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Resumo

Dengue e Zika sé@o arbovirus do género Flavivirus e representam um risco de
infeccdo para milhdes de pessoas no mundo. Em 2019, o nUmero de casos provaveis
para essas doencgas no Brasil aumentou 650% no caso da Dengue e 65% para Zika
quando comparado ao ano anterior. Mesmo com a grande incidéncia o nimero de
casos confirmados em laboratério (por sorologia ou deteccdo nucleica) é baixo,
principalmente por deteccéo nucleica. Atualmente o diagndstico preciso para esses
arbovirus é feito por técnicas de ELISA e RT-PCR, esses procedimentos exigem uma
estrutura laboratorial especifica e a manipulacdo por profissionais tornando-os
dispendiosos e morosos. Além disso, a estrutura laboratorial exigida inviabiliza o
diagnoéstico em regibes remotas do Brasil e também em outros paises tropicais
afetados. Este trabalho visou desenvolver circuitos sintéticos de DNA que sirvam para
a identificagc&o rapida e simples do RNA viral in vitro. Riboreguladores especificos, do
tipo Toehold Switch, previamente desenvolvidos no grupo de pesquisa SynBio AQA
denominados switch DENV10550(2) e switch ZIKV1440(2.6) capazes de detectar o
RNA viral (RNA trigger) referente, respectivamente, aos virus da Dengue e da Zika
foram utilizados. Os riboreguladores foram empregados em 3 diferentes estratégias
de amplificacdo de sinal: uma baseada na protease Mf-Lon, outra baseada na enzima
T7 RNA polimerase e a terceira com base em uma integrase do tipo serina. A
funcionalidade dos dispositivos foi avaliada por reacdes de transcricao e traducéo in
vitro na presenca do RNA trigger sintético especifico ou inespecifico. A ativagdo dos
sistemas T7 RNApol foi medida pela atividade da proteina repérter luciferase. Nos
dispositivos da protease Mf-Lon se utilizou a proteina fluorescente verde fusionada a
cauda de degradacdo pdt#5 (especifica a protease) para avaliar a resposta. Os
ensaios com os sistemas Mf-Lon indicaram uma degradacdo baixa da proteina
repérter, nota-se que a perda da fluorescéncia observada se deu, principalmente, por
guenching da GFP apoés repetidos ciclos de excitacdo. Para o sistema amplificacéo
baseado na integrase, devido a adversidades, ndo foi possivel a construcdo da
unidade de resposta. Construiu-se apenas os plasmideos de deteccdo com a Intl3 e
com a Int9. Estes contém o switch DENV10550(2) controlando o gene da integrase.
Para o sistema T7 RNApol, a amplitude de ativacdo méxima foi obtida com o
dispositivo separado em dois plasmideos e empregando o switch DENV10550(2),
atingiu-se uma amplitude de ativacdo 2,29 vezes maior na presenca de 500 ng de
RNA trigger especifico (trigger DENV10550) em relagdo a reacdo com o trigger
inespecifico. O dispositivo com o switch ZIKV1440(2.6) neste mesmo sistema
apresentou uma amplitude de ativacdo menor quando empregado o RNA trigger
especifico (trigger ZIKV1440) em relacéo a resposta com o trigger inespecifico (trigger
DENV10550), devido a esse fato reavaliou-se os switches utilizados no trabalho e
constatou-se que o switch ZIKV1440(2.6) nao é funcional. A resposta do dispositivo
T7 RNApol com o switch DENV10550(2) mostra a funcionalidade e especificidade
desta estratégia de sinalizacdo, no entanto, a amplitude de ativacao atingida foi pouco
superior a alcancada no dispositivo com circuito direto de resposta.
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Abstract

Dengue and Zika are arboviruses of the Flavivirus genus and represent a risk
of infection for millions of people worldwide. In Brazil, 2019, the number of reports for
these diseases increased by 650% for Dengue and 65% for Zika compared to the
previous year. Even with the high incidence the number of precise confirmed cases
(by serology or molecular detection) is low. Currently, the precise diagnosis of these
arboviruses is made by techniques such as ELISA and RT-PCR, that require particular
laboratory resources and the handling by technicians, which makes the diagnosis
expensive and time-consuming. In addition, the demanded laboratory structure makes
the diagnosis impracticable in remote regions of Brazil and also in other affected
tropical countries. This work aimed to develop a synthetic DNA circuit for the rapid and
simple identification of viral RNA from Zika and Dengue in an in vitro gene expression
system. Toehold Switch previously developed in the SynBio AQA research group
(called switch DENV10550(2) and switch ZIKV1440(2.6)) capable of detecting,
individually, the viral RNA (trigger RNA) to the two diseases were employed. These
riboregulators were used in 3 different signal amplification strategies: one based on
the Mf-Lon protease, another based on the T7 RNA polymerase enzyme, and the third
in a system using serine-type integrase. In vitro gene expression reactions are
performed to evaluate the response of the synthetic circuits in the presence of specific
and non-specific trigger RNA. The activation of the T7 RNApol systems was measured
by the activity of reporter protein luciferase. In the evaluation of the Mf-Lon protease
circuit, the green fluorescent protein fused to the degradation tail pdt#5 was used to
assess the response. The Mf-Lon protease system in vitro gene expression assays did
not indicate high degradation rates of the reporter protein, the fluorescence loss
observed was, mainly, due to GFP quenching after repeated excitation cycles. For the
signal amplification system based on serine-type integrase, due to several adversities,
it was not possible to build the response unit. Only the detection plasmids with the
integrase Int13 and Int9 were constructed. These contain the DENV10550(2) switch
controlling the integrase gene The highest fold change observed in the T7 RNApol
system was with the circuit separated in two plasmids and employing the
DENV10550(2) switch, a response 2.29 times greater was achieved in the presence
of 500 ng of RNA specific trigger (trigger DENV10550) in comparison to the response
with the non-specific RNA. The T7 RNApol system with the ZIKV1440(2.6) showed a
smaller fold change to the specific RNA trigger (trigger ZIKV1440) in relation to the
response with the non-specific RNA trigger (trigger DENV10550), due to this fact the
switches used in the work were re-evaluated, and it was found that the ZIKV1440(2.6)
switch is not functional. The response of the T7 RNApol device with the DENV10550(2)
switch shows the functionality and specificity of this signaling strategy, however, the
fold change achieved was slightly higher than that obtained in the device with a direct
response circuit.

Keywords: Synthetic biology, viral diagnosis, genetic circuit, Toehold switch, in vitro
gene expression.



Lista de figuras

Figura 1 Genoma do virus da dengue, destaque das 3 proteinas estruturais (C,
M e E) e as 7 ndo estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5).......... 20
Figura 2 Distribuicdo do niumero de casos suspeitos de dengue por semana

epidemioldgica nos anos de 2019 e 2020, com destaque para a semana 11 de cada

=1 [0 TP 25
Figura 3 Janela de deteccdo molecular de um individuo infectado................ 27
Figura 4 Esquema do funcionamento da deteccdo SHERLOCK ................... 31
Figura 5 Esquema ilustrando o funcionamento do Riboregulador ................. 33
Figura 6 Representacao da acao de uma integrase do tipo serina................ 35

Figura 7 Caracterizacdo da atividade da protease Mf-Lon in vivo frente a
diferentes caudas de degradacao. ..............ceeiiiieeiiiiiiiiiiii e 37
Figura 8 Alinhamento de multiplas sequéncias comparando a sequéncia do
RNA trigger DENV10550 com os genomas referéncia (RefSeq) dos 4 sorotipos virais
da Dengue usando a plataforma NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer........... 39
Figura 9 Alinhamento comparando a sequéncia do RNA trigger ZIKV1440 com

o genoma referéncia (RefSeq) da linhagem asiatica do ZIKV usando a plataforma

NCBI Multiple Sequence AlIgNMENT VIEWET ..........uuuuuuimmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneeeieenneeee 39
Figura 10 Amplitude de ativacdo do switch DENV10550(2).........ccccceeeeeeernnnns 40
Figura 11 Amplitude de ativacédo do switch ZIKV1440(2.6).........ccccceeeeeevennnns 41
Figura 12 Esquema ilustrativo do plasmideo pSB1C3...........coccviiieeeereeennnnns 45
Figura 13 Esquema ilustrativo do plasmideo pT7luc(GCA) ZIKV1440-

YY1 (ot T2 ST [T ] (] PSR 46
Figura 14 Esquema ilustrativo do plasmideo

PT7luc(GCA)_DENV10550SWItCh(2) _lINKEr .........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 47
Figura 15 Esquema ilustrativo do plasmideo pZE27_GFP.pdt#5 .................. 48

Figura 16 Esquema ilustrativo do plasmideo pSB1C3 spoVG_T7RNApol....48
Figura 17 Esquema ilustrativo do plasmideo pSB1C3_AraC-pBAD_EPICluc.

Figura 18 Esquema ilustrativo do plasmideo pECG_mCherry-pdt#3............. 50
Figura 19 Esquema ilustrativo da clonagem BioBrick .............ccccoeeieiieenn. 52



Figura 20 Esquema ilustrativo do funcionamento do sistema de amplificacéo
de sinal baseado na atividade da T7 RNAPOL.........oooviiiiiiii e, 61
Figura 21 Esquema ilustrativo do funcionamento do sistema sinalizagéo
utilizando a protease mf-Lon COMO geNe rePOIEr. ........ccceeiiiiiiiiiiiieieae e eeiiiiieeeeeeans 64
Figura 22 Esquema ilustrativo do funcionamento do sistema de amplificacédo
de sinal baseado na atividade flip recombinase de uma integrase de serina............ 67
Figura 23 Representacao geral do design de uma das sequéncias sintéticas de
DNA para o sistema de amplificacdo de sinal da integrase desenhado para sintese.

Figura 24 Representacdo da estrutura secundaria do switch DENV10550(2)
livre (A), referente ao estado OFF, e da estrutura ap0s pareamento com trigger
especifico (B), referente a0 estado ON .........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 77

Figura 25 Representacdo da estrutura secundaria do switch ZIKV1440(2.6)
livre (A), referente ao estado OFF, e da estrutura apos pareamento com trigger
especifico (B), referente a0 estado ON .........ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiee e 78

Figura 26 Comparacéao de nivel de fluorescéncia entre o lisado de uma cultura

utilizando células transformadas com o plasmideo pZE27_GFP.pdt#5 e a mesma

linhagem sem plasmideo (CONLIOIE)...........uuuuiiiieiiiiiieee e 82
Figura 27 Ensaio de degradacdo da GFP.pdt#5 pela protease Mf-Lon......... 83
Figura 28 Ensaio de avaliacdo da protease Mf-LON...........cccceeeveeieiiiieeeeeen. 84
Figura 29 SDS-PAGE dos ensaios in vitro da protease mf-Lon.................... 85

Figura 30 Taxa de ativacdo génica do sistema de amplificacdo T7 com o switch
DENV10550(2) com reacdo incubada a 30°C. Comparacdo das médias de
luminescéncia dos ensaios de expressdo génica realizados em triplicata
complementados com 500 ng de trigger especifico DENV10550 (amarelo), com 500
ng de trigger inespecifico ZIKV1440 (laranja), e reacdo controle sem RNA trigger
(azul). Os valores de luminescéncia foram normalizados pelo controle, o tempo esta
expresso em minutos (min). Analise de variancia ANOVA (valor p<0,05) e comparacao
por teste de Tukey (valor p<0,05). Fonte: O proprio autor. ..........cevvveieieeeeereeeenennnnnn. 88

Figura 31 Taxa de ativagcdo génica do gene repdrter no sistema de amplificacéo
T7 com o switch DENV10550(2) com reacao incubada a 37°C. Comparagédo das
médias de Iuminescéncia dos ensaios de expressdao génica realizados
complementados com 500 ng de trigger especifico DENV10550 (amarelo), ou com

500 ng de trigger inespecifico (laranja), e sem RNA trigger, controle (azul). Os valores



de luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger, o tempo esta
expresso em minutos (min). Fonte: O Proprio autor. ...........ceeevvvveeiiiiiiiee e, 89

Figura 32 Grafico das médias de luminescéncia do ensaio de expressao génica
com o sistema T7RNApol com o switch DENV10550(2) incubada a 25°C. Comparacao
das médias de luminescéncia dos ensaios de expressao génica complementados com
1000 ng de trigger inespecifico ZIKV1440 (laranja), 1000 ng de trigger especifico
DENV10550 (amarelo), e sem RNA trigger, controle (azul). As reacdes foram
realizadas em triplicata e os valores de luminescéncia foram normalizados pelo
controle sem RNA trigger, o tempo esta expresso em minutos (min). Analise de
variancia ANOVA (valor p<0,05) e comparacéao por teste de Tukey (95% de confianca)

foram avaliados individualmente para cada intervalo de tempo. Fonte: O préprio autor.

Figura 33 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol com o switch
DENV10550(2) incubado a 25°C empregando 1000 ng de trigger. Intervalo de
confianca de 95%. Aos 10 minutos de incubag&o ndo ha diferenca significativa entre
as médias de luminescéncia entre DENV10550 e ZIKV1440 (gréfico superior). J&4 aos
20 minutos a taxa de ativacao do sistema quando adicionado o RNA alvo especifico é
significativamente diferente de quando se adiciona o trigger inespecifico (grafico
inferior). Fonte: O Proprio @ULOT. ........ccciiiiiiicee e e e e 91

Figura 34 Luminescéncia média do ensaio de expressao génica com o sistema
de amplificacdo da T7RNApol 2p 50:10 com o switch DENV10550(2) incubada a 30°C.
Comparacdo das médias de luminescéncia dos ensaios de expressdo génica
complementados com 500 ng de trigger inespecifico, definido pelos triggers ZIKV1440
(laranja) e ZIKV9452 (verde), ou com 500 ng de trigger especifico, definido como
DENV10550 (amarelo), e sem RNA trigger, controle (azul). As reacbes foram
realizadas em triplicata e os valores de luminescéncia foram normalizados pelo
controle sem RNA trigger, o tempo esta expresso em minutos (min). Andlise de
variancia ANOVA (valor p<0,05) e comparacdo por teste de Tukey (valor p<0,05)
foram avaliados individualmente para cada intervalo de tempo. Fonte: O proprio autor

Figura 35 Amplitude de expressao do sistema T7RNApol 2p 10:100 com o
switch DENV10550(2) empregando 500 ng de trigger e de incubacgéo curta. Reacao
incubada a 30°C, dados normalizados pelo controle. Ensaios de expressao génica

realizados com adicdo de 500 ng de trigger inespecifico ou ZIKV9452 (em verde) e



especifico ou DENV10550 (amarelo). O controle (azul) se refere a reacdo sem adicao
de RNA trigger. Aos 10 minutos, a amplitude de ativagéo foi 1,22 maior na rea¢cao com
RNA alvo cognato ao riboregulador, aumentando para 1,17 aos 20 minutos e atingindo
uma expressao génica 2,29 vezes maior em relacdo a reacdo com RNA ZIKV9452
aos 30 minutos. O calculo da diferenca estatistica (feito por ANOVA (valor p<0,05),
comparacao por teste de Tukey) foram realizados individualmente para cada intervalo.
FONLE: O PrOPIIO AULOT ....eeiiiie ettt ettt e e e e e e e e e iebb e eeeaeeeeeanes 93

Figura 36 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7RNApol 2p 10:100 com 0
switch DENV10550(2) a 30°C de incubacédo curta e empregando 500 ng de trigger.
Intervalo de confianca de 95%. Constata-se diferenca significativa entre as médias de
luminescéncia entre DENV10550 e ZIKV9452 em todos os intervalos (10 min, 20 min
e 30 min). FoNnte: O Proprio @ULOT. ..........ueiiiiiieeiiiiiiiiieie e e e e e e e ee e 94

Figura 37 Amplitude de expresséao do sistema T7RNApol 2p 10:100 com o
switch DENV10550(2) empregando 500 ng de trigger e de incubacao longa. Reacao
incubada a 30°C, dados normalizados pelo controle. Ensaios de expressédo génica
realizados com adicdo de 500 ng de trigger inespecifico ZIKV9452 (em laranja) e
especifico DENV10550 (amarelo). O controle (azul) se refere a reacdo sem adicdo de
RNA trigger. Com 1 hora de reacdo a amplitude de ativacéo foi 1,64 vezes maior na
reacdo com RNA alvo cognato ao riboregulador, aumentando para 2,10 com 2 horas
de incubacdo quando comparado a reagdo com RNA ZIKV9452. O calculo da
diferenca estatistica por ANOVA (valor p<0,05) e comparacao da diferenca média por
teste de Tukey (valor p<0,05) foram avaliados individualmente para cada intervalo.
FONtE: O PrOPriO AULOK. ....uuie e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e e e aeeeeennes 95

Figura 38 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7RNApol 2p (10-100) com
o switch DENV10550(2) a 30°C e de incubacao longa e empregando 500 ng de trigger.
Intervalo de confianca de 95%. Constata-se diferenca significativa entre as médias de
luminescéncia entre DENV10550 e ZIKV9452 nos dois intervalos avaliados (1 e 2
horas). FONte: O PrOPriO AULOT. ........uuuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiteiiii bbb seeaaeaaanees 96

Figura 39 Médias de luminescéncia do ensaio de expressdo génica com 0O
sistema em plasmideo Unico da T7 RNA pol com o switch ZIKV1440(2.6) incubada a
37°C. Comparacdo das médias de luminescéncia dos ensaios complementados com
500 ng de trigger especifico, definido como ZIKV1440 (laranja), ou com 500 ng de
trigger inespecifico, definido como DENV10550 (amarelo), e sem RNA trigger, controle



(azul). Os valores de luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA
trigger, o tempo esta expresso em minutos (min). Fonte: O préprio autor. ............... 97

Figura 40 Grafico das médias de luminescéncia do ensaio de expressao génica
com o dispositivo T7 RNA pol em plasmideo Unico com o switch ZIKV1440(2.6)
incubada a 25°C. Comparacdo das médias de luminescéncia dos ensaios de
expressao génica realizados complementados com 1000 ng de trigger especifico,
definido como ZIKV1440 (laranja), ou com 1000 ng de trigger inespecifico, definido
como DENV10550 (amarelo), e sem RNA trigger, controle (azul). As reacdes foram
realizadas em triplicata e os valores de luminescéncia foram normalizados pelo
controle sem RNA trigger, o tempo esta expresso em minutos (min). Andlise estatistica
ANOVA (valor p<0,05) e comparacédo por teste de Tukey (valor p<0,05) foram
avaliados individualmente para cada intervalo. Fonte: O proprio autor..................... 98

Figura 41 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol com o switch
ZIKV1440(2.6) a 25°C aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianca de 95%.
Aos 10 minutos, apenas o controle apresentou médias significativamente diferente dos
demais tratamentos, com 20 minutos as reacdes com DENV10550 e ZIKV1440
apontam médias significativamente diferentes entre si. Fonte: O préprio autor......... 99

Figura 42 Luminescéncia média do ensaio de expressao génica dispositivo T7
RNA pol 2p 50:10 com o switch ZIKV1440(2.6) adicinando 500 ng de trigger.
Comparagdo das meédias de luminescéncia dos ensaios de expressdo génica
complementados com 500 ng de trigger inespecifico, DENV10550 (amarelo), ou
trigger especifico, ZIKV1440 (laranja), e sem RNA trigger, reacao controle (azul). As
reacoes foram realizadas em quadruplicata e os valores de luminescéncia foram
normalizados pelo controle sem RNA trigger. O calculo da diferenca estatistica
(ANOVA (valor p<0,05), comparacdo por teste de Tukey) foram avaliados
individualmente para cada intervalo Fonte: O préprio autor.............ccccceeeeeeeeeeeennnns 100

Figura 43 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol 2p (50-10) com
o switch ZIKV1440(2.6) aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianca de 95%,
todos os intervalos de comparacdo entre tratamentos apresentaram meédias sem
diferenca significativa. Fonte: O proprio @UtOr. .........coooeeeeeeeieiieeeeeeeeeeeee 101

Figura 44 Luminescéncia média do ensaio de expresséo génica com o sistema
T7 RNA pol 2p 10:100 com o switch ZIKV1440(2.6) aplicando 500 ng de trigger.
Comparagdo das médias de luminescéncia dos ensaios de expressdo génica

complementados com 500 ng de trigger inespecifico, DENV10550 (amarelo), ou com



500 ng de trigger especifico, ZIKV1440 (laranja), e sem RNA trigger, reacao controle
(azul). As reacdes foram realizadas em quadruplicata e os valores de luminescéncia
foram normalizados pelo controle sem RNA trigger. O célculo da diferenca estatistica
por ANOVA (valor p<0,05), comparacéo por teste de Tukey (95% de confianca) foram
avaliados individualmente para cada intervalo Fonte: O proprio autor.................... 102

Figura 45 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol 2p 10:100 com
0 switch ZIKV1440(2.6) aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianga de 95%,
todos os intervalos de comparacdo entre tratamentos apresentaram meédias sem
diferenca significativa. Fonte: O proprio autor..............cceeeieeeeieiieviiiiiee e eee e, 102

Figura 46 Amplitude de ativacao do plasmideo
pT7luc(GCA)_ZIKV1440Switch(2.6)_linker com 5, 10 e 20 min de incubagéo.
Resultados de luminescéncia normalizados dos ensaios a complementados com 500
ng de trigger especifico (ZIKV1440), em laranja, e inespecifico (DENV10550), em

amarelo. Dados normalizados pelo RNA trigger inespecifico Fonte: O proprio autor

Figura 47 Amplitude de ativacao do plasmideo
pT7luc(GCA)_ZIKV1440Switch(2.6)_linker com 30, 60 e 120 min de incubacéo.
Resultados de luminescéncia normalizados dos ensaios complementados com 500 ng
de trigger especifico (ZIKV1440), em laranja, e inespecifico (DENV10550), em
amarelo. Dados normalizados pelo RNA trigger inespecifico Fonte: O préprio autor.

Figura 48 Amplitude de ativacdo do switch ZIKV1440(2.6) utilizando o
plasmideo pSB1C3_ ZIKV1440Switch(2.6) EPICluc e aplicando 500 ng de trigger.
Comparacgdo das médias de luminescéncia dos ensaios de expressao génica in vitro
a 30 °C e complementados com 500 ng de trigger inespecifico, DENV10550 (amarelo),
trigger especifico, ZIKV1440 (laranja), e sem RNA trigger, reacao controle (azul). As
reagcbes foram realizadas em triplicata e os valores de luminescéncia foram
normalizados pelo controle sem RNA trigger. O céalculo da diferenca estatistica foi feito
por ANOVA (valor p<0,05). Fonte: O proprio @utOr .............ceieeeeeeeeeeeriiiiieeeeeeeeeenenns 106

Figura 49 Amplitude de ativagcdo do switch ZIKV1440(2.6) utilizando o
plasmideo pSB1C3_ZIKV1440Switch(2.6) EPICluc e aplicando 1000 ng de trigger.
Comparacgéo das médias de luminescéncia dos ensaios de expressao génica in vitro
a 30 °C e complementados com 1000 ng de trigger inespecifico, DENV10550

(amarelo), ou trigger especifico, ZIKV1440 (laranja), e sem RNA trigger, reagédo



controle (azul). As reacBes foram realizadas em quadruplicata e os valores de
luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger. O célculo da
diferenca estatistica foi feito por ANOVA (valor p<0,05). Fonte: O préprio autor....107

Figura 50 Amplitude de ativacdo do switch DENV10550(2) utilizando o
plasmideo 10 ng do pT7luc(GCA) DENV10550Switch(2) linker. Comparacdo das
médias de luminescéncia dos ensaios de expressao génica in vitro a 30 °C e
complementados com 500 ng de trigger especifico, DENV10550 (amarelo), trigger
inespecifico, ZIKV1440 (laranja), e sem RNA trigger, reacdo controle (azul). As
reacoes foram realizadas em triplicata e os valores de luminescéncia foram
normalizados pelo controle sem RNA trigger. Andlise estatistica por ANOVA (valor
P<0,05). FONtEe: O PrOPrio AULOT ........uueiiiiiieeeeei et e e e e e e e e e 108

Figura 51 Teste de Tukey para ensaio com 10 ng do plasmideo pT7luc(GCA)_
DENV10550Switch(2)_linker aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianca de
95%, os tratamentos com 0 RNA alvo especifico, DENV10550, apresentaram médias
significativamente diferentes nos dois intervalos (10 e 20 minutos) entre os demais
tratamentos (Controle e ZIKV1440). Fonte: O proprio @utor ...........ccccvvveeeeeeeeennnnns 109

Figura 52 Amplitude de ativacdo do switch DENV10550(2) utilizando o
plasmideo 0,1 ng do pT7luc(GCA) DENV10550Switch(2) linker. Comparacao das
médias de luminescéncia dos ensaios de expressao génica in vitro a 30°C e
complementados com 500 ng de trigger inespecifico, ZIKV9452 (verde), ou trigger
especifico, DENV10550 (amarelo), e sem RNA trigger, reacdo controle (azul). As
reacoes foram realizadas em triplicata e os valores de luminescéncia foram
normalizados pelo controle sem RNA trigger. O calculo da variancia foi feito por
ANOVA (valor p<0,05) e comparacéo por teste de Tukey (valor p<0,05). Fonte: O
[o]0] o] 10 JX= U (o] PRSP 110

Figura 53 Teste de Tukey para ensaio com 0,1 ng do plasmideo pT7luc(GCA)_
DENV10550Switch(2)_linker aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianca de
95%, os tratamentos com 0 RNA alvo especifico, DENV10550, apresentaram medias
significativamente diferentes nos dois intervalos (10 e 20 minutos) entre os demais
tratamentos (Controle e ZIKV9452). Fonte: O proprio autor. ...........cccceevvvvvveeeennnn. 111

Figura 54 Comparacéo da digestédo dos plasmideos pSB1C3_RBS-EPICluc e
pSB1C3 att(Int13) EPICluc. Na figura a construcdo pSB1C3_RBS-EPICluc é
nomeado 412 e o vetor pSB1C3_att(Int13) EPICluc é denominado 474. O poco
identificado 412 E+P é referente a digestdo de pSB1C3_RBS-EPICluc com as



enzimas EcoRlI e Pstl; jA4 o poco 474 E+P ¢€é da digestdo de
pSB1C3_att(Int13) EPICluc também com EcoRI e Pstl. Os dois outros po¢os séo das
digestdes apenas com EcoRI, no entanto ndo se observa diferenca do padrdo de
banda dos plasmideos linearizados, afinal o inserto attB-PT7-attP(Int13) tem apenas
165 pb. Foram destacadas as bandas de 2030 pb pertencente ao vetor pSB1C3 vazio
e as bandas de 1760 relativa ao inserto RBS-EPICluc, além da banda de 1930 pb do
inserto attB-PT7-attP(Int13) EPICluc. Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb
Plus DNA ladder. Fonte: O Proprio QULOT. ...........eeeeeieaaaiiiiiiiiieieee e e e e esiiieeee e e e e e 113

Figura 55 Alinhamento do  sequenciamento da  construcao
pSB1C3 att(Int13) EPICluc. Resultado do sequenciamento com primer 50 reverse.
Séo destacados, na ordem, a sequéncia nucleica da parte final do gene da luciferase
EPICluc (laranja) e do terminador T500 (marrom). Fonte: O préprio autor, imagens
geradas no software Serial ClONEr .............iiiii i 114

Figura 56 Eletroforese em gel agarose da PCR do inserto att(Int13) EPICluc.
Foram destacadas as bandas de 2000 e 1500 pb do marcador de peso molecular,
observa-se uma banda de 1930 pb referente ao amplicon att(Int13) EPICluc.

Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA ladder. Fonte: O préprio autor.

Figura 57 Gel da digestao do plasmideo pSB1C3_att(Int13) EPICluc. Foram
utilizadas as enzimas de restricAio EcoRI e Pstl, observa-se uma banda de
aproximadamente 2030 pb referente ao plasmideo vazio linearizado e uma banda de
aproximadamente 1930 pb referente ao inserto att(Int13) EPICluc. Marcador de peso
molecular GeneRuler 1kb Plus DNA ladder. Fonte: O proprio autor. ...................... 115

Figura 58 Gel do produto da PCR de pSB1C3_att(Int13)_EPICluc amplificado
com os primers 49 fw e 50 rv. Foram destacadas as bandas de 1500, 2000, 3000 e
4000 pb do marcador de peso molecular. Observa-se uma banda na PCR de 1930 pb
(destacada) supostamente referente ao amplicon attB-PT7-attP(Int13) EPICluc e uma
outra banda maior mais fraca entre 3000 e 4000 pb. Marcador de peso molecular
GeneRuler 1kb Plus DNA ladder. Fonte: O proprio autor...........oooeveeeeeeeeeeeeeeeeeee, 116

Figura 59 Alinhamento do sequenciamento com o desenho do plasmideo
pSB1C3_att(Intl3) EPICluc. Apresentado o resultado do primer foward. S&o
destacados, na ordem, as sequéncias nucleicas do BB prefixo (rosa escuro), do sitio

attB (verde), do promotor T7 invertido (ciano), do sitio attP (castanho), RBS (rosa



claro) e o inicio do gene da EPICluc (laranja). Fonte: O préprio autor, imagens geradas
NO SOftware Serial CIONET. ........uiiiiiiiiiiiii e 117

Figura 60 Alinhamento do sequenciamento com a constru¢cdo pSB1C3_RBS-
EPICluc. Apresenta-se o resultado do primer foward. Sdo destacados, na ordem, as
sequéncias nucleicas do BB prefixo (roxo), do RBS (rosa claro) e o inicio do gene da

EPICluc (laranja). Fonte: O préprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner.



Sumario

1. INETOTUGEO . ... 20
1.1. Sintomatologia da Dengue € ZiKa .........cccocoeevvvveiiiiiiiiie e, 21
1.1.1. Dengue e Zika No Brasil.............cccoeviviiiiiiiiiiieeeeeeecis e, 23
1.2. [>T | 10 1S3 (o o S 26
1.2.1. Deteccao indireta por sorol0giCa..............ceeeieeeeeeieeiiiiiiiiieeeeeeeennnns 28
1.2.2. DeteCCAO TIr A ......uiiieeeeeieeiiiici e e e e e e e e e e eanens 29
1.3 TOENOId SWILCH ..o 33
1.4. Integrases Sitio-eSPeCifiCaS........couvviiiiiiiiiiiiie e 35
1.5. Protease MI-LON.........coooiiiiiiiiii 36
1.6. Desafios cientificos e tecnolOgiCos .............eeeeeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeens 37
2. ODJELIVO coeiiiiiiiiiiiieee 41
2.1 Objetivos €SPECITICOS ....uuiiii e e 41
3. Material @ MEIOUOS ......cooiiiiiiiiiieeeee e 42
3.1. Linhagens celulares ... 42
3.2. Meio de CURUIa........coooiiiiiiie 42
3.2.1. Meio LUM@a-Bertani..............uuuuuuumumuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinienaes 42
3.2.2. MEIO SOC ...t 42
3.3. SOIUGDES ...ttt 43
3.4. Plasmideos e oligonucleotideos............ccuuvieieiieeeiiiiiiiieeeee e 45
3.5. CloNagem gENICA ........cevviviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 52
3.5.1. Reacao de amplificagdo em cadeia (PCR) .........ccceevviiiiiiiiiiiinnnnnn. 53
3.5.2. DIgestao eNZIMALICA.........coeeeeeeiiiiieicce e 54
3.5.3. Precipitacdo do DNA utilizando etanol e acetato de sédio 3M.....55
3.5.4. Ligacdo com T4 DNA lIQASE.......ccouuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiie e 56

3.5.5. Transformagédo em E. coli quimicamente competente por choque

térmico 57

3.6. Confirmagao da clonagem ... 57



ST I = O = 0 [ oo (0] o - W 57
3.6.2. Eletroforese em gel de agaroSe .........cccoeeeevvvvveiiiiiiiiieeeeeeeeeiinn, 59
3.6.3. Sequenciamento de DNA.........cooiiiiiii e 59

3.7. Sistemas de amplificacdo de sinal baseados na T7 RNA polimerase

60

3.8. Sistemas de sinalizacdo empregando a protease mf-Lon............... 63
3.8.1. Producio de GFP.PAHS ... 65
3.8.2. SDS-PAGE ... 66
3.9. Sistemas de amplificacdo de sinal baseados em integrases .......... 67
3.10.  ANAIISE IN SIlICO....eeiiiiiiiiiiiiie e 71
3.11. Teste de funcionalidade dos sistemas de amplificacdo de sinal .....72
3.11.1. TranSCriCAO iN VIO ......uuuiiieeeeeieeeeiiiiie e e e e e 72
3.11.2. ENnsaios de expresSSa0 iN VItr0 .........ueeeeeeeeeeieeiiiiiie e, 73
3.12.  ANAlISE EStAtISHICA . .eeeeeieeiiiiiiee e 75
4.  ResUltadOs € DISCUSSE0 ........uuuveriiieeeiiiiiiiiiieii et e e e 76
4.1, ANALISE IN SIICO ..uvveeieieieeee e 76
4.2. Teste de funcionalidade ................cueuiiiiiiiiiiiis 81
4.2.1. Sistema de sinalizagdo baseado na protease Mf-Lon.................. 81
4.2.2. Sistema de amplificacdo de sinal baseado na T7RNApol............ 86
4.2.3. Reavaliagdo dos switChes...........ccccoii 103
4.2.4. Sistema de amplificacdo baseado na integrase 13.................... 111

5. CONCIUSDES .....euiiiiiiiiiiiittie ettt 118

6. Referéncias bibliograficas............cccoeeeieiiiiiiiiiie e, 120



20

1. Introducéao

A doenca da Dengue e a doenca da Zika sao infec¢des sistémicas causadas,
respectivamente, pelo virus da Dengue (DENV) e pelo virus da Zika (ZIKV), esses
virus pertencem a familia Flaviviridae e o género Flavivirus, assim como com o virus
do Nilo Ocidental (VNO), o virus da Febre Amarela (YFV), virus Rocio (ROC) e o virus
da encefalite de Saint Louis (SLEV). Todos possuindo um genoma de fita simples de
RNA (GOULD; SOLOMON, 2008; RODRIGUES et al., 2010). Os virus DENV e ZIKV
sao transmitidos aos humanos principalmente pela picada de mosquitos do género
Aedes, tendo como principal vetor o mosquito Aedes aegypti, devido a esta
transmissdo pela hematofagia de um artropode estes virus também séo classificados
como arbovirus (SIMMONS et al., 2012; PLOURDE; BLOCH, 2016).

