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RESUMO

A maléria é considerada um problema de satde publica global em humanos ao longo de
anos, devido a ser uma das principais doencas com maior impacto na morbidade e
mortalidade em muitos paises tropicais e subtropicais. Os métodos mais comumente usados
para o diagnéstico da maléaria sdo o exame microscopico, testes de diagnostico rapido e
reacdo em cadeia da polimerase, ferramentas limitadas pelo conhecimento técnico
envolvido, menor sensibilidade e elevado custo de reagentes e equipamentos. Diante disso,
h& necessidade de desenvolver ferramentas que facilitem o diagndstico de maléaria, em
especifico a espécie Plasmodium. vivax, de forma mais rapida e de simples execucdo em
postos de atendimento (POC) por agentes de satde. Os biossensores eletroquimicos inserem-
se no cenario clinico como promissoras alternativas analiticas para o diagnéstico em POC.
Desta forma, os objetivos centrais deste estudo foram o desenvolvimento de um biossensor
eletroquimico baseado no sistema CRISPR/Cas13a, empregando eletrodos impressos de
carbono modificados com estreptavidina (SPCE/STV), além da deteccdo de amostras
clinicas de P. vivax por meio do ensaio de fluorescéncia baseado no sistema
CRISPR/Casl3a. A proteina Casl3a foi expressa e purificada e a sequéncia de crRNA foi
projetada para reconhecer um fragmento do gene pvmdr-1. Para o desenvolvimento do
biossensor eletroquimico, foi projetado um oligonucleotideo sintético sSDNA/ssRNA com
presenca de uma biotina, o qual foi imobilizado na superficie dos SPCE/STV para a posterior
detecdo molecular. As medidas eletroquimicas foram conduzidas por voltametria de pulso
diferencial e voltametria ciclica. Como resultado, o teste CRISPR/Cas13a por fluorescéncia
apresentou um bom desempenho em ambiente clinico. Das 30 amostras positivas, 27
apresentaram resultados positivo com o método, demonstrando uma sensibilidade clinica
consideravel. Das 20 amostras negativas analisadas, 0 método ndo detectou a presenca de 19
delas, demonstrando uma especificidade aceitavel. Além disso, o teste forneceu um limite
de deteccdo de 1,35 pM, apresentando alta sensibilidade. Por sua vez, o biossensor
desenvolvido usando o sistema CRISPR/Cas13a mostrou ser especifico para o fragmento
alvo, sendo registradas mudangas na resposta eletroquimica (aumento de corrente) apos a
clivagem colateral de Casl3a sobre o oligonucleotideo imobilizado na superficie do
eletrodo. Por outro lado, na auséncia do alvo, o perfil voltamétrico ndo obteve alteracéo,
indicando diferencas entre as amostras positivas e negativas. Como resultados promissores
apresentados neste trabalho, os testes moleculares baseados em CRISPR/Casl3a podem
fornecer uma abordagem alternativa para identificar infeccdes por P. vivax de maneira facil
e oportuna.

Palavras-Chave: CRISPR-Cas13a; P. vivax; diagndstico; deteccdo molecular; biossensor

eletroquimico.



