
mente escolhido por uma série de
vantagens. Ao contrario das sondas
radioativas, ela € bastante estavel,
mantendo sua atividade sem perda
de sensibilidade por longos periodos.

Em principio este sistema consis-
te das seguintes etapas. Uma base
(uracil) modificada pela biotina é in-
corporada no acido nucleico. A bioti-
na tem uma alta afinidade pela strep-
tavidina, uma proteina isolada do
Streptomyces. Durante a reagao, a
biotina e a streptavidina formam um
complexo estavel. Uma enzima que
esta ligada com a streptavidina cata-
lisa a reagao produzindo um precipi-
tado corado depois da adigao do
substrato. Este precipitado corado se
forma em todos os locais onde uma
dupla hélice se formou previamente,
e tem como grande vantagem poder
ser visualizado (identificado) através
de uma microscopia normal. Este sis-
tema € bastante sensivel e alguns es-
tudos ja tém conseguido detectar 32
fentogramas (fg) de DNA alvo purifi-
cado.

Diferentes variantes da técnica
de hibridizagao

O principio basico é sempre o
mesmo, 0 que varia € a maneira co-
mo se apresenta 0 DNA alvo a sonda.
As reagdes de hibridizagao aplicaveis
em laboratérios clinicos podem ser
realizadas em uma das quatro manei-
ras: sobre um suporte sélido, em so-
lugéo, in situ ou usando processo de
hibridizagao Southern apés eletrofo-
rese em gel.

Dot blot (suporte sdlido)

E a hibridizagao realizada em su-
porte solido que pode ser membrana
de nailon ou nitrocelulose. E simples,
pois ndo requer extragao dos acidos
nucleicos e pode ser realizada dire-
tamente em células intactas e fluidos
corpéreos (Fig. 3).

Em solugéo

Nesta técnica, tanto acidos nuclei-
cos alvo e sonda estéo livres para se
moverem, aumentando as chances
de que sequéncias complementares
se alinhem e liguem. Hibridizagoes
em solugdes se completam cinco a

Fig. 3 — Esquema da hibridizagao
dot-blot
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10 vezes mais rapidamente do que as
realizadas em suportes solidos.

In situ

Na maioria dos casos a hibridiza-
¢éao in situ é realizada em tecidos
(cortes) embebidos em parafina e fi-
xados em formalina ou raspados de
células ou microorganismos fixados
sobre uma lamina. Esta técnica tem
sido muito Util para a detecgao de pa-
tobgenos virais. Ela permite examinar
o tecido primeiro pelos métodos de
coloragdes tradicionais, como
hematoxilina-eosina, e entao correla-
cionar a citopatologia observada com
a presenca de agentes infecciosos
(Fig. 4).

Southern blot

Técnica que tem o nome de seu in-
ventor, Southern. Nesta técnica, o
DNA a ser analisado é fragmentado
por enzimas de restrigao e os frag-
mentos sdo separados de acordo
com seu peso molecular pela eletro-
forese em gel. O gel é tratado com al-
cali para desnaturar o DNA, que &
transferido para uma membrana de
nailon ou nitrocelulose e tratada com
uma sonda (Fig. 5).

Aplicagoes
Virologia

Técnicas convencionais de virolo-
gia para identificagao viral séo isola-
mento do virus e uma variedade de
testes sorologicos. O isolamento do
virus requer o cultivo de diversas li-
nhas de células diferentes em um la-
boratério porque nem todos 0s virus
crescem nas mesmas células. Este
processo é demorado, pois alguns
dias sd0 necessarios para isolar e
identificar ovirus. Além disto, alguns
virus, como o da hepatite e o papilo-
mavirus, ndo crescem nos sistemas
celulares disponiveis. As técnicas de
isolamento.e sorolégicas nao permi-
tem detectar infecgdes de virus laten-
te, como infecgdes pelo herpesvirus
durante periodos latentes. Devido a
todos estes fatos listados, a hibridiza-
¢ao de acidos nucleicos se torna um
método adicional de diagndstico viral
por causa de sua alta sensitividade e
seletividade. Atualmente, sondas
marcadas com biotina tém sido usa-
das para exame do figado através das
sequénciasdo DNA do virus da hepa-
tite. Sondas tém sido usadas para de-
tectar citomegalovirus (CMV) na uri-

Fig. 5 — Esquema de hibridizagdo
Southern blot
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na, principalmente porque tem se tor-
nado possivel o tratamento com dro-
gas antivirais das infecgdes pelo
CMV. Adenovirus em swabs nasais e
micoplasmas pneumoniae em mate-
riais da nasofaringe sao agora iden-
tificados rapidamente.

