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EPIGRAFE

“Néao séo as espécies mais fortes que sobrevivem, nem as mais inteligentes, e
sim as mais suscetiveis a mudancgas”.

Charles Darwin



RESUMO

A transfusdo sanguinea € uma pratica frequentemente utilizada na medicina, logo, ha
uma necessidade de assegurar que este procedimento seja seguro, impedindo que
doencas infecciosas virais como HIV e HCV sejam transmitidas a varios individuos.
Atualmente, o Instituto de Biologia Molecular do Parana (IBMP) em parceria com Bio-
Manguinhos produz insumos que compdem o KIT NAT Brasileiro, que detecta HIV,
HCV e HBYV, garantindo a qualidade do sangue disponibilizado para a hemorrede
publica brasileira. A metodologia utilizada no NAT para a deteccao destas doencas é
uma reacdo de PCR em tempo real. Esta reacdo tem como base a deteccédo de
material genético, portanto € indispensavel que este material, assim como 0s insumos
utilizados para o teste, encontrem-se livres de nucleases. Estas enzimas sé&o
conhecidas por clivar sequéncias de acidos nucleicos e séo classificadas em duas
classes: as DNases, que possuem como atividade a clivagem de sequéncias com
dupla ou simples fita de DNA, e RNases, que atuam na clivagem dos RNAs. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a aplicacdo de uma metodologia que apresentasse
alta sensibilidade para a detec¢do destas enzimas em materiais primarios de
embalagem. Foram utilizados para isto os Kits comerciais DNase Alert™ e RNase
Alert® (Thermo Fisher Scientific), e testadas duas formas de analise. A primeira forma
€ composta por uma analise visual que, expondo as amostras previamente
preparadas em luz UV, revela ou nao fluorescéncia; a segunda é realizada em tempo
real com o uso do equipamento ABI 7500-Real Time System, utilizado normalmente
em reacdes de PCR em tempo real. Os resultados mostram que a utilizacdo da analise
em tempo real possibilitou maior sensibilidade e precisdo no teste. Quando testadas
em conjunto, as DNase e RNase foram identificadas com sucesso pela metodologia

e, assim, resultando na otimizagao dos testes de deteccao.

Palavras-chaves: Deteccao, nucleases, DNase, RNase



ABSTRACT

The blood transfusion is a frequently practice used in the medicine, so, there is a
necessity to ensure that this procedure be secure, preventing viral infectious diseases
such as HIV and HCV being transmitted to several individuals. Currently, Molecular
Biology Institute of Parana (IBMP) in partnership with Bio-Manguinhos produces inputs
that composes the Brazilian NAT KIT, which detects HIV, HCV and HBV, ensuring the
blood quality provided for the Brazilian public blood donation network. The
methodology used in NAT for the detection of these diseases is a reaction from real
time PCR. This reaction is based in the detection of genetic material, therefore, is
indispensable that this material, such as the used inputs for the test, find itself free from
nucleases. These enzymes are known for cleaving sequences of nucleic acids and are
classified in two classes: the DNases, which have as activity the sequences cleaving
with double or simple band of DNA, and RNases, which acts on cleavage of the RNAs.
This work had as objective to evaluate a methodology application that shows high
sensibility for detecting these enzymes in primary materials of package. Were used for
this the commercial kits DNase Alert™ and RNase Alert® (Thermo Fisher Scientific),
and tested two forms of analysis. The first one is composed by an visual analysis that,
showing the previously prepared UV light samples, reveals or not the fluorescence; the
second one is realized in real time by using the equipment ABI 7500-Real Time
System, normally used in real time PCR reactions. The results shows that the utilization
of real time analysis made possible the attainment of higher sensitivity and accuracy
in the test. When tested together, the DNase and RNase were successfully identified

by the methodology and, thus, resulting in an optimization of the detection tests.

Keywords: Detection, nucleases, DNase, RNase
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1. INTRODUCAO

A transfusdo de sangue possui grande importancia na temética de saude
publica, sendo imprescindivel que o procedimento transfusional seja seguro e de
qualidade, impedindo a transmissao de doencas. Nas ultimas décadas, com o advento
de novas tecnologias, houve diminuicdo no risco de infec¢des virais, como HIV e HCV,
via transfusdo sanguinea (MINISTERIO DA SAUDE, 2013; JACKSON et al, 2013). As
técnicas utilizadas para triagem de bolsas de sangue estdo cada vez mais sensiveis,
sendo capazes de detectar baixos niveis de material genético viral do plasma do
individuo infectado. A mais recente tecnologia empregada para realizar a triagem em
doadores de sangue mundialmente, € denominada NAT, sigla oriunda do inglés
Nucleic Acid Amplification Test (Teste de Amplificacdo de Acidos Nucleicos).
Emprega-se a técnica da Reagcdo em Cadeia da Polimerase (PCR - Polimerase Chain
Reaction), que amplifica e detecta RNA e DNA virais nas amostras, diminuindo o
periodo denominado janela imunoldgica, na qual ndo é possivel detectar a presenca
de antigenos e anticorpos (DODD, 2002; LIMA,2011; MINISTERIO DA SAUDE, 2013).

O kit NAT Brasileiro € um produto nacional com custo reduzido em relacédo aos
kits disponiveis no mercado de importacdo. A producao pelo Instituto de Tecnologia
em Imunobioldgicos — Bio-Manguinhos/Fiocruz em parceria com o Instituto de Biologia
Molecular do Parana — IBMP, possibilitou a nacionalizacio deste Kit (MINISTERIO DA
SAUDE, 2013). O IBMP produz em sua planta fabril os Médulos de Amplificacéo para
a composicao do kit que contempla os reagentes necessarios para a realizacdo das
reacOes de PCR. Em se tratando da deteccdo de material genético, € essencial que
todos os materiais utilizados estejam livres de enzimas conhecidas como nucleases,
capazes de degradar sequéncias nucleotidicas, rompendo suas ligacdes fosfodiéster
(OLIVEIRA, 2008).

A atuacéo das nucleases é baseada na hidrolise de DNA de fita simples, dupla
fita, fita RNA, assim como hibridos de DNA/RNA, podendo ou ndo depender de co-
fatores (SAENGER, 1991). Sua atividade é importante biologicamente para a
manutenc¢ao da vida. No processo de replicagdo, as endonucleases e exonucleases
tém papel fundamental na remocédo de primers, e na conferéncia da sequéncia

resultante. Eventos como reparo, recombinacdo do DNA e morte celular programada



também tém o envolvimento de nucleases. Essas atividades intracelulares séo
reguladas por substratos especificos e moléculas inibidoras, evitando assim a
degradacéo indesejada de DNA e RNA (YANG, 2011; SATO&TAKENAKA, 2014,
ERIKSSON&LANGEL, 2016). A biologia molecular utiliza nucleases em diversas
técnicas, como na andlise de restricdo. Na medicina, a detec¢do destas enzimas €
utilizada em diagndstico de doencas como o Lupus, onde a uma reducéo funcional de
DNase I (SATO&TAKENAKA, 2014; ERIKSSON&LANGEL, 2016,
MECANOVIC&LACHMANN, 1997). Devido a sua capacidade de clivar acidos
nucleicos, é indispensavel que produtos e equipamentos nos laboratérios de biologia
molecular estejam livres de nucleases (MITSUHASHI&OGURA, 1996, MENDES, et
al, 2011).

