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RESUMO

Em laboratério de biologia molecular existem normas para prevenir que nucleases destruam
os acidos nucleicos em analise. Rigida adesdo a estas normas ¢é primordial, principalmente em
laboratérios de analises clinicas e ao se lidar com amostras com numero restrito de cépias do
genoma-alvo. Em contraposi¢do, diversas nucleases tém tido importincia fundamental, por
exemplo, na identificagdo do 4cido nucleico de virus, investigacdo de RNA mensageiro, purificagiao
de virus em abordagem metagenomica, edi¢do de genomas com o sistema CRISPR/Cas e descoberta
de enzimas. O conhecimento de como nucleases podem ser tanto vilas quanto aliadas ¢ essencial na
formagao de todos que trabalham no campo de biologia molecular.

Palavras-chave. desoxirribonucleases, ribonucleases, virus, biologia molecular, técnicas de
laboratério clinico.

ABSTRACT

In a molecular biology laboratory there are standards to prevent nucleases from destroying the
nucleic acids under analysis. Strict adherence to these standards is paramount, mainly in clinical
analysis laboratories and when dealing with samples with a limited number of copies of the target
genome. In contrast, several nucleases have been of fundamental importance, for example, in the
identification of the type of viral nucleic acid, investigation of messenger RNA, virus purification
in metagenomic approach, genome editing with the CRISPR/Cas system, and enzyme discovery.
Knowledge of how nucleases can be both villains and allies is essential in the training of all working
in the field of molecular biology.
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E altamente recomendével que todos que
ingressem em laboratério de biologia molecular
recebam orientacdes exaustivas sobre prevencdo
da degradagdo dos acidos nucleicos com que
irdo trabalhar. Esta preocupacdo é especialmente
importante quando se tem pouco material-alvo
na amostra a ser analisada e em laboratérios
voltados ao diagnostico, como os de analises clinicas,
onde a inobservancia dessa prevengao pode implicar
em resultados falsamente negativos.

As enzimas que degradam acidos nucleicos
sdo chamadas de nucleases, e estio presentes
em todos os seres vivos'. As nucleases tém a capaci-
dade de hidrolisar a ligagdo fosfodiéster, que ¢ a mais
estavel entre todas as ligacdes quimicas encontradas
nas moléculas biologicas, e podem ser divididas
em ribonucleases (RNases) e desoxirribonucleases
(DNases), dependendo da especificidade do seu
ataque em relagdo as moléculas de acido nucleico'.

As orientagdes para evitar a agdo de nucleases
durante a manipulagao da amostra incluem regras
para evitar a contaminacdo com nucleases do
proprio manipulador e também de contaminantes
externos como bactérias e outros microrganismos
(enumeradas por Farrell’; Miller et al. *; Sambrook
e Russell*). Além disso, os integrantes do laboratério
também devem zelar para que a amostra nao
fique susceptivel as nucleases da propria amostra,
principalmente RNases, provenientes das células
e tecidos (vide orientacdes de Farrell?).

No entanto ha outro lado, oposto a
essa mensagem de evitar nucleases, que merece
ser igualmente ressaltado: do quanto as nucleases
podem ser aliadas do pesquisador na investigagdo
cientifica. Revisitaremos o papel positivo que
as nucleases tém tido, em diferentes abordagens,
através de alguns exemplos no campo da virologia.

Nos seres constituidos por células, o
genoma consiste uniformemente de DNA de fita
dupla (dsDNA, do inglés double-stranded DNA).
Ja os virus podem ter genoma dsDNA, DNA
de fita simples (ssDNA, do inglés single-stranded
DNA), RNA de fita simples (ssRNA, do inglés single-
stranded RNA) e RNA de fita dupla (dsRNA, do
inglés double-stranded RNA)®. Ao ser descoberto
um novo virus, portanto, o tipo de genoma ¢é uma
das caracteristicas necessarias para sua descricao
e classificacao.
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Langando mao de algumas nucleases, ¢
possivel caracterizar o genoma de virus. Nas
publicagdes a seguir, o genoma foi associado a
particulas semelhantes a virus visualizadas por
microscopia eletronica.

Enquanto investigavam a presen¢a de geno-
ma de rotavirus em fezes de animais e humanos
através de eletroforese em gel de poliacrilamida,
Pereira et al.® detectaram, em algumas amostras,
duas bandas bem definidas diferentes dos seg-
mentos gendmicos caracteristicos dos rotavirus.
Os autores decifraram que eram segmentos geno-
micos do antes desconhecido picobirnavirus. Ao
submeterem o genoma purificado do novo virus
separadamente a DNase I*, RNase pancreatica
(RNase A)* e RNase TI¢, concluiram que era
constituido por dsRNA®.

Apés purificarem e concentrarem particulas
semelhantes a virus encontradas dentro da alga
marinha unicelular denominada Chaetoceros
lorenzianus, cientistas extrairam o acido nucleico
e submeteram-no separadamente as seguintes
nucleases: RNase A, DNase I, nuclease S14
Demonstraram ser o genoma suscetivel a DNase
I mas ndo a RNase A; e que parte do genoma
ndo foi digerida com o uso de nuclease SI. Com
o auxilio desses testes, foi possivel concluir que o
genoma do virus DNA de Chaetoceros lorenzianus
¢ composto por ssDNA em aproximadamente
5 kb e dsDNA em aproximadamente 0,9 kb*.