Estes flavivirus apresentam um virido envelopado com didmetro aproximado de
40-50 nm e um genoma de RNA de fita simples com uma polaridade positiva de cerca
de 11 kb de tamanho (Figura 1). O material genético codifica uma Unica poliproteina,
gue consiste de 3 proteinas estruturais e sete proteinas nao estruturais, sendo a ORF
(open reading frame) flanqueada por regides néo traduzidas, conhecidas como UTR.
Sua figura, inclusive, traz a representagao da 5’UTR e 3'UTR. O genoma é envolto
por um nucleocapsideo composto da proteina estrutural C, sendo circundado por uma
dupla camada lipidica contendo as proteinas estruturais de membrana (M) e de
envelope (E). A proteina E é a principal proteina estrutural sendo responséavel pela
ligacdo aos receptores celulares para a entrada do virus nas células hospedeiras.
Devido a seu papel na infeccdo, esta proteina contém os epitopos cruciais para a
neutralizac&o do virus por anticorpos desenvolvidos apdés a infeccdo (GUZMAN et al.,
2010; BAZ; BOIVIN, 2019)

5 UTR
NSZA NS4 A
M E NSlm NS3 F P NS5 |
I Ry S B PR W—— : |
NSZB N54B 3 UTR

Figura 1 Genoma do virus da dengue, destaque das 3 proteinas estruturais (C, Me E) eas 7
nao estruturais (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5). Fonte: Guzman et al., 2010
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As proteinas ndo estruturais (NS) estdo relacionadas a diversos papéis, dentre
eles a replicacéo viral e montagem da particula viral. Estas proteinas sdo nomeadas
NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5 (GUZMAN et al., 2010). A proteina NS5
€ a maior, composta por aproximadamente 900 aminoacidos, e mais conservada entre
flavivirus, apresentando uma metiltransferase (MTase) na por¢cao N-terminal e uma
RNA polimerase dependente de RNA (RdRp) no C-terminal (CHOI et al., 2009). A
proteina ndo estrutural 1 (NS1) é usada como indicador de gravidade da doenca

1.1.Sintomatologia da Dengue e Zika

A dengue em humanos € causada por quatro imunologicamente diferentes
sorotipos virais, nomeados DENV 1 a 4 (SIMMONS et al.,, 2012). Estima-se que
aproximadamente 390 milhdes de casos de dengue ocorrem anualmente em todo o
mundo e apenas no ano de 2010 houve 96 milhdes de infec¢des da doenga com algum
grau de manifestacédo clinica (BHATT et al., 2013). No entanto, sabe-se que grande
parte dos infectados (75%) ndo desenvolve manifestacdes clinicas, ou seja, sao
assintomaticos, sendo que o0s casos sintomaticos englobam apenas 25% dos
infectados (BHATT et al., 2013).

A manifestacdo desta doenca é caracterizada por sinais e sintomas que podem
evoluir de um quadro mais simples, para quadros com sinais de alarme e, por fim,
para a dengue grave. Estas trés podem ser diferenciadas pela severidade dos
sintomas apresentados, sendo elas:

e a dengue sem sinais de alarme, em que infectados apresentam sinais
de febre aguda, dores de cabeca, nausea e dor nas articulacoes;

e adengue com sinais de alarme, caracterizada pelos sintomas anteriores
e podendo apresentar também dor abdominal intensa, vomito
persistente, acumulo de fluidos, sangramento de mucosa, hipotensao
postural, aumento do figado e/ou aumento progressivo do hematdcrito;

e adengue severa, marcada pela evolucéo dos sintomas da dengue com
sinais de alarme, podendo levar a manifestagcbes de choque ou

dificuldade respiratéria devido a vazamento de plasma para os espagos



22

intersticiais devido ao aumento da permeabilidade vascular, fruto de
uma cascada de citocinas, além sangramento clinicamente severo e

comprometimento grave de orgaos (WHO, 2009; PAHO, 2016).

Observa-se também que o risco de manifestacdo da dengue com sinais de
alarme aumenta com a incidéncia de infeccfes heterotipicas e de até mesmo devido
a infeccbes prévias por outros flavivirus, devido ao fendmeno de intensificagcdo
dependente de anticorpos (do inglés, antibody-dependent enhancement) (MORRONE
et al., 2019).

Durante a fase aguda da infeccdo com DENV, é possivel detectar o virus, bem
como a proteina ndo estrutural 1 (NS1), utilizada como base em muitos diagnésticos
comerciais para dengue. A alta viremia na fase aguda pode ser associada a
manifestacdes clinicas mais severas da doenca (SIMMONS et al., 2012; BRASIL,
2016)

Ja quanto a Zika, preocupacdes com a saude publica global relacionadas ao
ZIKV se agravaram apos relatos descritos no Brasil em 2015, em que se revelou que
a doenca pode ser um agente causador de defeitos congénitos em recém-nascidos
guando gestantes sao infectadas durante a gravidez (OLIVEIRA MELO et al., 2016),
sendo relatado também a possibilidade de desenvolvimento da sindrome de Guillain-
Barré apos infeccdo pelo virus, assim como observado na epidemia de Zika na
Polinésia Francesa entre 2013 e 2014 (CAO-LORMEAU et al., 2016). Estas
ocorréncias levantaram a suspeita de um tropismo do virus ao sistema nervoso
central. O ZIKV foi inicialmente isolado em 1947 de um macaco febril proximo a
Floresta de Zika na Uganda, fato que deu origem ao nome do virus, e durante 60 anos
houve poucos relatos desta doenca em humanos (HAYES, 2009). A partir de 2007,
surtos desta doenca foram relatados na Asia, alcancando a América em 2014-2015
(OLIVEIRA MELO et al., 2016).

Estudos filogenéticos mencionam duas linhagens do virus da Zika, a linhagem
africana (subdividida em Africa do Leste e Africa do Oeste) e a asiatica (DUFF et al.,
2009), sendo a linhagem asiatica identificada como a causadora do surto no Brasil
(OLIVEIRA MELO et al.,, 2016). Em 2019, a partir da vigilancia de mosquitos

transmissores da doenca, identificou-se a linhagem africana no Brasil e também se
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constatou sua circulacao entre macacos (KASPRZYKOWSKI et al., 2020), levantando

um alerta para um possivel novo surto da doenca.

Assim como na dengue parte dos infectados por Zika ndo desenvolve sintomas,
a infeccdo do ZIKV no organismo humano é considerada de manifestacéo clinica leve
com cerca de 80% dos casos diagnosticados sendo assintomaticos (NUNES et al.,
2016), ainda assim gestantes infectadas com ou sem sintomas podem transmitir o
virus para o feto durante a gestacdo, podendo levar a microcefalia e problemas
motores nos recém-nascidos (ALBUQUERQUE et al., 2018).

Para os sintomaticos os sintomas mais comuns sao: exantema maculopapular,
mialgia, dor de cabecga, artralgia, febre e hiperemia conjuntival ndo purulenta e sem
prurido, dor de garganta, tosse, vbmitos foram relatados com menor frequéncia. A
resposta do corpo ao virus varia devido a diversos fatores, por exemplo, em uma
infeccdo primaria de Zika em pacientes que nunca foram acometidos por outro
flavivirus, anticorpos IgG apresentam uma resposta especifica e forte, no entanto a
resposta em individuos previamente expostos a outros flavivirus € menos especifica
embora ainda forte (LANCIOTTI et al., 2008), fato correlacionado a manifestacéo de
sintomas mais grave. Este Ultimo cenéario deve ser o mais proximo da realidade
brasileira, ja que h&a no Brasil diversas regi6es endémicas onde comumente existe a

cocirculacéo de diferentes arbovirus.

A expanséo do ZIKV no Ocidente, bem como sua capacidade de ser transmitido
verticalmente, sexualmente e possivelmente através de transfusbes de sangue
(PLOURDE; BLOCH, 2016), aumenta a necessidade de uma resposta rapida e
assertiva dos sistemas de salde a essa enfermidade. Além disso, a possibilidade de
sequelas causadas pelo virus em recém-nascidos amplia a necessidade de um teste
rapido e ndo invasivo para a deteccao de ZIKV que possa ser realizado durante toda

a gestacéao.
1.1.1. Dengue e Zika no Brasil

No periodo de 2003 a maio de 2019, foram notificados 11.137.664 casos
provaveis de Dengue no Brasil, casos provaveis sdo aqueles notificados ao Ministério
da Saude excluindo-se os descartados. Observando a distribuicdo dos casos
provaveis nesses 16 anos pode-se destacar cinco anos pelo alto nimero de casos:
2010, 2013, 2015, 2016 e 2019. Os surtos epidémicos em 2015 e 2016 sdo marcados
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também pela introducéao dos novos arbovirus Chikungunya e Zika no territério nacional
(BRASIL, 2019). Além disso, verifica-se um aumento do nimero de casos provaveis
de Dengue e Zika em 2019 em relacdo ao ano anterior. Os numeros de casos
provaveis nacionais (Tabela 1) mostram uma variacdo de +650,75% para Dengue e
de +61,4% para Zika em relacdo ao ano anterior, com destaque para as regides sul
(+3699,6%) e sudeste (+1759,2%) quanto aos casos de Dengue (BRASIL, 2020).
Tabela 1 Numero de casos provaveis, variagdo percentual e incidéncia de Dengue e Zika.

Dados comparativos entre 2018 e 2019 (até a SE 52 para Dengue e até SE 50 para Zika),
apresentados por regido e total no Brasil. Fonte: adaptado de Brasil, 2020.

Incidéncia (casos/100 mil
Variac&o % habitantes)
Regiao 2018 2019 2018 2019

Zika | Dengue | Zika | Dengue | Zika |Dengue |Zika |Dengue | Zika | Dengue
Norte | 662 | 10.449 | 790 36.097 | 193 | 2454 |36 | 575 |43 | 1958
Nordeste | 1.835| 55.924 | 5.406 | 214.965 |194,6| 284,3 | 3,2 | 985 |95 | 376,7
Sudeste |2.618| 55.106 | 3.525 [1.024.548 | 34,6 | 1.759,2 | 3 62,8 | 4,0 |1.1594

Casos provaveis (n)

Sul | 20 | 1303 | 106 | 49509 | 430 |3.6996| 01| 44 |04 | 1652
Coee”;trg' 1.534| 83.009 | 941 | 219.868 |-38,6| 1648 | 95| 516 |58 |1.349,1

Brasil |6.669|205.791|10.768|1.544.987 | 61,4 | 650,75 | 3,2 | 98,7 | 51 | 7352

Em 2020, foram notificados 987.173 casos provaveis de Dengue até a Semana
Epidemiolégica (SE) 53, referente ao periodo de 29/12/2019 a 02/01/2021, e 7.387
casos de Zika até a SE 51 (29/12/2019 a 29/12/2020). Analisando a progressao de
ocorréncias de Dengue em 2020 notava-se uma curva de casos maior que no ano de
2019 até a SE 11 (Figura 2) (BRASIL, 2021; PAHO, 2020). Todavia, a partir deste
marco a curva comecgou a retroceder em comparacao ao ano anterior, a Secretaria de
Vigilancia em Saude atribui essa diminuicdo de casos a mobilizacdo das equipes de
vigilancia estaduais para o combate da pandemia causada pelo virus SARS-CoV-2,

resultando uma subnotificacdo dos casos de diversos arbovirus (BRASIL, 2021).



25

81.270

70.839

Figura 2 Distribuicdo do numero de casos suspeitos de dengue por semana epidemiolégica
nos anos de 2019 e 2020, com destaque para a semana 11 de cada ano. Fonte: OPS, 2020.

Com o grande numero de casos, sinalizando a endemia no Brasil tanto para
Zika quanto para Dengue, faz-se necesséria a confirmacdo dessas doengas por
modos mais precisos que o diagndstico clinico-epidemiologico, em que se observa 0s
sintomas do paciente e dados epidemioldgicos da regido para apontar um diagnaostico.
A tabela 2 mostra o numero de casos confirmados laboratorialmente no Brasil, pode-

se observar entre 2018 e 2019 uma meédia acima de 80% de casos confirmados para
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dengue e uma média proxima de 30% para Zika, indicando uma demanda para a

identificacdo dessas doencas (Tabela 2).

Tabela 2 Relacdo de casos suspeitos e casos confirmados laboratorialmente (sorologia e
deteccao molecular) para Zika e Dengue por ano. Fonte: PAHO apud Brasil 2021, adaptado.

NC d Casos Casos confirmados
€ Casos confirmados (%)
Ano
Zika Dengue Zika Dengue Zika Dengue
2018 | 6.669 205.791 | 1.379 | 174.724 21% 85%
2019 | 10.768 | 1.544.987 | 3.943 | 1.244.089 37% 81%
2020 | 7.387 987.173 - 329.339 - 33,36%

Em 2020, o nimero de casos de Dengue diagnosticados precisamente por
sorologia ou deteccdo nucleical/viral foi de apenas um terco dos casos provaveis
relatados pelo Ministério da Saude. Das 329.339 amostras com diagndstico, 8,3%
(27.273) foram verificadas por deteccdo do direta (RT-PCR ou isolamento viral),
destes pode-se confirmar o sorotipo viral em 46,8% das amostras e constatou-se que
o estado de S&o Paulo é unico estado brasileiro em que se observa os 4 diferentes
sorotipos da Dengue. Do montante restante de amostras avaliadas, 36,5%
apresentaram positividade soroldgica, assim sendo, dos 302.066 exames sorologicos
(IgM) realizados no periodo, 110.141 tiveram resultados confirmando a infec¢éo por
Dengue (BRASIL, 2021).

A reducéo no diagndstico de Dengue em 2020 evidencia uma vulnerabilidade
no estado atual de determinacg&o laboratorial para essas doencas, a dependéncia de
estrutura laboratorial e pessoal especializado. Frente a uma epidemia como a Covid-
19 que exigiu um grande redirecionamento dos laboratorios publicos e privados para
a deteccdo do SARS-CoV-2 houve, inevitavelmente, um declinio na identificacao
precisa de Dengue e Zika.

1.2.Diagnostico

Como citado acima o diagnostico preciso de doencas virais como Dengue e
Zika s6 é possivel hoje por técnicas de biologia molecular (como a RT-PCR/RT-gPCR)

e por métodos soroldgicos (como o teste de ELISA) que demandam equipamentos
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laboratoriais e 0 manuseio por pessoal técnico especializado, 0 que encarece 0
diagnéstico e, principalmente, torna o processo moroso. Além disso, essa
dependéncia de estrutura laboratorial torna o diagndstico inviavel em regides remotas
do Brasil e também em outros paises tropicais afetados. Importante ressaltar que, no
Brasil, o exame por RT-PCR para doencas virais € realizado apenas por laboratorios
de referéncia da rede SUS (BRASIL, 2016), afunilando ainda mais o gargalo para a
confirmacéo precisa por essa técnica, embora devido a pandemia da Covid-19 tenha

se ampliado a rede de laboratdrios autorizados a realizar tal diagnéstico.

A ampla confirmacdo de casos suspeitos para estas doencas é de extrema
importancia considerando que esta pratica favorece o direcionamento das ac¢des para
as areas apontadas como criticas, além de possibilitar a avaliacdo das atividades de
enfrentamento desenvolvidas, o que levaria a um melhor aproveitamento dos recursos

humanos e materiais disponiveis para o0 combate dessas epidemias.

Durante a infec¢do viral ha uma alta presenca de RNA viral no soro sanguineo
de infectados nos estagios iniciais da viremia, que acaba por decair com o tempo, e
ha um intervalo de aproximadamente 7 dias até o desenvolvimento de anticorpos
(Figura 3) (BRASIL, 2016), logo a deteccao sorologica nédo € possivel na fase mais
aguda da doenca. Ja a deteccao molecular é mais dificil em fases mais tardias da
viremia, uma vez que o material genético do virus € menos abundante em fluidos
corporeos apoés 7 dias do aparecimento dos sintomas.

Aparecimento dos
sinais e sintomas
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Figura 3 Janela de deteccao molecular de um individuo infectado. Sdo indicados os periodos
ideias para detectar RNA viral e anticorpos no soro sanguineo. Fonte: Brasil, 2016.
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1.2.1. Deteccdao indireta por sorolégica

No Brasil a principal forma de diagnostico para essas infec¢des por arbovirus é
por meio de testes soroldgicos, através de kits comerciais de deteccao rapida de
anticorpos reagente do tipo IgM/IgG. No caso da dengue, a deteccédo de anticorpos
IgM é a principal técnica de diagnostico, seguida da deteccdo do antigeno NS1 nos
casos graves ou de resultados anteriores incertos (BRASIL, 2016; ANDERSON et al.,
2014), por exemplo, em 2020, 91,73% dos casos confirmados por exames
laboratoriais relatados pelo Ministério da Saude foram feitos por deteccdo de IgM
(BRASIL, 2021).

Estudos avaliando a prevaléncia de anticorpos IgM para DENV indicam que
embora os niveis desta imunoglobulina diminuam com o tempo, o periodo médio até
um resultado IgM negativo € de 5 a 6 meses (PRINCE; MATUD, 2011). Para a duracao
da soropositividade IgM em infectados por ZIKV, o tempo médio para imunoglobulina
M negativa é de 4 meses, mas pode permanecer por anos devido a persisténcia
prolongada desse flavivirus (ODUYEBO et al., 2017). Ja os anticorpos neutralizantes
(IgG), desenvolvidos aproximadamente 2 semanas ap0s o aparecimento de sintomas,
para essas doencas provavelmente persistam por muitos anos ou até mesmo
garantam uma imunidade pelo resto da vida, como é o caso relatado para Dengue
(OKUNO et al. 1983), logo a diagndstico soroldgico pela deteccdo de anticorpos pode

resultar na deteccao de uma cicatriz imunolégica e ndo de uma infeccédo ativa.

Mesmo sendo a aplicacdo mais comum no diagnéstico ha uma série de
limitacdes associadas a avaliacao soroldgica dessas doencas. Primeiramente, em um
ensaio para deteccao de anticorpos, a precisao esta relacionada ao status do sistema
imunologico do paciente. Pacientes imunossuprimidos, ndo apresentardo uma
resposta imune suficiente que possa ser detectada, levando a manifestacdo dos
sintomas por mais tempo e potencialmente a resultados falso-negativos. Outro ponto
significativo é que devido a semelhanca antigénica entre os flavivirus, particularmente
na proteina E, reagfes cruzadas entre os anticorpos da classe IgM para ZIKV e DENV
podem ocorrer (HALSTEAD et al., 1983; PAHO, 2015), além de que esses testes nao
sao capazes de diferenciar os diferentes sorotipos da doenca (BRASIL; 2021; PAHO,
2015). Assim se faz necessario a realizacao de testes complementares, como o teste
de neutralizagdo por redugcdo de placas (PRNT), que oferecem maior grau de

especificidade evitando reagfes cruzadas e podendo até mesmo diferenciar sorotipos
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(ROEHRIG et al., 2008). Esta necessidade além de atrasar o diagnostico adiando a
tomada de medidas de contencao e prevencao das autoridades de saude acarreta em
uma outra limitagdo: o PRNT diferentemente dos testes ELISA que tem uma execucao
simples e corrigueira em laboratdrios clinicos e de saude publica, € moroso e
apresenta baixo rendimento e tempo de resposta longo para resultados (podendo
chegar a 7 dias) (LANCIOTTI et al., 2008; ROEHRIG et al., 2008), sendo utilizado

basicamente em estudos de vacinas e na pesquisa (ROEHRIG et al., 2008).

1.2.2. Deteccéo direta

A deteccéo direta se refere as metodologias de isolamento viral e as técnicas
para deteccdo de acidos nucleicos. A deteccdo do material genético pode ser dividida
em trés etapas principais: o isolamento do genoma, a sua amplificacao e, por fim, a
deteccdo. O diagnéstico nucleico é a evidéncia definitiva e mais precisa na
identificacdo do agente de uma infeccdo viral, uma vez que identifica o agente
causador da doenca por meio de sequéncias especificas em seu codigo genético
podendo assim apenas detectar uma infeccao ativa e ndo uma cicatriz imunoldgica,
sendo considerada a metodologia de deteccao padrao-ouro. Por outro lado, hd uma
desvantagem em relacdo a deteccdo soroldgica, uma curta janela de deteccéo.
Estudos iniciais indicam uma janela de detec¢édo nucleica média até o sétimo/oitavo
dia apos o aparecimento dos sintomas para ZIKV e DENV para amostras do soro
sanguineo (ODUYEBO et al., 2017; SALLES et al., 2018). Embora o tempo médio de
deteccado seja baixo, este periodo se trata da fase mais aguda para essas doencas,
uma vez que ha no sangue do individuo infectado uma grande quantidade de virus
que leva ao acometimento de diversas regides do corpo causando os sintomas. Além,
virus circulante pode ser captado por mosquitos durante a hematofagia e acabar

sendo transmitido para mais pessoas.

Mesmo com uma janela de detec¢cdo molecular média curta existem relatos de
individuos em que foi possivel detectar o RNA viral para essas doengas em fluidos
corporais por periodos maiores. Em um estudo sobre persisténcia de ZIKV, Paz-Bailey
e colaboradores (2018) relataram o periodo até a eliminacdo do RNA do virus em
diferentes fluidos corpdreos: no soro sanguineo o tempo medio foi de 14 dias (intervalo
de confianca de 95%, variando de 11 a 17 dias) e o percentil 95 foi de 54 dias (intervalo

de confianga de 95%, variando de 43 a 64 dias); na urina, 8 dias para média (intervalo
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de confianca de 95%, variando de 6 a 10 dias) e 39 dias para o percentil 95 (intervalo
de confianca de 95%, variando de 31 a 47 dias); e 34 dias intervalo de confianca de
95%, variando de 28 a 41 dias) e 81 dias (intervalo de confianca de 95%, variando de
64 a 98 dias) no sémen para a média e o percentil 95 respectivamente.

Para Dengue, alguns casos especificos foram relatados observando uma
persisténcia do RNA viral no sémen (LALLE et al.,, 2018) e em secrecdo vaginal
(IANNETTA et al., 2017) por 37 e 18 dias, respectivamente, apoés o inicio dos sintomas
guando investigado a possibilidade de transmissédo sexual deste virus. No entanto,
esta possibilidade de transmissédo foi descartada posteriormente (MOLTON et al.,
2018). Estudos mais recentes apontam que, de modo geral, o tempo médio de
deteccdo do RNA viral do DENV no soro sanguineo alcanca 14 dias apds o
aparecimento dos sintomas (KORHONEN et al., 2014). Estes exemplos de deteccdo
prolongada do material genético viral podem indicar uma janela de transmissédo mais

extensa em alguns infectados.

Duas técnicas recentemente desenvolvidas na tentativa de avancar o
diagnéstico por meio da deteccdo molecular de RNA podem ser citadas: SHERLOCK
e Toehold switch. A técnica SHERLOCK (specific high-sensitivity enzymatic reporter
unlocking) faz uso da atividade ribonuclease guiada por RNA da Casl13a (Figura 4). A
enzima Cas ativada pelo RNA alvo passa a exibir atividade nuclease contra qualquer
RNA presente na reacdo in vitro. Na reacdo sdo adicionados um RNA reporter
fusionado a um fluoréforo e um supressor de fluorescéncia, cada um em uma
extremidade da fita de RNA. A Casl3a ativa degrada o RNA reporter, fazendo com
qgue o fluoréforo seja liberado e passe a emitir fluorescéncia (GOOTENBERG et al.,
2017, 2018).
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Figura 4 Esquema do funcionamento da deteccdo SHERLOCK. A, representacdo da
liberacdo do fluoréforo repérter via atividade ribonuclease colateral da CRISPR-Casl13. O
complexo CRISPR-Casl13-RNA é ativado pela ligacdo a um RNA alvo complementar, a
ativacdo desencadeia o corte colateral de um RNA repérter inespecifico marcado com
fluordforo (F) e um supressor (Q) quando intacto ha a supressao da fluorescéncia e quando
clivado pelo complexo CRISPR-Cas13 ativo ha a emissao de fluorescéncia. B, esquema das
etapas do ensaio SHERLOCK, comec¢ando com a pré-amplificagcdo de um molde de DNA ou
RNA alvo. Os alvos amplificados sdo convertidos em RNA por meio da transcricdo T7 e, em
seguida, detectados por complexos Cas13-crRNA, que ativam e clivam repérteres de RNA
fluorescentes. Fonte: Gootenberg et al., 2017.

Esta técnica emprega, na tentativa de simplificar o processo, um método
isotérmico para amplificacéo de &cidos nucleicos como alternativa a PCR e a RT-PCR

7

convencionais. Esta amplificacdo isotérmica é realizada por meio de transcricao
reversa seguida de amplificacdo da polimerase recombinase (RT-RPA), neste método
a amplificacdo é feita a uma temperatura constante sem a necessidade de um
termociclador, tornando a reagcdo mais barata. No entanto, este sistema emprega um
conjunto enzimatico complexo que, consequentemente, acarreta também em um
maior tempo total do ensaio. A deteccdo na técnica SHERLOCK requer um total de 6
enzimas: a transcriptase reversa, 0 conjunto de enzimas para RPA (proteinas
envolvidas no deslocamento da dupla fita, a polimerase e recombinases), a RNA T7
polimerase para transcricdo do c-DNA gerado e a ribonuclease Casl3a responsavel
pela deteccdo em si. O conjunto enzimatico, juntamente com a necessidade da
construgcdo de um RNA reporter fluorescente sintético, adiciona complexidade

significativa ao método.



32

Ja atecnologia do Toehold switch é baseada em um RNA regulatorio localizado
na extremidade 5’-UTR do mRNA, este aptamero atua sequestrando o sitio de ligacao
ao ribossomo (RBS) e o codon inicial (AUG) do gene a jusante. A estrutura secundaria
que captura o RBS s0 ¢ liberada pelo pareamento de bases com 0 RNA alvo na por¢ao
do sitio de ancoragem (Toehold). Para fim diagndstico, o switch é construido tendo
como alvo o RNA viral. A expressao do gene sob controle do Toehold switch resulta
na resposta ao teste diagndéstico. O teste € realizado em reacao de expressao génica
in vitro (GREEN et al., 2014; PARDEE et al., 2014).

Os dois métodos ja foram empregados para deteccao dos virus da Zika e da
Dengue (PARDEE et al., 2016; MYHRVOLD et al., 2018). Entretanto, 0s processos
completos de diagndstico demonstrados nesses estudos apresentam etapas
desvantajosas dos pontos de vista da execucdo e do custo. O diagndéstico usando
SHERLOCK exige o emprego de equipamento fluorimetro para determinacdo do
resultado. Além disso, tanto o SHERLOCK quanto o processo publicado com o
Toehold switch, empregam uma etapa preliminar de amplificacdo do RNA viral por
meio de RT-PCR ou RT-RPA e subsequente transcricdo do cDNA gerado. Estas
etapas fazem-se necessarias para que se possa aumentar a “carga viral” a ser
empregada no teste resultando numa maior resposta no teste, uma vez que se
amplificou o numero de sequéncias alvo presentes na amostra. As doses virais em
fluidos de fontes ndo invasivas (como urina, saliva e soro sanguineo) sao baixas, na
escala de fentomol (fM), exigindo uma sensibilidade muito alta para a detec¢éo via um
circuito direto. Por exemplo, a dose viral de ZIVK documentada na urina é de 202 x
106 cépias/ml (365 fM) (GOURINAT et al., 2015), para a saliva é reportada uma dose
de 3 x 10° copias /ml (4.9 fM) (BARZON et al., 2016) e no soro sanguineo 0s NUmMeros
sdo ainda menores 7.2 x10° cépias /ml (1.2 fM) (LANCIOTTI et al., 2008).

Com esses requisitos, os dois métodos s6 podem ser desenvolvidos em um
laborat6rio bem equipado e por pessoal especializado. Para tentar contornar esse
problema, esse trabalho desenvolve estratégias de sistemas de amplificacdo de sinal
objetivando suprimir a necessidade das etapas preliminares de amplificacdo do RNA
viral, por RT-PCR ou RT-RPA, e transcricdo. Para isso, tomou-se como base para o
desenvolvimento do dispositivo genético o sistema de Toehold switch, uma vez que
este permite certa flexibilidade na escolha do gene reporter empregado como resposta

ao teste.
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1.3.Toehold switch

Riboreguladores que ativam a expressao génica devem ser capazes de alternar
entre duas estruturas secundarias, uma que previna (estado off) e outra que promova
a traducéo (estado on), a partir da ligagdo de um RNA cognato transativador. Toehold
switches sdo RNAs regulatérios projetados com base em estudos que descrevem a
influéncia de estruturas secundarias na traducdo do mRNA e conhecimento de

termodinamica e cinética de RNAs para cumprir essa funcéo.

Neste tipo de riboregulador o aptamero é projetado para promover um
deslocamento da fita a partir de um ponto de ancoragem linear (toehold). As interacdes
entre as espécies reativas sao controladas cineticamente por hairpins ou complexos
multifitas que possuem dominios de fita simples expostos, como o ponto de
ancoragem. Um sistema de Toehold switch é composto por duas fitas de RNA,
denominadas switch (interruptor) e trigger (gatilho) (Figura 5). O RNA switch contém
a sequéncia codificadora do gene a ser regulado. Na extremidade 5'-UTR do RNA
mensageiro € inserido o switch, um modulo capaz de formar um hairpin que sequestra
um sitio de ligacdo do ribossomo (RBS) e o cédon inicial. Este ultimo é seguido de
uma sequéncia conectora (linker) de 21 nucleotideos (nt) que codifica aminoacidos de
baixa massa molar fusionados a sequéncia N-terminal do gene repérter. O RNA switch
também contém a sequéncia de ancoragem que servird de sitio para pareamento
inicial do RNA trigger (GREEN et al., 2014).

Toehold switch
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Figura 5 Esquema ilustrando o funcionamento do Riboregulador. O RNA switch mantém a
transcricdo do gene reporter reprimida até que o RNA trigger seja adicionado a reagédo. O
RNA trigger pareia com o RNA switch a partir da sequéncia de ancoragem (toehold)
desestruturando o hairpin e liberando tanto o sitio de ligacdo do ribossomo (RBS) quanto o
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cédon inicial do gene repdrter. Desta forma, a traducéo é ativada. As sequéncias variaveis
sdo mostradas em cinza. Fonte: Green et al. 2014.

O RNA trigger, por sua vez, € uma sequéncia de RNA fita simples capaz de se
ligar ao RNA switch, desestruturar o hairpin, e expor as sequéncias do RBS e do codon
inicial para que a transcricdo do gene repérter seja ativada (GREEN et al., 2014).
Assim, o funcionamento do sistema fica dependente da presenca do RNA trigger. No
estado off, ou seja, na auséncia do RNA trigger, o hairpin do riboregulador impede a
traducdo do gene reporter através do sequestro do RBS e do codon inicial. Ja no
estado on, iniciado pela interacdo do RNA gatilho no sitio de ancoragem, ha a
desestruturacao do hairpin, que libera 0 RBS e o codon AUG e leva a expressao do

gene anteriormente reprimido.