O Laboratorio de Controle de Qualidade (LCQ) do IBMP realiza testes para
garantir que os insumos produzidos e as matérias primas utilizadas estejam dentro
dos padrdes de qualidade e das normas vigentes. Atualmente, o LCQ realiza analise
para deteccdo de DNases e RNases em insumos e diluentes que comp&em o Mdédulo
de Amplificacdo fabricado pelo IBMP. Um dos testes utilizados para a deteccdo de
DNases e RNases é o kit DNaseAlert™ e RNaseAlert®, da Thermo Fisher Scientific,
e a andlise dos resultados é feita visualmente através do equipamento
Fotodocumentador Doc-1t2. Quando a amostra apresenta-se positiva para nuclease,
ha liberacéo de fluorescéncia visualizada através da excitacdo com luz ultravioleta nas
mesmas. A contaminacao por DNases e RNases é um problema quando se trata de
producdo de insumos para fins moleculares pois pode ocasionar a degradacéo do
alvo, levando a um resultado falso negativo. Deste modo, é necessario garantir que
materiais e produtos utilizados na producédo de insumos estejam livres de DNases e
RNases.

No presente estudo, foi avaliado se o método atualmente utilizado para
investigar contaminagdes por DNases e RNases para diversas finalidades é efetivo
na deteccdo de contaminagbes em materiais primarios de embalagem. Além da
analise visual, o método foi avaliado utilizando o Termociclador 7500 Real-Time PCR,
com a finalidade de analisar quantitativamente a fluorescéncia e assim obter os
resultados durante o periodo de incubacdo das amostras para cada enzima,
separadamente, em tempo real. Posteriormente, as enzimas foram testadas em

conjunto formando um duplex da reacdo como forma de otimiza¢éo do protocolo.



2. OBJETIVOS

2.2 GERAL

e Avaliar e otimizar a aplicagado da metodologia para detec¢cédo de contaminagao
em materiais primarios de embalagens utilizadas na producédo de insumos pelo
IBMP, por DNase e RNase.

2.3 ESPECIFICOS

e Testar protocolo de metodologia em tempo real para a deteccéo de nucleases
utilizando o equipamento termociclador 7500 Real-Time PCR.

e Avaliagdo do uso de enzimas comerciais: RNase A Thermo Fisher Scientific,
RNase A Qiagen e DNase | Roche.

e Otimizagdo do protocolo utilizando as enzimas DNase e RNase

simultaneamente em cada amostra.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1KIT NAT

NAT (Nucleic Acid Amplification Test — teste de amplificacdo de &acidos
nucleicos), consiste de uma técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo
real (QPCR), para a deteccdo do material genético viral. Inicialmente, o Kit NAT foi
utilizado para triagem de componentes plasméaticos com a finalidade de producédo de
hemoderivados, como imunoglobulina humana. Desta forma o Instituto aleméo Paul
Erlich foi o primeiro a estabelecer padr6es no mercado do pais (BARBARA, 1999).
Este foi o primeiro Kit NAT aceito pelo FDA (Food and Drugs Administration), em 1995
(CARDOSO et al, 1998; BARBARA, 1999).

O North Rhine-Westphaliam foi o primeiro local, na Alemanha em 1997, a
implantar o teste NAT como método de diagndstico nos servicos de hemoterapia.
Posteriormente, outros paises da Europa comecaram a utiliza-lo para a verificacao de
bolsas de sangue destinadas a transfusdo (CARDOSO et al, 1998). Em 1999, os
Estados Unidos também implantaram o teste em sua rotina de triagem para
transfusbes sanguineas (MACHUCA&HEWLLETT, 2003). A andlise inicial é realizada
com pools de amostras, onde o plasma de varios pacientes sdo testados em conjunto
no mesmo poc¢o de amplificagdo. Logo apds sua implantacao, foi discutido o nimero
de individuos utilizados nos pools, pois foi notado que quanto maior o numero de
pacientes contidos no pool, maior a chance de realizacéo de retestes. Atualmente, o
pool é preparado com amostras de 6 pacientes. Caso seja observada a amplificacao
para qualquer um dos alvos, o pool é aberto, ou seja, cada paciente é testado
individualmente (MINISTERIO DA SAUDE, 2012; WILKOMENN et al, 1999).

A grande vantagem do teste NAT € a possibilidade de detec¢do da infeccdo
logo apos o contato com o agente etiolégico, no qual a producéo de anticorpos pelo
sistema imune ainda é insuficiente para sua deteccdo por ensaios sorologicos
convencionais, diminuindo a janela imunolégica (BUSH et al, 2000; PETRY, 2013). O
kit NAT é um complemento a sorologia e ndo a substitui. Em alguns momentos a carga
viral ndo é detectavel (MINISTERIO DA SAUDE, 2012), como por exemplo quando o
ciclo do agente etiologico esta na fase de eclipse, que representa a fase inicial da
infecc@o. Nesta fase a replicagdo do agente € lenta, dificultando a deteccdo de acidos
nucleicos (PETRY et al, 2013). Contudo, a utilizacdo do Kit NAT vem se tornando



essencial para o aumento da seguranca do processo de doacdo de sangue
(MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

O Instituto de Biologia Molecular do Parana, fundado em 2001 em parceria com
a Fundacdo Oswaldo Cruz e o Governo do Estado do Parand, atua na producéo de
insumos para composicdo de kits de diagnosticos, assim como pesquisa,
desenvolvimento tecnoldgico e inovacao utilizados no Sistema Unico de Satde (SUS).
Um de seus produtos € o médulo de amplificacao referente a deteccao de HIV (Virus
da Imunonodeficiéncia Humana), HCV (Hepatite C) e HBV (Hepatite B) fornecido para
Bio-Manguinhos para composicéo do Kit NAT.