DNase I e RNase A também foram utilizadas,
juntamente com tripsina (enzima proteolitica) e
nuclease de micrococos®, para uma descoberta fun-
damental: a existéncia na natureza de transferéncia
de informacgdo do RNA para o DNA. Dois grupos
independentes de investigadores comprovaram que
a sintese de DNA usando RNA como molde era
realizada por proteina, denominada transcriptase
reversa, existente em virions de genoma RNA que
hoje sabemos ser retrovirus'>".

a. DNase I — age em ssDNA ou dsDNA, estejam isoladas ou incorporadas
na cromatina’

b. RNase A — cliva principalmente ssSRNA na posi¢ao 3’ e também RNA
em hibridos DNA/RNA nos locais onde houver mal-pareamento (mismatch)
simples’; também ¢ responsavel por clivar dsSRNA em condigdes de baixa
concentragéo de sal®

c. RNase T1 — cliva ssRNA onde houver nucleotideos G’

d. nuclease S1 — endonuclease que degrada ssRNA e ssDNA"?
e. nuclease de micrococos — hidroliza DNA e RNA!!
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Em relagio a investigagdo de RNA
mensageiro (mRNA), um tipo de abordagem ¢é
a pesquisa da ocorréncia, naquele momento, de
replicacio de um virus de genoma DNA. Esta
abordagem tem especial aplicagdo no estudo
de virus que ficam latentes apds a infeccao
primdria, e que podem se reativar. Na investigacao
de um virus de genoma DNA que nao fica latente
apos a infecgdo, o encontro de DNA e/ou de mRNA
virais em amostra de paciente indica infec¢ao ativa.
Ja ao se investigar um virus que fica latente, a
interpretacdo de um resultado positivo ndo é tao
6bvia. Os virus da Familia Herspesviridae sao bons
exemplos de virus que, apos a infec¢do primaria,
ficam latentes por toda a vida do hospedeiro e que
podem se reativar periodicamente. Ao se reativarem,
podem ou ndo causar doenga e, alguns deles,
mesmo em estado de laténcia, podem estar asso-
ciados a algumas doencas. A diferenciagao entre o
encontro de mRNA ou DNA do virus é importante,
sendo que é também essencial o conhecimento dos
mRNAs produzidos durante a fase de laténcia e
aqueles produzidos durante a replicagdo viral'.

Muitos dos artigos da literatura que exami-
nam a importancia da quantificagaio do mRNA viral
para associagdo a doenga tém como foco os virus
da Familia Herspesviridae que causam doen¢a em
seres humanos, devido a gama de 6rgaos acometidos,
diferentes doengas a eles atribuidas e possibilidade
de gravidade dos quadros clinicos, principalmente
entre os pacientes com comprometimento do sistema
imune. A nuclease DNase I tem sido utilizada para
eliminar a0 maximo o DNA residual apos extracao
de acidos nucleicos e, assim, 0 mRNA viral poder
ser avaliado™'®.

Outro tipo de estudo do mRNA ¢ a investi-
gacdo de suas estruturas secundarias e tercidrias,
de suma importéncia para as suas fungdes. Como
exemplo, citaremos estudos que analisaram a
existéncia de estruturas em haste-alca (do inglés,
stem-loop) e pseudonds (do inglés, pseudoknot) no
sitio interno de entrada no ribossomo (IRES, do
inglés internal ribosome entry site) de giardiavirus,
que infecta o protozodrio Giardia lamblia. Através
de pesquisas com esse virus de genoma dsRNA,
ja eram conhecidas a sequéncia nucleotidica comple-
ta do genoma, a extensao do segmento que alberga
a fungdo de IRES no transcrito viral de senso positivo

e também ja se acumulavam indicios da existéncia
de varios elementos estruturais necessarios para o
inicio da tradugdo das proteinas virais'**. O mesmo
grupo de pesquisa, em publicagbes posteriores,
sintetizou in vitro moléculas de RNA representando
a regido do IRES a ser analisada e, entre outros
ensaios realizados, utilizou RNase T1, RNase A,
RNase V1f e RNase T2¢ para verificar onde a molé-
cula de mRNA era clivada. Estes testes enzimaticos
agjudaram a confirmar a existéncia de varias
estruturas secunddrias no IRES do giardiavirus
e contribuiram para a compreensio de quais
estruturas sdo importantes na traducio das proteinas
do giardiavirus'*.

Metagenomica viral ¢ wuma abordagem
que permite a andlise do conjunto de sequéncias
gendmicas associadas a virus de uma amostra,
através da amplificagdo sequéncia-independente de
segmentos de acidos nucleicos**. Seja a amostra
a ser analisada biologica ou ambiental, primeira-
mente excluem-se células do hospedeiro ou de
outros organismos que possam estar na amostra,
como, por exemplo, bactérias. Como, apods essa
purificagdo, além dos virus ainda restam dcidos
nucleicos livres, nucleases tém sido usadas para
diminuir a quantidade desses acidos nucleicos.
A ideia que embasa a estratégia de usar nucleases
nesta fase é estar o genoma viral, desde que
dentro da capside viral, protegido das nucleases™>*.