Quimica clinica

Nao é sabido ainda se a detecgao
de genes codificados para proteinas
receptoras € de valor diagnéstico. E
aceitavel que desarranjos do metabo-
lismo lipidico estao ligados a detec-
¢ao de genes HDL-receptores. Estes
genes podem entao ser instrumentos
Uteis em conectar o desenvolvimen-
to da insuficiéncia coronariana com
metabolismo lipidico.

Medicina legal

As técnicas de hibridizagao po-
dem ser usadas para testes de pater-
nidade e identificacdo de individuos
em estupros ou outros crimes através
de pequenos fragmentos de tecidos,
esperma, gotas de sangue e até fios
de cabelos.

Microbiologia

A detecgao de toxinas bacterianas
e genes que conferem resisténcia
aos antibidticos frequientemente re-
querem muito trabalho e tempo. Uma
tentativa para estabelecer um pro-
cesso seletivo de bactérias resisten-
tes ou toxicas consiste no isolamen-
to e identificagcao daqueles genes que
Sao responsaveis para as qualidades
patogénicas destas bactérias. Os ge-
nes isolados podem entdo ser usados
como sondas em hibridizagdes, tor-
nando possivel uma identificagao ra-
pida e real dos microorganismos pa-
togénicos. Até 0 momento, sondas
especificas tém sido empregadas na
detecgao de cepas enterotdxicas de
E. coli e identificagao de Neisseria
gonorrhoeae em material humano.
Sondas marcadas com biotina ja fo-
ram usadas para estudar e identificar
Shigella e E. coli enteroinvasiva em
fezes de criangas com diarréia.

Genética humana

Cerca de 1.400 doengas heredita-
rias em humanos sao hoje conheci-
das. Em alguns casos os genes res-
ponsaveis para a doenga tém sido lo-
calizados sobre o genoma. Através
da técnica de hibridizagao é possivel

detectar algumas mutagdes nestes
genes, mesmo pré-natalmente.

Protozoarios e helmintos

Alguns autores tém demonstrado
a utilidade das sondas de DNA para
a detecgaodireta de agentes parasi-
tas em lesdes clinicas, como Leish-
mania tropicalis, mexicana e brazi-
liensis. Em 1984 foram reportadas
sondas para Plasmodium falciparum.
As sondas de DNA podem também
influenciar o diagnéstico de esquis-
tossomose e infecgao por Trypanoso-
ma.

Sondas para agentes de
transmissao sexual

E cada vez maior a listade organis-
mos classificados como sexualmen-
te transmissiveis, como também é o
envolvimento e a importancia do la-
boratério em testar amostras ano-ge-
nitais para este amplo grupo de agen-
tes infecciosos. Organismos que pro-
vocam doengas sexualmente trans-
missiveis incluem bactérias, virus,
fungos e protozoarios. Apesar da
Neisseria gonorrhoeae ser reconhe-
cida como umagente de DST ha mui-
tos anos, suareplicagao e identifica-
¢ao em laboratério ainda é problema-
tica. Mesmo com a ampla variedade
de testes disponiveis, alguns desafios
COmo cepas de gonococos suscep-
tiveis aos antimicrobianos usados
nos meios seletivos, o fato de nao se-
rem reconhecidos pelos reagentes
de tipagem baseados em anticorpos
ou ainda produzirem resultados equi-
voCcos nos testes de utilizagao de car-
boidratos podem causar problemas
em alguns estudos.

A sonda de DNA para N. gonor-
rhoeae foi primeiramente descrita em
1983 quando o plasmidio criptico do
gonococo foi marcado com 32P e
usado como sonda em secregoes
uretrais masculinas que foram passa-
das em filtros de nitrocelulose. A sen-
sibilidade desta sonda foi de 89% e
a especificidade 100%. A sonda foi
capaz de detectar pequenas quanti-
dades como 100UFC/ml ou 0,1pg de
DNA purificado. Enquanto este estu-
do mostrou o valor potencial das son-
das para detecgao diretade gonoco-
cos em amostras clinicas, a incapa-
cidade da sonda de reconhecer ce-
pas sem plasmidios era uma séria de-
ficiéncia.