A deteccdo destas doencgas na hemorrede possui grande importancia para
garantir a qualidade das bolsas de sangue utilizadas para transfusfes. A
nacionalizacéo do teste NAT possibilitou sua utilizacdo, pois reduziu o custo por teste
realizado, suprindo a demanda brasileira e acrescentando desenvolvimento e
capacitacéo tecnologica (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

3.2 PCR EM TEMPO REAL - gPCR

Também conhecida como PCR quantitativa, ou gPCR, a PCR em tempo real
foi descrita inicialmente como uma técnica de amplificacdo de material genético. Esta
técnica é a base da metodologia do teste NAT. Seus ciclos sdo acompanhados por
um sistema fotodocumentador, constituido por uma camera e um sistema de lentes
capazes de identificar comprimentos de ondas provenientes da fluorescéncia emitida
pelo agente intercalante, quando este se insere nas duplas fitas de DNA (HIGUCHI et
al., 1993).

Seu principio é semelhante & PCR convencional, ou de tempo final, onde o
material genético &€ amplificado de maneira exponencial, com o diferencial de
quantificacdo simultanea desta amplificacdo. A técnica possui trés fases, a de
crescimento exponencial, crescimento linear e fase estacionéaria, porém é na fase de
crescimento linear que os componentes sdo consumidos. A fluorescéncia obtida é
diretamente proporcional a quantidade de produto formado (OLIVEIRA, 2010; HEID et
al., 1996).

Para a reacdo ocorrer € necessario, basicamente, a presenca de

oligonucleotidicos capazes de anelar a uma sequéncia de interesse a ser amplificada



a partir do DNA molde, dNTPs, enzima Taq polimerase, ions de magnésio e um
tampdo. Inicialmente, € aplicada uma alta temperatura para que as fitas de DNA
possam desnaturar. Em seguida, a temperatura é reduzida com a intencdo de anelar
os iniciadores a sua sequéncia complementar da fita molde. Posteriormente, a
temperatura é mantida a 72°C, condi¢cdo 6tima para que a DNA polimerase sintetize
uma nova fita a partir dos iniciadores anelados. Ao final dos ciclos, € produzida uma
qguantidade de produtos de PCR 2", onde “n” representa a quantidade de ciclos
(KUBISTA et al, 2006; BARTLETT & STIRLING, 2003) (FIGURA 1).

4th cycle
—— wanted gene

= 3thcycle

/nd cycle

N =—

------------- P 35th cycle

Ist cycle

template DNA

36
4 copics 8 copies 16 copies 32 copies 2 =68 billion copics

(Andy Vierstracte 1999)

Figura 1: llustracdo da amplificacdo exponencial de material genético. Adaptado de Andy Vierstraete,
1999.

Para que a quantidade de produto possa ser identificada na técnica de PCR
em tempo real, moléculas fluorescentes séo inseridas na reacdo. Atualmente,
encontram-se disponivel dois grupos de agentes, classificados de acordo com seu
composto fluorescente e sua atuacdo na reacdo (MACKAY et al, 2007). Do primeiro,
fazem parte moléculas intercalantes, as quais ndo apresentam especificidade para
sequéncias de DNA, ou seja, se intercalam em qualquer produto de PCR que
apresente dupla fita. Como exemplo, podemos citar o SYBR® Green, que se baseia
em um conjunto de moléculas que se ligam covalentemente a uma dupla fita de DNA,
e ao serem excitadas, liberam uma fluorescéncia verde (MACKAY et al, 2007). O
segundo € composto por sondas de hibridizagdo que possuem duas moléculas
fluorescentes, uma em cada extremidade. O método em que se utilizam sondas possui

maior especificidade quando comparado com o método de moléculas intercalantes,



pois as moléculas sdo construidas a partir das sequéncias especificas do DNA de

interesse (FIGURA 2). Quando a sonda esta intacta, a fluorescéncia da molécula

reporter € absorvida pela molécula quencher. Ao ocorrer a extensao da fita molde nos

ciclos de PCR, a sonda de hibridizacdo é clivada pela atividade 5 -3° da DNA

polimerase, ocorrendo o afastamento das duas moléculas presentes na sonda. A

molécula fluorescente comeca a apresentar um aumento de fluorescéncia quando o
guencher se encontra distante da sonda (HEID et al 1996; MACKAY et al, 2007).
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Figura 2: llustracdo do funcionamento de uma qPCR com a utilizagdo de sondas. Adaptado deThermo Fischer

Scientific, 2017.

Para a andlise dos dados, € preciso definir pontos como o baseline, threshold

e 0 Ct (cycle threshold). O baseline corresponde ao limiar minimo de deteccéo de

fluorescéncia, separando o ruido de fundo. O threshold é o limiar da fase exponencial,

definida apos determinacéo do baseline. Ct representa o numero de ciclos necessario

para que a fluorescéncia ultrapasse a linha do threshold. Quando uma grande

quantidade de DNA template encontra-se presente na reacdo de PCR, o numero de

ciclos necessarios para que a quantidade de fluorescéncia produzida ultrapasse o
threshold é menor (OLIVEIRA, 2010).




3.3 NUCLEASES

Nucleases sdo enzimas onipresentes, capazes de catalisar e clivar sequéncias
de DNA e RNA. As mesmas sd0 necessarias para a manutencdo da vida pois
participam diretamente dos processos de replicacdo do material genético, como por
exemplo as endo e exonucleases, importantes para a remocao dos iniciadores de RNA
(KAO&BAMBARA, 2003; SCHEINet al 2001; SAENGER, 1991; POMPA, et al, 2016).
Recombinacdo, reparo e participacdo na morte celular programada também séo
funcBes destas enzimas. Em relacdo a defesa, sdo importantes para combate aos
microrganismos (TOCK et al, 2005).

As nucleases tém sido importantes ferramentas nas técnicas de biologia
molecular, como as endonucleases de restricdo do tipo Il, que permitem cortar
sequéncias de interesse (COHEN et al, 1973), e também séo utilizadas ao se extrair
material genético. Na extracéo de DNA ocorre também extragéo indesejavel de RNA.
Para degradar o RNA presente, adiciona-se RNase e entdo, obtém-se apenas
sequéncias de DNA. O mesmo ocorre guando se tem interesse em amostras contendo
apenas RNA, porém utiliza-se DNase com a finalidade de degradar resquicios de DNA
da amostra (BASSO et al, 1985; COHEN et al, 1973). Possuem aplicacdo também
para diagnosticos e terapias, como a DNase I, utilizada como terapia em pacientes
com fibrose cistica (SCHEIN et al 2001).

3.4.1 DNAse

Como uma das endonucleases melhor caracterizadas, a DNase foi inicialmente
descrita como uma enzima capaz de hidrolisar sequéncias de DNA na presenca de
cations divalentes como Ca2+ e Mg2+ (LASKOWSKI, 1971). Presente em diversos
tecidos animais, vegetais e em microrganismos, requer uma atencdo dos
pesquisadores com suas amostras, devido a sua atividade hidrolitica (CHOU&LIAO,
1990). Dentre as DNases, a DNAse | e Il sédo as mais estudadas. A DNAse | catalisa
a clivagem hidrolitica de ligagfes fosfodiéster das fitas simples e duplas de DNA, na
presenca de Mg2+ (BARANOVSKIlet al, 2004; WESTHEIRMER, 1987). Esta enzima



apresenta preferéncia por sequéncias de 5’ -pirimidina-purina-pirimidina (BASSO, et
al 1985).