ABSTRACT

Malaria has been considered a global public health problem in humans for years, due to it
being one of the main diseases with the greatest impact on morbidity and mortality in many
tropical and subtropical countries. The most used methods for diagnosing malaria are
microscopic examination, rapid diagnostic tests and polymerase chain reaction, tools limited
by the technical knowledge involved, lower sensitivity and high cost of reagents and
equipment. Given this, there is a need to develop tools that facilitate the diagnosis of malaria,
specifically the Plasmodium species. vivax, in a faster and simpler way to be carried out at
service centers (POC) by health agents. Electrochemical biosensors are inserted in the
clinical scenario as promising analytical alternatives for diagnosis in POC. Thus, the central
objectives of this study were the development of an electrochemical biosensor based on the
CRISPR/Casl13a system, using printed carbon electrodes modified with streptavidin
(SPCE/STV), in addition to the detection of clinical samples of P. vivax through the assay
fluorescence based on the CRISPR/Cas13a system. The Cas13a protein was expressed and
purified, and the crRNA sequence was designed to recognize a fragment of the pvmdr-1
gene. For the development of the electrochemical biosensor, a synthetic SSDNA/sSRNA
oligonucleotide with the presence of biotin was designed, which was immobilized on the
surface of SPCE/STV for subsequent molecular detection. Electrochemical measurements
were conducted by differential pulse voltammetry and cyclic voltammetry. As a result, the
CRISPR/Cas13a fluorescence test performed well in a clinical setting. Of the 30 positive
samples, 27 tested positive with the method, demonstrating considerable clinical sensitivity.
Of the 20 negative samples analyzed, the method did not detect the presence of 19 of them,
demonstrating acceptable specificity. Furthermore, the test provided a detection limit of 1,35
pM, presenting good sensitivity. In turn, the biosensor developed using the CRISPR/Cas13a
system proved to be specific for the target fragment, with changes in the electrochemical
response (increase in current) being recorded after the collateral cleavage of Cas13a on the
oligonucleotide immobilized on the electrode surface. On the other hand, in the absence of
the target, the voltammetric profile did not change, indicating differences between the
positive and negative samples. As promising results presented in this work,
CRISPR/Cas13a-based molecular tests may provide an alternative approach to identify P.
vivax infections in an easy and timely manner.

Key words: CRISPR-Casl3a; P. vivax; diagnosis; molecular detection; electrochemical
biosensor.
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1. INTRODUCAO

A malaria é considerada um problema de saude publica global em humanos ao longo
de anos, devido a ser uma das principais doencas com maior impacto na morbidade e
mortalidade em muitos paises tropicais e subtropicais (OMS, 2021). Segundo o relatério
mundial de maléria de 2022, mostrou que os casos da doenca aumentaram de 245 milhdes
em 2020 para 247 milhdes em 2021 (OMS, 2022). O aumento de casos de maléria pode ser
justificado pelo declinio na eficicia das ferramentas primarias de deteccdo, auséncia de
vacina eficaz, surgimento e disseminacéo da resisténcia a medicamentos antimalaricos em
parasitas e resisténcia em populacdes de Anopheles a redes inseticidas (LYIMO et al. 2022;
QUANSAH et al. 2023).

Os agentes causadores da malaria sao parasitas pertencentes ao género Plasmodium.
As espécies de Plasmodium que naturalmente infectam humanos e causam malaria séo
limitadas a seis, sendo as infec¢des mais prevalente por P. falciparum e P. vivax (OMS,
2019). No Brasil, a transmissdo da malaria predomina na regido amazénica abrangendo cerca
de 99% dos casos no pais. Em 2020, foram registrados 145.188 casos no Brasil, com total
de 118.651 casos notificados causados pela espécie P. vivax (MINISTERIO DA SAUDE,
2021). Embora as infecgdes por P. vivax sejam consideradas benignas, nos Gltimos anos tem
se observado um padrdo incomum de complicages clinicas associadas a infeccdo por essa
espécie. Tais manifestacOes graves foram relatadas em estudos recentes em diferentes
lugares do mundo, como maléria cerebral, sindrome respiratdria aguda, lesdo pulmonar,
insuficiéncia renal, disfuncdo hepatica, ictericia e anemia grave, dentre outras, podendo levar
a morte desses pacientes (MEHRIZI et al. 2023).

O diagnostico preciso e exato é indispensavel para o controle e eliminacao da malaria,
especificamente em ambientes com recursos limitados. Atualmente, os métodos de
diagnosticos tradicionais baseiam-se na microscopia e nos testes de diagndstico rapido
(RDT). Apesar do curto tempo de resposta, esses métodos possuem grandes limitacdes. A
microscopia e 0s RDTs sdo menos sensiveis e incapazes de detectar baixa parasitemia de
infeccOes. Para superar essas limitagGes, métodos moleculares como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) apresentam
resultados altamente sensiveis e especificos para identificacdo de diferentes espécies de

Plasmodium. No entanto, a alta complexidade e reagentes e equipamentos caros dificultam
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a aplicacdo dessas técnicas em ambientes com poucos recursos (LYIMO et al. 2022;
MEHRIZI et al. 2023).