Essa metodologia apresenta um alto nivel de ortogonalidade, com relatos
descrevendo uma amplitude dindmica média entre os estados on/off de mais 400
vezes in vivo (GREEN et al., 2014) e uma amplitude de ativacéo de 10 a 140 vezes
em ensaios in vitro (PARDEE et al., 2014).

Pardee e colaboradores (2016) classificaram os toehold switches em dois
conjuntos denominados série A e série B. Os riboreguladores da série A sdo aqueles
similares ao descrito por Green e colaboradores (2004), apresentando um loop e uma
haste do hairpin com 11 e 18 nt, respectivamente. O riboreguladores da série B tém
um design caracterizado por apresentar um loop de 12 nt e uma haste do hairpin mais
termodinamicamente estavel, devido a insercdo de um dominio rico em citosina e
guanina no topo da haste antes da abertura do loop, com o objetivo de diminuir a

expressédo do gene regulado no estado off do dispositivo. (PARDEE et al., 2016)

Em comparacdo com switches convencionais, os toehold switches possibilitam
o desenvolvimento de dispositivos com grande nimero de potenciais sequéncias alvo
(RNA trigger), uma vez que o riboregulador apresenta um sitio de ancoragem, anterior
ao hairpin, que inicia o pareamento entre as moléculas de RNA, e por sequestrarem
a regido em torno do codon inicial, mas deixando o RBS e o cédon de inicio
desemparelhados no hairpin. Dessa forma, a sequéncia alvo nao fica limitada a conter
a sequéncia desses elementos necessarios para a traducdo (GREEN et al., 2014).
Assim, toehold switches garantem uma maior programabilidade e alternativa de alvos

gue switches convencionais.



35

1.4.Integrases sitio-especificas

Um dos sistemas de amplificacdo avaliados neste trabalho € baseado na
atividade de uma integrase sitio-especifica de serina. Integrases sitio-especificas
podem ser classificadas em duas subfamilias distintas: as recombinases sitio-
especificas de serina e as recombinases sitio-especificas de tirosina (ROSS; LANDY,
1982; RUTHERFORD; VAN DUYNE, 2014). As integrases catalisam a integracao e a
excisao dos bacteriéfagos no genoma bacteriano durante os ciclos lisogénico e litico.
Esta recombinacgéo ocorre por meio de sitios especificos de aproximadamente 50 pb
denominados attB (sitio de ligacdo da bactéria) e attP (sitio de ligacdo do fago), apos
a recombinacdo destes resulta na formacéo de dois outros sitios referidos como attL
(sitio de ligacao esquerdo) e attR (sitio de ligacdo direito) (OLORUNNIJI et al., 2016).
A orientacao dos sitios de recombinacao conduz a atividade realizada pela integrase
(Figura 6), podendo estas realizarem a inversao, integragéo ou excisao de porgoes de

DNA, dependendo da posicao destes sitios.
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Figura 6 Representacdo da agdo de uma integrase do tipo serina. Em vermelho apresenta-
se o sitio de reconhecimento inicial attB e em rosa o sitio inicial attP, apds recombinacéo
observa-se os sitios resultantes (vermelho e rosa) attR e attL. Em (a) e (b) observa-se a
integracdo de DNA, em (c) representa-se a excisdo de sequéncias nucleicas e em (d) a
inversao de fragmento de DNA. Fonte: Merrick et al., 2018.

As integrases do tipo tirosina necessitam de um fator de integracéo e proteinas
acessorias para a realizacado da excisdo e a integracao dos fragmentos de DNA, a
recombinacdo ocorre por meio de cortes nas fitas simples do DNA, levando a
formacao de ligagdes covalentes 3'-fosfotirosina e posterior recombinagao entre 0s
sitios de reconhecimento (ROSS; LANDY, 1982). Ja as integrases do tipo serina néo
necessitam de componentes acessorios, aléem dos sitios de reconhecimento attB e
attP, fazendo com que essa classe de recombinases seja altamente direcional quando

aplicada sozinha. A recombinagdo s6 pode ser revertida na presenca da proteina
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acessoria RDF (do inglés, recombination directionality fator). Nesta classe de
integrases os sitios de reconhecimento attB e attP, assim como os sitios resultantes
da recombinacgdo attL e attR, possuem sequéncias distintas um dos outros (MERRIC
et al, 2018), garantindo a unidirecionalidade do processo por meio do

estabelecimento da orientacéo dos sitios attB e attP no desenho da construcao.

Este trabalho utiliza integrases de modo a aproveitar a atividade de inversao
destas enzimas. Neste processo (demonstrado na figura 7D), a recombinacao se da
por meio de rearranjos espaciais dos dimeros integrases a partir da ligacdo da enzima
nos sitios de reconhecimento. Inicialmente ha a quebra na dupla fita, que ocorre no
centro da sequéncia attP e attB, devido a ligacdo covalentemente na extremidade 5’
da fita de DNA que resulta em ligagdes covalentes 5'-fosfoserina com as extremidades
antes da religido destas. Em seguida, as duas subunidades da enzima rotacionam
entre si, uma das subunidades esta ligada ao sitio attP e a outra ao sitio attB,
ocasionando a inversdo do fragmento de DNA entre os sitios de reconhecimento e
gerando dois 0s dois novos sitios attL e attR apds a religacdo do DNA (MERRIC et al.,
2018). Portanto, as integrases do tipo serina sdo capazes de realizar a inversao de
um segmento de DNA de forma unidirecional e irreversivel (na auséncia do cofator
RDF), gerando uma mem©éria permanente, sem gque seja necessario gasto de energia

ou adicdo componentes adicionais para o funcionamento.
1.5.Protease Mf-Lon

A Mf-Lon é uma protease Lon altamente especifica originaria de Mesoplasma
florum, que degrada proteinas fusionadas a uma cauda de degradacdo especifica
(pdt, do inglés protein degradation tag) (GUR; SAUER, 2008), neste trabalho utilizou-
se uma variacao da tag ssrA desta Lon protease, a cauda pdt#5 de 27 aminoacidos
(AANKNEENTNEVPTFMLNAGQANRARQ), desenvolvida por Cameron e Collins
(2014). No estudo de Cameron e Collins (2014) caracterizou-se a protease Mf-Lon
frente a sua cauda de degradacao selvagem e a mesma com diferentes alteragdes,
foi observado uma queda de 50% na fluorescéncia da GFP fusionada a cauda pdt #5
apos 1,5 horas da inducéo da expressao da protease in vivo, reduzindo a fluorescéncia

em 70% e 90% com 2 e 3 horas, respectivamente, apos a inducgéo (Figura 7).
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Figura 7 Caracterizagéo da atividade da protease Mf-Lon in vivo frente a diferentes caudas
de degradacédo. (a) Representacdo do funcionamento do dispositivo, a protease tem sua
expressdo induzida por anidrotetraciclina (ATc) e a GFP é expressa continuamente. (b)
Fluorescéncia medida por citometria de fluxo 6 horas apés a inducgéo, valores da média de
seis repetices bioldgicas. A cauda pdt#5 tem a menor influéncia na fluorescéncia inicial da
proteina repérter. (c) Medi¢des de citometria de fluxo da degradagédo de GFP ap0s inducéo
da Mf-Lon com 50 ng/ml ATc. Fluorescéncia reduzida em 90% apoés 3 horas da inducao,
alcancando quase 100% de degradacéo apoés 4 horas para todas as caudas de degradacéo
avaliadas. Fonte: Cameron; Collins, 2014.

1.6.Desafios cientificos e tecnoldgicos

Os dispositivos de RNA regulatorio, denominados Toehold switches, foram
construidos anteriormente pelo grupo de pesquisa SynBio Unesp AQA para
identificacdo dos virus da Dengue (ZOCCA, 2018; bolsa Fapesp 2016/02516-2) e da
Zika (PAIVA, 2018; bolsa Fapesp 2016/02520-0). Tais ribossensores apresentaram
especificidade suficiente para distinguir RNAs de um e do outro virus com
especificidade na casa do nanomolar (nM). O sistema de expressao génica in vitro ja
usado para testar os switches construidos é composto pelos componentes
comumente encontrados em kits comerciais de transcrigéo e tradugéo extraidos de E.
coli: RNA polimerase, ribossomo, nucleotideos, t-RNAs, aminoacidos, aminoacil-

transferases. O DNA molde usado para a rea¢do € um plasmideo composto por um
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gene reporter sob controle de um promotor forte e de um RNA regulatorio

(riboregulador) do tipo Toehold Switch, capaz de detectar a presenca do RNA viral.

No sistema direto, em que o Toehold switch controla diretamente a sintese da
proteina reporter, a reacdo inicia com alta proporcdo RNA viral (trigger)/mRNA
(switch). Porém, ao longo do tempo, a concentracdo de mRNA aumenta até que, em
determinado momento, supera a concentracdo de RNA viral. Assim, o tempo de
desenvolvimento da reacao fica limitado a concentracao inicial de RNA viral. Neste
trabalho, foram construidas variacdes deste sistema para que a ativacado da expressao
génica ocorra por uma cascata de regulacdo em que a sintese de uma proteina seja
condicionada a presenca do RNA viral, por sua vez a presenca desta proteina na
reacdo acarretara na expressdo do gene repérter. Empregando assim os Toehold
switches previamente desenvolvidos (ZOCCA, 2018; PAIVA, 2018) em diferentes
alternativas de sistemas de amplificacdo de sinal, tornando a deteccdo do RNA viral

mais sensivel.

Os riborreguladores DENV10550(2) e ZIKV1440(2.6), apresentados na tabela
3, foram selecionados para serem empregados nos sistemas de amplificacédo de sinal.
A nomeacéo destes dispositivos se baseia na regido em que o RNA trigger especifico

ao switch est4 no genoma viral.

Tabela 3 Sequéncia dos riborreguladores empregados. Sdo destacados o RBS (azul), o
codon inicial (verde) e a sequéncia do linker (roxo). Fonte: O préprio autor.

Switch Sequéncia

ZIKV1440 | 5TTTCGCTCTATTCTCATCAGTTTCATGTCCTGTGTCGGTCTTTAGAACAGAG
(2.6) GAGATAAAG GACACAGGACACAAGCTCGAGGCAGCGCAAAAG

DENV10550 5TCCTCTAACCGCTAGTCTGCTACCCCATGCGTACAGCTTGTTATAGTTATGA
ACAGAGGAGACATAAT ACTAAGCTGTACGCAGTCGACTCGACGGCAGC
(2) GCAAAAG

Assim, temos que o trigger DENV10550 se trata de uma sequéncia conservada
entre os diferentes sorotipos de Dengue (Figura 8) e localizada na porgdo 3’ UTR
aproximadamente entre os nucleotideos 10486 e 10524 do genoma, esta mesma
sequéncia ndo é encontrada no material genético das linhagens de ZIKV. Ja o trigger
ZIKV1440 é assim nomeado por ser referente a uma sequéncia altamente conservada
presente na sequéncia da proteina estrutural E (Figura 9) entre os nucleotideos 1436
e 1478 do genoma de ZIKV da linhagem asiatica, sendo que a sequéncia deste RNA

trigger ndo é encontrada no material genético dos virus da Dengue.
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Sequence ID Start 1 2 4 g g 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 k7] 34 36 3839 | End (Organism

Query 8541 (11 l¥/a an ¢ cTeTarcecarTeeceTAGTC CA AT GA ATCTA ATCGC CG GG GTTA AGA EATGTE AP [trigger DENV1050
NC 001477 (+110,486 |¥ [ ] 10,524 |Dengue virus 1
NC 001474 (110,472 |¥ [e] [T @] 10,510 |Denque virus 2
NC 001475 (+110,439 |¥ Cel [ ] 10,497 |Dengue virus 3
NC 002640 (+110,395 |¥ [ | [c a] [T 1 ¢ 10,433 |Denque virus 4

Figura 8 Alinhamento de mdultiplas sequéncias comparando a sequéncia do RNA trigger DENV10550 com os genomas referéncia (RefSeq) dos
4 sorotipos virais da Dengue usando a plataforma NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer. Nucleotideos destacados em vermelho diferem
da sequéncia do trigger. Fonte: O préprio autor.

|5equence ID Start & 12 4 ] 8 10 12 14 16 18 20 2 24 26 28 30 32 34 36 38 40 4243 | End Organism
CONSENsUS 11 T A B TGACACAGOGACA AT GA AR AABACTGA ATGAGA ARZTA AGS AzTGC CGO AR I T T3 |

uery 47129 (+f1 ¥ A 43 trigger ZIKV1440
NC 035889.1 (#1436 |[%] ‘e 1,478 |7ika virus

Figura 9 Alinhamento comparando a sequéncia do RNA trigger ZIKV1440 com o genoma referéncia (RefSeq) da linhagem asiatica do ZIKV
usando a plataforma NCBI Multiple Sequence Alignment Viewer. Nucleotideos destacados em vermelho diferem da sequéncia do trigger. Fonte:
O préprio autor.
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Nos testes de funcionalidade para o riboregulador DENV10550Switch(2)
controlando diretamente a expressao de uma luciferase e utilizando-se sequéncias
sintéticas como RNA trigger, a amplitude de sinal méxima foi gerada utilizando 5 ng
do plasmideo e aplicando-se 500 ng do RNA trigger DENV10550 (especifico),
atingindo uma amplitude 11,43 vezes superior a amplitude de resposta com 500 ng
do trigger inespecifico (Figura 10). Pode-se averiguar também pela figura 8 que o
aumento de sinal ndo parece ser proporcional ao aumento de RNA trigger na reacao,
uma vez que aplicando 5 ng do plasmideo e 600 ng do RNA trigger especifico resultou
em uma amplitude de sinal 7,5 vezes maior que com 600 ng de RNA trigger

inespecifico, inferior ao alcancado com 500 ng de RNA gatilho (ZOCCA, 2018).

16.0

14.0

Aumento da expressiogenica
(normalizada)
(= a]
(=]
1

0.1:100 5:500 10:500 5:600
DNA plasmidial (ng):RNA trigger (ng)

BRNA trigger inespecifico B RNA trigger especifico

Figura 10 Amplitude de ativagdo do switch DENV10550(2). Reagdes, incubadas durante 10
minutos, foram realizadas variando a quantidade de plasmideo
pT7luc_DENV10550Switch(2) linker (0,1 ng, 5 ng e 10 ng) e variando a quantidade de RNA
trigger (especifico, DENV10550, e inespecifico, ZIKV1440) adicionado (100 ng, 500 ng e 600
ng). Fonte: Zocca, 2018.

J& a funcionalidade do riboregulador ZIKV1440(2.6), avaliada por reacdes de
transcricéo e traducéao in vitro em que o switch controlava diretamente a expresséao de
uma luciferase e também se utilizou sequéncias sintéticas de RNA como RNA trigger,
notou-se uma amplitude méaxima de ativacdo 2,89 vezes maior na presenca de 700
ng do RNA trigger especifico (ZIKV1440) em relacéo a ativacdo com 700 ng do RNA

trigger inespecifico (DENV10550) (Figura 11) (PAIVA, 2018)
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Figura 11 Amplitude de ativagdo do switch ZIKV1440(2.6). As reagbes foram realizadas
fixando a quantidade do plasmideo pT7luc(GCA)-ZIKV1440- Switch2.6-linker em 10 ng e
variando a quantidade de RNA trigger (100 ng, 400 ng, 700 ng e 900 ng). Fonte: Paiva, 2018

Estes resultados evidenciam a funcionalidade dos riboreguladores
desenvolvidos, mas também mostram a necessidade de implementacdo de um

método para amplificacdo do sinal.

2. Objetivo

Desenvolvimento de um sistema de amplificacdo de sinal para deteccao de
RNA viral por meio da utilizacdo de riboreguladores sensiveis a sequéncias
especificas do genoma viral de ZIKV e DENV, sendo estes responsaveis pela
regulacdo da expressdo de um gene ou de cascata de genes que produzem a

resposta.

2.1.Objetivos especificos

e Construir os circuitos de sinalizacéo baseados:
o na T7 RNA polimerase
o na protease mf-Lon
o em integrases do tipo serina
e Avaliar a funcionalidade dos circuitos quanto a sensibilidade e especificidade

em relacdo ao RNA viral alvo.
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3. Material e Métodos

O desenvolvimento desse projeto empregou técnicas-padrao de biologia
molecular para procedimentos como: reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
clonagem génica e transformacdo de bactérias por choque térmico. Empregou
também técnicas-padrdo de bioquimica como: determinacdo luminescéncia e de

fluorescéncia.
3.1.Linhagens celulares

Para a propagacédo de plasmideos e expressao proteica utilizou-se a linhagem
E. coli Topl0. No entanto para a producdo da proteina fluorescente verde (sob
controle do promotor T7) fusionada a cauda de degradacdo pdt#5, empregou-se a
linhagem E. coli BL21, esta linhagem expressa a T7 RNA polimerase quando induzida

com IPTG (isopropil B-d-1-tiogalactopiranésido).

3.2.Meio de cultura

3.2.1. Meio Luria-Bertani

Os cultivos de bactérias foram realizados em meio de cultura Luria-Bertani (LB)
com os antibiéticos nas concentracdes como descrito nas proximas etapas.

Para o preparo de 1L deste meio de cultura incluiu-se 10 g de triptona ou
peptona, 5 g de extrato de levedura e 10 g de NaCl. Estes foram dissolvidos em agua
destilada com ajuda de um agitador magnético. Em seguida, o pH foi ajustado para
7,0 — 7,2 e o volume completado para 1 L com agua destilada. Ja para a preparacao
de meio LB sélido acrescentou-se 15 g de &gar (15 g/L) a solucao anterior, sendo os

meios devidamente autoclavados posteriormente a preparacgao.

3.2.2. Meio SOC

O meio SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression) foi utilizado para
no pré-cultivo das células competentes transformadas antes do plagueamento destas
em placas de petri contendo LB agar. Para preparacdo de 1 L deste meio foram
adicionados 5 g de extrato de levedura, 20 g de triptona, 0,584 g de NacCl, 0,186 g de
KCl e 2,4 g de MgSOa4. Apés solubilizados em agua destilada, o pH foi ajustado para
7,5 e 0 meio seguiu para autoclavagem. Com o meio estéril, adicionou-se 20 mL de

uma solucgéo de glicose 20% autoclavada separadamente.



43

3.3.Solucgdes

e Ampicilina

Solucédo estoque preparada na concentracdo de 100 mg/mL e utilizada a 100
ng/mL em solugdes finais. O antibidtico foi dissolvido em &gua deionizada e
esterilizado por filtracdo com filtro de poro 0,22 um para seringa descartavel de 5 mL,
as solucdes estoque foram aliqguotadas em microtubos de 1,5 mL e armazenadas em

freezer a -20 °C.
e Cloranfenicol

Solucédo estoque preparada na concentracdo de 25 mg/mL, 1000 vezes mais
concentrada que a concentracdo empregada no uso de 25 pg/mL. O antibidtico foi
dissolvido em etanol absoluto, aliquotado em microtubos de 1,5 mL e armazenado em
freezer a -20 °C.

e Canamicina

Solucdo estoque preparada na concentragdo de 50 pg/mL, concentracdo de
uso de 50 pg/mL. O antibidtico foi dissolvido em agua deionizada e esterilizado por
filtracdo com filtro de poro 0,22 um, sendo posteriormente aliquotado em microtubos

de 1,5 mL e armazenado em freezer a -20 °C.

e Tampao Tris-acetato EDTA (TAE)

Para 1 litro do tampédo estoque 50X, adicionou-se 242 g de Tris-base em
aproximadamente 600 mL de agua deionizada (dissolvido com ajuda de um agitador
magnético), 57,1 mL de acido acético glacial, 100 mL da solu¢do de EDTA 0,5 M (pH
8,0) e completando-se o volume para 1 litro com agua deionizada

Para a solucéo de uso 1X, diluiu-se 20 mL de TAE 50X em um volume final de

1 L de agua deionizada.

e Tampao de corrida Tris-Glicina do SDS-PAGE

Para 1 litro do tampéo de corrida, adicionou-se 16,7 g de Tris-base (250 mM)
em aproximadamente 700 mL de &gua deionizada (dissolvido com ajuda de um
agitador magnético), 104,5 g de glicina (2,5 M) e SDS 0,5% (m/v).
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e Tampdao de amostra 2x (tampé&o Laemmli)

A solugdo do tampéao de amostra 2x foi feita contendo 10 % (B-mercapto, 20 %

(m/v) de glicerol, 4 % (m/v) de SDS, 100 mM de Tris-HCL (pH 6,8) e 0,2% de azul de

bromofenol. Para uso adicionou-se uma parte de tampao para uma parte de amostra.
o Gel de separacédo 12 % (2 géis) de SDS-PAGE

Acrilamida: Bis-acrilamida (30%, 29:1) 4,2 mL

Tris-HCL 1,5 M (pH 8,8) 2,5mL
Agua destilada 2,3mL
SDS 10% (m/v) 1mL
Persulfato de amonio 10% (m/v) 50 pL
TEMED 10 pL

o Gel de resolucédo 5,5 % (2 géis) de SDS-PAGE

Acrilamida: Bis-acrilamida (30%, 29:1) 0,8 mL

Tris-HCL 1 M (pH 6,8) 0,8 mL
Agua destilada 4,1 mL
SDS 10% (m/v) 0,7 mL
Persulfato de amoénio 10% (m/v) 65 pL
TEMED 15 pL

e Solucdo fixadora do SDS-PAGE

Acido acético glacial 100 mL
Etanol absoluto 400 mL
Agua destilada 500 mL

e Solucédo reveladora (Comassie Blue) do SDS-PAGE

Comassie Brilliant Blue R-250 (5%) 10 mL
Metanol (100%) 125 mL
Acido fosférico 6 mL

Sulfato de aménio 50 ¢

Completar para 500 mL com agua destilada.
e Solugéo de rNTPS

Solucéo preparada em agua livre de nucleases adicionando-se volumes iguais
de cada rNTPS (rGTP, rCTP, rATP e rUTP) com concentragdes individuais de 100
mM, resultando em uma solucao de rNTPS a 25 mM, dilui-se esta solugdo em 10x

para adquirir o mix de rNTPs a 2,5 mM utilizado na transcrigéo in vitro dos RNA trigger.
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3.4.Plasmideos e oligonucleotideos

O vetor pSB1C3 (http://parts.igem.org/Part:;pSB1C3) (Figura 12) foi utilizado
como base para a construcdo de todos os dispositivos empregados nas diferentes
estratégias de amplificacédo de sinal. Este plasmideo possui 2070 pares de bases de
comprimento, as sequéncias do BioBrick prefixo e BioBrick sufixo, sitio ori de
replicacdo pMB1 (nimero de copias na célula de 100-300) e o gene CmR, que codifica

a proteina de resisténcia a cloranfenicol.

BioBrick prefix BioBrick suffix
E..coli his operon terminator

pSB1C3
2070 bp

53 102 LNOR IO g5
15°

10 terminator

Figura 12 Esquema ilustrativo do plasmideo pSB1C3. Sao indicados no mapa do plasmideo
as sequéncias do BioBrick prefixo e sufixo, do terminador do operon his de E. coli, do sitio de
replicacdo pMB1, do terminador TO e do gene de resisténcia a cloranfenicol. Fonte: O préprio
autor, imagem gerada utilizando o software Benchling.
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O vetor pT7luc(GCA)-ZIKV1440-Switch.2.6_linker de 4416 pb (Figura 13),
desenvolvido por Paiva (2018), contém a sequéncia do switch ZIKV1440(2.6) e o gene
da luciferase de vagalume, com ATG substituido por GCA para fusédo traducional (luc)
uma vez que o codon inicial deve estar presente apenas na sequéncia do
riboregulador, sob controle do promotor T7. Apresenta sitio de replicacdo ColEl e o
gene AmMpR, que codifica a proteina de resisténcia a ampicilina. Este plasmideo foi
empregado como molde para amplificacao do switch ZIKV1440(2.6) a ser utilizado nas

clonagens.

P12 2IKY14425witch2, B
Linker

Axp_pron

Figura 13 Esquema ilustrativo do plasmideo pT7luc(GCA)_ ZIKV1440-Switch.2.6_linker. Sao
destacados no mapa do plasmideo as sequéncias do promotor T7, do riboregulador
ZIKV1440(2.6) e seu linker, do gene da luciferase, do promotor Amp e do gene de resisténcia
a ampicilina Fonte: O préprio autor, imagem gerada utilizando o software Benchling.

O vetor pT7luc(GCA)_DENV10550Switch(2)_linker (Figura 14), desenvolvido
Zocca (2018), possui 4432 pares de bases de comprimento, sitio de replicacdo ColE1
e 0 gene AmpR, que codifica a proteina de resisténcia a ampicilina. Contém a
sequéncia do switch DENV10550(2) entre o gene da luciferase de vagalume e o
promotor T7. Este plasmideo foi empregado como molde para obtencdo do switch

DENV10550(2) a ser empregado na construcéo dos sistemas de amplificacao.
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PT? DENY1 @558 Switch(2)
Linker (Sall)

T71luc{GCA) _DENV18558Switch{2)_linker
4432 bp

et
=
A

Amp_prom

Figura 14 Esquema ilustrativo do plasmideo pT7luc(GCA)_DENV10550Switch(2)_linker. Sao
destacados no mapa do plasmideo o promotor T7, o riboregulador DENV10550(2) e seu linker
(que contém o sitio de restricdo da enzima Sall), o gene da luciferase, o promotor Amp e o
gene de resisténcia a ampicilina. Fonte: O préprio autor, imagem gerada utilizando o software
Benchling

O vetor pZE27_GFP.pdt#5 (Figura 15) possui 2988 pares de bases de
comprimento, contém o gene da proteina verde fluorescente GFP (do inglés, green
fluorescent protein) fusionada a cauda pdt#5 sob controle do promotor Placl, o gene
KanR e NeoR que codifica a proteina de resisténcia a Canamicina em E. coli e
neomicina em eucariotos, respectivamente. Apresenta também os sitios de replicacédo
ColE1, pMB1, pBR322 e pUC. Este plasmideo foi doado por Cameron e Collins (2014),

sendo empregado para a producdo GFP com a cauda pdt#5 em células BL21.
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lacIQ promoter

pZE27_GFP-pdt#5

2988 bp pates

rroB T1 terminator

-
Ie terminator & {‘1./

L e P
'-£23_§pr_131@§21!_@£-- .

Figura 15 Esquema ilustrativo do plasmideo pZE27_GFP.pdt#5. Sao destacados no mapa do
plasmideo: o promotor laclQ, gene da GFP e a cauda pdt#5 fusionada a este, o terminador
rrB tl, uma parte que contém os sitios de replicagdo ColE1l, pMB1, pBR322 e pUC, o
terminador TO e os genes de resisténcia KanR e NeoR. Fonte: O proprio autor, imagem gerada
utilizando o software Benchling

O plasmideo pSB1C3 spoVG_T7RNApol (Figura 16) apresenta a sequéncia
da T7 RNA Polimerase com 0 RBS spoVG flanqueado pelas sequéncias dos Biobricks
prefixo e sufixo e o gene CmR, que codifica a proteina de resisténcia a cloranfenicol.
Este vetor foi utilizado como molde para amplificacdo do gene da enzima T7 RNA

polimerase.

BB prefix
RBS spoVGe

pSB1C3-spoVG-T7RNAP (BBa_K606017)

4743 bp

BB sufix

Figura 16 Esquema ilustrativo do plasmideo pSB1C3_spoVG_T7RNApol. S&o indicados no
mapa do plasmideo: o BioBrick prefixo, o sitio de ligagdo com o ribossomo spoVG, a T7 RNA
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polimerase, o BioBrick sufixo e o gene de resisténcia a cloranfenicol Fonte: O préprio autor,
imagem gerada utilizando o software Benchling.

O plasmideo pSB1C3_AraC-pBAD_EPICluc (Figura 17) apresenta a sequéncia
da luciferase EPICluc, escolhida como gene repdrter por apresentar uma afinidade ao
substrato 10 vezes maior e uma luminescéncia similar ao tipo selvagem (FUJII et al.,
2007). Este vetor foi utilizado como molde para amplificagdo do gene da EPICluc a
ser empregado nos sistemas de amplificacdo baseado na T7 RNA polimerase e no

sistema das integrases.

BB prefix

0
el
|u|€
(4=

pSB1C3_AraC-pBAD_EPICluc
5914 bp

BB suffix

~—Plelec

Figura 17 Esquema ilustrativo do plasmideo pSB1C3_AraC-pBAD_EPICluc. S&o indicados
no mapa do plasmideo: o BioBrick prefixo, 0 gene da proteina reguladora AraC, o promotor
pBAD, os genes da enzima regeneradora de luciferina (LRE), o gene da EPIC luciferase, o
BioBrick sufixo e o gene de resisténcia a cloranfenicol Fonte: O préprio autor, imagem gerada
utilizando o software Benchling.
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O plasmideo pECG_mCherry-pdt#3 (L. lactis) (Figura 18) apresenta a
sequéncia da proteina fluorescente mCherry, sob controle do promotor P32, e do gene
da protease mf-Lon sob controle do promotor PnisA. Além de conter as origens de
replicagéo colE1l e AMB1, e os genes de resisténcia a ampicilina e eritromicina. Este

vetor foi utilizado como molde para amplificacdo do gene da protease mf-Lon.

pECG_mCherry-pdt#3 (L. lactis)

5285 b . . e
- P ampicillin resistance (E, coli)

erythromycin resistance (L. lactis)

e
—__ AMBi_rep o

Figura 18 Esquema ilustrativo do plasmideo pECG_mCherry-pdt#3. Sao indicados no mapa
do plasmideo: a proteina mCherry (rosa), sob controle do promotor P32 (azul), o gene da
protease Mf-Lon (laranja) sob controle do promotor nisA (marrom), além das origens de
replicacdo colE1 e AMB1, e os genes de resisténcia a ampicilina e eritromicina. Fonte: O
préprio autor, imagem gerada utilizando o software Benchling.

A tabela 4 abaixo apresenta a sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para

a construcdo dos diferentes plasmideos produzidos durante este trabalho.
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Tabela 4 Lista de primer e oligonucleotideos utilizados. Fonte: O préprio autor.