Muito utilizada para diagndéstico de diversas doencas, como em pacientes com
determinadas doencas autoimunes, nas quais a quantidade de DNase é inferior a
concentracdo normal do organismo (MACANOVIC et al, 1997). Também é
considerada um marcador de infarto agudo do miocardio, situacdo em que ocorre o
aumento de sua atividade (MORIKAWA et al, 2007). Em casos de infec¢cbes com
Staphylococcus aureus, a deteccao da DNAse produzida pelo patégeno € considerado
um marcador de diagnéstico. Neste caso, a bactéria € cultivada em meio seletivo
contendo DNA, e quando existe a presenca de S. aureus € observado padrées de
coloracao distintos de acordo com o meio utilizado, resultado da presenca de DNAse
(SATO et al, 2014).

3.4.2 RNAse

RNases sdo nucleases ubiquas que catalisam a degradacdo de RNA,
presentes em eucariotos e procariotos. Algumas ribonucleases apresentam atividades
angiogénicas, neurotoxicas, antitumorais e imunossupressoras (SCHEN, 2001). Em
alguns casos, apresentam atividade citotoxica ao clivarem o RNA, pois levam a
inibicdo da sintese proteica resultando em apoptose (CASTRO et al, 2011). Foi
inicialmente descrita bioquimicamente por Gutte&Marrifield em 1971 que
demonstraram sua sintese biol6gica. S&o consideradas termostaticas, por
apresentarem capacidade de retornar a sua forma nativa apdés a exposicdo a
temperaturas elevadas (MIYAMOTOet al, 2009)

A RNase A possui preferéncia por sequéncias de RNA com residuos de citocina
e uracila de cadeia simples, e, ao clivar estas sequéncias, resulta em terminagdes 3'-
fosfato (RAINES, 1998). Todos os organismos produzem ribonucleases, sendo assim,
sao encontradas em quase todos os ambientes (WALTER et al, 2004).

A vista disso, existe a necessidade dos laboratérios que realizam testes
utilizando biologia molecular, se encontrarem livres de nucleases, de forma a garantir
a boa performance dos ensaios assim como resultados precisos, pois a presenca
destas enzimas acabam degradando o materiais genéticos utilizados. Desta forma,
este trabalho tem em vista analisar e otimizar uma metodologia para a deteccéo

destas enzimas em tubos utilizados na producdo de insumos de testes de



diagnosticos. Garantindo assim, para os testes realizados em sequéncia, qualidade e

eficiéncia.

4. MATERIAL E METODOS

4.1 KIT DNase Alert™ e RNase Alert®

A metodologia dos Kits DNAse Alert e RNAse Alert da Thermo Fisher Science
baseia-se em ensaios fluorimétricos simples para detec¢cdo de DNases e RNases,
respectivamente.

Os kits sdo compostos por um Tampédo Nuclease Alert 10X, Controles Positivos
(DNase | no DNaseAlert e RNase A no RNaseAlert) e sequéncias de oligonucleotideos
contendo uma molécula fluorescente em uma extremidade e, na outra, um quencher
(substratos para cada reacdo). O substrato do RNaseAlert foi otimizado para a
deteccdo de varias RNases, tais como: RNAse A, RNAse T1, RNAse |, nuclease
mitocondrial, nuclease S1, dentre outras.

A emisséao de fluorescéncia somente se da na presenca de enzimas DNAses e
RNAses. Enquanto a sequéncia utilizada como substrato encontra-se integra, a
molécula fluorescente e o quencher ficam proximos fisicamente, desta forma, a
energia emitida € absorvida pelo quencher, impedindo a visualizacdo de fluorescéncia.
Logo, quando a enzima é adicionada ao meio, esta sequéncia é clivada deixando as

duas moléculas distantes, e assim, a fluorescéncia pode ser observada (FIGURA 3)
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DNase Contamination Present DNase Contamination Absent

Figura 3: llustracdo do mecanismo de deteccdo dos KitsDNAse, e RNAseAlert (Adaptado de User Manual IDT).



Ambos os kits foram avaliados por duas metodologias distintas:

e Incubacdo em estufa a 37 graus Celsius em microtubos contendo os insumos
necessarios para reacao, conforme indicado pelo fabricante dos Kit, e em
seguida de revelacdo em Fotodocumentador Doc-1t2 da UVP.

e Empregando o termociclador 7500 Real-Time PCR: tanto para incubagao como

para revelacdo em leitura de placas de 96 pocos.
4.2 SENSIBILIDADE

Para avaliar a sensibilidade dos métodos, foi realizada uma diluicdo seriada das
enzimas. Para a DNAse |, foi pipetado 1 yL da enzima a 2 U/uL em 9 pL de 0,1X
tampao RNAse Free; desta solucao foi utilizado 1 pL para um novo tubo contendo 9

uL, e assim sucessivamente até a diluicdo 1:10.000 (FIGURA 4)

DNAse
1l 1ul 1l

9ul 9ul ul ul

1:10 1:100 1:1.000 1:10.000
0,2U/ul 2x102U/ul  2x103U/pl 2x104U/ul

Figura 4: Diluigéo seriada DNAse (Fonte: A Autora)

A diluicdo da RNAse A seguird o mesmo principio, porém, o estoque da mesma
encontra-se a uma concentracdo de 5U/ pL: sendo assim, a diluicdo foi preparada

conforme a Figura 5.



RNAse

1l 1l 1l

ul ul 9ul 9ul

1:10 1:100 1:1.000  1:10.000
0,5U/ul 5x102U/ul  5x103U/ul  5x10°4U/ul
Figura 5: Diluicdo seriada RNAse (Fonte: A autora)

Foram preparadas duas reacoes (Mix) contendo tampé&o e substrato, a primeira
com volumes de 10 pL tampéao 10x, 10 pL de substrato e 70 pL de agua RNAse free,
conforme o teste utilizado pelo LCQ para deteccédo de DNAse/RNAse em agua RNAse
Free. E uma segunda reacdo com valores de acordo com protocolo do fabricante: 1
pL de tampéao 10x, 11 pL de substrato e 78 uL de agua RNAse Free. Posteriormente,

foram adicionados10pL de cada diluicdo em triplicata.