Redfield e cols., usando sonda

marcada com 32P dirigida contra o
HSV, encontraram 78 % de sensibili-
dade e 100% de especificidade. Es-
ta sonda tinha a capacidade de de-
tecgao de quatro células infectadas
pelo HSV. Sondas pequenas (oligonu-
cleotideos) tém sido usadas para di-
ferenciar HSV tipo 1 de HSV tipo 2.

Os papilomavirus humanos (HPV),
pelo fato de nao se replicarem nos
sistemas de cultivos celulares con-
vencionais, sempre tiveram seu diag-
néstico prejudicado, limitando-se
apenas a observagoes citolégicas
das alteragdes que estes virus provo-
cavam nas células e tecidos. O sur-
giment» da metodologia de hibridiza-
G¢ao permitiu ndo apenas a identifica-
Gao do virus, mas também um estu-
do mais detalhado da fisiopatologia
deste virus através de sua tipagem. E
cada vez maior o interesse em doen-
¢as causadas pelo HPV. Estes virus
estao associados com verrugas ge-
nitais e anais (condiloma acuminado)
e com lesdes pré-malignas, tais como
neoplasia intra-epitelial cervical
(NIC). As sondas tém permitido uma
compreensao maior da histéria natu-
ral destas doengas, sugerindo que a
hibridizagao in situ pode ser Gtil na de-
tecg¢ao daquelas mulheres com risco
aumentado para o cancer cervical,
principalmente onde forem identifica-
dos os HPV subtipo 16 e 18 e ainda 31,
33, 35.

Sondas para detecgao de Chlamy-
dia trachomatis em materiais genitais
tém sido reportadas por Hyypia e
cols. e Palva e cols. Depois de algu-
mas experiéncias desanimadoras de-
vido a baixa sensibilidade, Horn e
cols. descreveram uma sonda mais
promissora usando a hibridizagao in
situ em esfregagos cervicais. Usan-
do uma sonda marcada com 35S eles
encontraram 91% de sensibilidade e
80% de especificidade quando com-
parado com culturas celulares. Ape-
sar deste método nao ser tao rapido
como a coloragao com anticorpos
monoclonais, sua alta sensibilidade e
a capacidade de se usar sondas so-
bre as mesmas laminas usadas para
os testes citoldgicos normais tém tor-
nado esta técnica uma opgao atrati-
va.

Catalan e cols. tém trabalhado
com sondas para Micoplasmas geni-
talium, agente que pelo seu cresci-
mento lento muitas vezes nao é iso-
lado pelas culturas e periodos de in-
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cubagéo convencionais. As sondas
sa0 uma op¢ao rapida para seu diag-
néstico.

As sondas para detecgao de anti-
genos HIV podem ser uma boa opgao
para os demorados e as vezes incon-
clusivos sistemas de culturas, porém
os métodos de hibridizagao molecu-
lar podem ser usados para detectar
HIV se o RNA viral esta sendo ativa-
mente sintetizado ou se 0 DNA pré-vi-
ral ' do HIV pode ser enormemente
amplificado através do uso de um
processo de reagao em cadeia de po-
limerase. Contudo, estes métodos
sao tecnicamente dificeis e sua sen-
sibilidade e especificidade em um
grande nimero de pacientes ndo sdo
ainda conhecidos.

Concluséo

Virtualmente todos os microorga-
nismos contém algumas sequéncias
de nucleotideos Unicos que podem
ser o alvo das sondas de DNA.

As sondas tém sido usadas com
sucesso para identificar uma ampla
variedade de patdgenos. Atecnologia
das sondas oferece ao laboratério cli-
nico o potencial para aumentar os ti-
pos de patégenos que podem ser

prontamente identificados pelo labo-
ratorio e reduzir significativamente o
tempo consumido com a identifica-
¢ao de organismos exigentes. Exis-
tem hoje varios kits comerciais que
incluem ensaios para detectar bacté-
rias, micobactérias e virus. Sondas
para detectar genes de resisténcias
microbianas, fungos e diversos pro-
tozoarios patogenos tém sido descri-
tas. Sem davida, o futuro desta tecno-
logia & promissor, € nos primeiros
passos que ja foram dados ja se per-
cebeu a importancia de tal metodolo-

gia.
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