1d. oligo Sequéncia

38 BioBrick-suffix_fw TACTAGTAGCGGCCGCTGCAG

43 pSB1C3.seq_fw ATAGGCGTATCACGAGGC

50 pSB1C3.seq_rv CGCGAAGTAATCTTTTCGG

111 PT7-RBS({BBP)_fw GCTAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTAATACGACTCACTATAGGGTGTCGACAGAGGAGATACTAGTAGCG

112 PT7-RBS(Spel)_rv CGCTACTAGTATCTCCTCTGTCGACACCCTATAGTGAGTCGTATTACTCTAGAAGCGGCCGCGAATTCTAGC

123 BBprefix_fw ATGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAG

124 BBsuffix_rv CGGACTGCAGCGGCCGCTACTAG

158 J23119-DENV105505witch2(BBp)_fw GCTAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCACTAGATCCTCTAACCGCTAGTCTGCTAC

159 DENV10550Switch2({BBP)_rv TCGAGTCGACTGCGTACAGCTTAGTC

160 T7 RNA pol-linker(Sall)_fw GCTAGTCGACGTCGACTCGACGGCAGCGCAAAAGAACACGATTAACATCGCTAAGAACG

161 T7RNA pol-rrnB term(BBs)_rv TCGACTGCAGCGGCCGCTACTAGTAGAGAGCGTTCACCGACAAACAACAGATAAAACGAAAGGCCCAGTCTTTCGACTGAGCCTTTCGTTTTATTTGATGCCTGGTTATTACGCGAACGCGAAGTCCGAC

210 PT7_mf-lon BBp_fw CTGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTAATACGACTCACTATAGGGATAAAGGAGGTAATAAATGAGTAAAAAAATAAAACTACCTATTTTCC

211 mf-lon BBs LI_rv TTAGCTGCAGCGGCCGCTACTAGTACTICTTTTACGTTTCCGCAG

229 Zikv1440-Switch.2.6(BBp)_fw CTGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCTITCGCTCTATTCTCATCAGTTITC

255 PT7-Luc(BBp)_fw CTATCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATAATGGAGGACGCGAAAAACATC

256 PT7-Luc(BBs)_rv GTGACTGCAGCGGCCGCTACTAGTAACAGAAAAGCCCGCCTTTCGGCGEGCTTTGGTAGCGATCTACACTATCAGCGTTATTACAACTTGGATTTACCACCT

397 EPICluc-RBS({BBp)_fw CTATGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTAAGGAGGTAAAAAAAATGGAG

398 mf-Lon (BBp-Bsal)_fw TECAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGGTCTCAAGTAAAAAAATAAAACTACCTATTTTCCAAAT

399 mf-Lon (BBs)_rv TTAGCTGCAGCGGCCGCTACTAGTACCCAACAAGAGTTTGTAGAAACG

400 LinkerZIKV1440 (BBs-Bsal)_rv TAGCACCTTGCCCTTTTTTGCCGGAGGTCTCATACTCTTTTGCGCTGCCTCG

401 LinkerDENV10550 (BBs-Bsal)_rv TAGCACCTTGCCCTTTTTITGCCGGAGGTCTCATACTCTTTTGCGCTGCCGC

427 EPICluc(inicio).seq_rv GTGATGTTAACCTCGATATGCG

428 Pt7-ZIKVswitch2.6-bxbl_fw CTGAGAATTCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCATTTCGCTCTATTCTCATCAGTTTCATGTCCTGTGTCGGTCTTTAGAACAGAGGAGATAAAGATGGACACAGGACACAAGCTCGAGGCAGCGCAAAAGCGTGCACTGGTTGTTATTCG

429 Pt7-DENVswitch2-bxbl_fw CTGAGAATTCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCATCCTCTAACCGCTAGTCTGCTACCCCATGCGTACAGCTTGTTATAGTTATGAACAGAGGAGACATAATATGACTAAGCTGTACGCAGTCGACTCGACGGCAGCGCAAAAGCGTGCACTGGTTGTTATTCG

430 bxb1(sfil)_rv GATCGGCCTAGCTGGCCTATAAACGCAGAAAGGCCC

431 attB-Pt7-attP (bxbl)_fw ACATAGATTCGACTCGGCCGGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCCGTCETCAGGATCATCCGGGCTGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATITCGGGTTITGTACCGTACACCACTGAGACCGCGGTGGTTGACCAGACAAACCACGAA

432 attB-Pt7-attP (bxbl)_rv CTAGTTCGTGGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCAGTGGTGTACGGTACAAACCCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAGCCCGGATGATCCTGACGACGGAGACCGCCGTCGTCGACAAGCCGGCCGAGTCGAATCTATGTAGC

453 Ints-attP-Pt7-attB_fw AATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTTATATTGCGAAAAATAATTGGCGAACGAGGTAACTGGATACCTCATCCGCCAATTAAAATTITGTGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCTAATTGGAAGTTCGGAATAACTATGCAGATACCTGATACACACTTCCAACAAAAACAACCACA
454 Int3-attP-Pt7-attB_rv CTAGTGTGGTTGTTTITGTTGGAAGTGTGTATCAGGTATCTGCATAGTTATTCCGAACTTCCAATTAGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCACAAATTTTAATTGGCGGATGAGGTATCCAGTTACCTCGTTCGCCAATTATTITTTCGCAATATAAACTCTAGAAGCGGCCGCE
455 Int13-attP-Pt7-attB_fw AATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGCATACATTIGTTGTTGTTTT TCCAGATCCAGTTGGTCCTGTAAATATAAGCAATCCATGTGAGTTGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCTATTCGGAGTTGTATTTATGTTACTAAAACAACTGGTCAAGTTCTACAAATACAACCGTTATTGA
456 Int13-attP-Pt7-attB_rv CTAGTCAATAACGGTTGTATTTGTAGAACTTGACCAGTTGTTTTAGTAACATAAATACAACTCCGAATAGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAACTCACATGGATTGCTTATATITACAGGACCAACTGGATCTGGAAAAACAACAACAATGTATGCCTCTAGAAGCGGCCGCG
457 TermBOO15{Pstl)_rv GATCCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATATAAACGCAGAAAGGCCC

458 BBp-Pt7_fw CTGAGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAC
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3.5.Clonagem génica

A clonagem para construcdo dos dispositivos genéticos foi feita por meio de
BioBrick Assembly, esta técnica utiliza-se de cluster de enzimas de restricdo
padronizadas denominados BioBrick prefixo, contendo os sitios de restricdo das
enzimas EcoRlI, Notl e Xbal e BioBrick sufixo, com os sitios para Spel, Notl e Pstl.
Estas partes flanqueiam as sequéncias de DNA de interesse e sdo empregadas na
adicdo de novas sequéncias ao plasmideo, como ilustrado na figura 19.
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-

Figura 19 Esquema ilustrativo da clonagem BioBrick. O plasmideo 1 possui inserto azul que
se deseja inserir no plasmideo 2 que tem o inserto verde. Para isso, o plasmideo 1 é digerido
com as enzimas EcoRI (E) e Spel (S) e o plasmideo 2 é digerido com as enzimas EcoRI (E)
e Xbal (X). Os cortes realizados pelas enzimas de restricdo Xbal e Spel deixam extremidades
coesivas complementares entre si, no entanto ao serem ligadas formam uma cicatriz
Xbal/Spel que n&o reconstitui nenhum dos sitios de restricdo. Fonte: Registry of Standard
Biological Parts.

Neste método de clonagem a ligacédo dos cortes realizados pelas enzimas Xbal
e Spel formam uma “cicatriz’ em que nao se restitui nenhum dos sitios de restrigcdo
para essas duas enzimas. A clonagem BioBrick permite realizar uma clonagem
direcional, rapida e facil, e ainda permite recuperar os sitios de restricdo do prefixo e
do sufixo para que possam ser utilizados para adicdo de novos insertos, que possuam

os BioBricks, ao mesmo plasmideo.
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Para diminuir a probabilidade de clonagens falso positivas por meio da
religacdo do vetor plasmidial, estes foram desfosforilados empregando a enzima
FastAp (Thermo Fisher Scientific) durante a digestdo com as enzimas de restricao
adequadas. J& os insertos produtos de PCR foram tratados com a enzima Dpnl, capaz
de digerir DNA metilado, a fim de eliminar o DNA molde utilizado na reacdo de

amplificacéo.
3.5.1. Reacao de amplificacdo em cadeia (PCR)

As reacOes de PCR foram realizadas utilizando a enzimas “Phusion High-
Fidelity Polymerase” ou “Time Hifi DNA Polymerase”. As reac¢des foram montadas no
gelo e transferidas rapidamente para o termociclador pré-aquecido a temperatura de
desnaturacao (98°C). Todos os componentes foram homogeneizados e centrifugados
previamente ao uso, sendo DNA polimerase adicionada por ultimo para prevenir
qualquer degradacao dos primers, devido a atividade de exonuclease na posicao
3'—5" de ambas as enzimas. Estas DNA polimerases sao capazes de amplificar mil
bases em 30 segundos, logo o tempo de extensdo foi calculado de acordo com o
tamanho da sequéncia de interesse a ser amplificada. A montagem da reacéo foi

realizada como descrito na tabela 5.

Tabela 5 - Protocolo para montagem da reacdo de PCR. Fonte: O proprio autor.

Componente Concentracao final
Tampao 5X 1X
10 mM dNTPs 200 uM
10 uM primer forward 0.5 uM
10 uM primer reverse 0.5 uM
DNA molde 20 a 80 ng
DMSO (opcional) 3%
DNA pol 0,02 U/ul
H20 deonizada Completar para 20 ou 50 pL

Apés agitou-se gentiimente a reagdo e centrifugou-se rapidamente em
microcentrifuga. Os tubos foram colocados no bloco do termociclador, pré-aquecido
com temperatura da tampa em 105°C, e as condi¢cdes da ciclagem foram definidas
como apresentado na tabela abaixo (Tabela 6).
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Tabela 6 - Condig6es da ciclagem do termociclador. Fonte: O proprio autor.

N. de

Passos . Temperatura Tempo
ciclos
Desngtgrac;ao 1 98°C 30 segundos
inicial
Desnaturagéo 98°C 5 a 10 segundos
Anelamento dos o
orimers o5 2 35 (Tm —5°C) 10 a 30 segundos
Extensao 72°C 30 segt:(rgdos por
Extensao final 1 72°C 5 a 10 minutos
Espera 1 4°C 0

3.5.2. Digestdo enzimatica

e FastDigest (Thermo Scientific)

As enzimas FastDigest possuem tém 100% de atividade no mesmo tampéao, o
tampdao FastDigest, podendo ser utilizadas em conjunto desde que o volume somado
das enzimas nao ultrapasse 10% do volume total da reacéo, a fim de evitar acimulo
de glicerol. Podem ser utilizadas na digestdo de plasmideos e produtos de PCR com
tempo de incubacao curto. A montagem da reagéo, em microtubo, se d4 como descrito
na tabela 7 abaixo.

Tabela 7 Protocolo para montagem de reagéo de digestado FastDigest. Fonte: O proprio

autor
Componente Concentracéo
DNA X uL (500-1000 ng)
Enzima(s) FastDigest 0,5-1U
10X FastDigest Buffer 1X
H20 deionizada Para 20 pL

Volume total = 20 pL

A reacao foi incubada a 37°C em um termobloco ou banho-maria por 1 hora.
As enzimas foram inativadas por aquecimento (quando possivel) ou purificou-se a
reacao utilizando um kit de purificagdo comercial (GENECLEAN® Turbo (MPBIO) ou
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega)). Na digestdo de vetores

também foi empregada a enzima fosfatase FastAP (Thermo Scientific).
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Utilizou-se o tampéo FastDigest Green para a digestdo para confirmacéo do
padrao de bandas por eletroforese, sendo a reacéo de digestédo incubada a 37°C em
banho seco ou banho-maria durante 15 a 30 min. Apds, aplicou-se uma aliquota da

digestéo diretamente no poco do gel para a corrida eletroforética.

e Enzimas NEB (New England Biolabs)

Nas reacdes utilizando enzimas NEB para digestdo de plasmideos e produtos
de PCR observou-se o tampéao que possibilitaria a maior atividade para as enzimas
empregadas, as enzimas NEB apresentam diferentes eficiéncias em diferentes
tampdes (CutSmart, NEBuffer, etc). O volume das enzimas néo ultrapassou 10% do
volume total da reacdo para evitar o acumulo de glicerol na reacdo. A montagem da

reacao, em microtubo, se deu como descrito na tabela 8 abaixo.

Tabela 8 Protocolo para montagem de reagéo de digestdo NEB. Fonte: O proprio autor.

Componente Concentragao

DNA 500-1000 ng
O e
10X NEB

Buffer 1X

H-0 Completar
deionizada pafa_V0|ume

final

Volume total = 10 ou 20 pL

A reacdao foi incubada a 37°C em banho seco ou banho-maria durante 1 a 2
horas. As enzimas foram inativadas por aquecimento (quando possivel) ou purificou-
se a reacdo utilizando um kit de purificacdo, GENECLEAN® Turbo (MPBIO) ou
Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

3.5.3. Precipitagcdo do DNA utilizando etanol e acetato de sodio 3M

Uma alternativa de purificacdo para as digestdes (em vez de se usar um kit
comercial) e 0 método para purificar os DNAs (plasmidial ou oligonucleotideo) e RNAs
a serem utilizados nas reacdes in vitro foi a precipitacdo de acidos nucleicos por etanol

e acetato de sédio.

Para isso, adiciona-se um sal catibnico em alta concentracdo, no caso

acrescentou-se acetato de sdédio 3 M em um volume correspondente a 10% da
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amostra (por exemplo, 2 uL para 20 pL de uma reacéo de digestdo), e etanol absoluto
em um volume correspondente a 3 vezes o0 volume da reacao (60 pL para 20 uL de
uma reacao de digestdo). A mistura foi homogeneizada e incubada durante uma hora
a 80°C negativos ou durante a noite a 20°C negativos. Apés incubacao, centrifugou-
se 0s microtubos durante 30 minutos a 13.000 rpm a uma temperatura de 4°C. Em
seguida, removeu-se cuidadosamente o sobrenadante para ndo afetar o pellet
formado. O etanol induz a transicdo estrutural nas moléculas de &cido nucleico,
fazendo-as se agregarem e assim precipitar. A precipitagdo com etanol absoluto, além
de concentrar o DNA/RNA, ajuda a remover residuos presentes na amostra. Na
préxima etapa adicionou-se 50 pL de etanol 70% e seguiu-se para uma nova
centrifugagéo a 4°C durante 5 minutos na velocidade maxima (13.000 rpm ou 17.000
X g), o etanol 70% é utilizado para remover os residuos de sais. Depois da segunda
centrifugacéo removeu-se novamente o sobrenadante e incubou-se 0s microtubos em

banho seco por 10 minutos a 45°C até que todo o etanol evaporasse.

Por fim, o DNA/RNA foi ressuspendido em agua deionizada ou em agua livre
de nucleases (no caso das amostras para as reacdes in vitro) com ajuda do agitador
vortex. O acido nucleico purificado foi quantificado em leitura de placas Infinite® M200

Pro (Tecan).

3.5.4. Ligagdo com T4 DNA ligase

Com as partes devidamente digeridas fazendo com que o(s) inserto(s) e o vetor
de DNA apresentam extremidades coesivas, realizou-se a ligagdo das partes
biologicas e do vetor de DNA utilizando a enzima T4 DNA ligase (Thermo Scientific).
A montagem da reacao em microtubo se deu como descrito na tabela 9 e a reacao de
ligacédo foi incubada a 22°C em um por 1 hora. O célculo da razdo molar entre vetor e
inserto foi feito utilizando a ferramenta online Ligation Calculator
(http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html), que leva em consideracdo a
guantidade de vetor a ser utilizado e o tamanho do vetor e do inserto, dando como
resposta a quantidade de DNA do inserto a ser adicionada na reacdo. Usualmente

para insertos grandes.



57

Tabela 9 Protocolo para montagem de reacdo de ligacdo entre as partes de DNA. Fonte: O
préprio autor.

Componente Quantidade
DNA plasmidial linearizado 20-100 ng
DNA inserto(s) - ng
10X T4 DNA ligase buffer 1x
T4 DNA ligase 1 Weiss U (0,5-1,0 pL)
H20 deionizada Para 10 pL

A reacao de ligacao foi utilizada diretamente para transformacéo por choque

térmico em 50 pL de células E. coli Top 10 quimicamente competentes.

3.5.5. Transformacdo em E. coli quimicamente competente por
choque térmico

Para a transformacédo primeiramente descongelou-se as células de E. coli
competentes, previamente guardadas no ultra freezer a -80°C, em banho de gelo.
Para cada transformacao foram usados 50 uL da preparacao de células competentes.
Em seguida, adicionou-se 20-50 pg de plasmideo intacto ou os 10 pL da reacao de
ligacdo a 50 L de células competentes. A mistura foi incubada em banho de gelo por
30 minutos seguindo depois para choque-térmico (incubada em banho-maria a 42°C
por 30 segundos e imediatamente transferida para banho de gelo durante 2 minutos).
Apés, adicionou-se 250 puL de meio SOC a cada transformacédo e estas foram

incubadas por 1h a 37°C e 220 rpm (rotacdes por minuto) ou mais.

As transformacdes foram semeadas em placas de petri contendo meio LB
sélido, com adicdo do antibiético correspondente a resisténcia do plasmideo
transformado, e as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C durante
a noite. As col6nias isoladas foram repicadas em meio LB liquido com o antibi6tico

adequado e incubadas a 37° C por 16 a 18 horas em agitagéo de 220 rpm.

3.6.Confirmacéo da clonagem

3.6.1. PCR de colbnia

A PCR de colbnias foi empregada na tentativa de confirmar as colonias
positivas quando o controle da transformacédo (células transformadas com a ligacao
em que nao foi adicionado inserto apenas o vetor digerido) apresentou muitas

colénias, assim selecionou-se diversas colénias das placas com transformacao
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positiva (células transformadas com a ligacdo do vetor mais o inserto). Nesta reacao
de amplificacdo empregou-se a enzima Taq DNA polimerase (Thermo Scientific). Esta
enzima ndo possui leitura de prova, ou seja, ndo apresenta atividade de exonuclease
na posigcao 3'—5". Tal DNA polimerase € capaz de amplificar mil bases a cada minuto,
assim o tempo de extensdao foi calculado de acordo com o tamanho da sequéncia de
interesse a ser amplificada e foram acrescidos 30 segundos neste tempo a fim de
garantir que se houvesse uma amplificacdo errbnea esta apresentaria uma banda
maior que a banda de interesse. Nesta reagcéo de amplificacéo a colbnia foi repicada
usando uma ponteira e eluida em 15,5 uL de agua deionizada. A montagem da reacao

é dada na tabela 10.

Tabela 10 -Protocolo para montagem da reacdo da PCR de colbnia. Fonte: O proprio autor.

Componente Volume final 20 ul Concentracéo final
H20 deionizada 15,5 uL
Green Taqg Buffer 10 X 2 uL 1X
10 mM dNTPs 0.4 pL 200 pM
10 uM primer forward 1puL 0.5 uM
10 uM primer reverse 1L 0.5 uM
DNA pol 0.2 uL 1,25U

Os tubos com a reacdo montada foram homogeneizados, centrifugados e por
fim colocados no bloco do termociclador com as condi¢cfes da ciclagem apresentadas

na tabela 11.

Tabela 11 - Ciclagem da PCR de coldnia. Fonte: O proprio autor.

N. de

Passos . Temperatura Tempo
ciclos
Desnaturagéo inicial 1 98°C 2 minutos
Desnaturagéo 98°C 30 segundos
Anelamento dos oM 0
orimers 25 2 40 (Tm —=5°C) °C 30 segundos
Extenséo 72°C 1 mlnlg;o por
Extenséo final 1 72°C 5 a 15 minutos
Espera 1 4°C o0

Ao fim da amplificacdo, 5 pL de cada reacéo foi aplicado em um poco do gel de
agarose 1% para analise do padrao de bandas. As colbnias que apresentaram bandas
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no tamanho da banda de interesse foram repicadas em uma pré-cultura para posterior

extracdo do DNA plasmidial.

3.6.2. Eletroforese em gel de agarose

A confirmacéo preliminar da clonagem foi realizada por meio de analise de
tamanho banda em eletroforese em gel de agarose 1%, apos extracdo dos plasmideos
com o kit “PureYield™ Plasmid Miniprep System” (Promega) e digestdo destes com
enzimas de restricdo especificas, comumente empregando-se uma enzima do prefixo
(por exemplo, a EcoRI) e uma do sufixo (por exemplo, a Pstl), sendo assim possivel

visualizar duas bandas no gel uma referente ao vetor e outra ao inserto.

O gel de agarose 1% para foi feito dissolvendo-se 1% (m/v) de agarose em
tampédo TAE 1X e acrescentando brometo de etideo ou SYBR™ Safe (Invitrogen),
para corar 0 DNA, na propor¢do 1 pL de corante para 10 mL de gel. ApGs o preparo
do gel, este foi colocado na cuba de eletroforese e as amostras e o marcador de peso
molecular foram aplicados em pocos individuais. A corrida foi realizada com voltagem
constante em 100-110V durante 35-45 min. Apés a corrida, uma foto do gel foi retirada

no fotodocumentador.

3.6.3. Sequenciamento de DNA

A confirmacdo da sequéncia nucleica foi realizada por sequenciamento
empregando o método de Sanger, foram selecionados para sequenciamento apenas
os plasmideos que apresentaram previamente o padrdo de banda esperado na

eletrofosere.

Para o sequenciamento, de 200 a 500 ng de cada amostras de DNA plasmidial
foram utilizadas na PCR. A PCR do DNA a ser sequenciado foi feita utilizando o kit
de sequenciamento contendo o reagente BigDye® Mix Applied Biosystems (Thermo
Fisher Scientific) que possui dNTPs, ddNTPs, AmpliTag DNA polimerase, MgClz e
tampéo Tris-HCI. A reacdo foi montada em microtubo de 200 pL adicionando o0s
componentes apresentados na tabela 12, em seguida foi incubada no termociclador

com a ciclagem da amplificacédo definida como descrito na tabela 13.
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Tabela 12 Reagentes da PCR para sequenciamento. Fonte: O préprio autor.

Reagente Volume
BigDye® Mix 1L
Tampéao de sequenciamento 5X 3,5 uL
primer (3,2 uM) 2 uL
DNA molde X WML
Agua livre de nuclease Completar para 20 pL

*x corresponde ao volume suficiente para 200 a 500 ng de DNA

Tabela 13 Programa da ciclagem da PCR de sequenciamento. Fonte: O proprio autor.

Etapas Temperatura Tempo Numero de ciclos
Desnaturacéo inicial 96°C 1 minuto 1X
Desnaturacéao 96°C 10 segundos 25X
Anelamento Y* 5 segundos
Extenséo 60°C 4 minutos
Extenséo final 60°C 5 minutos 1X

*Y corresponde a temperatura de anelamento do primer ao DNA molde e nesta reacdo nao
deve ser maior que 56°C.

O produto desta PCR foi purificado utilizando o kit “BigDye® XterminatorTM
Purification kit” (Applied Biosystems). Primeiramente foram adicionados 45uL do
reagente SAM™ Solution, seguido pela adigdo de 10uL da resina XterminatorTM ao
microtubo contendo o produto da reacdo de PCR. Apds, os microtubos foram
colocados em um agitador por 30 minutos a 2.100 rpm, sendo estes mantidos
protegidos da luz. Passado este intervalo, a amostra foi centrifugada em velocidade
maxima brevemente e 20 UL do sobrenadante resultante foram pipetados em uma
placa de sequenciamento. O sequenciamento foi feito no sequenciador 3130 Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

3.7.Sistemas de amplificacdo de sinal baseados na T7 RNA polimerase

Neste circuito sintético indireto os riborreguladores foram clonados
individualmente no plasmideo pSB1C3 entre o promotor J23119 (promotor forte e
constitutivo) e o gene da T7 RNA polimerase por meio de BioBrick assembly, desse
modo a tradugéo da T7 RNA polimerase é controlada pelo switch. Apos a confirmacao
da construcao desta primeira unidade por sequenciamento, a segunda unidade de
transcricdo foi adicionada ao vetor contendo o gene reporter EPIC luciferase sob
controle do promotor T7, também por meio de BioBrick assembly. Devido a natureza

de insercdo sequencial de partes biologicas da clonagem BioBrick plasmideos
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intermediarios também foram gerados durante a construcdo do dispositivo Unico
(contendo as duas unidades de transcricdo), foram construidos os plasmideos
intermediarios pSB1C3_SwitchDENV10550(2) _T7RNApol, pSB1C3_
SwitchZIKV1440(2.6)_T7RNApol e pSB1C3_PT7-EPICluc.

A ativacdo do sistema € baseada na presenca do RNA trigger sintético
especifico, este inicia a ativacdo do mddulo de deteccéo interagindo com o switch e
liberando a traducdo da T7 RNA polimerase, esta proteina promovera a transcri¢cao
do gene reporter que sera traduzido na reacao (Figura 20). Os plasmideos construidos
foram nomeados pSB1C3 SwitchDENV10550(2) T7RNApol_EPICluc e
pSB1C3 EPICluc SwitchZIlKV1440(2.6) T7RNApol, de acordo com as partes

biolégicas contidas neles.
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Figura 20 Esquemailustrativo do funcionamento do sistema de amplificacdo de sinal baseado
na atividade da T7 RNApol. Na figura, o processo de transcricdo e a molécula de mRNA do
gene da T7 RNA pol e da EPIC luciferase estdo suprimidos e para melhor entendimento
apresentasse ainda o hairpin no estado ON mesmo que este se desestruture com a ligagcéo
do RNA trigger. No estado OFF (parte superior da figura) a estrutura secundaria formada pelo
switch previne a expressdo da T7 RNA polimerase. No estado ON (parte inferior da figura), a
partir da ligagdo do RNA alvo especifico, o hairpin € resolvido, permitindo que a RNA
polimerase seja expressa (conjunto de circulos verdes) e assim passe a atuar no promotor T7
da segunda unidade de transcricdo levando, por fim, a expressao do gene reporter EPIC luc
(conjunto de circulos alaranjados). Fonte: O préprio autor.

Sabe-se que a T7 RNA polimerase apresenta atividade quando sintetizada em
reacao de expressao génica in vitro (GARAMELLA et al., 2016). Desta forma, a enzima

€ uma opcao viavel para a construcdo do sistema de amplificagéo.
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Para construcdo do modulo de deteccdo deste sistema com o switch
DENV10550(2), foi realizada primeiramente a amplificacdo deste riboregulador
utilizando os oligonucleotideos 158 foward (fw), complementar ao inicio do inserto,
além de conter o promotor J23119 e o BioBrick prefixo, e primer 159 reverse (rv), que
possui 0 BioBrick sufixo e € complementar a regido do linker (que apresenta o sitio da
enzima Sall), e aplicando como molde o] plasmideo
pT7luc(GCA)_DENV10550Switch(2)_linker.

O inserto da T7 RNA pol foi amplificado com os iniciadores 160 fw, que adiciona
o sitio da Sall e inicia a amplificacdo da polimerase apds o codon inicial, e iniciador
161 rv, complementar ao final do gene T7RNApol, além de conter o terminador rrnB e
0 BioBrick sufixo, utilizando-se como molde o plasmideo pSB1C3_spoVG_ T7RNApol.
Os insertos obtidos, switch DENV10550(2) e T7 RNA pol, foram ligados por meio da
overhang gerada pela digestdo com Sall e clonados no backbone pSB1C3 por
BioBrick assembly gerando 0 plasmideo intermediario
pSB1C3_DENV10550Switch2_T7RNApol. O inserto do riboregulador ZIKV1440(2.6)
ligado a polimerase ja havia sido construido por Paiva (2018), sendo apenas
transferido do plasmideo pSignalAmp para o vetor pSB1C3, utilizado como base para

todas as construcdes desse trabalho.

Em relacdo ao médulo de resposta, a construgéo se iniciou com a amplificacédo
do inserto utilizando o plasmideo pSB1C3_ AraC-pBAD_EPICluc como molde, este
plasmideo contém a sequéncia da EPIC Luciferase sob controle do promotor PBAD,
induzivel por arabinose. Os primers utilizados foram o 255 foward, que contém o
BioBrick prefixo, o promotor T7 e um RBS forte para expresséao in vitro (UTR1), e 0
oligonucleotideo 256 reverse, complementar ao final do gene, além de portar o
terminador T500 e BioBrick sufixo. Ambos oligonucleotideos estéo descritos na tabela
10. Com o inserto PT7_EPICluc em méos seguiu-se para digestdo e clonagem no
vetor pSB1C3 por BioBrick assembly gerando o terceiro plasmideo intermediario deste
sistema, pSB1C3_PT7-EPICluc.

A construcdo dos modulos foi verificada pelo sequenciamento das sequéncias
nucleicas através do método de Sanger, e uma vez confirmada partiu-se para a
construcdo do dispositivo em plasmideo uUnico também por BioBrick assembly. Duas
estratégias de clonagem foram empregadas, uma buscando introduzir o inserto

PT7_EPICluc no plasmideo contendo o modulo de detecgcédo a partir do BioBrick
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prefixo e outra tentando incorpora-lo a partir do BioBrick sufixo, uma vez que a ordem
dos modulos no plasmideo ndo é importante pois ambos sdo compostos por unidade
de transcricdo completas, contendo promotor, RBS, ORF (do inglés, Open read frame)
e terminador. Assim construiu-se o] vetor
pSB1C3 DENV10550Switch2_T7RNApol_EPICluc, pela clonagem do mddulo de
resposta  no BioBrick  sufixo, e o plasmideo pSB1C3 _EPICluc
_ZIKV1440Switch2.6_T7RNApol, com a introducdo do médulo de resposta no
BioBrick prefixo.

3.8.Sistemas de sinalizacdo empregando a protease mf-Lon

Na construcao planejada deste dispositivo, 0s circuitos sintéticos conteriam 0s
riboreguladores entre o promotor J23119 e o gene da protease Mf-Lon, desse modo
a traducdo da protease € controlada pelo switch. Neste sistema a reacdo expressao
génica in vitro possui inicialmente a fluorescéncia da proteina verde fluorescente que
devera ser extinta caso o teste seja positivo, ou seja, na presenca do RNA trigger
especifico a protease serd expressa e degradard a GFP, que possui a cauda de
degradacdo pdt#5 especifica para tal Lon-protease, presente na reacdo (Figura 21).
Diferentemente dos outros dois dispositivos de sinalizacéo do trabalho, este sistema
trata-se de um circuito direto, uma vez que ha apenas uma etapa para ativagdo. No
entanto a resposta € indireta, definida pela degradacdo ou ndo da proteina
fluorescente presente na solucdo, assim esta cascata de sinalizacdo geraria uma
resposta mais prolongada, uma vez que a resposta fica menos dependente da
quantidade de RNA viral na amostra sendo decorrente a atuacdo da proteina

intermediéria, a protease.
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Figura 21 Esquema ilustrativo do funcionamento do sistema sinalizag&o utilizando a protease
mf-Lon como gene reporter. Na figura, o processo de transcricdo e a molécula de mRNA do
gene mf-Lon estdo suprimidos e para melhor entendimento apresentasse ainda o hairpin no
estado ON mesmo que este se desestruture com a ligacdo do RNA trigger. No estado OFF
(parte superior da figura) a estrutura secundaria formada pelo switch previna a expressao da
mf-Lon e a fluorescéncia da proteina fluorescente ndo é afetada (representada pelos
conjuntos de circulos avermelhados). No estado ON (parte inferior da figura), a partir da
ligacdo do RNA cognato transativador, o hairpin é resolvido, fazendo com que a protease Lon
possa ser expressa e assim passe a degradar as proteinas fluorescentes com a cauda de
degradacéo, fazendo com que a fluorescéncia da reacdo diminua (representada na figura
pelos conjuntos de circulos avermelhados sumindo). Fonte: O préprio autor.

Para construir tais dispositivos, primeiramente amplificou-se as partes dos
riboreguladores utilizando os oligonucleotideos 158 foward e 401 reverse, que €&
complementar ao final do inserto e contém os sitios da enzima Bsal seguido do
BioBrick sufixo, aplicando como molde 0 plasmideo
pT7luc(GCA)_DENV10550Switch(2)_linker para o switch DENV10550(2). No caso do
switch ZIKV1440(2.6), empregou-se o0s iniciadores 229 fw, complementar ao inicio do
inserto, contendo o BioBrick prefixo e o promotor J23119, e primer 400 rv,
complementar ao linker; apresentando o sitio da enzima Bsal seguido do BioBrick
sufixo, e aplicou-se o vetor pT7luc(GCA)-ZIKV1440-Switch.2.6_linker como molde da
reacdo de PCR. Assim obteve-se os insertos dos riboreguladores sob controle do
promotor J23119 e contendo o sitio de restricdo da Bsal ao final da sequéncia do

linker.
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No proximo passo, adquiriu-se o inserto mf-Lon por PCR adicionando como
molde o plasmideo pECG_mCherry-pdt#3 e empregando os primers 398 fw,
complementar ao inicio do gene (excluindo o ATG), possuindo o BioBrick prefixo e os
sitios da enzima Bsal, e o oligonucleotideo 399 rv, complementar ao final do gene e
contendo o BioBrick sufixo. Seguiu-se entdo para a digestdo das partes, os
riboreguladores foram cortados com as enzimas de restricdo EcoRI e Bsal e a da
protease com Bsal e Pstl. Os insertos digeridos foram unidos a partir das overhangs
da digestdo com a Bsal e clonados no plasmideo pSB1C3 por meio de BioBrick

assembly.

Também se construiu o plasmideo pSB1C3_PT7_mf-Lon para se avaliar a
atividade da Lon protease sem regulacéo por um switch no ambiente de expressao in
vitro. Para tanto amplificou-se a sequéncia da protease com os iniciadores 210 foward,
complementar ao inicio do gene e apresentando BioBrick prefixo e o promotor PT7, e
211 reverse, que contém o BioBrick sufixo e € complementar ao final do terminador
do gene mf-Lon, utilizando como molde o plasmideo pECG_mCherry-pdt#3, gerando
o inserto PT7_mf-Lon clonado por meio de BioBrick assembly no plasmideo backbone
pSB1C3 produzindo o vetor pSB1C3 PT7_mf-Lon.

3.8.1. Producéo de GFP.pdt#5

Neste sistema a protease foi testada como gene repoérter na reacdo de
expressdo génica in vitro. Para tanto, utilizou-se a proteina fluorescente GFP
fusionada a pdt#5, esta foi empregada na reacao de expressao génica in vitro deste

sistema, sendo adicionada na reag&o previamente.