4.3 RECUPERACAO DE DNAse E RNAse

Para avaliar o melhor método para a recuperacédo das enzimas dos tubos de
embalagem primaria, que consistem nos tubos utilizados armazenar os insumos
produzidos, foram analisados 4 métodos distintos (FIGURA 6). Cada tubo foi
contaminado com 1 ul das diluicbes contendo concentracdes mais baixas de DNAse
e RNAse, com 2x10°3U/ul e 2x10“U/ul para DNAse e 5x103U/ul e 5x104U/ul para
RNASe. Foram adicionados 180 ul de agua ultrapura em cada tudo primario, dispostos
em triplicata, e submetidos a 37°C por 30 minutos, temperatura ambiente por 30
minutos, vortex por 10 segundos e realizando up/down, ou seja, puxar e dispensar o
volume com uma micro pipeta varias vezes no tubo. Posteriormente, foram retirados
80 ul de cada um dos tubos e pipetado em uma placa contendo previamente o
substrato e tamp&o 10x, e outros 80ul para analise visual, em tubos contendo também

0s reagentes substrato e tampéao 10x.
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Figura 6: Esquema de trabalho para avaliacdo de metodologia para recuperacdo de DNAse e RNAse (fonte: A
Autora).

4.4 ANALISES VISUAIS

Apés a adicdo das amostras nos tubos contendo tampé&o e substrato, estes
foram incubados a 37°C durante 1 hora. Foram utilizados controles negativos para
ambas as enzimas em tubos de 600 pL contendo 10 pL de tampéo,10 pL de substrato,
80 uL de dgua RNAseFree, para estes controles ndo é adicionado enzimas.

Para analise dos resultados, foi utiizado o equipamento
FotodocumentadorDoc-1t2 310 com transiluminador da marca UVP, que ao emitir luz
UV, excita a molécula fluorescente e assim é possivel ver, através de uma barreira

protetora, a fluorescéncia.

4.5 ANALISE POR ABI 7500 Real-Time PCR

O equipamento utilizado para este método foi o ABI 7500 Real-Time PCR System,
da Thermo Fisher Scientific. Para avaliacdo de sensibilidade, foi preparado um mix
inicial para ambos os testes, contendo 165 pL de substrato, 15 pL de tampéao 10X,
1305 pL de agua RNAse Free. Os volumes citados para a producdo do mix séo
referentes a 15 amostras. Apos o preparo da reacdo, foram adicionados 90 uL da

mistura em cada poc¢o de uma placa 6ptica de 96 pogos, normalmente utilizada para



PCR em tempo real. Logo ap6s o mix, foram adicionados 10 pL das amostras, em
triplicata.

Para avaliar os tubos amostrados, os insumos para as reacdes, tampao e
substrato, foram pipetados em placas 6pticas. Ao realizar o teste com os tubos, apos
a recuperacéo das enzimas, conforme item 4.3, foram pipetados 80 pL de amostra,
também em triplicata, na placa contendo 10 pL de substrato e 10 pL de tamp&o 10x.
Em todas as corridas foi adicionado controle negativo da reacdo. A leitura sera
realizada a cada 1 minuto, por 30 minutos, a 37°C (FIGURA 7).

Cycling Stage

Mumber of Cycles: 30 =
[T] Enable AutoDelta
Staring Cycle: 2

100

7h

a0
37.0 °C
100% 00:30

25

Step 2

Figura 7: Ciclos para detecgdo de fluorescéncia em equipamento 7500 Real-Time PCR, a captacdo da
fluorescéncia ocorre ao final de cada ciclo (Fonte: A Autora)

4.6 OTIMIZACAO

Em um primeiro momento, cada enzima foi analisada separadamente em cada
reacdo; apos esta primeira andlise foi realizado um teste com as enzimas em conjunto,
formando um duplex da reacgéo. Isso foi possivel pois os fluoréforos utilizados para
cada enzima sao lidos pelo equipamento 7500 Real-Time PCR System em dois

comprimentos de ondas distintos, DNase em 535/556 nm (filtro para deteccéo de



fluréforo VIC) e RNase 490/520 nm (filtro para detec¢do de FAM). A analise visual ndo
€ possivel, pois ndo ha como diferenciar as fluorescéncias juntas nesta metodologia.
Para a reacdo, foram pipetados diretamente nos pocos 10 pl de substrato de cada
enzima, 20 pl de tamp&o nuclease alert 10X, e 70 pl de cada diluicdo das enzimas.
Para o controle negativo foram pipetados (ao invés da amostra) 70ul de 4&gua RNAse
free. Todas as amostras foram analisadas em triplicata e os dados tratados

estatisticamente com o Teste T de Student.

4.7 UTILIZACAO DE ENZIMAS COMERCIAIS

Foi realizado um teste com enzimas comerciais RNase A Thermo Fisher Scientific,
RNase A Qiagen e DNase | Roche, com finalidade de se avaliar a possibilidade de
utilizacdo do Kit com enzimas de outros fabricantes e, também, a capacidade do kit
de detectar enzimas distintas. Foi realizada uma diluicdo seriada de acordo com o
demonstrado pelas figuras 4 e 5.

5 RESULTADOS

Inicialmente, as enzimas foram analisadas separadamente para cada reacao,
descritas no item 4.2. Apés a corrida em Tempo Real para verificar a sensibilidade no
teste houve geracdo de um grafico pelo equipamento com a quantidade de
fluorescéncia e os ciclos da corrida, demonstrados nas figuras 8 e 9.
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Figura 8: Grafico produzido pelo software 7500. Mix 1 apresentou melhor homogeneidade entre as triplicatas de cada diluig&o
assim como sua melhor separagdo. Grafico referente & DNase. As letras A, B, C e D referem-se as concentragdes testadas, 0,4

ng/uL, 40 pg/uL, 4 pg/uL, 0,4 pg/pL respectivamente.
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Figura 9: : Gréfico produzido pelo software 7500. Mix 1 apresentou melhor homogeneidade entre as triplicatas de cada diluigdo
assim como sua melhor separacéo. Gréfico referente a RNAse. As letras A’, B, C’ e D’ referem-se as concentracdes testadas,
5x 10° pg/uL, 5x 10* pg/uL, 5x 10° pg/Ly, 50 pg/uL respectivamente.
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Figura 10: Controles negativos das enzimas DNase e RNase

Os controles negativos ndao apresentaram fluorescéncia significativa (FIGURA
10). Na analise visual ndo houve uma possivel diferenciacdo entre as diluicbes

(FIGURA 11). Os controles negativos apresentaram fluorescéncia igual as dilui¢des.

Mix 1-DNAse

Mix 1-RNAse

Mix 2-DNAse

Mix 2-RNAse

Figura 11: Analise visual das diluicbes para DNase e RNase, para cada Mix produzido. As letras A B, C e D referem-
se as concentrag@es testadas, 0,4 ng/pL, 40 pg/uL, 4 pg/uL, 0,4 pg/uL respectivamente e as letras A’, B’, C’ e D’ referem-se as
concentragdes testadas, 5x 10° pg/uL, 5x 10* pg/uL, 5x 10° pg/uL, 50 pg/UL. CN representa os controles negativos.