Para superar esses desafios, métodos inovadores de diagndstico da malaria baseados
em técnicas moleculares e implantaveis em campo sdo necessarios para o0 gerenciamento
eficaz de casos. A nova tecnologia baseada no sistema CRISPR/Cas tem o potencial de
preencher as lacunas existentes no diagnostico. O sistema repeti¢cGes palindrémicas curtas
regularmente interespacadas agrupadas (CRISPR) e a proteina associada ao sistema (Cas)
participam do sistema imunoldgico em bactérias e arqueias para protegé-las contra
elementos genéticos estranhos (J. WANG et al. 2022). Os métodos baseados em CRISPR
oferecem vantagens promissoras, pois possui sensibilidade e especificidade semelhantes aos
ensaios de PCR. Além disso, o sistema de detec¢do por CRISPR/Cas reduzem a necessidade
de grandes equipamentos, que é uma caracteristica notavel para implementacdo em campo
(CHAKRABORTY et al., 2022; LYIMO et al. 2022).

A plataforma de deteccéo de &cidos nucleicos “SHERLOCK” baseada em CRISPR-
Casl3a, recentemente desenvolvida por Zhang e colaboradores, mostrou-se promissora na
area de salde diagndstica. Esta metodologia baseia-se na amplificagéo isotérmica por RPA
com a capacidade funcional de Casl3a para clivar indiscriminadamente RNA (incluindo
RNA repérter fluorescente) somente apos detectar uma sequéncia de RNA alvo especifica
(GOOTENBERG et al., 2017; KELLNER et al., 2019). Muitas das qualidades que o tornam
atraente para implantacdo em campo, incluindo deteccdo rapida, condicdo de reacdo de
temperatura Unica, alta sensibilidade, baixo custo, podem ser realizados usando dispositivos

de ponto atendimento, por exemplo, atrelado a biossensores.

Os biossensores sdo baseados na integracdo direta de um elemento de
bioreconhecimento seletivo e um elemento transdutor sensivel, e fornecem plataformas
complementares a PCR para identificacdo e quantificagdo de patogenos (CASTILLO-
HENRIQUEZ et al., 2020). Em comparagdo com as estratégias de deteccao existentes, as
técnicas eletroquimicas ocupam uma posi¢do importante nos biossensores atuais, pois séo
econdmicas, faceis de fabricar, faceis de funcionalizar e miniaturizar, oferecem sensibilidade
e seletividade relativamente altas, além de respostas rapidas (D’ORAZIO, 2003; WILSON,
2005). Juntamente com as vantagens do sistema CRISPR-Cas e das técnicas eletroquimicas,
é possivel alcancar melhorias significativas no biossensor com amostras bioldgicas, que

geralmente sdo prejudicadas pela presenca de interferentes, resultando em impedimento do
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processo de transferéncia de elétrons e medicdes subsequentes (PRIYA SWETHA et al.,
2021).

Diante do exposto, adotamos testes moleculares baseados no sistema CRISPR-
Casl3a aplicados na deteccdo especifica de P. vivax. Testes fluorescentes e eletroquimicos
combinados a CRISPR/Cas13a pode oferecer uma alternativa viavel aos testes de deteccéo
convencionais para auxiliar no diagnoéstico de mal&ria em ambientes clinico com baixos
recursos. Essas estratégias podem ser expandidas para a detecgdo de outros alvos, ndo se
restringindo apenas a P. vivax, fornecendo assim, ferramentas promissoras para a pesquisa
basica e clinica aplicada. O sistema CRISPR-Cas13a combinado com fluorescéncia ou
eletroquimica pode detectar o material genético de P. vivax presente na reacdo de forma
especifica, rapida e sensivel.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Epidemiologia da malaria