Desse modo, anteriormente a expressao génica in vitro do sistema da protease,
obteve-se a proteina fluorescente com a cauda de degradacao. Para isto, células de
E. coli BL21 guimicamente competentes foram transformadas com o plasmideo
pZE27 GFP#5. Colbnias isoladas positivas foram pré-incubadas em 5 mL de meio LB
liquido contendo canamicina (50 pg/mL) durante a noite a 37 °C e 220 rpm. No dia
seguinte, realizou-se o cultivo em frascos Erlenmeyer de 500 mL, nestes adicionou-
se um volume final 100 mL de meio LB liquido contendo canamicina (50 pg/mL) com
a densidade 6ptica (D.O.) inicial da cultura de 0,02 (medida no comprimento de onda
de 600 nm). Incubou-se o cultivo a 37 °C e 220 rpm até que este alcancasse a D.O.

de 0,4 (referente a fase exponencial de crescimento do microrganismo) para que



66

entdo fosse adicionado IPTG (400 puM) afim de induzir a expressdao da proteina
fluorescente, a linhagem BL21 expressa a enzima T7 RNA polimerase a partir da
inducédo com IPTG. Antes da inducdo, uma aliquota de 1,5 mL foi retirada marcando
0 ponto zero da inducédo. Depois de induzido, o cultivo foi incubado a 37 °C e 220 rpm
durante 7 horas. Ao final deste tempo, a cultura foi transferida para tubos Falcon de
50 mL e centrifugada durante 10 min a 5000 G, o sobrenadante foi descartado e o
pellet de células foi ressuspendido em tampédo fosfato (ph 7,5). Para obtencdo da
GFP.pdt#5 realizou-se o rompimento celular do microrganismo produtor por meio de
10 ciclos de congelamento e descongelamento, seguido de sonicacao para garantir o
rompimento do maximo de células possivel. A sonicacédo foi realizada a 99% da
poténcia maxima (20.000 Hz) por meio de 10 ciclos, cada ciclo composto de 30
segundos de choque ultrassoénico e 5 minutos de descanso em gelo. Recuperou-se o
sobrenadante contendo a proteina fluorescente apds centrifugacao dos tubos Falcon
de 50 mL contendo o lisado a 29.300 G durante 30 min.

3.8.2. SDS-PAGE

Para confirmacédo da expressao da protease mf-Lon in vitro foi realizado SDS-
PAGE 12% (LAEMMLI, 1970). Na preparacdo da amostra os 10 pL da reacdo de
expressao génica in vitro realizada foram adicionados a 90 pL do tampao Laemmli e
homogeneizados, a mistura foi incubada durante 10 minutos a 99 °C em banho-seco

para desnaturacao das proteinas.

Iniciou-se a montagem dos géis com o gel de separacao (gel inferior), este foi
polimerizado durante 30-45 minutos. Em seguida, preparou-se o gel de resolucao (gel
superior), polimerizado durante 20-30 minutos. Na elaboracéo dos géis foi utilizada a
solucdo de 30 % de acrilamida/bis-acrilamida (BioRad) e estes foram preparados

como descrito anteriormente no topico de solugdes.

Na aplicacdo das amostras nos géis foram adicionados 10 pL de cada mistura
homogeneizada e desnaturada, logo em um poco aplicou-se a reag¢ao controle e em
outro a reacdo de expressao in vitro da protease (ensaio utilizando o plasmideo
pSB1C3 PT7_mf-Lon), os géis foram corridos em um sistema Mini-PROTEAN Tetra
(BioRad) banhados em tampéo de corrida. Aplicou-se uma corrente elétrica de 20 mA,
80 V, durante 2 horas (a amperagem foi mantida constante). O gel de proteina foi

entdo incubado durante 1 hora na solucdo fixadora. Em seguida, incubou-se na
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solucéo reveladora durante a noite. Apds a coloragéo, o excesso de corante do gel foi

removido por meio de banhos em agua destilada e alcool.
3.9.Sistemas de amplificacdo de sinal baseados em integrases

Inicialmente planejou-se testar apenas a integrase Bxbl nesse trabalho,
posteriormente surgindo a oportunidade de serem empregadas também as integrases
Int 9 e Int 13. Na estratégia inicial de amplificacdo de sinal aplicando uma integrase,
cada riborregulador (DENV10550 2.0 ou ZIKV1440 2.6) seria clonado,
separadamente, no plasmideo pSB1C3 entre o promotor T7 e 0 gene de uma
integrase. Uma segunda unidade de transcri¢cao seria adicionada ao vetor contendo o
gene reporter EPIC luciferase sob controle do promotor T7, no entanto este segundo
promotor T7 estaria orientado no sentido oposto ao gene reporter e flanqueado pelos
sitios de recombinacéo especificos (attB e attP) da integrase utilizada no médulo de
deteccdo. Neste contexto, na auséncia do RNA viral alvo, o gene repdrter ndo seria
expresso. Ja ha presenca do RNA trigger especifico, a integrase € expressa na reacao
de expressdo génica in vitro e atuara nos sitios de recombinacdo promovendo a
inversdo do promotor na direcao correta (atividade flip recombinase) (SIUTI et al.,
2013) levando, enfim, a transcricao e posterior traducéo do gene da EPIC luciferase
indicando a resposta positiva (Figura 22).
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Figura 22 Esquema ilustrativo do funcionamento do sistema de amplificacédo de sinal baseado
na atividade flip recombinase de uma integrase de serina. Na figura, o processo de transcrigdo
e amolécula de mRNA do gene da integrase e da EPIC luciferase estéo suprimidos. No estado
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OFF (parte superior da figura) o hairpin formado pelo switch previne a expressao da integrase.
No estado ON (parte inferior da figura), a partir da ligacdo do RNA alvo especifico, o hairpin é
resolvido, permitindo que a integrase seja expressa (conjunto de circulos azuis) e assim passe
a atuar nos sitios de reconhecimento attB (losango laranja) e attP (losango rosa) que
flanqueiam o promotor T7 invertido da segunda unidade de transcri¢éo, levando a inversao
do promotor para a dire¢cdo do gene repérter EPIC luc (conjunto de circulos laranja e verdes)
acarretando na sua expressao. Fonte: O préprio autor.

Devido a resultados prévios do sistema empregando a T7 RNA polimerase e a
diversos imprevistos planejou-se construir este dispositivo com duas unidades de
transcricdo clonadas em plasmideos separados, denominados plasmideo de
deteccdo (contendo o gene da integrasse controlado pelo riboregulador e sob o
promotor T7) e plasmideo de resposta (contendo o promotor T7 invertido flanqueado
pelos sitios de reconhecimento e o gene da luciferase EPICluc). De certo modo, a
separacao das unidades de transcricdo permite um ajuste mais fino da reacéo de
expressdo génica, uma vez que ha a possibilidade de ajustar a quantidade de cada
plasmideo na reacdo para gerar uma melhor resposta.

Uma abordagem similar, em que o circuito de deteccao dividido entre dois
plasmideos, foi realizada por Liu e colaboradores (2020), no qual utilizou-se o
regulador transcricional AtzR para a deteccéo de acido cianurico. AtzR é um regulador
do tipo LysR responséavel pela ativacdo do operon atzDEF, sendo ativado por acido
cianurico. Uma vez expresso AtzR se liga ao promotor PatzDEF ativando a transcricao
do gene sob controle do promotor. Empregou-se um plasmideo para a deteccdo
(expressando AtzR) e outro para a resposta (contendo o operon atzDEF e o gene
sfGPF), nos testes in vivo alcancou-se uma taxa de ativacao de 4,25 em relacédo ao
controle negativo (sem &cido cianurico) e nos testes in vitro a diferenca de amplitude

de ativacao atingiu um valor 12 vezes maior.

O uso de uma recombinase em um sistema de amplificacdo tem o potencial
nao s0 de amplificar o sinal, mas também de tornar a reacdo independente da
concentracdo do RNA viral (RNA trigger), uma vez que ap0s a concentracdo da
integrase atingir o limiar minimo para a exibicdo da atividade invertase ocorre a
alteracdo do estado da expresséo do gene repérter de desligado para ligado de forma

permanente.

Para a construgcéo do sistema com as integrases 9 e 13, foi primeiramente
necessario fazer a otimizacdo de cdédons do gene destas integrases (a sequéncia

obtida estava com codons otimizados para A. thaliana) para a aplicacdo destas
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proteinas em E. coli. Para isso, usou-se a plataforma online OPTMIZER
(http://genomes.urv.cat/OPTIMIZER/). Nesta ferramenta informou-se a ORF de cada
um dos dois genes. Em seguida, se definiu a base de dados de referéncia HEG-DB
(Highly Expressed Genes Database) para a analise de cddons mais usados e a
bactéria E. coli como organismo destinatario. Com a tabela de codons mais usados e
a sequéncia inserida o método de otimizagcdo “one amino acid - one cédon” foi
escolhido, neste método cdédons que codificam o mesmo aminoécido sao substituidos

pelos cdédons sinbnimos usados com mais frequéncia no conjunto de referéncia.

A partir das ORF otimizadas foi desenhado, no software SerialCloner, uma
sequéncia sintética de DNA para cada integrase (Int 9 e 13) contendo as duas
unidades de transcricdo na sequéncia (Figura 23), organizadas do seguinte modo: o
promotor T7 controlando a transcricdo do switch DENV10550(2) e o gene otimizado
da integrase (sem o cdédon inicial), seguido pelo terminador duplo B0015
(http://parts.igem.org/Part:BBa_B0015), subsequente tem-se o0 médulo de resposta
com promotor T7 invertido flanqueado pelos sitios attB e attP, o gene da EPICluc com

0 RBS e o terminador T500 ao fim da sequéncia.
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Figura 23 Representacdo geral do design de uma das sequéncias sintéticas de DNA para o
sistema de amplificacdo de sinal da integrase desenhado para sintese. Fonte: O préprio autor

Apbs o design das duas sequéncias, uma para cada integrase, encomendou-
se a sintese em uma empresa especializada em sintese de DNA sintéticos, Epoch
Life Science. Apds o recebimento de tais sequéncias notou-se que os plasmideos
sintetizados apresentavam uma luminescéncia alta (mais de 20 milhdes UA de
luminescéncia) na pré-cultura realizada para armazenar estoque dos plasmideos.
Uma vez que o sistema n&o deveria estar ativo resolveu-se sequenciar tais
plasmideos para checar a por¢éo inicial do médulo de resposta, com isso observou-
se gue os sitios de reconhecimento ja haviam sofrido recombinacéo, invertendo o

promotor T7 na direcdo do gene repérter e gerando os sitios de recombinacéo attL e
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attR. Logo a sequéncia sintetizada ndo poderia ser utilizada e a construcéao foi

reiniciada.

ApGs esse infortunio, obteve-se o inserto contendo o promotor T7 invertido
flanqueado pelos sitios de reconhecimento como duas sequéncias complementares
de oligonucleotideos, apresentadas na tabela 3 pelos niumeros 431 e 432 para a
integrase Bxbl, 453 e 454 para a Int9 e 455 e 456 para a Intl3. Estas sequéncias
foram desenhadas com as overhangs das enzimas EcoRI (na extremidade 5’) e Spel
(na extremidade 3’), assim nao se fez necessaria a digestdo destas partes para

clonagem por meio de BioBrick assembly junto ao gene reporter.

A Tabela 14 apresenta as sequéncias dos sitios de reconhecimentos (attB e

attP) para as integrases empregadas no trabalho.

Tabela 14 Sequéncias nucleicas dos sitios de reconhecimento das integrases. Fonte: O
préprio autor.

Sequéncia 5' - 3'

Bxbl | TCGGCCGGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCCGTCGTCAGGATCATCCGGGC

attB | Int 9 | TTTATATTGCGAAAAATAATTGGCGAACGAGGTAACTGGATACCTCATCCGCCAATTAAAATTTG
Int 13 | GCATACATTGTTGTTGTTTTTCCAGATCCAGTTGGTCCTGTAAATATAAGCAATCCATGTGAGT
Bxbl | GGGTTTGTACCGTACACCACTGAGACCGCGGTGGTTGACCAGACAAACCACGA

attP | Int 9 | TAATTGGAAGTTCGGAATAACTATGCAGATACCTGATACACACTTCCAACAAAAACAACCAC

Int 13 | TATTCGGAGTTGTATTTATGTTACTAAAACAACTGGTCAAGTTCTACAAATACAACCGTTATTG

Para a construcdo do plasmideo contendo o modulo de resposta introduziu-se
primeiramente o inserto contendo apenas um RBS e a ORF da EPICluc no plasmideo
pSB1C3. Este inserto foi gerado por PCR utilizando como molde o plasmideo
pSB1C3_Pt7-EPICluc e os primers 397 fw (contendo o BioBrick prefixo e sendo
complementar ao RBS e a parte inicial do gene da EPICluc) e 256 rv (complementar
ao final do gene EPICluc, além de portar o terminador T500 e o BioBrick sufixo). O
produto purificado da PCR foi digerido e clonado via BioBrick assembly, gerando o
plasmideo pSB1C3_RBS-EPICluc. Os oligonucleotideos complementares contendo o
promotor T7 invertido flanqueado pelos sitios de reconhecimentos attB e attP foram
anelados (incubacdo de 10 mM de cada oligonucleotideo em 100 puL tampé&o TE a
uma temperatura de 98°C por 10 minutos em banho-seco seguida de resfriamento da
mistura até temperatura ambiente) resultando na sequéncia dupla fita denominada

attB_PT7_attP a ser utilizada na clonagem. Até o momento da escrita deste texto, no
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entanto ndo se alcancou a introducdo da parte attB_ PT7_attP de nenhuma das
integrases, logo ndo se obteve plasmideo de resposta para esse sistema de

amplificagéo.

Os dispositivos de deteccdo foram construidos com as integrases 9 e 13
utilizando os plasmideos com as sequéncias sintéticas encomendadas como molde,
uma vez que apenas a segunda unidade de transcricdo (com o modulo de resposta)
estava incorreta. Para tanto, os iniciadores 458 foward (que contém o Biobrick prefixo
e o promotor T7) e 457 reverse (que possui a sequéncia do terminador BO015
(presente no final do gene das integrases) e o Biobrick sufixo) foram usados na PCR.
Para amplificacdo do mdédulo de deteccdo com a integrase Int9 empregou-se o
plasmideo pSB1C3_Switch2DEN10550 Int9 attB-P_EPICluc como molde e a
amplificacdo do modulo de deteccdo com a Intl3 aplicou-se o plasmideo
pSB1C3_ Switch2DEN10550 Int13 attB-P_EPICluc como molde. Os amplicons
purificados foram digeridos com as enzimas Xbal e Spel, ja que a ORF das integrases
9 e 13 continham sitios para as enzimas de restricdo EcoRlI e Pstl, e clonados no vetor
pSB1C3 (também digerido com Xbal e Spel), gerando as construcbes
pSB1C3_DENV10550Switch2_Int9 e pSB1C3_DENV10550Switch2_Int13

confirmadas por sequenciamento.
3.10. Analise in silico

As sequéncias do riboregulador DENV10550(2) e a sequéncia do riboregulador
ZIKV1440(2.6) foram avaliadas no software Nupack (ZADEH et al., 2011) e na
plataforma de softwares De Novo DNA (ESPAH BORUJENI et al., 2014; 2016; 2017).

No Nupack, analisou-se a estrutura secundaria dos switches nos estados ON e
OFF (DIRKS; PIERCE, 2004), avaliando-se a probabilidade do equilibrio no
pareamento das bases nucleicas (DIRKS et al. 2007) e estabilidade do pareamento
na interacdo em diferentes temperaturas. No software “De Novo DNA” calculou-se,
para cada estratégia de amplificacéo, a forca do RBS presente no riboregulador antes
e depois da interacdo deste com 0 RNA trigger cognato de modo a avaliar a taxa de

expressao no sistema ativo e inativo.
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3.11. Teste de funcionalidade dos sistemas de amplificacao de sinal

A funcionalidade dos circuitos sintéticos construidos foi testada contra
sequéncias sintéticas de RNAs correspondentes as sequéncias trigger no
desenvolvimento dos switches, assim como sequéncias sintéticas de RNAs de
tamanho semelhante ndo correspondentes/inespecificas. Sequéncias sintéticas de
DNA (50 nt) correspondentes aos RNAs trigger foram construidas sob controle do
promotor T7 e obtidas na forma de oligonucleotideos, sendo posteriormente aneladas,

purificadas por precipitacdo e transcritas em reacao in vitro.

Por uma questdo pratica, ndo foram testados RNAs virais completos, que
seriam dificeis de produzir em quantidades adequadas in vitro. Foram utilizadas
sequéncias sintéticas de RNA trigger, obtidas por meio de um sistema de transcricao
com a T7 polimerase. Usar sequéncias sintéticas curtas € uma boa forma de analisar
preliminarmente a resposta dos dispositivos (PARDEE et al., 2014). Embora pequenos
RNAs trigger sintéticos fornecam uma indicacdo representativa da funcdo dos
sensores a avaliagdo frente a RNAs virais de amostras biologicas se faz necessario
futuramente para observar o efeito de amostras de diferentes matrizes biolégicas na
funcionalidade do dispositivo. A ativacdo de expresséo génica geradas por cada RNA
switch testado com a adicdo de diferentes quantidades de RNA trigger foi medida e
comparou-se a diferenca de ativacao frente a um trigger especifico e um inespecifico
para avaliar a funcionalidade do dispositivo.

3.11.1. Transcri¢ao in vitro

As reacoes de transcrigcao in vitro foram realizadas utilizando a enzima T7 RNA
polimerase (Promega). Anteriormente a rea¢do, o DNA molde foi purificado e eluido
em agua livre de nucleases. A purificacdo foi feita por precipitacdo do DNA usando
etanol e acetato de sodio 3M (todos os componentes livres de RNAse). A reacéo de

transcri¢cao foi montada com descrito na tabela 15 abaixo com um volume final 50 pL.
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Tabela 15 Reacéo de transcri¢do in vitro. Fonte: O proprio autor.

Componentes Volume
Transcription optimized 5x Buffer 10 pl
DTT (100mM) 5 pL
rNTPs (2,5 mM/cada) 10 pl
DNA molde linearizado (2-5 pg) X ul
T7 RNA polimerase 40 U
Agua livre de RNase Completar para 50 pL

A reacao foi incubada a 37°C e 300 rpm em termobloco agitado durante a noite.

Apés, adicionou-se 1 U de RQ1 RNAse-free DNase (Promega) por ug de DNA molde

aplicado na reacao, e esta nova solugéo foi incubada a 37°C e 300 rpm em termobloco

agitado durante 2 horas. O RNA transcrito foi purificado por precipitacdo usando etanol

e acetato de soédio 3M (livres de RNAse), eluido em agua livre de nuclease e

quantificado na leitora de placas Infinite® M200 Pro (Tecan).

3.11.2. Ensaios de expresséao in vitro

As reacg0Oes de transcricdo e traducgdo in vitro foram realizadas para avaliar a

taxa de ativacao dos dispositivos regulados pelos Toehold switches frente a diferentes

tratamentos. Para isso utilizou-se os kits:

E. coli S30 Extract System for Circular DNA (Promega) o plasmideo empregado
deve conter o promotor procariético apropriado e sitio de ligacao ao ribossomo.
O extrato S30 para modelos de DNA circular é preparado a partir de uma cepa
de E. coli B (BL21) deficiente na atividade da endoproteinase OMPT e da
protease lon. No extrato, todos 0s componentes necessarios para transcricao
e traducdo de proteinas sdo encontrados, com excecdo de aminoacidos.

E. coli T7 S30 Extract System for Circular DNA (Promega) para expressar
vetores plasmidiais contendo o promotor T7 como controlador da transcricao
da unidade com o gene reporter. Este kit fornece um extrato de E. coli BL21
gue contéem a T7 RNA polimerase para transcricdo e todos os componentes
necessarios para esse processo, assim como para a traducao de proteinas,

exceto amino4cidos que devem ser adicionados na montagem da reacgao.

A deficiéncia em proteases dos extratos celulares presentes nestes Kkits

comerciais resulta em maior estabilidade de proteinas expressas que, de outra forma,

seriam degradadas por proteases se expressas in vivo.
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O kit a ser empregado depende da construcéo a ser testada, sendo E. coli S30
Extract System usado nos testes com o sistema de amplificacdo da T7 RNA
polimerase e o E. coli T7 S30 Extract System para as demais estratégias. Em cada
ensaio as reagdes foram montadas de acordo com o protocolo do fabricante (Tabela
16). Diferentes tratamentos foram analisados para a mesma construcao, sendo assim,
um mesmo dispositivo foi utilizado em diferentes reacdes variando-se apenas o0 RNA
trigger aplicado, sendo as condi¢cfes: RNA trigger especifico, uma outra utilizando o
RNA trigger inespecifico e uma reagdo controle sem trigger.

Tabela 16 Reacao de transcrigéo e tradugéo in vitro das construgées com switch. Fonte: O
préprio autor

Controle
Componentes Trigger especifico Trigger inespecifico (sem
trigger)
Plasmideo X pL* X pL* X pL*
RNA Trigger Y pL* Y pL* -
Aminoécidos 1,0 uL 1,0 uL 1,0 uL
S30p 4,0 L 4,0 uL 4,0 L
S30e T7 / S30e Circular 3,0 uL 3,0 uL 3,0 uL
H20 RNase free Completar p/ 10 uL | Completar p/ 10 pL C&nlglitfr

* 0 volume de X e Y variam de acordo com as concentragcfes de plasmideo e trigger a serem testadas.

As reacdes foram incubadas a 25°C, 30°C e/ou 37°C durante diferentes
intervalos até se padronizar a duracdo da incubacdo ideal para cada dispositivo
testado. Aliquotas de 2uL foram retiradas em intervalos determinados, sendo
imediatamente diluidas 10 vezes em BSA 1% (bovine serum albumine) afim de
interromper a reacdo da amostra retirada. No ponto final da incubacéo, o restante da
reacao também foi diluido 10 vezes em BSA 1% (m/v). As reacdes do sistema da mf-
Lon analisadas por SDS-PAGE néo foram diluidas.

De acordo com instrucdes do fabricante, as reacdes podem ser realizadas em
um volume de até 5 pL sem que a producéao proteica seja afetada, logo o volume final
do ultimo ponto das reagBes nunca foi inferior a esse valor. As aliquotas retiradas
durante a incubac&o permitem acompanhar a progressdo da expressao do gene
reporter com o tempo.

A leitura da luminescéncia, para os ensaios do sistema de amplificagéo da T7
RNA polimerase, foi realizada na leitora de placas Infinite® M200 Pro (Tecan) a uma

temperatura de 25°C, em 15 ciclos de 5 segundos de agitacao (158,9 rpm). Para a
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medicdo da luminescéncia adicionou-se em pocos individuais de uma placa branca
(Costar 96 pocos flat white) 50,0 yuL de substrato (luciferina e ATP) e 10,0 pL do
produto da reacgdo diluido com BSA 1%, os picos de luminescéncia foram anotados,
normalizados e comparados entre os tratamentos.

A leitura da fluorescéncia, para os ensaios do sistema da protease Mf-Lon, foi
realizada na leitora de placas a uma temperatura de 37°C, por 24 ciclos, cada ciclo se
refere a 5 minutos de agitacdo (158,9 rpm) e posterior leitura da fluorescéncia
(excitagdo a um comprimento de onda de 485 nm e medi¢cdo da emissao a 530 nm),
totalizando 2 horas de acompanhamento da fluorescéncia. Para a medicdo se ajustou
manualmente um ganho (fator de amplificacdo) em 100 e a Z-position para 16640 um,
este Ultimo determina a posi¢ao vertical em que o detector faz a medicao e seu valor
varia de acordo com o volume de amostra analisado. Para cada reagao adicionou-se,
em pocos individuais de uma placa branca de fundo branco (Costar 96 pocos flat
white), 100 pL da solucédo de tampdo fostato pH 7 contendo a proteina GFP.pdt#5
para o controle sem reacdo de expressao génica; para os tratamentos (sem trigger;
com trigger especifico e com trigger inespecifico) adicionou-se 90 uL da solucéo de
GFP.pdt#5 e 10 pL do produto da reacdo diluido com BSA 1%, os picos de

fluorescéncia foram anotados e comparados entre os tratamentos.
3.12. Anélise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados utilizou-se os softwares Minitab
(versado 19) e Excel 2016. Primeiramente, os resultados dos ensaios de expressao in
vitro foram tratados, normalizando-se a taxa de expressdo, definida pelo nivel de
luminescéncia/fluorescéncia de cada tratamento, pelos valores do controle sem
trigger. Em seguida, atestou-se a normalidade dos dados pelo Teste de Ryan-Joiner
(similar ao teste Shapiro-Wilk), por fim realizou-se a analise de variancia das médias
individualmente em cada intervalo por meio do ANOVA de fator unico (p<0,05) e

comparacao por teste Tukey (p<0,05).
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4. Resultados e Discussao

4.1.Andlise in silico

O riborregulador DENV10550(2) e o riborregulador ZIKV1440(2.6), apresentados na
tabela 3, foram avaliados nos softwares Nupack e De Novo DNA, empregando
também a sequéncia dos RNAs alvo (tabela 17) nas analises. Na tabela 17 apresenta-
se dois RNAs trigger de ZIKV (1440 e 9452) pois ambos foram utilizados como trigger
inespecificos nas reacdes com dispositivos empregando o switch DENV10550(2).

Tabela 17 Sequéncia dos RNA alvo complementar ao sitio de ancoragem de cada Toehold
switch. Fonte: O proprio autor.

RNA trigger | Sequéncia

ZIKV1440 5 TAATGACACAGGACATGAAACTGATGAGAATAGAGCGAAAGTT 3’

DENV10550 | 5 AAGCTGTACGCATGGGGTAGCAGACTAGCGGTTAGAGGA 3’

ZIKV9452 5 TTCTAGAGATGCAAGACTTGTGGCTGCTGCGGAGGTCAGA 3’

No Nupack foi prevista a estrutura secundaria formada pelo switch sozinho e a
estrutura deste apés hibridizacdo com o RNA alvo especifico, nestas conformacdes
avaliou-se a probabilidade do equilibrio do pareamento das bases nucleicas e
estabilidade do pareamento na interacdo em diferentes temperaturas. Observou-se
para o riboregulador DENV10550(2) (Figura 24) e para o ZIKV1440(2.6) (Figura 25)
uma energia livre baixa, principalmente no estado ON quando o trigger esta
hibridizado, alcancando, respectivamente, - 100,67 kcal/mol e -79,09 kcal/mol,
indicando a alta probabilidade de hibridizacdo switch-trigger e consequente
especificidade do regulador para o RNA alvo. Os valores de energia livre baixos
correspondem a uma maior estabilidade da estrutura secundaria no equilibrio, ou seja,

um maior numero de moléculas vai apresentar tal conformacéao.
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Figura 24 Representacdo da estrutura secundaria do switch DENV10550(2) livre (A),
referente ao estado OFF, e da estrutura apds pareamento com trigger especifico (B), referente
ao estado ON. Pode-se observar a probabilidade do equilibrio das estruturas secundarias
formadas, a taxa do equilibrio do pareamento é representada pela escala de cor observada
na interacdo de cada base nitrogenada. O RBS estd presente no topo do hairpin,
ribonucleotideos 55-62, e cddon inicial encontra-se em seguida ribonucleotideos 69-71. Na
segunda parte de (B) representa-se o riborregulador em verde e o RNA alvo em vermelho.
Fonte: NUPACK.
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Figura 25 Representagao da estrutura secundaria do switch ZIKV1440(2.6) livre (A), referente
ao estado OFF, e da estrutura apds pareamento com trigger especifico (B), referente ao
estado ON. Pode-se observar a probabilidade do equilibrio das estruturas secundarias
formadas, a taxa do equilibrio é representada pela escala de cor observada no pareamento
de cada base nitrogenada. O RBS esta presente no topo do hairpin, ribonucleotideos 49-55,
e codon inicial encontra-se em seguida ribonucleotideos 62-64. Na segunda parte de (B)
representa-se o riboregulador em verde e o RNA alvo em vermelho. Fonte: NUPACK.

Com a alta probabilidade de equilibrio e energia livre baixa no estado off, -40,42
kcal/mol para o switch DENV e -38,71 kcal/mol para o regulador ZIKV (Figura 24a e

25a, respectivamente), espera-se que mesmo que um ribossomo consiga se ligar ao
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RBS e resolver o arranjamento do hairpin, 0 RNAmM possa se rearranjar novamente
rapidamente, uma vez que 0 processo € energeticamente favoravel, evitando alto
vazamento do circuito pelo drafting de ribossomos. Por outro lado, um RBS forte foi
escolhido para a sequéncia dos switches para que, apés hibridizagdo com o RNA

trigger especifico e resolvido o hairpin, a traducéo se iniciasse rapidamente.

Pela plataforma de softwares De novo DNA, pode-se calcular a forca do RBS
em cada uma das construgdes dos sistemas de amplificagédo, buscando predizer as
diferentes taxas de traducao no estado on e off para cada estratégia. Para isso, no
software, introduziu-se a sequéncia do RNAm referente a sequéncia completa do
switch e parte da ORF do gene regulado para simular o estado desligado, ou seja, na
auséncia do RNA alvo cognato. Para simular o estado ligado, adotou-se a parte do
switch néo hibridizada com o trigger e o trecho inicial da ORF do gene regulado como
RNAmM de input ao software. A inclusdo de sequéncias a jusante e montante do RBS
€ importante uma vez que estas regibes também influenciam na forca de ligacdo do

ribossomo.

Para os sistemas da protease mf-Lon, quando empregado o riboregulador ZIKV
o0 software prevé, no estado off uma taxa de traducéo de 0,19 UA e energia livre (AG)
total de 19,46 kcal/mol. Com o sistema ativo a taxa de traducéo atinge 6115,47 UA e
energia livre total -3,56 kcal/mol. Neste mesmo sistema, mas com o switch DENV, no
estado desligado é previsto taxa de traducao igual a 4,53 UA e AG total de 12,46
kcal/mol. No estado on é previsto que esta construcao alcance uma taxa de traducéo
de 2809,79 UA e energia livre total de -1,83 kcal/mol.

J& para os sistemas da T7 RNA polimerase foi previsto uma taxa de traducdo
igual a 0,19 UA e energia livre total de 19,46 kcal/mol na auséncia do trigger especifico
e uma taxa de tradugao igual a 6115,47 UA e AG total de -3,56 kcal/mol na presenca
deste para a construcéo utilizando o riboregulador ZIKV no controle da expresséo da
enzima T7. Neste mesmo dispositivo bioldgico com o switch DENV a taxa de traducéo
predita com o sistema desligado € igual a 9,3 UA e energia livre total € de 10,86
kcal/mol, na presenca do trigger especifico a taxa de traducdo sobe para 3102,23 UA
e a AG total é -2,05 kcal/mol.

Para o dispositivo da integrase, calculou-se a forca do RBS para cada um dos
dois plasmideos. No plasmideo de deteccdo que contém o riboregulador
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DENV10550(2), estimou-se a taxa de traducdo para o sistema inativado e ativado
(presenca do RNA especifico), respectivamente, 12,68 UA (AG total: 10,17 kcal/mol)
e 3085,52 UA (energia livre total de -2,04 kcal/mol). No segundo plasmideo, o de
resposta, a traducdo ndo € regulada, apenas a transcricdo por meio da orientacéo do
promotor. A taxa de traducao calculada para o codon inicial da luciferase deste inserto
€ de 25.155 UA, com uma energia livre total de -6,7 kcal/mol, indicando que a traducéo
desta ORF é altamente favoravel, o que geraria uma resposta rapida apés a inversao
do promotor. A tabela 18 abaixo resume as informacdes da forga prevista para o RBS
descrita para cada um dos sistemas de sinalizacdo, ligados e desligados, de modo a

facilitar a comparacao.

Tabela 18 Calculo da taxa de traducéao e energia livre dos sistemas de sinalizacao ativos e
inativos. Fonte: O préprio autor.

Sistema de switch switch
L ~ DENV10550(2) | ZIKV1440(2.6)
sinalizacéo
OFF ON OFF ON
taxa de
traducdo | 4,53 [2809,79| 0,19 |6115,47
Mf-Lon (UA)
AG 1246 | -183 | 1946 -356
(kcal/mol) ’ ’ ’ ’
taxa de
T7 RNA trek%tfa\g)ao 9,3 |3102,23| 0,19 |6115,47
polimerase AG
10,86 | -2,05 | 19,46 | -3,56
(kcal/mol)
taxa de
traducdo | 12,68 | 3085,52 - -
Integrase (UA)
AG
(kcal/moly | 1017 | =204 | - J

A partir das forcas do RBS calculadas e dados energia livre da estrutura
secundaria, podemos esperar gue ha uma baixa probabilidade de ocorrer drafting de
ribossomos no estado Off dos sistemas, evidenciado pela baixa taxa de traducéo
prevista (0 maior valor alcancada foi de 4,53 UA no sistema mf-Lon com o
riborregulador DENV). J& no estado On, nota-se altas taxas de tradugéo alcancando
valores acima de 6000 UA nos sistemas acoplados com o switch ZIKV e valores acima

de 2800 UA para os sistemas com o switch DENV, essas altas grandezas indicam um



81

alto recrutamento de ribossomos e implicam uma traducao rapida e volumosa apos a
ativacado do sistema, além de demonstrarem in silico a regulacdo da expressao dos

sistemas propostos.
4.2.Teste de funcionalidade

Apenas os sistemas empregando a T7 RNA polimerase e o0s sistemas
baseados na protease Mf-Lon foram completamente construidos, jA o sistema
empregando integrase esta incompleto, uma vez o os plasmideos com o modulo de

resposta ndo foram desenvolvidos em tempo habil.