Foi realizado um teste nos tubos utilizados no experimento da figura 11, com a
finalidade de descartar uma fluorescéncia propria do tubo e assim confirmar que o

controle negativo apresentou contaminacdo. Observa-se que nos tubos vazio e



apenas com agua, ndo houve fluorescéncia quando expostos a luz UV, em
contrapartida o tubo contendo substrato, tampé&o e enzima apresentou fluorescéncia
(FIGURA 12).

Vazio Agua Tp/sbs/ezm

Figura 12: Analise de fluorescéncia dos tubos expostos a luz UV. Tb/ shs/enzm refere se ao tubo contendo tampé&o, substrato
e enzima

Para diferenciar a fluorescéncia basal dos controles negativos, no teste em
tempo real, foram exportados os dados de valores de fluorescéncia e plotados em
grafico de barras para melhor visualizacdo (FIGURA 13, FIGURA 14). Apenas 0s
valores das 3 ultimas diluicdes, de concentracao igual a 40 pg/uL, 4 pg/uL, 0,4 pg/uL
para DNase e 5x 10* pg/uL, 5x 102 pg/uL, 50 pg/uL para RNAse, foram usados, pois
a primeira diluicdo apresentou uma quantidade alta de fluorescéncia, interferindo na
visualizacéo gréafica das ultimas diluiges. Os valores foram tratados estatisticamente

com Teste T de Student.
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Figura 13: Gréafico da quantidade de fluorescéncia conforme a diluicdo, utilizando o Mix 1. A quantidade de
fluorescéncia na ultima diluicdo em ambas as enzimas possui P<0,05, sendo significativo em rela¢éo ao controle

negativo (CN). A diluigBes referem-se a concentragdo de 40 pg/uL, 4 pg/pL, 0,4 pg/uL para DNase e 5x 10* pg/uL, 5x 10%
pg/pL, 50 pg/uL para RNAse, respectivamente.
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Figura 14: Gréafico da quantidade de fluorescéncia conforme a diluigdo, utilizando o Mix 2. A quantidade de fluorescéncia na
ultima diluicdo para a DNAse apresentou P<0,05, sendo significativo em relagdo ao controle negativo. Porém, a ultima diluigdo
de RNAse apresentou P>0,05, desta forma n&o significativo em relagdo ao controle negativo (CN). A diluicdo refere-se a

concentracdo de 0,4 ng/pL, 40 pg/uL, 4 pg/pL, 0,4 pg/uL para DNase e 5x 10° pg/pL, 5x 10* pg/uL, 5x 10° pg/pL, 50 pg/pL para
RNAse, respectivamente.

Para analisar a metodologia de recuperacdo das enzimas, foi utilizada

inicialmente a enzima RNAse, pois esta apresenta maior volume disponivel no kit. Por



conta do baixo volume da DNAse, foi proposto um teste com enzimas comerciais de
outros fornecedores. Os métodos utilizados, conforme descritos no item 4.2, foram de
incubacdo em estufa e analise visual e em PCR em Tempo Real. Porém, utilizou-se
apenas a analise em tempo real para analise estatistica mais precisa, seus resultados

foram plotados no gréfico a seguir (FIGURA 15).
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Figura 15: Gréfico de Analise de metodologia para recuperagdo de DNAse e RNASe em tubos de embalagem
primaria. Os testes a temperatura ambiente, vortex, e up/down apresentaram P<0,05, assim sendo significativo em
relagcdo ao controle negativo (CN). A concentra¢é@o da enzima utilizada foi de 5x10° U/uL e 5x10* U/pL respectivamente.

Na analise visual, ndo foi possivel distinguir fluorescéncia entre as amostras, ja
gue se apresentou proxima ao controle negativo (FIGURA 16), desta forma, a analise
em tempo real apresentou maior efichcia em determinar fluorescéncias produzidas

pela atividade das nucleases.



RNase

37°C TA Vortex Up/down

Dil.2 Dil.3 Dil.4 Dil.2 Dil.3 Dil.4 Dil.2 Dil.3 Dil.4 Dil.2 Dil.3 Dil. 4 CN

Figura 16: Andlise visual das metodologias utilizadas para recuperacdo das enzimas DNase e RNase. Nao foi
possivel observar diferenca entre as fluorescéncias, assim como todas se apresentaram proximas ao controle
negativo (CN). A concentragdo da enzima utilizada foi de 5x102 U/pL, 5x10°® U/uL, 5x10* U/uL respectivamente..

As enzimas comerciais utilizadas foram DNAse | da Roche, RNAse A da Qiagen
e RNAse A da Thermo. As RNAses A testadas apresentaram uma quantidade de
fluorescéncia elevada, impossibilitando a diferenca visual entre as diluicbes testadas
(FIGURA 17 E 18).

Rnase - Thermo

Dil.1 Dil.2 Dil.3 Dil.4 CN

Figura 17: Andlise visual de fluorescéncia utilizando enzima RNase A proveniente do fabricante Thermo Fisher. As
concentragdes referentes as diluigdes sédo 10 ng/pL (Dil. 1), 1 ng/pL (Dil. 2), 0,1 ng/uL (Dil. 3) e 0,01 ng/uL (Dil. 4).
Controle negativo (CN).
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Figura 18: Andlise visual de fluorescéncia utilizando enzima RNase A proveniente do fabricante Qiagen. As
concentragdes referentes as diluigdes séo 10 ng/pL (Dil. 1), 1 ng/pL (Dil. 2), 0,1 ng/uL (Dil. 3) e 0,01 ng/pL (Dil. 4).
Controle negativo (CN).

Este mesmo resultado é visto em analise de tempo real (FIGURA 19 e 20),
onde a quantidade de RFU detectada para ambas RNAse A é alta. Entretanto, a

enzima RNAse A da Thermo Fisher apresentou melhor distribuicdo entre as diluicées.
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Figura 19: Grafico da andlise em Tempo Real da enzima RNase A do fabricante Thermo Fisher. Todas as diluigGes
apresentaram P<0,05, sendo entdo significativas em relacdo ao controle negativo (CN). As concentracdes
referentes as diluicdes sdo 10 ng/pL (Dil. 1), 1 ng/pL (Dil. 2), 0,1 ng/uL (Dil. 3) e 0,01 ng/uL (Dil. 4).
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Figura 20: Gréafico da analise em Tempo Real da enzima RNase A do fabricante Qiagen. Todas as diluicbes
apresentaram P<0,05, desta forma significativa ao controle negativo (CN). As concentracbes referentes as
dilui¢des sdo 10 ng/pL (Dil. 1), 1 ng/pL (Dil. 2), 0,1 ng/uL (Dil. 3) e 0,01 ng/uL (Dil. 4).