A malaria é considerada um grave problema de saude publica no mundo, devido ser
uma das doengas com maior impacto na morbidade e mortalidade da populacdo de varios
paises pertencentes a regides tropicais e subtropicais do planeta (OMS, 2021). A maléaria é
uma doenga parasitaria com manifestagdes agudas e é causada por protozoarios do género
Plasmodium. Das mais de 120 espécies de Plasmodium conhecidas, cinco causam infeccdes
por malaria em humanos: P. falciparum, P. vivax, P. ovale, P. malariae e P. knowlesi. No
entanto, o P. falciparum e P. vivax sdo 0s principais responsaveis pela doenca no mundo. A
proporcdo dessas duas espécies de parasitas varia geograficamente, dependendo em parte da

suscetibilidade a infecgdo de populacGes especificas (OMS, 2019).

Apesar de ser considerada tratavel e apresentar evolucdo favordvel quando ac¢des de
salde efetivas sdo adotadas, a malaria continua sendo uma doenca relevante do ponto de
vista da saude global. De acordo com o Relatdrio da Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
de 2022, a taxa de incidéncia estimada para malaria em 2021 era 247 milhGes de casos em
todo o mundo, com um aumento em relagdo aos 245 milhdes em 2020 (OMS, 2022) . O
aumento dos casos de malaria foi influenciado pela interrupcdo dos servi¢os durante a
pandemia da COVID-19. As mortes por malaria sdo estimadas em 619.000 em 2021, uma

ligeira diminuicdo em comparacdo com 2020 (OMS, 2021).
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Figura 1: Mapa dos paises endémicos da malaria. Fonte: OMS (2021).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC10203619/#B59

Na regido das Américas, embora avancos significativos tenham sido feitos para
eliminacdo da malaria em varios paises endémicos da regido, a OMS estima que 139 milhdes
de pessoas vivam em areas com condi¢cdes ecolodgicas e socioecondmicas favoraveis a
diversos graus de transmissdo da malaria no continente (OMS, 2019). Atualmente, a malaria
ocorre em 18 paises da regido (Figura 2), sendo a maioria das infec¢des (quase 75%) causada
por P. vivax, seguido de P. falciparum e misto (25%) e outros (<1%). Em 2020, a regido
apresentou uma reducéo de 467.000 em 2019 para 232.000 em numero de casos, em partes
devido as restricdes de movimento durante a pandemia de COVID-19, assim como
diminuicdo de acesso aos cuidados, reduzindo os casos notificados. Em 2020, foram
registrados na regido 409 mortes, sendo a maioria em adultos (77%). Trés paises
responderam por quase 77% de todos os casos notificados: Venezuela (55%), Brasil (22%)
e Colombia (11%) (OMS, 2021).

Confirmed cases
per 1000 population

Figura 2: Distribuicdo de casos de maléria confirmados por 1000 habitantes no ano de 2020 na América do
Sul. Fonte: OMS (2021).



No Brasil, a transmissdo da malaria predomina na regido amazdnica abrangendo
cerca de 99% dos casos no pais. A regido compreende os estados do Acre, Amazonas,
Amap4, Para, Rondonia, Roraima, Tocantins, Mato Grosso e Maranhdo. Nas areas fora da
regido amazonica mais de 80% dos casos registrados sé@o importados dos estados
pertencentes a area endémica e outros paises amazonicos ou do continente africano. Segundo
0 Ministério da Saude em 2021, foram registrados 139.112 casos no pais, com total de
118.651 (83%) casos notificados causados por P. vivax e 22.182 (17%) por P. falciparum
(MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Em 2020, segundo Incidéncia Parasitaria Anual (IPA),
na regido amazénica, 29 municipios foram classificados como de alto risco, 47 de médio
risco, 54 de baixo risco e 128 municipios de muito baixo risco (Figura 3) (MINISTERIO DA
SAUDE, 2021).