No decorrer da construcdo desses dispositivos bioldgicos outros diversos
plasmideos intermediarios (em que apenas um inserto da construcao foi adicionado
ao vetor, como, por exemplo, o plasmideo pSB1C3_RBS-EPICluc) foram produzidos.
No Apéndice | deste documento encontra-se o resultado do sequenciamento para a
confirmacédo das clonagens dos sistemas de sinaliza¢do construidos, assim como de

alguns plasmideos intermediarios gerados no processo de clonagem.

4.2.1. Sistema de sinalizacdo baseado na protease Mf-Lon

Primeiramente, para atestar que proteina verde fluorescente havia sido
devidamente expressa realizou um ensaio comparando o nivel de fluorescéncia do
lisado da cultura utilizada para expressar a proteina, as células E.coli BL21
transformadas com o plasmideo pZE27_ GFP.pdt#5, e a mesma linhagem sem o
plasmideo. As amostras das culturas foram diluidas até a mesma DOsoo, para garantir
aproximadamente a mesma quantidade de células nos dois tratamentos e em seguida
foram lisadas com lisozima. Apds o rompimento das células e centrifugacdo, uma
aliquota do sobrenadante resultante foi empregada na medicdo de fluorescéncia e o
resultado € apresentado na figura 26 abaixo. Pode-se observar uma emissao de luz
verde, apoOs excitagdo, 6,5 vezes maior na linhagem contendo o plasmideo
pZE27_ GFP.pdt#5, evidenciando que a proteina GFP fusionada a cauda de
degradacéao #5 foi expressa.
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Figura 26 Comparacao de nivel de fluorescéncia entre o lisado de uma cultura utilizando
células transformadas com o plasmideo pZE27 GFP.pdt#5 e a mesma linhagem sem
plasmideo (Controle). Para a medicado, a concentracdo de células foi normalizada na mesma
O.D para as duas amostras, os valores de fluorescéncia sdo apresentados em unidades
arbitrérias (UA). Fonte: O préprio autor.

Obtida a proteina GFP.pdt#5, seguiu-se para o teste da funcionalidade das
construgcbes dos sistemas de sinalizacdo mf-Lon. Como a resposta positiva deste
sistema se baseia na perda da fluorescéncia, realizou-se testes iniciais de transcricéo
e traducdo in vitro durante 4 horas a 37°C, esta incubacdo longa foi planejada
objetivando obter uma alta expresséo da protease, para entao se realizar a adicdo do
produto da reacdo na solugdo salina contendo GFP.pdt#5 e assim computar a

variacdo na fluorescéncia.

Com o intuito de produzir uma alta quantidade da protease mf-Lon, foi utilizado
na reacao de expressao in vitro 2ug de plasmideo molde. No primeiro momento nao
foram adicionados os RNA trigger de modo a avaliar o vazamento das construgdes.
As reacoes de expressao génica in vitro foram realizadas em 3 diferentes tratamentos,
em uma se utilizou a construcdo do sistema com o switch DENV, outra para o
riboregulador ZIKV e uma terceira condicdo sem a adicdo de plasmideos (utilizada
como controle), os ensaios foram realizados apenas em duplicata uma vez que ainda
se estava definindo as condi¢fes ideias para o teste. Apés 4 horas de incubacéo, as
reacoes in vitro foram empregadas no ensaio de degradacao da GFP.pdt#5. Avaliou-
se a perda de fluorescéncia desta nova solucdo durante duas horas, o resultado das

médias deste ensaio € apresentado no gréafico abaixo (Figura 27)
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Figura 27 Ensaio de degradacdo da GFP.pdt#5 pela protease Mf-Lon. Trés diferentes
condicbes foram testadas, uma sem plasmideo (azul), 2 pg de plasmideo
pSB1C3_DENVSw_mf-Lon (amarelo) e 2 pg de plasmideo pSB1C3_ZIKVSw_mf-Lon
(laranja). O resultado da expressdo génica foi aplicado a uma solucdo salina contendo
GFP.pdt#5 e a fluorescéncia foi medida durante 2 horas em intervalos de 10 minutos. Os
valores de fluorescéncia sdo apresentados em unidades arbitrarias (UA) e o tempo em
minutos (min). Fonte: O préprio autor.

Pode-se observar na figura 27 que ha uma baixa taxa de degradacdo da
proteina fluorescente. Mesmo sem a adi¢cdo do RNA alvo especifico para ativacao de
cada riboregulador, esperava-se uma pequena diminuicdo da fluorescéncia devido ao
vazamento do dispositivo. Assim, um novo teste foi realizado para verificar o
funcionamento da Mf-Lon, utilizando-se um plasmideo sem a regulacédo da traducéo
por riboreguladores. O vetor pSB1C3_Pt7_mf-Lon, em que o gene da protease esta
apenas sob controle apenas do promotor T7, foi submetido a expressao génica in vitro
em duas diferentes quantidades de plasmideo (600 ng e 1000 ng), novamente a
expressdo génica foi realizada durante 4 horas e como anteriormente se avaliou
variacdo da fluorescéncia com o produto da expressédo, porém neste caso durante

aproximadamente 1,5 horas. (Figura 28).
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Figura 28 Ensaio de avaliagdo da protease Mf-Lon. Neste teste a expresséo in vitro da
protease ndo sofria regulagdo de um riborregulador. Trés diferentes tratamentos foram
realizados na expressdo génica in vitro utilizando o plasmideo pSB1C3_Pt7_mf-Lon, foram
eles: controle sem plasmideo (laranja), 600 ng de plasmideo (verde) e 1000 ng de plasmideo
(cinza). O resultado da expressédo génica in vitro foi aplicado & uma solu¢cdo contendo
GFP.pdt#5 e a fluorescéncia foi medida durante 95 minutos em intervalos de 5 minutos. Os
valores de fluorescéncia sdo apresentados em unidades arbitrarias (UA) e o tempo em
minutos (min). Fonte: O proprio autor.

Contudo nao se observou uma reducado significativa na fluorescéncia no
periodo analisado, nota-se uma reducdo de 8,27% na reacdo controle, uma
diminuicdo em 11,53% da fluorescéncia na reagdo com 600 ng de plasmideo e uma
atenuacao de 11,47% na reacdo com 1000 ng de plasmideo. Segundo informacdes
da literatura, esta Lon protease in vivo degrada 50% das proteinas fluorescente com
a cauda pdt#5 uma hora e meia apos a inducao de sua expressao, resulta em 90% de
degradacdo com 3 horas e alcanca quase 100% de degradacdo 4 horas apés a
inducdo (CAMERON; COLLINS, 2014). Uma vez que a expressao génica in vitro da
protease foi realizada durante 4 horas, previamente ao ensaio de degradacéo da GFP,
o decrescimento da fluorescéncia observado foi muito baixo, ainda mais se levarmos
em conta o quenching da GFP devido aos ciclos de excitacdo a cada 5 minutos

durante a 1,5 de reacdo de leitura da fluorescéncia.

Realizou-se um SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil-
sulfato de sddio) 12% para verificar a expressao da mf-Lon nos ensaios in vitro. Para
tanto, dois novos ensaios de expressdo génica foram realizados, um controle sem

adicdo de plasmideo e um com o plasmideo pSB1C3_PT7_mf-lon como molde para
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producdo da protease. ApOs incubacédo de 4 horas, as reacfes de transcricdo e
traducdo in vitro foram submetidas a SDS-PAGE e o gel resultante da corrida é
apresentado na figura 29. A massa molecular da mf-Lon é de 89,28 kDa, esperava-se
um gel com muitas bandas uma vez que um dos componentes do kit de expresséo in
vitro € um extrato celular, no entanto apos 4 horas de expressdo génica in vitro
esperava-se encontrar um banda proeminente na faixa de 89 kDa na reacdo com
molde em comparacado com o pog¢o da reacéo controle, o que indicaria a expressao
da proteina desejada. A expressdo da proteina era esperada uma vez que o0
sequenciamento do plasmideo (Apéndice |, figura A2) ndo apresenta nenhum erro na

sequéncia do promotor, RBS ou na sequéncia inicial e final do gene mf-lon.

L C- mfL

Figura 29 SDS-PAGE dos ensaios in vitro da protease mf-Lon. (L) marcador de massa
molecular PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo) 10-180 kDa; (C-) reacdo de
expressdo génica in vitro controle sem plasmideo; (mfL) reacdo de expressao génica in vitro
da protease mf-Lon, 100 ng do plasmideo pSB1C3_PT7_mf-lon foi utilizado como molde nesta
reacdo. S@o destacadas as bandas de 100 e 75 kDa, a massa molecular da mf-Lon € de
aproximadamente 89 kDa. Fonte: O préprio autor.

N&o se observou a banda proeminente esperada, algumas hip6teses podem

ser levantadas para explicar tal resultado como, por exemplo, o periodo de incubacao
da reacdo de expressao génica ou da reacdo de degradacao do fluoroforo deve ser
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maior para observar a acdo da protease (esta alternativa iria contra um dos objetivos
do trabalho, que é a rapidez do teste), expressao muito baixa da mf-Lon ou expresséo
em uma forma néo ativa in vitro. A busca de artigos citando o uso desta Lon protease
in vitro no banco de dados NCBI usando as tags “(mf-lon) AND (in vitro)” e
“‘(Mesoplasma florum Lon protease) AND (in vitro)” ndo retornam resultado. No
entanto, ha artigos citando o uso desta enzima no design de circuitos sintéticos
empregados em células microbianas (HUANG et al., 2012; MAIER et al. 2017,
CAMERON; COLLINS, 2017). Este fato apenas néo é suficiente para se afirmar que

tal protease ndo funciona em um ambiente cell-free, mas corrobora para esta hipotese.

A partir de tais resultados, seguiu-se para a construcdo das demais estratégias
de sistemas de amplificagéo de sinal e devido a falta de tempo n&o se investigou mais
a fundo a raz&o pela qual a protease nao foi funcional in vitro. As etapas a serem
investigadas seriam se ha um problema com a transcricdo do gene, que poderia ser
analisado por meio de uma gPCR, ou se o problema € na traducéo da proteina, para
isso um método mais especifico que SDS-PAGE para deteccao da proteina poderia

ser utilizado, como o Western Blot.

4.2.2. Sistema de amplificacdo de sinal baseado na T7RNApol

Na avaliacdo dos sistemas empregando a T7 RNA polimerase, primeiramente
foram realizados diversos ensaios de transcri¢do e traducao in vitro com o objetivo de
definir as condi¢des padrdo para os testes seguintes. Para tanto, realizou-se reacoes
sem a adicdo de RNA trigger, apenas variando a quantidade de DNA plasmidial
(pSB1C3_SwitchDENV10550(2) T7RNApol_EPICluc ou pSB1C3_
SwitchZlKV1440(2.6) T7RNApol_EPICluc) em cada reacdo a fim de avaliar o
vazamento dos sistemas, isto € a producado de luminescéncia sem introducéo do RNA
trigger para “ativar” a tradugéo do gene da T7 RNA polimerase, e assim encontrar uma
concentracdo ideal de DNA, que apresentasse, no estado off, uma luminescéncia
inferior a 800 UA. Ao fim, definiu-se a utilizacdo de 100 ng de plasmideo
pSB1C3_ SwitchDENV10550(2) T7RNApol EPICluc e 75 ng para o plasmideo
empregando o switch ZIKV1440(2.6) por reagao.

Os sistemas foram caracterizados por meio de reacdes de transcricdo e
traducdo in vitro seguidas de reacdes de luminescéncia para avaliar a resposta do

gene reporter. As unidades de transcricdo foram identificadas como modulo de
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deteccao (apresentando o Toehold switch, DENV10550 ou ZIKV1440, clonado entre
o promotor PJ23119 e o gene da T7 RNA polimerase) e médulo de resposta (com o
gene reporter EPICIuc sob controle do promotor T7). A partir dos resultados de
luminescéncia analisou-se a taxa de expressdo do gene repoérter submetido a
diferentes tratamentos, sendo eles: presenca de trigger especifico, presenca de trigger
inespecifico e auséncia de qualquer trigger. As andlises nestas condi¢cdes buscam
observar o efeito da riboregulacdo dos switches nas construcbes na presenca e
auséncia do RNA alvo. Para facilitar o entendimento separou-se os resultados de

acordo com o riboregulador utilizado para deteccéo.
Riboregulador DENV10550(2)

As reacdes de expressao génica com o sistema de amplificacdo da T7 RNA pol
com o switch DENV10550(2) foram realizadas em trés temperaturas (25°C, 30°C e
37°C). Nos ensaios com o dispositivo em plasmideo Unico adicionou-se 100 ng do
vetor por reagdo. Ja para o sistema em dois plasmideos (nomeado T7RNApol 2p),
duas diferentes razfes entre plasmideo de deteccéo e plasmideo de resposta foram
avaliadas, sendo elas 5:1 e 1:10 (deteccdo:resposta), sendo aplicados,
respectivamente 50 ng do dispositivo de deteccdo e 10 ng do dispositivo de resposta
(nomeados ensaios T7TRNApol 2p 50:10), e 10 ng do plasmideo de deteccao e 100 ng
do plasmideo de resposta (ensaios T7RNApol 2p 10:100). Em cada replicata, os 3
tratamentos (controle sem trigger; trigger especifico e trigger inespecifico) foram
executados, este fato € importante pois as reacdes sdo sensiveis e realizadas em um
volume muito pequeno (10 pL), sendo necessério realizar as reagfes controle
simultaneamente para cada repeticdo. Os valores brutos de luminescéncia gerados
foram normalizados pelos dados do controle sem trigger de cada replicata, as médias

e desvio padréo das repeti¢cdes foram calculadas a partir dos dados normalizados.

Sao apresentados na figura 30 abaixo os resultados do ensaio de expressao
génica do sistema em plasmideo Unico realizados a 30°C, adicionou-se 500 ng de
trigger especifico ou inespecifico como tratamento. Dois intervalos de incubagéo
foram avaliados, 10 e 20 minutos, para se encontrar o tempo ideal que resulta a maior

amplitude de expressao génica entre o trigger especifico e o inespecifico.
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Figura 30 Taxa de ativagdo génica do sistema de amplificacdo T7 com o switch
DENV10550(2) com reagéo incubada a 30°C. Comparacao das médias de luminescéncia dos
ensaios de expressao génica realizados em triplicata complementados com 500 ng de trigger
especifico DENV10550 (amarelo), com 500 ng de trigger inespecifico ZIKV1440 (laranja), e
reacdo controle sem RNA trigger (azul). Os valores de luminescéncia foram normalizados pelo
controle, o tempo esta expresso em minutos (min). Analise de variancia ANOVA (valor p<0,05)
e comparagao por teste de Tukey (valor p<0,05). Fonte: O proprio autor.

Embora tenha-se observado uma amplitude de ativacdo 19% maior para a
reacao com o RNA alvo especifico aos 20 minutos quando comparada com a resposta
da reacdo com trigger inespecifico no mesmo intervalo, ndo se constata uma variagédo
da expresséo do gene reporter significativa entre os tratamentos, analise por ANOVA
(valor de p<0,05) resulta em um valor de p= 0,348. Entre as replicatas deste teste,
principalmente das reacdes com RNA especifico (DENV10550), houve grande
variacdo da resposta gerando desvios padréo altos e se observa uma amplitude de
ativagdo com o trigger DENV10550 quase similar, em média, aos 10 minutos de
reacdo. A partir deste resultado realizou-se novas reacdes, porém incubadas a 37°C,
para avaliar se 0 aumento da temperatura afetaria o padréo de resultado alcangado

nas reacgdes incubadas a 30°C.

Nos ensaios incubados a 37°C, trés intervalos de incubagéo foram analisados,
5, 10 e 20 minutos. No entanto, ndo houve mudanca no padrdo de resposta gerado
(Figura 31), ou seja, ainda ndo se observou especificidade do dispositivo para os
diferentes RNA triggers aplicados.
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Figura 31 Taxa de ativacao génica do gene repérter no sistema de amplificagcdo T7 com o
switch DENV10550(2) com reacdo incubada a 37°C. Comparacdo das médias de
luminescéncia dos ensaios de expressao génica realizados complementados com 500 ng de
trigger especifico DENV10550 (amarelo), ou com 500 ng de trigger inespecifico (laranja), e
sem RNA trigger, controle (azul). Os valores de luminescéncia foram normalizados pelo
controle sem RNA trigger, o tempo estd expresso em minutos (min). Fonte: O préprio autor.

Os resultados dos testes para esse sistema néo exibiram seletividade para os
RNAs alvo especificos, tais resultados devem ser decorrentes do vazamento do
sistema. O promotor J23119 utilizado no mddulo de deteccdo € um promotor forte de
E. coli como publicado no website do “Registry os Standard Biological Parts”
(http://parts.igem.org/Part:BBa_J23119), sendo também caracterizado como forte em
cianobactéria (MARKLEY et al., 2015). Este promotor leva a uma alta transcricdo da
primeira unidade e consequente aumento do vazamento da expressao da polimerase.
Na reacdo de expressdo génica in vitro, uma vez que a T7 RNA polimerase é
traduzida, esta comeca a atuar no promotor T7 gerando a resposta do sistema. Logo,
0 vazamento da polimerase pode nivelar os niveis de expressdao do gene repdrter
entre os tratamentos. Desse modo, avaliou-se reduzir a temperatura em que as
reagOes com plasmideo Unico sdo incubadas para 25°C, visando diminuir a atividade

da T7 RNA polimerase.

Nas reacdes a 25°C como nos ensaios anteriores avaliou-se a resposta aos 5,
10 e 20 minutos de incubacgéo e empregando, no entanto, 1000 ng de RNA trigger. Os
niveis de luminescéncia gerada aos 5 minutos para todos os tratamentos foram

baixos, ndo sendo possivel diferenciar do background da reacdo de luminescéncia,
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assim analisou-se apenas as médias com 10 e 20 minutos (Figura 32), nessa nova
condicado de temperatura pode-se notar uma resposta positiva mesmo que inferior ao
esperado, apresentando uma amplitude de resposta para o RNA especifico 36% maior

aos 10 minutos e 30% maior aos 20 minutos.
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Figura 32 Grafico das médias de luminescéncia do ensaio de expressao génica com o sistema
T7RNApol com o switch DENV10550(2) incubada a 25°C. Comparacao das meédias de
luminescéncia dos ensaios de expressdo génica complementados com 1000 ng de trigger
inespecifico ZIKV1440 (laranja), 1000 ng de trigger especifico DENV10550 (amarelo), e sem
RNA trigger, controle (azul). As reagBes foram realizadas em triplicata e os valores de
luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger, o tempo esta expresso em
minutos (min). Analise de variancia ANOVA (valor p<0,05) e comparacao por teste de Tukey
(95% de confianga) foram avaliados individualmente para cada intervalo de tempo. Fonte: O
préprio autor.

Analise ANOVA fator unico (valor p<0,05) mostrou variancia significativa na
ativacao do dispositivo entre os triggers DENV10550 e ZIKV1440 (Figura 33) aos 20

minutos de reacéo.



91

ICs Simultaneos de 95% de Tukey

Diferengas de Médias para luminescéncia com 10 min de reagdo

DENVIOSS0 - Controle } P

L ]

ZIKV1440 - Controle [

L ]

ZIKV1440 - DENVI0SSQ

-0.7 -06 -05 -04 -03 -02 -0.1 00

ICs Simultaneos de 95% de Tukey

Diferengas de Médias para luminescéncia 20 min de reagdo

L 4

DENVIOSEQ - Controle

ZIK\V1440 - Contrale I 4 1

ZIKV1440 - DENVIOS50 [ & 1

Figura 33 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol com o switch DENV10550(2)
incubado a 25°C empregando 1000 ng de trigger. Intervalo de confianca de 95%. Aos 10
minutos de incubag&o ndo ha diferenca significativa entre as médias de luminescéncia entre
DENV10550 e ZIKV1440 (gréfico superior). J& aos 20 minutos a taxa de ativacao do sistema
guando adicionado o RNA alvo especifico é significativamente diferente de quando se
adiciona o trigger inespecifico (gréfico inferior). Fonte: O préprio autor.

Divisdo dos médulos do sistema em dois plasmideos

Com a alta eficiéncia da T7 RNA polimerase e pelos resultados do sistema em
plasmideo Unico, ponderou-se separar o sistema em dois plasmideos, cada um
contendo uma das unidades de transcricdo, podendo assim controlar melhor a

proporcao dos médulos do dispositivo.
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Nesta tentativa de aprimorar a resposta realizou-se ensaios com 0 sistema
T7RNApol 2p 50:10 (vetor de deteccao: vetor de resposta), esta proporcao foi obtida
apos reacdes controle testando diferentes quantidades de cada plasmideo até se
alcancar uma resposta dentro do limite definido (luminescéncia no estado off inferior
a 800 UA e superior a 100 UA). Assim como para o teste a 25°C, os niveis de
luminescéncia gerados aos 5 minutos foram similares ao background, indicando que
a expressao génica in vitro ndo atingiu niveis minimos para resposta. J4 para 0s
resultados com 10 e 20 minutos, como pode ser observado na figura 34, obteve-se
uma resposta menos especifica em relacdo as reacoes realizadas com o sistema em
plasmideo unico. Os ensaios com T7RNApol 2p 50:10 apresentaram uma expressao
do gene reporter similar entre os tratamentos aos 10 minutos, porém uma amplitude
de resposta aproximadamente 32% menor aos 20 minutos de incubagédo para a

reacao com trigger DENV10550.
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Figura 34 Luminescéncia média do ensaio de expressao génica com o sistema de
amplificacdo da T7RNApol 2p 50:10 com o switch DENV10550(2) incubada a 30°C.
Comparacdo das médias de Iluminescéncia dos ensaios de expressdo génica
complementados com 500 ng de trigger inespecifico, definido pelos triggers ZIKV1440
(laranja) e ZIKV9452 (verde), ou com 500 ng de trigger especifico, definido como DENV10550
(amarelo), e sem RNA trigger, controle (azul). As reacdes foram realizadas em triplicata e os
valores de luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger, o tempo esta
expresso em minutos (min). Andlise de variancia ANOVA (valor p<0,05) e comparacao por
teste de Tukey (valor p<0,05) foram avaliados individualmente para cada intervalo de tempo.
Fonte: O préprio autor

ApoOs observado o resultado do sistema acima realizou-se novos ensaios
utilizando a proporgéao de10:100 (modulo de deteccdo: médulo de resposta), o sistema
nestas condi¢des foi nomeadoT7RNApol 2p 10:100. Assim como anteriormente estas
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proporcdes foram obtidas apds reacdes controle avaliando diferentes quantidades de
cada plasmideo. Computou-se a resposta com 10, 20 e 30 min de incubacédo, uma
vez que ensaios iniciais com 5 minutos de reac@o ndo atingiram niveis minimos para

resposta.

Os resultados do sistema T7RNApol 2p 10:100, aplicando 500 ng de RNA
trigger, séo exibidos figura 35 e nota-se uma amplitude de ativagao crescente com o
tempo na reacdo in vitro com o RNA alvo especifico. Os ensaios apresentaram uma
ativacdo da expressdo do gene reporter 1,22 vezes maior aos 10 minutos,
aumentando para 1,71 vezes aos 20 minutos e alcancando a maior resposta aos 30
minutos com uma amplitude 2,29 vezes superior para a reacdo com trigger
DENV10550 quando comparado com o trigger inespecifico ZIKV9452. A andlise da
variancia (ANOVA fator Unico, valor p<0,05) mostrou variancia significativa entre os
tratamentos dos ensaios, utilizou-se entdo do teste de Tukey para definir quais
tratamentos diferiram entre si e confirmou-se a ativacao diferencial do dispositivo entre
os triggers DENV10550 e ZIKV9452 (Figura 36).
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Figura 35 Amplitude de expressdo do sistema T7RNApol 2p 10:100 com o switch
DENV10550(2) empregando 500 ng de trigger e de incubacéo curta. Reacéo incubada a 30°C,
dados normalizados pelo controle. Ensaios de expressdo génica realizados com adicdo de
500 ng de trigger inespecifico ou ZIKV9452 (em verde) e especifico ou DENV10550 (amarelo).
O controle (azul) se refere a reacdo sem adicdo de RNA trigger. Aos 10 minutos, a amplitude
de ativacdo foi 1,22 maior na reacdo com RNA alvo cognato ao riboregulador, aumentando
para 1,17 aos 20 minutos e atingindo uma expressao génica 2,29 vezes maior em relacao a
reacdo com RNA ZIKV9452 aos 30 minutos. O célculo da diferenca estatistica (feito por
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ANOVA (valor p<0,05), comparacao por teste de Tukey) foram realizados individualmente
para cada intervalo. Fonte: O proprio autor
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Figura 36 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7RNApol 2p 10:100 com o switch
DENV10550(2) a 30°C de incubagéo curta e empregando 500 ng de trigger. Intervalo de
confianca de 95%. Constata-se diferenca significativa entre as médias de luminescéncia entre
DENV10550 e ZIKV9452 em todos os intervalos (10 min, 20 min e 30 min). Fonte: O préprio
autor.

Apés verificagdo da amplitude de ativagdo crescente no ensaio anterior,
realizou-se um novo teste com maior tempo de incubacdo a fim de verificar se a
amplitude continuaria aumentando. As reacdes foram realizadas com 1 e 2 horas de
expressao génica in vitro. O gréafico abaixo (Figura 37) retrata os resultados obtidos.
Com 1 hora de reacao, a amplitude de ativacao foi 1,64 vezes maior na reagado com
RNA alvo especifico, aumentando para 2,10 vezes com 2 horas de incubacao quando
comparado a reacdo com RNA inespecifico. A andlise da variancia (ANOVA fator
anico, valor p<0,05) e teste de Tukey (valor p<0,05) evidenciaram a ativacao
diferencial do dispositivo entre os triggers DENV10550 e ZIKV9452 (Figura 38).
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Figura 37 Amplitude de expressdo do sistema T7RNApol 2p 10:100 com o switch
DENV10550(2) empregando 500 ng de trigger e de incubacdo longa. Reacgédo incubada a
30°C, dados normalizados pelo controle. Ensaios de expresséo génica realizados com adi¢éo
de 500 ng de trigger inespecifico ZIKV9452 (em laranja) e especifico DENV10550 (amarelo).
O controle (azul) se refere a reacdo sem adicdo de RNA trigger. Com 1 hora de reacgéo a
amplitude de ativacao foi 1,64 vezes maior na reagdo com RNA alvo cognato ao riboregulador,
aumentando para 2,10 com 2 horas de incubacdo quando comparado a reacdo com RNA
ZIKV9452. O calculo da diferenca estatistica por ANOVA (valor p<0,05) e comparacgdo da
diferenca meédia por teste de Tukey (valor p<0,05) foram avaliados individualmente para cada
intervalo. Fonte: O proéprio autor.

Verificou-se que uma reacéo relativamente curta (30 min) ja apresenta a maior
taxa de ativacdo do sistema, o que favorece um dos objetivos do trabalho de se
desenvolver uma tecnologia que possa ser aplicada em um teste rapido. Este tempo
de reacao é inferior principalmente em comparacdo com as tecnologias recentes de
deteccdo molecular (SHERLOCK e Toehold switch padrédo), que levam horas para
gerar a resposta, mas infelizmente ndo apresenta uma amplitude de ativacao

suficientemente alta.
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Figura 38 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7RNApol 2p (10-100) com o switch
DENV10550(2) a 30°C e de incubacgédo longa e empregando 500 ng de trigger. Intervalo de
confianca de 95%. Constata-se diferenca significativa entre as médias de luminescéncia entre
DENV10550 e ZIKV9452 nos dois intervalos avaliados (1 e 2 horas). Fonte: O préprio autor.

Riboregulador ZIKV1440(2.6)

As reacdes de expressdo génica com o sistema de amplificacdo da T7 RNA pol
com o switch ZIKV1440(2.6) foram utilizados 75 ng de plasmideo nas rea¢cbes com a
constru¢cdo em um unico vetor. Nas reacfes com o dispositivo em dois vetores duas
razdes entre plasmideo de deteccdo e plasmideo de resposta foram avaliadas, a
proporcao entre os dois plasmideos foi a mesma que citada para o dispositivo com
switch DENV10550(2), ou seja, ensaios com 50 ng do dispositivo de detecc¢ao e 10 ng
do dispositivo de resposta (nomeados T7RNApol 2p 50:10) e experimentos de
expressdo génica com 10 ng do plasmideo de deteccéo e 100 ng do plasmideo de
resposta (T7RNApol 2p 10:100). Os 3 tratamentos (sem trigger; com trigger especifico
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e com trigger inespecifico) foram executados em cada replicata e os valores brutos de
luminescéncia gerados foram normalizados pelos dados do controle sem trigger, as

médias e desvio padrdo foram calculadas a partir dos dados normalizados.

A figura 39 apresenta os resultados das reacdes de funcionalidade realizadas
com o dispositivo plasmideo Unico a 37°C complementadas com 500 ng de RNA
trigger. Observa-se que, assim como para o sistema empregando o outro switch, os
resultados gerados nos ensaios de transcricdo e tradugao in vitro ndo mostraram
variacado entre as médias dos tratamentos nos diferentes tempos de incubacéo (5, 10

e 20 minutos).
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Figura 39 Médias de luminescéncia do ensaio de expressao génica com 0 sistema em
plasmideo Unico da T7 RNA pol com o switch ZIKV1440(2.6) incubada a 37°C. Comparacgao
das médias de luminescéncia dos ensaios complementados com 500 ng de trigger especifico,
definido como ZIKV1440 (laranja), ou com 500 ng de trigger inespecifico, definido como
DENV10550 (amarelo), e sem RNA trigger, controle (azul). Os valores de luminescéncia foram
normalizados pelo controle sem RNA trigger, o tempo esta expresso em minutos (min). Fonte:
O proprio autor.

A partir de tais resultados partiu-se para testar condi¢bes alternativas para
avaliacao deste dispositivo com o switch ZIKV1440(2.6). Assim efetuou-se as reacoes
a 25°C (visando reduzir a eficiéncia da T7 polimerase e consequentemente o0
vazamento do médulo de deteccéo), ainda utilizando o sistema em plasmideo Unico e
as guantidades de plasmideo previamente definidas (75 ng), no entanto aplicando
1000 ng de RNA trigger para ativacdo. Obteve-se nestas condi¢des (Figura 40) uma
amplitude de ativacdo menor para o trigger especifico em relacdo ao trigger

inespecifico nos 2 intervalos analisados, resultando numa expressao do gene reporter
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14% e 20% menor, respectivamente aos 10 e 20 minutos de incubacdo. Sendo as
diferencas de resposta entre os tratamentos com trigger significativas aos 20 minutos
(ANOVA, valor de p<0,05) (Figura 41). A construgdo apresentou um resultado oposto
ao esperado, exibindo uma amplitude de ativacdo maior para o trigger inespecifico
DENV10550 e levantando o questionamento se o riboregulador ZIKV1440(2.6)

funciona devidamente.
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Figura 40 Grafico das médias de luminescéncia do ensaio de expressdo génica com o
dispositivo T7 RNA pol em plasmideo tnico com o switch ZIKV1440(2.6) incubada a 25°C.
Comparacdo das médias de luminescéncia dos ensaios de expressao génica realizados
complementados com 1000 ng de trigger especifico, definido como ZIKV1440 (laranja), ou
com 1000 ng de trigger inespecifico, definido como DENV10550 (amarelo), e sem RNA trigger,
controle (azul). As reagdes foram realizadas em triplicata e os valores de luminescéncia foram
normalizados pelo controle sem RNA trigger, o tempo estd expresso em minutos (min). Analise
estatistica ANOVA (valor p<0,05) e comparagdo por teste de Tukey (valor p<0,05) foram
avaliados individualmente para cada intervalo. Fonte: O proprio autor
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Figura 41 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol com o switch ZIKV1440(2.6) a
25°C aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianga de 95%. Aos 10 minutos, apenas o
controle apresentou médias significativamente diferente dos demais tratamentos, com 20
minutos as reagfes com DENV10550 e ZIKV1440 apontam médias significativamente
diferentes entre si. Fonte: O proprio autor.
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Por outro lado, nos experimentos de expressao génica in vitro com o dispositivo
em dois plasmideos, T7RNApol 2p 50:10, houve uma resposta minimamente positiva,
mas pouco especifica (Figura 42). Aos 10 minutos de incubacéo a expressao do gene
reporter foi 11% maior na reacdo com RNA trigger especifico, alcancando uma

amplitude de ativacdo 20% maior aos 20 minutos.
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Figura 42 Luminescéncia média do ensaio de expressao génica dispositivo T7 RNA pol 2p
50:10 com o switch ZIKVV1440(2.6) adicinando 500 ng de trigger. Comparacao das meédias de
luminescéncia dos ensaios de expressao génica complementados com 500 ng de trigger
inespecifico, DENV10550 (amarelo), ou trigger especifico, ZIKV1440 (laranja), e sem RNA
trigger, reacao controle (azul). As reac¢des foram realizadas em quadruplicata e os valores de
luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger. O calculo da diferenca
estatistica (ANOVA (valor p<0,05), comparacdo por teste de Tukey) foram avaliados
individualmente para cada intervalo Fonte: O préprio autor.