Apesar de visualmente ndo ser possivel observar uma fluorescéncia alta
(FIGURA 21), na andlise em tempo real foram obtidos resultados significativos em
relacdo ao controle negativo, com P<0,05, mesmo com menor valor de RFU em

comparacao as RNases (FIGURA 22).

Dnase - Roche

Dil.1 Dil.2 Dil.3 Dil.4 CN

Figura 21: Andlise visual de fluorescéncia utilizando enzima DNase | proveniente do fabricante Roche. As
concentragdes referentes as diluigdes séo 5 ng/pL (Dil. 1), 0,5 ng/pL (Dil. 2), 0,05 ng/pL (Dil. 3) e 0,005 ng/uL (Dil.
4). Controle negativo (CN).



DNASE Roche

3,00E+05

2,50E+05

2,00E+05

1,50E+05

Fluorescéncia

1,00E+05

5,00E+04

0,00E+00 “V T T

dil2 dil3 dil4 cn

Figura 22: Gréafico da andlise em Tempo Real da enzima DNase | do fabricante Roche. Todas as diluicdes
apresentaram P<0,05, desta forma significativa ao controle negativo (CN). As concentragdes referentes as
dilui¢cdes sao 0,5 ng/pL (Dil. 2), 0,05 ng/pL (Dil. 3) e 0,005 ng/uL (Dil. 4).

Para a realizacdo do teste de DNase e RNase em conjunto, formando um
duplex, o que otimiza o tempo do teste, foram utilizadas as enzimas DNase |
proveniente do fabricante Roche, e RNase A da Thermo Fisher, pois o kit
DNaseAlert™ vem com apenas 20uL da enzima DNase | para o controle positivo. Para
ndo causar a falta deste insumo para o LCQ, optou-se por utilizar as enzimas
comerciais testadas anteriormente.

Apesar de ser uma reacdo em conjunto, os dados foram analisados
separadamente, pois a quantidade de RFU para DNase € menor que a obtida para
RNase, causando uma divergéncia no grafico. Ambas enzimas apresentaram
fluorescéncia até a ultima diluicho, com valor significativo ao controle negativo
(p<0,05) (FIGURA 23 E 24).
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Figura 23: Gréfico da andlise em tempo real da enzima DNase | em reagdo duplex. As concentracdes referentes
as diluigbes sdo 0,5 ng/pL (Dil. 2), 0,05 ng/uL (Dil. 3) e 0,005 ng/uL (Dil. 4). Todas as diluigbes apresentaram
valores significativos em relagdo ao controle negativo (CN) (P<0,05).
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Figura 24: Gréfico da andlise em tempo real da enzima RNase em reacéo duplex. As concentracGes referentes as
dilui¢cdes sdo 1 ng/pL (Dil. 2), 0,1 ng/pL (Dil. 3) e 0,01 ng/pL (Dil. 4). Todas as diluicBes apresentaram valores
significativos em relagdo ao controle negativo (CN) (P<0,05).

6. DISCUSSAO

Um dos principais problemas de contaminac&o nos laboratorios de biologia
molecular é a presenca de nucleases, pois devido sua atividade nucleolitica, levam a
resultados insatisfatorios dos testes realizados. Industrialmente, 0 monitoramento da



qualidade dos materiais utilizados na producdo de insumos, que séo aplicados as
técnicas moleculares, é um trabalho continuo para o setor de controle de qualidade,
pois apesar da aquisicAo de materiais com especificacdo nucleases Free, é
necessario certificar que os lotes recebidos encontram-se dentro da qualidade
esperada. No caso das rotinas de testes em biologia molecular, este tipo de
contaminagdo pode ocasionar resultados falsos negativos. Ocorrendo uma
contaminacdo, ha um trabalho arduo para sua eliminacdo pois, principalmente
RNases, sdo capazes de suportar tratamentos agressivos de limpeza (WALTER,
2004).

A utilizacdo de sondas constituidas por oligonucleotideos conjugadas com
fluorescéncia (FRET) foi inicialmente para estudar propriedades cataliticas da RNase
A (JAMES, 1998). Os kits RNaseAlert® Lab Test Kit, DNaseAlert™ QC System,
utilizam esta metodologia para a deteccéo destas enzimas. Atualmente, estes kit sdo
utilizados para realizacdo de testes internos para a verificagdo de auséncia destas
enzimas em algumas solu¢des produzidas no IBMP, porém, ainda era necessario
avaliar os materiais, como tubos de embalagem primaria utilizados no processo de
fabricacdo de insumos. Com este trabalho, adaptou-se uma metodologia com a
finalidade de analisar e garantir que estes materiais estejam livres de nucleases.

Em um primeiro momento, foi avaliada a possibilidade de analisar visualmente
este teste, e posteriormente com a utilizacdo do equipamento ABI 7500 Real Time
PCR System, que apresenta um bloco de aquecimento e um sistema de lentes para a
deteccédo de fluorescéncia conforme seu comprimento de onda, sendo possivel a sua
adaptacao para realizacao do teste. A sensibilidade obtida nos testes realizados foi
de aproximadamente 50 pg/uL para RNase e de 0,4 pg/uL de DNase com a utilizacéo
da Reacado 1 (ITEM 4.2). Os valores limites de deteccao exposto pelo fabricante é de
1 pg/uL para DNase, e de 0,5 pg/uL para RNase, logo para detectar a DNase,
conseguimos uma sensibilidade maior que o apresentado pelo fabricante, porém a
RNase é necessario uma diluicdo maior para garantir que o teste esteja dentro da
faixa limite de deteccéo do fabricante (RNaseAlert® Lab Test Kit, 2008; DNaseAlert™
QC System,20009).

As curvas produzidas pela quantidade de fluorescéncia por ciclo, também
correspondem com o esperado de acordo com o manual do fabricante, porém, a
metodologia utilizada por eles foi uma leitura em um espectrometro de fluorescéncia

convencional. O fabricante ndo garante que a utilizacdo de equipamentos como o ABI



7500 Real-Time PCR System apresente resultados satisfatorios ou um protocolo
adequado, porém, neste trabalho conseguimos reproduzir este resultado com o
equipamento utilizado normalmente para técnicas de gPCR.

Para conseguir adequar um protocolo, foi realizado duas rea¢des, uma com 0S
volumes propostos pelo fabricante e outro com os volumes utilizados no teste padréo
interno (ITEM 4.2). A reagao preparada com os volumes propostos pelo fabricante
apresentou resultados insatisfatérios, quando analisados em tempo real, perdendo a
uniformidade entre as triplicatas, assim como a sensibilidade para RNAse, que
apresentou resultado néao significativo em relagédo ao controle negativo (FIGURA 14).
Visualmente, a reacdo 1 apresentou maior quantidade de fluorescéncia e maior
dificuldade de distinguir as diferentes concentracdes das enzimas. Ja a reagao 2
apresentou uma melhor analise das diluicées, apesar de um grau de fluorescéncia
menor (FIGURA 11).