Classificagdo de Risco - IPA 2022
Sem transmissdo
Muito baixo risco
| Baixo risco
B Médio risco o S 2
I Alto risco \ B &

0 500 1.000 km
L SE—

Figura 3: Mapa de risco de maléria por municipio de infeccdo. Fonte: Ministério da Satde (2022).

Contribuindo com 41,1% do total de casos de maléria da regido Amazdnica no ano
de 2020, o estado do Amazonas registrou um total de 58.973 casos de malaria. Dos 62
municipios do estado, considerando o recorte de janeiro de 2020 a junho de 2021, 58
municipios (93,5%) apresentaram transmissdo de maléria. Destes, 15 concentraram 80% do
total de casos de maléria no estado. A IPA do estado no ano de 2020, foi de 14,0 por cada
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mil habitantes, sendo o estado com o sequndo maior IPA do Brasil, ficando atras apenas do
estado de Roraima. Deve-se levar em consideracdo a alta prevaléncia de casos
assintomaticos e sub-notificados que pode duplicar o nimero de casos no Amazonas
(MINISTERIO DA SAUDE, 2021).

2.2 Ciclo de vida e aspectos clinicos

Todas as espécies de Plasmodium compartilham um ciclo de vida semelhante: o
parasita infecta uma pessoa (ou hospedeiro vertebrado) e € transmitido do paciente com
malaria (ou hospedeiro vertebrado infectado) para outro hospedeiro por um inseto vetor
(PERKINS, 2014). Os vetores que transmitem as cincos espécies de Plasmodium que
infectam naturalmente os humanos sdo 0s mosquitos fémea do género Anopheles,
pertencentes ao subgénero Nyssorhynchus, sendo mais importante no Brasil a espécie
Anopheles darlingi, cujo criadouros preferenciais sdo cole¢cdes de agua limpa, quente,
sombreada e de baixo fluxo, muito frequentes na Amazonia brasileira (MINISTERIO DA
SAUDE, 2020).

O ciclo de vida do Plasmodium comec¢a quando parasitas conhecidos como
esporozoitos (estagio plasmodial infeccioso) sdo inoculados na derme pela picada do
mosquito vetor, 0s esporozoitos migram rapidamente para o figado e invadem os
hepatocitos, fase conhecida como esquizogonia hepatica. Dentro dessas células, cada
esporozoito inicia uma fase de reproducdo assexuada resultando na formacdo de um
esquizonte, que contém milhares de merozoitos. A ruptura de esquizontes maduros gera a
liberacdo de merozoitos na corrente sanguinea. Nessa fase hepatica, o desenvolvimento do
parasita nas células do figado requer aproximadamente uma semana para P. falciparum e
cerca de duas semanas para P. malariae. Nas infec¢Oes por P. vivax e P. ovale, alguns
parasitas desenvolvem-se rapidamente, enquanto outros ficam em estado de laténcia no
figado (BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012; KARIUKI; WILLIAMS, 2020).

Uma vez na corrente sanguinea, 0s merozoitos atingem e invadem as hemaécias
rapidamente para iniciar um processo de multiplicacdo assexuada, o que da inicio a fase
chamada de esquizogonia sanguinea. Dentro das hemécias, 0s merozoitos amadurecem em
trofozoitos e depois em esquizontes, que finalmente se rompem das hemécias infectadas

liberando a nova geracao de merozoitos que infectam rapidamente novas hemacias, e assim



continuando o ciclo eritrocitario. Os ciclos eritrocitarios repetem-se a cada 48 horas nas
infeccbes por P. vivax e P. falciparum. No momento da ruptura do esquizonte, a liberacédo
de parasitas da malaria e material eritrocitario na circulacdo induz o processo fisiopatologico
da malaria e o aparecimento dos sintomas (BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012;
KARIUKI; WILLIAMS, 2020).