Contudo este aumento de amplitude ndo foi estatisticamente significativo
(Figura 43) quando se averiguou os dados por ANOVA fator anico (valor p<0,05) e
teste de Tukey (valor p<0,05). Além de que, como constatado para o dispositivo
T7RNApol 2p 50:10 com o switch DENV10550(2), os experimentos nestas condi¢des

estdo sujeitos ao vazamento da T7 RNA polimerase, assim como identificado nos

ensaios do sistema em plasmideo unico.
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Figura 43 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol 2p (50-10) com o switch
ZIKV1440(2.6) aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianca de 95%, todos os intervalos
de comparacéo entre tratamentos apresentaram médias sem diferenga significativa. Fonte: O
préprio autor.

Nos ensaios utilizando a propor¢édo del10:100, 10 ng do modulo de detecgéo e
100 ng do médulo de resposta (T7RNApol 2p 10:100), avaliou-se a resposta aos 5, 10
e 20 minutos de incubacéo. Os resultados deste dispositivo, em que se adicionou 500
ng de RNA trigger, sé&o exibidos figura 44. Observa-se uma amplitude de ativagéo
maior, em meédia, nas reacbes com o trigger inespecifico em todos os intervalos. A
ativacdo da expressdo do gene reporter foi 35% menor aos 5 minutos,
aproximadamente 32,9% menor com 10 minutos de reacao e 25,4% menor aos 20
minutos quando comparadas as reacdes com trigger especifico ZIKV1440 e o trigger
inespecifico DENV10550. Mesmo com esses nimeros, a analise da variancia ANOVA
fator unico (valor p<0,05) ndo mostrou diferenca significativa entre os tratamentos dos

ensaios (Figura 45).
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Figura 44 Luminescéncia média do ensaio de expressao génica com o sistema T7 RNA pol
2p 10:100 com o switch ZIKV1440(2.6) aplicando 500 ng de trigger. Comparac¢ao das médias
de luminescéncia dos ensaios de expressdo génica complementados com 500 ng de trigger
inespecifico, DENV10550 (amarelo), ou com 500 ng de trigger especifico, ZIKV1440 (laranja),
e sem RNA trigger, reagdo controle (azul). As reacdes foram realizadas em quadruplicata e
os valores de luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger. O calculo da
diferenca estatistica por ANOVA (valor p<0,05), comparagéo por teste de Tukey (95% de
confian¢a) foram avaliados individualmente para cada intervalo Fonte: O préprio autor
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Figura 45 Teste de Tukey para ensaio do sistema T7 RNA pol 2p 10:100 com o switch
Z1KV1440(2.6) aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianca de 95%, todos os intervalos
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de comparacéo entre tratamentos apresentaram médias sem diferenca significativa. Fonte: O
préprio autor

Tais resultados sdo similares ao padrao observado nos ensaios feitos a 25°C
com dispositivo em plasmideo Unico e corroboram para 0 questionamento da
funcionalidade do riboregulador ZIKV1440(2.6).

4.2.3. Reavaliacdo dos switches

Os resultados preliminares com sistemas de sinalizagéo da T7RNApol levaram
a reavaliacao da regulacdo da expressao génica in vitro dos switches utilizando os
plasmideos pT7luc(GCA) _DENV10550Switch(2)_linker (ZOCCA, 2018),
pT7luc(GCA)_ZIKV1440 Switch(2.6)_linker (PAIVA, 2018) e
pSB1C3_ZIKV1440Switch(2.6) EPICluc, nos quais o gene reporter luc ou Epicluc tem
a expresséo controlada diretamente pelo switch.

Riboregulador ZIKV1440(2.6)

Os ensaios de expressao in vitro com o] plasmideo
pT7luc(GCA)_ZIKV1440Switch (2.6) linker foram realizados de forma similar ao
descrito por Paiva (2018), normalizando-se os resultados de luminescéncia pela
resposta da reacdo com o trigger inespecifico, no caso trigger DENV10550. No
entanto, utilizou-se 5 ng do plasmideo pT7luc(GCA)_ZIKV1440Switch (2.6) linker na
reacao ao invés de 10 ng de vetor. Logo que a funcionalidade deste riboregulador
seria testada novamente, avaliou-se também a resposta do dispositivo durante
diferentes intervalos, ndo se limitando a uma incubacdo de 10 minutos como no

trabalho anterior.

Os resultados desta avaliagdo sdo apresentados nas figuras abaixo. A figura
46 dispde os resultados das reacdes incubadas durante 5, 10 e 20 minutos a 37°C,
sendo adicionados 500 ng de RNA trigger (especifico ou inespecifico) na reacao.
Esperava-se uma amplitude de ativagcao aproximadamente 2 vezes maior na reacao
com RNA alvo ZIKV1440, uma vez que de acordo com os testes de Paiva (2018),
apresentados na figura 9, com 400 ng de RNA trigger a amplitude de ativacao para o
RNA alvo especifico era quase o dobro em relacéo ao inespecifico, alcancando 2,89
vezes com 700 ng RNA trigger. No entanto, nos novos ensaios realizados (Figura 46)
nao se observou especificidade do riboregulador ZIKV1440(2.6), apresentando

amplitudes de ativacdo similares entre os dois triggers. Um pequeno aumento de 6%,
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nao significativo (ANOVA fator unico (p<0,05) resultou valor de p= 0,46), € notado aos
20 minutos de reacdo, em razao deste fato novos ensaios com uma incubag¢ao maior
foram realizados para avaliar se a resposta do dispositivo melhoraria com uma reagao

mais longa
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Figura 46 Amplitude de ativacao do plasmideo pT7luc(GCA)_ZIKV1440Switch(2.6)_linker
com 5, 10 e 20 min de incubag&o. Resultados de luminescéncia normalizados dos ensaios a
complementados com 500 ng de trigger especifico (ZIKV1440), em laranja, e inespecifico
(DENV10550), em amarelo. Dados normalizados pelo RNA trigger inespecifico Fonte: O
préprio autor

Os resultados dos experimentos de expressao génica in vitro de maior
incubacédo sao representados na figura 47, que avaliou a resposta do dispositivo com
0,5, 1 e 2 horas. Porém, também néo se constatou diferenca na amplitude de ativagéo

entre os dois triggers.
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Figura 47 Amplitude de ativacdo do plasmideo pT7luc(GCA)_ZIKV1440Switch(2.6)_linker
com 30, 60 e 120 min de incubag&o. Resultados de luminescéncia normalizados dos ensaios
complementados com 500 ng de trigger especifico (ZIKV1440), em laranja, e inespecifico
(DENV10550), em amarelo. Dados normalizados pelo RNA trigger inespecifico Fonte: O
proprio autor.

Ainda, na avaliagdo do switch ZIKV1440(2.6) testou-se também a
funcionalidade deste riboregulador no plasmideo
pSB1C3_ ZIKV1440Switch(2.6)_EPICluc, que emprega o0 mesmo gene reporter que o
sistema de sinalizacdo baseado na T7 RNA polimerase (gene Epicluc). Nos ensaios
com essa construgdo normalizou-se a luminescéncia bruta pelos valores
apresentados pelo controle sem trigger e foram utilizados 1 ng do plasmideo em cada
reacao. Inicialmente se mensurou a ativacdo do dispositivo frente a 500 ng de RNA
trigger (Figura 48). Tal teste apontou o0 mesmo padrédo de resposta, em que nao se
observa especificidade do riboregulador, sendo notado uma ativagcado apenas 7,2%
maior aos 20 minutos, mas ndo significativa (ANOVA fator Gnico (valor p<0,05)

resultou valor de p= 0,628).
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Figura 48 Amplitude de ativagdo do switch ZIKV1440(2.6) utilizando o plasmideo
pSB1C3_ ZIKV1440Switch(2.6) EPICluc e aplicando 500 ng de trigger. Comparagédo das
médias de luminescéncia dos ensaios de expressao génica in vitro a 30 °C e complementados
com 500 ng de trigger inespecifico, DENV10550 (amarelo), trigger especifico, ZIKV1440
(laranja), e sem RNA trigger, reacao controle (azul). As reagdes foram realizadas em triplicata
e os valores de luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger. O célculo
da diferenca estatistica foi feito por ANOVA (valor p<0,05). Fonte: O préprio autor

Em uma ultima tentativa de se obter uma amplitude de expressédo maior para o
RNA alvo especifico, como foi estimado in silico, realizou-se um novo ensaio aplicando
1000 ng de RNA alvo (Figura 49). Embora tenha se atingido uma amplitude de
ativacdo maior aos 20 minutos de reacdo quando comparado ao teste com 500 ng de
trigger, alcancando uma resposta 12,5% maior com o RNA alvo especifico ZIKV1440.
Tais valores médios de luminescéncia ndo apresentam diferenga estatisticamente

significativa, ANOVA fator tnico (p<0,05) resultou um valor de p= 0,256.

Devido a falta de especificidade, este riboregulador foi abandonado para a

construgdo do sistema de sinalizacdo utilizando as integrases.
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Figura 49 Amplitude de ativagdo do switch ZIKV1440(2.6) utilizando o plasmideo
pSB1C3_ZIKV1440Switch(2.6) EPICluc e aplicando 1000 ng de trigger. Comparacdo das
médias de luminescéncia dos ensaios de expressado génica in vitro a 30 °C e complementados
com 1000 ng de trigger inespecifico, DENV10550 (amarelo), ou trigger especifico, ZIKV1440
(laranja), e sem RNA trigger, reagdo controle (azul). As reagbes foram realizadas em
quadruplicata e os valores de luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA
trigger. O célculo da diferenca estatistica foi feito por ANOVA (valor p<0,05). Fonte: O proprio
autor

Riboregulador DENV10550(2)

Utilizou-se o plasmideo pT7luc_DENV10550Switch(2)_linker construido por
Zocca (2018) para reavaliacdo da funcionalidade do switch DENV10550. Usando esse
dispositivo regulatério, foram realizados ensaios de expressdo génica in vitro
empregando 10 ng e 0,1 ng do plasmideo por reacao, frente a 500 ng de trigger, e
examinou-se a resposta durante 10 e 20 minutos de incubacdo. Diferentemente do
trabalho anterior, normalizou-se a luminescéncia pela reacdo controle e ndo pela

reacao com o RNA trigger inespecifico.

Nas rea¢cdes com 10 ng do plasmideo (Figura 50), verifica-se que RNA trigger
especifico gerou um aumento de sinal em torno de 1,8 vezes maior aos 10 minutos,
alcancando uma ativacado 2,18 vezes maior aos 20 minutos de reagdo quando
comparado com trigger inespecifico ZIKV1440. A analise ANOVA (p<0,05) atestou
diferenca significativa entre os tratamentos e o teste de Tukey (p<0,05) apontou quais

médias diferiam (Figura 51).

Para compararmos com o0s resultados reportados por Zocca (2018),

normalizou-se os dados de luminescéncia pela resposta com o RNA trigger
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inespecifico ZIKV1440. Com este método de normalizacdo a amplitude de resposta &
1,91 vezes maior aos 10 minutos e 2,22 vezes maior aos 20 minutos, ainda inferiores
as amplitudes relatadas por Zocca (2018), de aproximadamente 4,5 vezes maior na
reagdo com o trigger DENV10550 (experimento realizado com 10 minutos de
incubacéo).
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Figura 50 Amplitude de ativagdo do switch DENV10550(2) utilizando o plasmideo 10 ng do
pT7luc(GCA)_DENV10550Switch(2)_linker. Comparagéo das médias de luminescéncia dos
ensaios de expressdo génica in vitro a 30 °C e complementados com 500 ng de trigger
especifico, DENV10550 (amarelo), trigger inespecifico, ZIKV1440 (laranja), e sem RNA
trigger, reacdo controle (azul). As reagbes foram realizadas em triplicata e os valores de
luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger. Andlise estatistica por
ANOVA (valor p<0,05). Fonte: O préprio autor
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Figura 51 Teste de Tukey para ensaio com 10 ng do plasmideo pT7luc(GCA)_
DENV10550Switch(2)_linker aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianga de 95%, os
tratamentos com o RNA alvo especifico, DENV10550, apresentaram médias
significativamente diferentes nos dois intervalos (10 e 20 minutos) entre os demais
tratamentos (Controle e ZIKV1440). Fonte: O préprio autor

Embora o dispositivo tenha apresentado uma resposta especifica, a
luminescéncia bruta inicial no estado off (sem trigger) foi muito superior ao limite
definido de 800 UA. Assim diminuiu-se a quantidade de plasmideo empregado para
se encaixar em dado limiar. Os ensaios utilizando 0,1 ng de plasmideo foram
realizados introduzindo 500 ng de RNA trigger nas reagdes, nestes experimentos 0
RNA ZIKV9452 foi usado como RNA trigger inespecifico. A resposta gerada aos 10
minutos demonstra uma ativacado 1,79 vezes maior para a reacdo com RNA alvo
especifico e 1,85 vezes maior aos 20 minutos quando comparado com trigger

inespecifico (Figura 52). Utilizou-se ANOVA (p<0,05), individualmente para cada
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intervalo, para investigar se havia diferenca significativa entre os tratamentos e o teste

de Tukey (p<0,05) apontou quais médias diferiam entre si (Figura 53).
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Figura 52 Amplitude de ativagdo do switch DENV10550(2) utilizando o plasmideo 0,1 ng do
pT7luc(GCA)_DENV10550Switch(2)_linker. Comparagéo das médias de luminescéncia dos
ensaios de expressao génica in vitro a 30°C e complementados com 500 ng de trigger
inespecifico, ZIKV9452 (verde), ou trigger especifico, DENV10550 (amarelo), e sem RNA
trigger, reacdo controle (azul). As reagbes foram realizadas em triplicata e os valores de
luminescéncia foram normalizados pelo controle sem RNA trigger. O célculo da variancia foi
feito por ANOVA (valor p<0,05) e comparacao por teste de Tukey (valor p<0,05). Fonte: O
proprio autor
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Figura 53 Teste de Tukey para ensaio com 0,1 ng do plasmideo pT7luc(GCA)_
DENV10550Switch(2)_linker aplicando 500 ng de trigger. Intervalo de confianca de 95%, os
tratamentos com o RNA alvo especifico, DENV10550, apresentaram médias
significativamente diferentes nos dois intervalos (10 e 20 minutos) entre os demais
tratamentos (Controle e ZIKV9452). Fonte: O proprio autor.

O trabalho de Zocca (2018) também atingiu uma amplitude de ativacdo
aproximadamente 1,75 vezes maior com o RNA alvo especifico com 10 minutos de
incubacéo, mas foi utilizada a normalizagdo da luminescéncia pelos resultados com
RNA trigger inespecifico. Se utilizarmos este mesmo método de normalizagdo nesta
reavaliacdo tem-se que a amplitude de resposta para o RNA alvo especifico é 2,02

vezes maior aos 10 minutos e 2,07 vezes maior aos 20 minutos de incubacao.

4.2.4. Sistema de amplificacdo baseado naintegrase 13

O riboregulador ZIKV1440(2.6) n&o foi utilizado na construgédo deste sistema

de sinalizacdo devido aos resultados apresentados anteriormente, em que ndo se
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observou seletividade para o RNA alvo e até mesmo resultando em amplitudes de
expressdo génica superiores para reacdes com RNA trigger inespecifico. Desse

modo, foi decidido continuar apenas com o Toehold switch de detec¢cao para dengue.

Nesta estratégia, assim como no sistema com a T7 RNA polimerase, as duas
unidades de transcricdo do sistema foram separadas em dois plasmideos. Um vetor
com o médulo de deteccdo (switch DENV10550(2) regulando a expressdo da
integrase) e outro com 0 médulo de resposta (promotor T7 invertido flanqueado pelos
sitios de reconhecimentos (attB-PT7-attP) especificos da integrasse e o gene da EPIC

luciferase sob controle deste).

Foram construidos os modulos de deteccdo com a integrase 13 (referente ao
plasmideo pSB1C3 SwDENV Intl3) e com a integrase 9 (plasmideo
pSB1C3 SwDENV _ Int9). As construcdes foram confirmadas inicialmente pela corrida
de eletroforese em gel e posteriormente confirmadas por sequenciamento pelo
método de Sanger (Figura A9 e A10 do Anexo | — Resultado dos sequenciamentos).
Obtidos os plasmideos de deteccédo, seguiu-se para a construcao dos vetores com o
modulo de resposta. Para tanto construiu-se primeiro o plasmideo contendo apenas o
RBS e a ORF da EPICluc, gerando o plasmideo pSB1C3_RBS-EPICluc, o resultado
do sequenciamento confirmando esta construgdo encontra-se na Figura A8 do Anexo
I. Esse vetor serviria como base para introducdo dos insertos dos sitios de
reconhecimentos especificos para cada integrase. A clonagem dos sitios de
reconhecimento se deu pela ligacdo dessas partes obtidas como par de
oligonucleotideos (453 e 454 da tabela 3 para a Int9, e 455 e 456 para a Int13) com o
vetor pSB1C3_RBS-EPICluc digerido no Biobrick prefixo com as enzimas EcoRI e
Xbal, uma vez que as partes attB-PT7-attP possuem overhang da enzima EcoRI na
extremidade 5’ e da Spel na extremidade 3'. Apds diversos ciclos de clonagem, um
aparente resultado positivo foi obtido. A figura 54 apresenta a foto da eletroforese em
gel agarose da comparacao das digestdes dos plasmideos pSB1C3_RBS-EPICluc e
pSB1C3_att(Int13) EPICluc, realizadas para confirmar preliminarmente a construcao
pSB1C3_att(Int13) EPICluc.
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Figura 54 Comparacdo da digestdo dos plasmideos pSB1C3_RBS-EPICluc e
pSB1C3_att(Int13)_EPICluc. Na figura a constru¢do pSB1C3_RBS-EPICluc é nomeado 412
e 0 vetor pSB1C3_att(Int13)_EPICluc é denominado 474. O pocgo identificado 412 E+P é
referente a digestdo de pSB1C3_RBS-EPICluc com as enzimas EcoRI e Pstl; jA o poco 474
E+P é da digestdo de pSB1C3_att(Int13) EPICluc também com EcoRI e Pstl. Os dois outros
pocos sdo das digestdes apenas com EcoRlI, no entanto ndo se observa diferenga do padrédo
de banda dos plasmideos linearizados, afinal o inserto attB-PT7-attP(Int13) tem apenas 165
pb. Foram destacadas as bandas de 2030 pb pertencente ao vetor pSB1C3 vazio e as bandas
de 1760 relativa ao inserto RBS-EPICluc, além da banda de 1930 pb do inserto attB-PT7-
attP(Int13) _EPICluc. Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA ladder. Fonte: O
préprio autor.

Seguindo para a confirmacéo definitiva, o sequenciamento da construcao
pSB1C3_ att(Int13) EPICluc ndo gerou resultado na reacdo com o primer foward 49.
Esta reacdo amplifica a por¢do 5 do inserto do médulo de resposta. Diversas
tentativas de sequenciamento utilizando o plasmideo construido como molde foram
realizadas, mas ndo geraram resultado. Contudo o sequenciamento com o primer 50
reverse apresentou resultado em todas as tentativas. A figura 55 abaixo expde o
alinhamento deste sequenciamento com a constru¢cdo desenhada, confirmando a

porcao final do gene da EPICluc.
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Seg_ 1 261 ARAARGAAATCGTGGACTACGTCGCCTCGCAGGTGACCACCGCTARRAAGTTGCGTGGTGG 202
11 NEEEEEN 111 111 (NERE RN 11 1 1 1 an

Seg 2z 3719 3778

Seq_1 201 CGTGGTGTTTGTGGAT GAAGTGCCGAARGGCCTGACGGGTARACGTGATGCACGTARGAT 142
111 NEREREN 1 11 NEREENR 11 1 1 1 an

Seq 2 3779 3838

Seg_1 141 TCGTGAGATCTTGATCAAGGCGAAGRAAGGTGGTARATCCAAGTTGTAATARCGCTGATRA 82
111 NEREREN 11 111 NEREENR 11 (N (N (N i

Seq 2 3839 CGCTGATA 3898
Seq 1 g1 GTGTAGATCGCTACCAAAGCCCGCCGARAGGCGGGCTTTTCTGTTACCTAGTAGCGGCCG 22
FULTETTE R R b b E et ey
Eeq_2 3899 GTGTAGATCGCTACCAAAGCCCGCCGARAGGCGGGCTTTTCTGTTAC-TAGTAGCGGCCG 3957
Eeq_l 21 CTGCAGTCCGGCARARARAD GGG 1
I
Seq 2 3958 CTGCA======m========n 3962

Figura 55 Alinhamento do sequenciamento da constru¢do pSB1C3_att(Int13)_EPICluc.
Resultado do sequenciamento com primer 50 reverse. Sdo destacados, na ordem, a
sequéncia nucleica da parte final do gene da luciferase EPICluc (laranja) e do terminador T500
(marrom). Fonte: O proprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner

Desse modo, testou-se a confirmacdo da porcdo 5 do inserto por métodos
alternativos como PCR com primers especificos e digestdo para avaliar o padréo de
bandas gerado em eletroforese. Para tanto realizou-se uma PCR com primer foward
especifico ao inicio do inserto, o oligonucleotideo 455 da tabela 3 (utilizado para a
incorporacdo da sequéncia do promotor T7 invertido flanqueado pelos sitios de
reconhecimento attB e attP da Intl3 ao gene repdrter), e o0 primer reverse
complementar ao BioBrick sufixo, desde modo esperava-se amplificacdo deste
fragmento caso a sequéncia inicial do inserto estivesse correta. A figura 56 apresenta
a foto do gel agarose da PCR citada acima e observa-se uma banda muito forte com
tamanho préximo ao esperado para o inserto construido (aproximadamente 1930 pb).
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Figura 56 Eletroforese em gel agarose da PCR do inserto att(Intl3) EPICluc. Foram
destacadas as bandas de 2000 e 1500 pb do marcador de peso molecular, observa-se uma
banda de 1930 pb referente ao amplicon att(Int13) EPICluc. Marcador de peso molecular
GeneRuler 1kb Plus DNA ladder. Fonte: O préprio autor.

Além da PCR, o padréo de bandas do gel da digestao da construcao realizada
anteriormente ao sequenciamento apresentou bandas préximas aos tamanhos
previstos caso a construcao estivesse correta (Figura 57). Nesta digestédo o plasmideo
foi cortado com as enzimas EcoRI e Pstl, nota-se uma banda por volta de 2030 pb

referente ao plasmideo linearizado e outra em torno de 1930 pb referente ao inserto.

Figura 57 Gel da digestdo do plasmideo pSB1C3_att(Int13) EPICluc. Foram utilizadas as
enzimas de restricdo EcoRI e Pstl, observa-se uma banda de aproximadamente 2030 pb
referente ao plasmideo vazio linearizado e uma banda de aproximadamente 1930 pb referente
ao inserto att(Int13) EPICluc. Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA ladder.
Fonte: O proprio autor.
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Assim como para o0 sistema anterior, inicialmente realizou-se reacfes de
expressdo génica in vitro sem a adicdo de RNA trigger para se padronizar a
quantidade de cada plasmideo, seguindo depois para 0s ensaios empregando os RNA
triggers. Porém, devido a resultados preliminares conflitantes nas reagces com RNA
trigger, buscou-se novamente confirmar a sequéncia do inicio do inserto do plasmideo
de resposta, a Unica por¢cdo sem confirmacédo definitiva. Desta vez como molde para
a reacao de PCR do sequenciamento utilizou-se o produto da PCR do vetor de
resposta (pSB1C3_att(Int13) EPICluc) amplificado com os primers 49 foward e 50
reverse (estes iniciadores sdo complementares a sequéncias do plasmideo pSB1C3
que flanqueiam a regido em que o inserto € clonado). O produto desta PCR
apresentou uma banda inespecifica maior que a banda de interesse (Figura 58),
provavel razéo pela qual oS sequenciamentos anteriores de
pSB1C3 att(Int13) EPICluc ndo geravam resultados. A banda com tamanho proximo

ao esperado (1930 pb) foi purificada e utilizada molde para a PCR de sequenciamento.

Figura 58 Gel do produto da PCR de pSB1C3_att(Int13)_ EPICluc amplificado com os primers
49 fw e 50 rv. Foram destacadas as bandas de 1500, 2000, 3000 e 4000 pb do marcador de
peso molecular. Observa-se uma banda na PCR de 1930 pb (destacada) supostamente
referente ao amplicon attB-PT7-attP(Int13)_EPICluc e uma outra banda maior mais fraca entre
3000 e 4000 pb. Marcador de peso molecular GeneRuler 1kb Plus DNA ladder. Fonte: O
proprio autor

7

O alinhamento do resultado do sequenciamento é apresentado na figura
abaixo, sendo evidente a auséncia da parte contendo o promotor flanqueado pelos

sitios attB e attP. Observa-se o Biobrick prefixo completamente (rosa escuro) e a parte
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seguinte em que ha anelamento se trata do RBS (rosa claro) e o inicio do gene da
EPICluc (laranja) (Figura 59).

S5eqg 1 1581 2035
I
eq 2 ATGAATTCE 21
eq 1 2036 TT 2095
[INENN |
Seq 2 22 LGOI CTAGA == e e e e e e s e s s s s s s e e s s e s s s s e s e = 36
eg 1 2098 GEETC B CT 2155
B2 3T e e i 36
egq 1 2156 ACTAG 2215
B 2 3T e e e e e 36
2216  AC 2275
RN [EERERE RN 11 NN [RER N
3eqg_ 2 37 ==TTAAGERGETARAR AR AR TECAGEACGOCARRARCATCARGARAGGECCCAGCACCETT 94
eq 1 2278 2335
[INE N RN ER i 11 NN I
Zeq 2 85 CTATCC GO T GEAAGATEETACC GO CEETEARCAATTECACAR AGOEATEARRCGTTATGES 154

Figura 59 Alinhamento do sequenciamento com o desenho do plasmideo
pSB1C3_att(Int13)_EPICluc. Apresentado o resultado do primer foward. Sdo destacados, na
ordem, as sequéncias nucleicas do BB prefixo (rosa escuro), do sitio attB (verde), do promotor
T7 invertido (ciano), do sitio attP (castanho), RBS (rosa claro) e o inicio do gene da EPICluc
(laranja). Fonte: O préprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner.

Em contrapartida o resultado do sequenciamento € complementar ao vetor
pSB1C3 RBS-EPICluc (Figura 60), indicando que o inserto attB-PT7-attP(Int13) ndo
foi clonado no plasmideo. Assim, foi iniciada novamente a construcdo do dispositivo
de resposta deste sistema, no entanto a clonagem seguiu sem sucesso até o momento

da escrita deste trabalho.
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Seq 2 22 CGGECCECTTCTAGAGTTAAGGAGGTARARARARTEGAGGACGCGARRARCATCAAGARAG 81

Figura 60 Alinhamento do sequenciamento com a construcdo pSB1C3_RBS-EPICluc.
Apresenta-se o resultado do primer foward. Sdo destacados, na ordem, as sequéncias
nucleicas do BB prefixo (roxo), do RBS (rosa claro) e o inicio do gene da EPICluc (laranja).
Fonte: O préprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner.

5. Conclusdes

O sistema com a protease Mf-Lon n&do apresentou a resposta esperada. Os
testes realizados ndo demonstraram degradacdo de GFP por parte da protease, 0
decaimento da fluorescéncia é mais compativel com o efeito de quenching natural da
proteina fluorescente apds ciclos de excitacdo. Segundo a literatura, em testes in vivo
a reducao da fluorescéncia da protease mf-Lon alcanca mais de 90% a partir de 3-4
horas apds a inducao da expressdo da Mf-lon (CAMERON; COLLINS, 2014). No
entanto, apés duas horas averiguando a reducao da fluorescéncia em que se aplicou
o produto de 4 horas de expressao génica in vitro ndo houve uma reducéao significativa

da proteina fluorescente.

O sistema de amplificacdo baseado na T7 RNA polimerase ndo apresentou
inicialmente a funcionalidade esperada para nos ensaios com a construcdo em
plasmideo uUnico realizados a 30°C e 37°C para ambos os riboreguladores. Tal fato
esta relacionado ao vazamento da tradugcdo da T7 RNA polimerase controlada pelo
riboregulador. Uma vez expressa, a atuacdo da polimerase néo esta subordinada a
presencga ou concentracdo do RNA trigger, nivelando as taxas de expressao do gene
reporter. A resposta do sistema em plasmideo Unico a 25°C indicou, para o dispositivo
com o switch DENV10550(2), uma amplitude de ativacdo 30% maior na reacdo com
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RNA alvo especifico, mas para o dispositivo com o switch ZIKV1440(2.6) ndo houve

resposta especifica.

A separacdo dos modulos do sistema de sinalizacdo baseado na T7 RNA
polimerase em dois plasmideos mostrou a importancia da divisdo dos modulos de
deteccdo e de resposta, assim como a relevancia da razdo/quantidade de cada
plasmideo aplicada nos ensaios. A separagdo possibilitou um ajuste mais fino da
resposta, devido a diminuicdo do vazamento da polimerase ao se empregar uma
menor concentracdo do dispositivo de deteccdo. Neste sistema em dois plasmideos,
utilizando o riboregulador DENV10550(2) para deteccéo, alcancou-se a amplitude de
ativacdo maxima aos 30 minutos de incubacao 2,29 vezes superior para a reacdo com
trigger DENV10550 (especifico) em relacdo a reacdo com trigger ZIKV9452
(inespecifico). Resultado pouco superior a amplitude atingida no circuito direto de
sinalizacdo com o mesmo riboregulador que resultou em uma amplitude de ativacao

2,22 vezes maior.