No volume sugerido pelo fabricante a quantidade é 10 vezes menor a
quantidade utilizada pelo LCQ. E possivel que a quantidade de tamp&o na reacéo
influencie a atividade da enzima, uma vez que, estas sdo dependentes de cations
divalentes para que decorra sua atividade (LASKOWSKI, 1971; BARANOVSKII et al,
2004; WESTHEIRMER, 1987).

A Ultima diluicdo, preparada com a reacdo 1 demonstrada no item 4.2, que
contem 10 vezes mais quantidade de tampdo em relacdo a reacao 2, apresentou
resultados significativos em relacdo ao controle negativo (P<0,05), indicando que a
quantidade de fluorescéncia obtida é superior a fluorescéncia basal (FIGURA 13).
Entretanto, os controles negativos, ao ser analisados visualmente, apresentaram
fluorescéncia ao ser exposto a luz UV. Na preparacdo das reacfes, ambas foram
pipetadas para a andlise visual e por tempo real em fluxo laminar, visando néo
contaminar dos controles negativos. As diluicbes contendo as enzimas, foram
pipetadas fora do fluxo. Logo, as reacdes ao serem analisadas em equipamento de
PCR néo apresentaram fluorescéncia. Desta forma, é possivel que os tubos utilizados
possam estar contaminados, e assim ha indicios que a analise visual para os métodos,
tanto para DNase como para RNase, sejam capazes de detectar a contaminacao nos
materiais. Para excluir a possibilidade dos tubos utilizados apresentarem
fluorescéncia do proprio material quando exposto a luz UV, foi realizado um teste com
um tubo vazio, outro contendo apenas agua e um terceiro com substrato, tampao e

enzima, com isso foi possivel observar que apenas o tubo contendo substrato, tampéao



e enzima apresentaram (FIGURA 12), garantindo assim que o material que compde
0s tubos néo interfere nos resultados.

Um ponto negativo da andlise visual é a sua subjetividade, pois a interpretacéo
dos resultados depende diretamente do posicionamento do tubo no transluminador e
o tipo de lampada UV utilizada, assim como a dificuldade de, quando a concetragao
da enzima é baixa, diferenciar a fluorescéncia dos controles negativos(POMPA, 2016).

Para realizar a recuperacéo da enzima RNase, o método onde o tubo com agua
foi submetido a incubacéo por 30 minutos a 37°C nao apresentou diferenca estatistica
em relag&o ao controle negativo (P>0,05), indicando uma perda de sensibilidade. Isso
pode ser explicado pelo fato de que as proteinas podem desnaturar conforme
temperatura a qual elas sdo submetidas. No caso das enzimas, pode ocorrer perda
de atividade. As RNAses possuem residuos de cisteina, formando ligacdes dissulfeto
intramolecular, desta forma, quando ocorre a desnhaturacao estas enzimas possuem
a capacidade de recuperar a sua forma nativa e sua atividade, quando expostas a
temperatura ambiente (Thermo Fisher, 2015; WALTER, 2004; MIYAMOTO, et al,
2009). A exposicao por 30 minutos em 37°C antes da reacédo, pode ter interferido na
sua atividade, e necessitaria de um tempo em temperatura ambiente para uma
possivel recuperacdo da sua atividade (WALTER, 2004). Outra possibilidade é o
tempo que a enzima ficou exposta a 37°C, pois a corrida em tempo real é dada por 1
hora a 37°C, resultando ao final em uma exposicéo total de 1 hora e 30 minutos. Ja
as andlises em temperatura ambiente, vortex e agitacdo Up/Down apresentaram
resultados significativos em comparacdo ao controle negativo (FIGURA 15). A
metodologia utilizando agitacdo Up/Down apresentou resultado com maior eficiéncia
em comparagao aos outros.

As enzimas comerciais utilizadas, RNase Thermo Fisher Scientific, RNase
Qiagen e DNase Roche, demonstraram que os Kits apresentam um espectro amplo
de deteccdo de DNases e RNases, nao se limitando aos presentes como controle
positivo em cada Kit. Quando analisadas visualmente, as reagfes com enzimas
comerciais ndo apresentaram uma boa fluorescéncia das amostras. Frente a isso,
optou-se pela utilizacdo do equipamento de gPCR para obtencao de resultados mais
robustos, onde € possivel visualizar melhor a diferenca entre a menor concentragao
de enzimas e o controle negativo. O fabricante garante uma deteccao para DNAse
de 1 pg (DNaseAlert™ QC System, 2009) e, utilizando enzimas comerciais de outros

fabricantes, detectamos 5 pg da enzima com alto grau de fluorescéncia, nao foi



realizado uma diluicdo abaixo disso, sendo entdo uma proposta futura para garantir
gue néo houve perda de sensibilidade. Para a RNase, o valor referéncia de detecc¢éo
é de 0,5 pg, segundo o fabricante (RNaseAlert® Lab Test Kit, 2008), ja o teste com as
enzimas comerciais detectou 10 pg . Diluicbes menores serao realizadas para poder
se comprovar a sensibilidade. Mas é possivel dizer que o uso das enzimas comerciais
nao interfere na atividade do teste, sendo possivel sua utilizacao.

Ao realizar a reacdo em duplex, observou-se que a quantidade de RFU
produzida pela RNase era superior ao observado para DNase, pois as diluicbes
utilizadas foram diferentes, sendo a da DNase com valores de concentragcdo menor
em relagdo a RNase. Entretanto, mesmo com a maior fluorescéncia, a RNase néo
afetou a identificacdo da DNase. Para este teste foram utilizadas enzimas comerciais
RNAse Thermo Fischer e DNase Roche. N&o é possivel analisar visualmente ambas
as enzimas ao mesmo tempo com esta metodologia visual, pois ndo € possivel

diferenciar as fluorescéncias nesse caso.

7.CONCLUSAO

A necessidade de certificar embalagens priméarias livres de RNase e DNase a
fim de garantir a qualidade de insumos produzidos, levou o LCQ a buscar uma
metodologia que garantisse a deteccao destas enzimas nesses materiais. Portanto,
com trabalho realizado, foi possivel detectar com maior precisdo, com a analise em
tempo real, presenca de fluorescéncia produzida pela hidrélise das sondas pelas
nucleases. A otimizacdo do teste utilizando uma reacdo em duplex, apresentou
resultados satisfatorios, possibilitando uma melhor economia de insumos e tempo de
preparo do teste, sem perder a sensibilidade para ambas enzimas. A validagcéo para
posterior implementacdo do método na rotina sdo as perspectivas futuras desse

trabalho.
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