O uso de DNase I no preparo de amostra a ser
submetida a metagenomica viral foi descrito primei-
ramente por Allander et al” em amostras de soro.
Durante a avaliagio do método com virus conheci-
dos, conseguiram detectar, no soro bovino utilizado
como diluente, dois parvovirus previamente
desconhecidos.

Ja Djikeng et al*, para analise de sequéncias
virais de uma amostra ambiental, utilizaram DNase I
e RNase A apos a concentragdo de particulas virais
(e antes da extracao de acidos nucleicos) para elimi-
nar os acidos nucleicos livres das células degradadas.
Ap6s a amplificagdo randdmica do material obtido,
descreveram sequéncias virais com similaridade sig-
nificativa com aproximadamente 30 familias de virus,
incluindo sequéncias de dois potenciais novos virus.

f. RNase V1 — cliva preferencialmente dsRNA ou regides estruturadas, sem
especificidade de base’
g. RNase T2 — cliva ssRNA com preferéncia para residuos de adenosina™
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Trés sistemas de edi¢ao de genoma baseados
em nucleases tém sido foco de bastante estudo:
sistema CRISPR/Cas (CRISPR, acréonimo da lingua
inglesa para clustered regularly interspaced short
palindromic repeats, traduzivel por conjunto de
repeti¢des palindromicas curtas agrupadas e regular-
mente interespagadas; e Cas, proveniente de CRISPR-
associated protein, ou seja, proteina associada ao
CRISPR), nucleases dedos de zinco (ZFN, do inglés
zinc-finger nucleases) e nucleases efetoras semelhan-
tes a ativadores de transcricdio (TALEN, do inglés
transcription  activator-like  effector  nucleases)*?*.
Estes sistemas tém sido vistos como extremamente
promissores em varios campos, incluindo tratamento
de doencas genéticas e cancer, erradicagio de
doengas endémicas e tratamento antiviral, pois tém
a capacidade de modificar sitios especificos do
genoma, dentro das células®**. A mais utilizada dessas
ferramentas é o sistema CRISPR/Cas, que, simpli-
ficadamente, é formado por um dsRNA que
guia o sistema (ja que sua sequéncia deve ser
especifica para que se ligue a0 DNA a ser clivado),
um motivo adjacente (PAM, do inglés protospacer
adjacent motif) e por enzima nuclease Cas9"***%,
Em relacio a virus e doengas virais, o sistema

CRISPR/Cas9 tem sido pesquisado para
fins de (I) eliminar, de dentro das células
do hospedeiro, virus com genoma DNA

(ou que tém um intermedidrio dsDNA em qualquer
estagio de ciclo de vida viral) e que se mantém
persistentes apos a infeccdo primaria como o virus
da hepatite B, papilomavirus, herpesvirus, virus da
imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) e polio-
mavirus JC; (II) eliminar virus de genoma RNA que
se mantém persistentes apds a infec¢do primaria,
como o virus da hepatite C, desde que foi conseguida
a adaptagdo para que o sistema clivasse RNA;
(III) identificar fatores das células do hospedeiro
essenciais para a infeccdo de virus, seja para virus
que ficam persistentes, como HIV-1, seja para
aqueles passiveis de causar epidemia como virus
da dengue, zika, Ebola, influenza e (IV) induzir
mutagdo em insetos para impedi-los de continuar a
ser vetores virais”’ .

Vale a pena ainda mencionar que vérias poli-
merases que sao usadas para sintetizar acidos nucleicos
no laboratério podem ter fun¢do nuclease associada.
h. Cas 9 — cliva dsDNA?"#
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Sao exemplos de DNA polimerases que tém atividade
de exonuclease 3’5, conhecida como de revisiao
(do inglés, proofreading): DNA Polimerase I, Klenow
(fragmento maior da DNA Polimerase I), DNA
polimerases termoestaveis de alta fidelidade'’. Ja
as transcriptases reversas, além da atividade DNA
polimerase RNA-/DNA-dependente tém também
acao de nuclease RNAse H.

Os exemplos acima citados sdo sé alguns dos
inimeros existentes na literatura de como diferentes
nucleases tém sido uteis no laboratério de biologia
molecular, seja na andlise de amostras humanas, ani-
mais, vegetais ou ambientais.

Dois pontos de vista distintos sobre as nucleases,
como vilds e como aliadas, precisam ser incutidos e
discutidos com todos os iniciantes na area de biolo-
gia molecular. Tanto a orientagdo sobre respeitar as
técnicas corretas para evitar um falso negativo devido
a agdo das nucleases indesejaveis, assegurando assim
a qualidade dos resultados, quanto o incentivo ao
conhecimento mais profundo das nucleases e dis-
cussio de possiveis utilizagdes das mesmas em
investigacao cientifica fazem parte da formagdo dos
profissionais de laboratério de biologia molecular.
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