Para o sistema amplificacdo baseado na integrase, devido a diversas
adversidades com a obtencdo das partes e clonagem, ndo foi possivel a construcéo
da unidade de resposta. Construiu-se apenas os plasmideos de detec¢cado com a Int13
e com a Int9. Estes contém o switch DENV10550(2) controlando o gene da integrase.
Esta estratégia tem o potencial de ser mais sensivel, uma vez que as integrases sao
unidirecionais nas condicdes testadas. Assim, estas recombinases tém o potencial de
tornar a reacdo independente da concentracdo do RNA viral (RNA trigger) ap6s seu
acumulo na reacao e, em seguida, sua atuacao o plasmideo de resposta geraria uma
“‘memoria” pela recombinagcao dos sitios de reconhecimentos (causando a inverséo
do promotor), alterando o estado da expressao do gene reporter de desligado para

ligado permanentemente.
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Figura Al — Resultado de sequenciamento da construcdo pSB1C3_DENV10550Switch2_mf-
Lon. (A) resultado primer foward (B) resultado primer reverse. Sdo destacados, na ordem, as
sequéncias nucleicas do BB prefixo (roxo), do switch DENV10550(2) (rosa) e o codon inicial
(laranja) presente neste, do linker (azul), parte inicial e final do gene mf-lon (roxo-claro) e do
terminador T1 (cinza) e do BB sufixo (roxo). Fonte: Préprio autor, imagens geradas no

software Serial Cloner
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Figura A2 - Resultado de sequenciamento da constru¢do pSB1C3_Pt7_mf-lon. (A) resultado
primer foward (B) resultado primer reverse. Sdo destacados, na ordem, as sequéncias
nucleicas do BB prefixo (verde-claro), do promotor T7 (azul), do RBS (roxo), parte inicial e
final do gene mf-lon (laranja) e do terminador T1 (cinza). Fonte: Proprio autor, imagens
geradas no software Serial Cloner
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Figura A3 - Resultado de sequenciamento da constru¢do pSB1C3_ZIKV1440Switch2.6_mf-
Lon. (A) resultado primer foward (B) resultado primer reverse. Sdo destacados, na ordem, as
sequéncias nucleicas do BB prefixo (roxo), do switch ZIKV1440(2.6) (azul), do linker (rosa),
parte inicial e final do gene mf-lon (verde), do terminador T1 (cinza) e do BB sufixo (roxo).
Fonte: Préprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner
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Seq 1 2101 CGCTAGICTGCTACCCCATGCETACAGCTTGTIATAGTTATGAACACGAGGRGACATARTE 2160
R N N N N NNy
Seg_2 7% CECTACTCTGCIACCCCATECETACAGCTIGTTATAGTTATGAACACAGELCACATARTL 138

Seq 1 2161 TGACTAAGCTGTACGCACTCGACTCGACCGCAGCGCAARACLACACCATTARCATCCCTE 2220
R R NN N RNy
Seq 2 1329 TEACTAAGCT GCTACCCAGTCEACTCGACCECAGCCCAARLCAACACCATTAACATCCCTL 158

Seq 1 2221 AGRACGACTTCTCTGACATCGAACTGGCTGCTATCCCCTTCRACACTCTGGCTGACCATT 2280
FEEEERET P et et i b e e et e i
Seq 2 155 ACAACCACTICICIGACATCGRACTGECTECTATCCCETTCAACACTCTCGCTGACCATT 258

Seq 1 2281 ACGETGAGCGTTITAGCICGCGAACAGTTGGCCCTIGAGCATGAGTCTTACGAGATCGGTG 2340
FEERERE et r e et et e et ennnl
Seq_2 265 ACGETGAGCETTITACCICGCCARCAGTTEECCCTIGAGCATGAGTCTTACGAGATGEETE  31e
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R N N N Ny
Seq_2z 37% CTGECCECCARGCCTICTCATCACTACCCTACTCCCTARGATCATTGCACGCATCARCGRACT 438

Seq_ 1 2461 GCETTIGAGGAAGTGRAAGCTARGCGCGECARGCGCCCEACRGCCTICCAGTITCCTGCARG 2520
TEERERETEr e e b e e et b et v e et ettt
Seq_2 435 GETTTIGAGGRAGT GAARGCTARGCCCEECARGCECCCEACAGCCTTCCAGTTCCTGCRAG 498

Seq_l 2521 AAATCRAGCCGGARGCCGTAGCGTACATCACCATTAAGACCACTCTIGGCTTGCCTAACCE 2580
TEEEERETEr e et r e et b et v e et e r et el
Seq_2 493 AAATCAAGCCGGAAGCCGTAGCCTACATCACCATTARGRCCACTCTGGCTTGCCTAACCA  B5E

Seq 1 2581 GTGCTGACAATACAACCGTTICAGGCTGTAGCAAGCGCAATCGGTCGGGCC-ATTGAGGAC 2638
R N N
Seq 2 B55% GTGCIGACAATACARACCGTTICAGGCIGTAGCARGCGCAATCGGTCGGGCCCATTIGAGGAC 618

Seq_l 4441 ACCTGATIGTICCTCGGICAGTTCCGCTTACAGCCTACCATTAACACCAACRARGATAGCG 4500

B R Ny
Seg_2 521 ACCTGAIGTICCTCEETCAGTITCCGCTTACAGCCTACCATTAACACCRACAARGATAGCG 462

Seq 1l 4501 AGATTGATGCACACAAACAGGAGTCIGGTATCGCICCTAACTTITGTACACAGCCAAGACG 4560
R
Seg_2 461 AGATTGATGCACACARNCAGGAGICTGGTATCGCTCCTAACTTITGTACACAGCCAAGACG 402

Seq 1 4561 CGTAGCCACCITCGTAAGACTGTAGTGIGGECACACGAGAAGTACCGAATCGARTCITIIC 4620
NN RN N N N N R RN RN R RN R
Seg 2 401 GIAGCCACCITCGTAAGACTGTACTGTGEECACACGAGAAGTACGEAATCGARTCTTIIC 342

Seqg 1 4621 CACTGATTCACGACTCCTICGETACCATTCCCECIGRCGCTCGCGRARCCTCITCARRCGCRALE 4680
RN R NN N N N N N R RN AR RN
Seg 2 341 CACTGATTCACGACTCCTICGETACCATTCCCECIGRCGCTGCGRRCCTICITCARRCCRE 282

Seq 1 4681 TGCGCGRRACTATGETIGACACATATGAGTCTTGCTIGATGTACTGECTGATITCTACGRCC 4740

AR N N N NNy
Seg 2 281 TECCECEARRCTATCETTCRCACATATCRCTCTTICTCATCTACTGECTEGATITCTRACGRCOC 222

Seq 1 4741 AGITCECTERCCRGTTGCACGRGTCTCAARATTEGACARARATGCCAGCACTTCCEECTARRLG 480D
PEREERETRE Rt e e e et e rn et et e b rnd
Seg 2 221 ACITCECTELCCRCTTGCACGACTCTCAATTCCGACARART CCCACCACTTCCGECTARRGE 162

Seq_ 1l 4801 GTAACTTGARCCTCCGTGACATCTTAGAGTCGGACTICGCCITCCCGTAATARCCAGECR 4660
PEREERRTRE et e e et n et e et e e e bt rind
Seq 2 161 GIAACTTGARCCTCCGIGACATCTTAGRGICGGACTICGCEITCGCGTARTARCCAGECA 102

Seq 1l 4861 TCRAATARARCCAAMCGGCTCACTCGRAAGACTGEECCTITITCGITITATICTGITEITICIC 4520
R R NN N N N N N RN R NN |
Seg 2 101 TCRAATARARCGRARGGCTCAGTCGRAAGRCTGEECCTITCETTTTAICTGTIGITT-TIC 43

Seq 1 4921 GEIGAACGCICICTACTAGTAGCGECCECIGCA-—======= 4583
TELRTRR TR e e nrntind
Seq 2 42 GETEARCGCICTICTACTAGTACGOEECCECTECACTCCEECAR 1

Figura A4 Resultado de sequenciamento da construcéo
pSB1C3_ DENV1OSSOSW|tch2 "~ T7RNApol. (A) resultado primer foward (B) resultado primer
reverse. Destacado, na ordem, as sequéncias nucleicas do BB prefixo (roxo), do promotor
J23119 (vermelho), do switch DENV10550(2) (azul), do inicio do linker (rosa), parte inicial e
final do gene T7 RNA pol (verde) e do terminador rrnBT1 (marrom). Fonte: Préprio autor,
imagens geradas no software Serial Cloner.



129

Seg 1 1 A\ TTCGCGECCE CTAGRCGARATTARATACGACTCACTATRACGEAGACCCAR 60
A IIIIIIIIIIIIIIIIII A ARANRNEy 11 |
Seg 2 1 ——————-ATICGCEECCECTICTAGRCGAR - TTAATACGATACGRATEECTCCC—————R 46

Seg 1 €1 ATAATTTIGITIARCT ITAAGRAAGERCGATATARTGCACCACCOGARRRRCATCRAAGARAE: 120
TRERTTRTR e e e e e e e e e e nennnnl
Seg_2 47 ATAATTTIGCTTTAACTTTARGAACCACATATARTCEACCGACCOGARAARCATCAAGARAL 106

Seg 1 121 GCCCAGCRCCCITCTATCCECTEGARGAT CETACCGCCCETCARCARTTCCACARLGCCGE 180
TRERTRRTR TR e e e e e e e e e ernrnnennnnl
Seg_ 2 107 GCCCAGCACCCTITCTATCCECTCCARCATCETACCECCCETCARCCCTTCCACARALGCCA 166

Seg_1 181 TCEARRCETTATGCECTGEITCOGEETACCATOGCATICACGEACCCECATATCGAGETTEA 240

TREREERTRER e e e e e e e e e e el
Segq_ 2 16&7 TERALCCTTATECECIGEITCOGEEIACCATCGCATICACGERCGOECATATCEAGETTIRE 228

Seg 1 241 ACATCACCTATGCCGACTACTITCGAGATEGAGCETICCICTCECCGAGECARTCARGCOGTT 300

TRTRTTRIRTR i e e e i et
Seg_ 2 227 ACRTCACCTAT RO CGAGTACTTCGAGRT GRGCCTICCICIGECCGRAGECARTGRARAGCETIT 288

Seg_1l 301 ATGCTTIGARTACCAATCATCECATCEICCTCTCTAGCGRGARCACGCTIGCACTITIICA 360
TRERTRTR TR e e e e e e e e e e e nrnennnnl
Seg_ 2 287 ATGCTTTGARTACCAATCATCECATCEICCTCTCTAGCCGACARCAGCTTCCACGTITIICA 346

Seg_l 361 TeCCAGTICTGGETGCACTCTTTATIGGTCTGGCAGTCECGCCTGCCARTGATATCTACE 420
TRERTEETRrrer e e e e e e e e et errnnnl
Seq 2 347 TeCCACTICTCECTCCACICITTATIGCTCTCECACTGECCCCTGCCARTGATATCTACA 406

Seg_l 421 ACGAGCCTGRAACTGTIGAATAGCATGARCATITCGCACCCGACGETTIGTTITIGTGT-~~ 477
PERREREER TR e et r e e e e e ettt ernetnl
Seg_2 407 ACGAGCEI GRACTCTTCARTAGCATGARCATTTCGCACGCCEACEETICTITITICISTITT 466

B Seq_1 1321 CCGITGATCGRTARAGEATGECTGECTGCACAGCGGCCACCTEECGTACTGGGATEAGEATE 13680
TRERERRER e e e e e e et e e e e el
Seg_2 432 CEITGATCEATARGEATGECTGECTGCACACCGECEACCTCECECTACTCECGATCAGEATE 433

Seq_1 1381 ARCARCTITTICATCGITGETCGCCTGARGAGCCTGATCARGTACARGGECTACCAGEICE 1440
TREEEERER e e e e e e e e e e el
Seg_2 432 AACACTTITICATCETTGETCECCTGARCGACCCTGATCARCTACARGEECTACCAGEIGE 373

Sag 1 1501 CEEETCIGCCTGATGATGATGCCGETGRATTECCAGCTGCEETGEICCTICTGEARCACE 1560
TREEERRER e e e et e et e e e el
Sag 2 312 CeEET T GCCTCATCATGATCCOGETGRATTCCCAGCTCCCETGEICCTTCTCEAACACE 253

Sag 1 1661 CGTAARACGATGACTGARARAGAARRTCGTGGACTACGTCGCCTICGCAGGTGACCACCGCTA 1620
FTREEEEETRE e et e e e e b e et r et e il
Sag 2 252 CTAAARCGATGACTCARARAGAAATCCTCGACTACCTCCCCTCGCAGCTGRCCACCECTA 193

Sag_l 1621 ARRAGTTGCGTGGTGGCGIGGTGTTIGTGGATGARGTGCCGAAAGGCCTGACGEGTARAC 1680
TREEEEREE e e e e e e e e e v e e el
Seq 2 182 ARARGTTGCGTGGTGGCGTGGTGITIGTGGATGAMGTGCCGAARGGCCTGACGEETARAC 133

Sag_l 1681 GTGATGCACGTARGATTCGTGAGATCTTGATCAAGGCGAAGAAAGGTGGTARATCCARGT 1740
PRI et e e e e b e et r e e el
Sag_2 132 GIGATGCACGTARGATTCGTGAGATCTTGATCAAGGCGAAGAAMGGTGGTARATCCARGT 73

Seg_l 1741 TGTAATARCGCTGATAGTGTAGATCGCTACCAMAGCCCGCC-GAARGGCGGGCTITICTG 1788
TREREEEEEEer e e e erererererrererer 1l AANARRRRENANE
Sag_2 72 TETAATARCGCTGATAGT GTAGATCGCTACCARAGCC-TCCTGE-~GRCEGEECTITICTG 16

Seq 1 1800 TTACTAGTAGCGG TGCAGICAC 1825
TETEEEEnnnnnl
Seg 2 15 TTACIACTRAGCEECC————————— 1

Figura A5 - Alinhamento do sequenciamento da construcdo pSB1C3_PT7-EPICluc. (A)
resultado primer foward, missmatch na sequéncia do promotor T7 (em azul) sdo devido a
baixa confiabilidade do sequenciamento nesta parte (baixo QV) (B) resultado primer reverse.
S&o destacados, na ordem, as sequéncias nucleicas do BB prefixo (cinza), do promotor T7
(azul), parte inicial e final do gene EPIC luc (verde) e do terminador T1 (vinho) e do BB sufixo
(cinza). Fonte: Préprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner.
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CTTCTAGAGGAART AGACCCARATRAATTTTGTTTARCT
[RARRR FEEEREEEEred ettt et
==TCTAGAGE-ARTTARTACGACTCA-TAARGGECGTCOCARATAATTTTGTTTAACTTT

FEETEERE ettt et e et et e e e et e e et er el
ARG AGATATAATCCAGCACEOEAARRACATCAAGARACGCCCASCACCETTCTATC

FEETEEREEr et re et ettt et e et e et e e e e el
e TECAAGATGETACCGOC GETEAACART TECACAARGCGATGAARCGTTATGCGC TGS

TEETErererer e et re et ettt erer et e rereeerrrrerernl
TTCCGEETACCATCGCATTCACGEACGCCCATATCGAGETTAACATCACCTATGCCGAGT

terrererererrererrrerrerererererrererrrerrerer e el
ACTTCGAGATGAGCGTTCGTCTGECCGAGGCAAT GRAGCGTTATGGTTTGARTACCAATC

terrererererrererrrerrerererererrererrrerrerer e el
ATCGCATOGTOG T TG TAGC GAGARACAGCTTECAGTTTTTCATGOCAGTTC TEEGTECAL

terrererererrererrrerrerererererrereerrerrererrrerrrrererel
T T AT TG E T T G AT GG O TGO CAAT A TATCTACA A GAGCCT AR TG T TEA

terrererererrererrrerrerererererrereerrerrererrrerrrrererel
AT A A TR A AT T TG AL A GG T TETT T T TG T T CARAGA A AGCT T T AGARGA

TETTETREEr et et ettt e e et
T T EAR TG TG AR AR AT T OO GAT CATTCAGRAR A TCATCATCATGEACAGTARGA

FEEEErErererrerere e rrererer rer e e et e et e errerrirnd
AT AT T AGAC GG T T ARG T AT T T O TOGE TCAG T TO OGO TTACAGOCTADCA

FEETErrre e et et et et e e et et er et e et e e rererel
TTARCACCAACARACATAGCGAGATTGATGCACACAARCAGGAGTCTGETATCGCTCCTA

FEEEEEETEr e et e r e e ettt e et e et e et
ACTTTGTACACAGCCAAGACGETAGCCACC TTCGTAAGACTGTAGTETGECCACACGAGA

Ferrerrrerer et et terer et et et et ee et e el
AGTACGGAATCGAATCTTTTGCACTGATTCACGACTCCTTCGETACCATTCCGECTGACE

FEETEEETEt e et et e r e ettt e et e et e et
CTGCEAACC TET TCARAGCAGTGCGOGARACTAT GETTGACACATATGAGTCTTGTGATS

FEEEErErererrrrererer el FEErerererrrrererererrererel
TR TG TGATTTCTACGACCAGT TOGCTEACCAGTTECACGAGTCTCART TEGACARRR

PETTEEETEr ettt e r e et ettt et et errrerrerrind
T A A T T GEC TAAR G TA R T TEAACC TCC G TEACATC TTAGAGTCGEACTTOR

TARC
Lerrrrrrererrrrerererrererereeerrererereerererel LEEerrrn
CET TG T AR T A A CAGGEC AT CARATARR ACGR ARGECTCAGTC GARARGTC TEEGCCTT

T C ACTAGTAGCGECCECT!
[REREE Lerrerrrrerer reerereeererrrrererrrrerel
TCGTTTTA---ACCATTTATCGGTGARCGOCTCTCTACTAGTAGCGECCECTECAG L
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construcdo

pSB1C3_EPICluc_ZIKV1440Switch2.6_T7RNApol. (A) resultado primer foward; (B) resultado
primer reverse. Sao destacados, na ordem, parte da sequéncia nucleica do BB prefixo (roxo),
do promotor T7 (cinza), a parte inicial do gene da EPIC luc (laranja), parte final do gene da T7
RNApol (azul-claro) e do terminador rrnBT1 (marrom) e do BB sufixo (roxo). Fonte: Préprio
autor, imagens geradas no software Serial Cloner
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Seg 1 1581 GAATTTCRGATRARMARAATCCTTAGCITICGCTAAGEATGATTTCTEGAATTCECGGCC 2040

FELEITETET TEITLnd
A Seq 2z 1 e TGATTTCTGE-ATTCECGECC 20

Seq_ 1 2041 GCTITCTAGAGTTGACAGCTAGCTCAGTCCTAGGTATAATGCTAGCACTAGATCCTCTRAC 2100
TRLRETEEER e e vt rer e e e e e b el
Seg 2 21 GCITCTAGAGTIGACAGCTACCICAGECCTACCTATAATECTAGCACTAGATCCICTRAAC B0

Seg 1 2101 CCGCTAGTCTGCTACCCCATGCGTACAGCTTGTITATAGTTATGARCAGAGCACACATARTA 2160
LR N N N R NN NN AN RN R R
Seg 2 81 CeCTAGCTCTGCTACCCCATCOGTACACCTIGTTATACGTIATCARCACGAGCACACATARTA 140

Seq 1l 2161 TCGACTAAGCTCTACGCACTCGACTCGACGGCAGCGCAARRACGRACACGATTAACATCGCTA 2220
RN RN N N RN NN NN RN RN
Seg 2 141 TCACTAAGCTCIACCCACTCCACTCGACCGCAGCGCARRRCAACRCCATTAARCATCCGCTA 200

Seq 1l 2221 ACGARACGACTTICICIGACATCGAACTGGECTGCIATCCCCTICAACACTCIGECTGACCRTT 2280
RN RN N N N N RN N AN
Seq 2 201 ACRACCACTICTCIGACATCCARCTGECTECTATCCCETTCARCACTCTEECTERACCRATT 260

Seq 1l 2281 ACGEIGAGCGTITAGCTCGCGAACAGTTIGGCCCTIGAGCATGAGTCTTIACGAGATGEETE 2340
RN N N R N N AN A RN
Seq 2 261 ACCEICAGCETITAGCTCCCCARCAGTTCECCCTIGAGCATCACGICTTACGAGATGEETE 320

Seq 1l 2341 AAGCACGCTTCOGCAAGATCITIGAGCGTCAACTTAAACCTGCTGAGCITCGCGEATARCE 2400

N N Ry N N NNy
Seq 2 321 AAGCACGCTTCOGCARGATCTTIGAGCETCARCTTARACGCTCETCGAGETTGCGEATARCE 380

Seq 1 2401 CTGCCGCCAAGCCICTCATCACTACCCTACTCCCTAAGATGATTCCACGCATCARCGRCT 2460
LR NN N N N N N NN AN N A RN
Seq 2 381 CTGCCECCAMGCCTICTCATCACTACCCTACTCCCTARGATGATTGCACGCATCARCGRCT 440

Seq 1 2461 GCITIGAGGAAGTGAARCGCTRAGCGCGGCAAGCGCCCGACAGCCTTCCAGTITCCTGCRAG 2520
TRCEREREET e e et et e e e e e e et e el
Seqg_2 441 GETTTGAGCAACTCAAACGCTAAGCGCCECRAGCECCCEGRCAGCCTICCAGTTCCTGCARG  BOD

Seq 1 2521 AARTCAAGCCGGAAGCCCTAGCGTACATCACCATTAAGACCACTCTGGCTTIGCCTAACCH 2BE0
TREEEEEEET et et e e e e et e el
Seq_2 G501 ARATCAAGCCGCAAGCCCTACCGTACATCACCATTARGRCCACTCTGECTTIGCCTAACCA  BED

Seg_l €241 T y 1 T I €300
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Seq_2 EBO% CEATAARGGATGECTGECTECACACCEECEACCTGECETACTGCEATGAGGATCRAACACT 450

Seq_1 6301 TTTTCATCGTTGET rERALD erun iy ey A3 Fi e » 2 £360

TRLERTETEE et et e ettt e e et e e et r e e et
Seq 2 44% TTITCATCGITGETCGCCTGARCAGCCTGATCRAGTACAAGEGCTACCAGCTGECACCGE 350

Seq 1 6361 T —_—— 3 AT TETT A p— . €420
TECEETETEE et e et e et e e v ettt
Seg_2 38% CTIGAARCTGGAGRGCATTCTIGTTGCAACACCCTAATATCITCGACGCGGETGITGCGEETC 330

Seg_l 6421 T AT ARTT TGGAACE [ARR €480
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sag_2 32% TGCCTGATGATGATGCCGGTGAATIGCCAGCTIGCGGTGGICGTTICTGGAACACGGTARAR 270

Seq 1l 6481 AT CAARARCALAT - P —— TARARAGT €540
TRLETTETR e e e e e e el

Seqg & 26% CGATGACTGRARRAGRRATCCTCEACTACGTCGOCTCECACGETGRCCACCECTARRRARCT 210

Seg 1 €541 eel0

Seqg_Z 20% 150

Seq 1l c&01 eEel

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Seg_Z 14% CRCCTAAGATTCCTGAGATCTTCATCAAGECELAGRRARCETEETRARTCCARGTTETRAAT S0

Seg 1 €661 AACGCTGEATACTCTACATCGC-TACCRARGCCCECCGARAGGCEEECTITICTEITACTA €715

PEPTRLEER PR e e e e e e e e rnnnl
Seq 2 B3 ARCCCTGATAGTCTACATCECCTACCRARGCCCECCEARAGECEEECTTITICTCTTACTA 30

Seg_l €720 GTAGCGGCCGCTGCA--—------—--—— £&734
[LERARRRRRRAREY
Seg_ 2 29 GTAGCEECCECTECACTCCOECARARALG 1

Figura A7 - Alinhamento do sequenciamento da construcao
pSB1C3_DENV10550Switch2_T7RNApol_EPICluc. (A) resultado primer foward (B) resultado
primer reverse. Sao destacados, na ordem, as sequéncias nucleicas do BB prefixo (roxo), do
promotor J23119 (vermelho), do switch DENV10550(2) (azul), do inicio do linker (rosa), parte
inicial do gene da T7 RNApol (verde), a parte final do gene da EPICluc (laranja) e do BB sufixo
(roxo). Fonte: Proprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner.
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AGARATTTCAGATARARAR A T T TAGC TT TC GO TRAAGGAT GAT TTCTGEAAT a0
[NRRRRRREE
-==GARATTOGCGEE

CTTCTAGAG
FEETETErrr e e et et e r e e e ettt r e e e e e e e el
e T T TAGAGT TARGEAGETARR A AR A AT CEAGCACCCCARARACAT CARGRAAGECCT

rerrrerertrerrrerererterererrererererer el
AGCACCGT T TAT OGO T GEARGA T GETACCECCGETEARCAAT TECACAR G

FEETEEErrer e e et et r e et e e ettt r e e e e rer e e el
ACGTTATGCGCTGGT TOCGEGTACCATCGCAT TCACGGACGCGCATATCGAGGTTAACAT

FEETETRETEr et et e e e e e e e e e et rern
CACCTATGCCGAGTACTTCGAGATGAGCETTC G T CTGEC CEAGGCARTCARGUGTTATGE

FEETEEErEr e e e et et e e e e e et e et e e e e e e er el
TTTGAATACCAATCATCGCATCGTCGTCTETAGCGAGRACAGCTTGCAGTTTTTCATGEC

terrerererrererrrererrerererer e rerererrerererrrer el
AT T GGET AT G T T TAT TGE T T GECAG TEEOGCC TECGARTGATATCTACAACGR

FEEEEERrEr e e e et et e r et e e et e e et e e e e e e e rrreed
GUGTGARCTETTGAATAGCATGARCAT TTCGCAGCOGACGETTGTTTTTGTGTCCAAGAR

FEETEEErrr e et et e r et e e et et et r e e e e e e el
AT TTGCAGAAGAT T TCAATCTGCAARACARGTTGOCCATCATTCAGARAATCATCAT

GITCETGECCCEATEATCATGAGCGET TATGTCARCARCCCGGRAGCARCTARTEOGTTE
FEETETETEre et et et ettt et e e ettt el

ATCGATARAGGATGGCTGGCTECACAGCGEEGACCTGECETACTGEGATGAGGATGAACAL
Lerrererrreerrrerereerrrererererrereeererrrrerererrererennl

TTTTTCATCGTTGGTOGCCTGARGAGCCTGAT CARGTACAAGGECTACCAGGTGGCACCE
Lerrererrreerrrerereerrrererererrereeererrrrerererrererennl

GUTGARC TGEAGAGCATTCTETTECARCACCC TARTATCTTCGACGC GEETETTELGEET
FEETETEE et r ettt et e e e et eeer e et rererernl

CIGCCTGATEAT GATEOCGETCART TECCAGC TGUEETEETCGTTCTGEAACACGETAAR
FEETETET et ettt bt e er ettt e e e rerererrererernl

ACGATGACTGARAAACARATCCTEEACTACCTCGOCTCECAGGTGACCACCGCTARARAL
(AR R RN RN N RN R R RN N RN R R NN RN RN RN

TG T GET GGG TEETGTT T TEGAT GAAGTGCCGARAGE CCTGACGEETARRCETGAT
FEETETETErer et ettt ettt et e e e e ettt r el

AT AT T T G AGAT T T AT ARG CAAGAR AGETGETARATOCARGTTETAR
(AR R RN AN R R N R N RN R R N N RN RN RN

TAACGCTGATAGTGTAGATCGCTACCARAAGOCCGCCGATA- - GCGGCTTTTCTGTTACCT
Ferrererrreerrrerereererrererereererer | FErererrernl |
CGCTGATAGTGTAGATOGCTACCAARGCCCGOCGAARMGGCGEGCTTTTCTGTTA-CT

132

Figura A8 - Alinhamento do sequenciamento da construcdo pSB1C3_RBS-EPICluc. (A)
resultado primer foward (B) resultado primer reverse. Sdo destacados, na ordem, o BB prefixo
(roxo), a sequéncia contendo o RBS (rosa) a parte inicial e final do gene da luciferase EPICluc
(laranja) e o terminador T500 (marrom). Fonte: Préprio autor, imagens geradas no software

Serial Cloner.
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FERRERL TRt TEE |
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TEETEEEEEr ettt re el
ARARRRRAACTEECGTCTTAC TGO GARATCCAGGETTEECACGAC TACCETTTOTACATE

FEETEEEEErer et et e et et et et r e rer e el
AR GET AT T T G ETAR AR A RO AR CE T CARACTEAR ACTECTGATEERACAD

FEETErErerer et r e et et e e rerererer et et erer el
ATCGARRARGETARRATCARCATCC TGO TEET TTACCGT CTEEACCETCTGACCOGTTCT

TEETErErerer et et er e e et et et rererrerernl I |
GTTATCGACCTGCACARRCTGE TEAACTTCCTGCAGGRACACGET TGCECGTTCARATCT

FEETEEEEErer et e e e e et et et rer et ererer el
GrEACCGARACCTACGACACCACCACCECGAACGETCCTATETC TATEEETATOETTTCT

[NEN FEEEErErer e et et et et e et et e e et e ee e e
COETGARACC TACGAC AT CCAR A AR R AT T GEAATC TTECCAAGACCCGATCAARAT

I FEEEErErer e et et et et e et et e e et e ee e e
CEACGARACC TACC T GARACAR AT ET TTACATGTTCCACCAGACCTTCARCGACCTEER

FEEEETErerer e et er ettt ettt et et erer e el
ATCTGARAR A AR AT T T T TARA T T AT CETACCATCCGTTACACCGTTAR

FEEEETErerer e et er ettt ettt et et erer e el
AGAACAGCA A TG T CGAC AR AT TAR A A O CETARACETAARCAGARAGTTAT

; 1 ACTTGAATTCTA AGCTTEATGEEEEATCCCATGETACGOETECTA
FORLETETErer et et e ettt et et rer ettt
AT A AT TGAA T T T A A TR A TT AT GEEEEATCCCATGETACGOETECTA

GRGGCATCCAGGCATCRARTARARCGARAGEGCTCAGTCGARAGACTGGECCTTTOGTTTT
FEETETEEETE et et r e et et er et et e et e r e e e e rerer
GAGGCATCCAGGCATCAAATARRACGARRGECTCAGTCGARAGACTGEECCTTTOGTTTT

ATCTGTTETT TG TCGGTEARCGOTCTCTACTAGAGTCACACTS G
Ferrrrerererrrrere et erereter et rerererer et et e rrrrrererel
ATCTGTTET T T T GG TEARCGCTCTC TAC TAGASTCACAC TEGCTCACC TTCGGE TGRS

CC TTTATATACTAG == == === = o o i o 3802
PEVEEERERERE el

CCTTTCTGCGTTTATATACTAGAAGOGGCCGECGAATCCAGARATCA 1
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Figura A9 -Alinhamento do sequenciamento da construcdo pSB1C3 _SwDENV_Int13. (A)
resultado primer foward (B) resultado primer reverse. Sdo destacados, na ordem, em (A) a
sequéncia do BBprefixo, do promotor T7 (verde), do switch DENV10550(2) (roxo), do linker
(rosa) e o inicio do gene da intl3 (azul-claro); em (B) destaca-se o final do gene int13, do
terminador rrnB T1 (vinho) e do terminador T7Te (marrom). Fonte: Proprio autor, imagens
geradas no software Serial Cloner.
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Teerrrererer et errr ettt et e et et ettt ererrrrernl
ARGCTGTACGCAGTCGACTCGACGECAGCGCARMAGARAGTTGOGATCTACACCOGTGTT

TEEEErererer e e e et rer et rer e ettt rernl
TCTACCCTGEARC AR ARG AR GETCAC T TATCGAAGARCAGGRACETARRCTECET

Teerrrererer et errr ettt et e et et ettt ererrrrernl
GUGETACTCTGACATCAACGACTGGAARATCCACAARGTTTACACCGACGOGGGTTACTCT

Teerrrererer et errr ettt et e et et ettt ererrrrernl
GETGCGAARRARAGACCETCCGEUG TECAGGARATGCTGRAACGAAATCGACAACTTCGAC

Teerrrererer et errr ettt et e et et ettt ererrrrernl
CTGGTTCTGETTTACAARCTGGACCEGTC TGACCCGTTCTGT TARAGACCTGCTGGAARTC

teerererererrererererrerererererrerererer e rererer e el
ARARACGTAARGACARCGACARAGETAARACCTTCAACTACGARARAATCARRAACTTCR

teerererererrererererrerererererrerererer e rererer e el
AATACTCTC TG TEARC GG T TEEEAACTCA TG EAAGACGAAC TEARRACCGRATTCATCA

teerererererrererererrerererererrerererer e rererer e el
ARATGECGATCARAR AT AT T OGARTAC G TTAARGETATC AARGETARRCGTCAGA

L TCTGAARATCE TATCGART ACTARGCTTGATGGGEGATCCCATGEGTACG
Ferrrrererer et ettt et et et et e et er e el
AT T T GAARA T A GG TAT CEAAT T TAC T AAGC TTEATGEGEEATCCCATGETACG

CETGCTAGAGGCATCCAGGCATCARR TARARCGARAGGCTCAGTCGAARGACTGEECCTT
FEETEEererer ettt et e e et et e ettt rrrernl
CETGCTAGAGGCATCCAGGCATCARATARARCCARRGEETCAGTCGAARGACTGEECCTT

TEARCECTOTCTACTAGAGTCACACT
teerererererrererererrerererererrerererer e rererer e el
TeETTTTATC TG T TG T T T ST GG TGARC G T T TAC TAGAGTCACAC TEGLTCACCTTE

ICLTITIAT I'TT

TTTATATACTAGTAGCGECCEETECA= == == 3763
Ferrrrerererrrrerererrererer rei el
GEETEEECCTTTCTGCGTTTATATACTAGARAGCGGCCGEGAATCCAGARATCR 1
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Figura A10 -Alinhamento do sequenciamento da construcdo pSB1C3 SwDENV_Int9. (A)
resultado primer foward (B) resultado primer reverse. Sao destacados, na ordem, em (A) parte
da sequéncia do BioBrick prefixo (vinho), o promotor T7 (verde), o switch DENV10550(2)
(azul), o linker (rosa) e o inicio do gene int9 (azul-claro); em (B) destaca-se o final do gene
int9 (azul-claro), o terminador rrnB T1 (marrom), o terminador T7Te (laranja) e 0 BioBrick

sufixo (vinho). Fonte: Préprio autor, imagens geradas no software Serial Cloner.
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