Depois de algumas geracdes de merozoitos nas heméacias, uma pequena proporcao de
parasitas se desenvolve em estagios sexuais masculinos e femininos, chamados de
gametocitos. Esses gametas no interior das hemécias ndo se dividem e, quando ingeridos
pelos mosquitos vetores, os gametocitos sdo ativados e se diferenciam em feminino
(macrogameta) e masculino (microgameta), que da inicio ao ciclo esporogbnico. O
microgameta fertiliza o macrogameta para produzir o zigoto, 0 Unico estagio de
desenvolvimento do parasita que possui um genoma dipldide. Logo, o zigoto sofre meiose e
se diferencia em oocineto, possuindo quatro genomas haploides em seu nucleo. O oocineto
penetra na parede do intestino do mosquito e forma um oocisto no lado externo. Quando o
oocisto amadurece, ele se rompe e numerosos esporozoitos produzidos sdo liberados na
hemolinfa e migram para glandulas salivares, onde adquirem a capacidade de infectar células
humanas no momento da picada pelo inseto durante uma refei¢cdo de sangue (Figura 4)
(BILLKER etal., 1998; MEIBALAN; MARTI, 2017; SATO, 2021).
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Figura 4: Ciclo de vida do Plasmodium. Fonte: Adaptado de Medicines for Malaria Venture. Disponivel em:
https://www.mmv.org/malaria-medicines/parasite-lifecycle. Acesso em 01 de fevereiro de 2022.

As manifestaces clinicas da malaria sdo dependentes do estado imunoldgico prévio
do hospedeiro. Os primeiros sintomas da malaria, comuns a todas as diferentes espécies de
maldria, sdo inespecificos e simulam uma sindrome semelhante a gripe. A marca registrada
da maléria ¢é a febre. Até dois dias antes do inicio da febre, sintomas prodrémicos, como mal-
estar, anorexia, lassidao, tontura, vontade de alongar os membros e bocejar, dor de cabeca,
dor nas costas, mialgias, nduseas, voémitos e sensacdo de frio pode ser experimentado. A
febre geralmente é irregular no inicio e a temperatura aumenta com calafrios. Depois de
alguns dias a febre tende a se tornar periodica dependendo da esquizogonia sincronizada
(BARTOLONI; ZAMMARCHI, 2012).

Embora a maléria por P. falciparum seja a principal causa de malaria grave e morte,
nos ultimos anos tem se observado um padrdo incomum de complica¢des clinicas associadas a

infeccdo por Plasmodium vivax, com um crescente aumento do ndmero de pacientes que
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necessitam de internacéo hospitalar (PRICE et al., 2007). Além da hemorragia fatal rara devido
a ruptura traumatica ou espontanea de um bago aumentado, outras complicac¢des da infeccédo
por P. vivax foram relatadas, incluindo complicagbes de convulsdo, choque, ictericia,
insuficiéncia renal, anemia grave, coma e sindrome do desconforto respiratorio agudo
(ALEXANDRE et al., 2010; KOCHAR et al., 2005; LUXEMBURGER et al., 1996). Tais
complicacdes clinicas sdo semelhantes as que sdo causadas por Plasmodium falciparum,

sugerindo desta maneira que o P. vivax seja capaz de provocar maléria grave.

2.2.1 Particularidades do ciclo de vida de P. vivax

P. vivax tem um ciclo de transmissdo complexo com caracteristicas bioldgicas
distintas em comparacdo com outras espécies de Plasmodium. A principal caracteristica
distintiva da biologia do P. vivax é sua capacidade de formar estagios hepaticos de longa duracéo,
o0s hipnozoitos (ADAPA et al., 2019). Ao entrar no figado, os esporozoitos de P. vivax podem
seguir duas vias distintas. Alguns desenvolvem-se diretamente em esquizontes hepaticos, que
apos 8 dias liberam merozoitos para iniciar o ciclo assexuado, enquanto outros, 0s hipnozoitos,
“param” seu desenvolvimento a partir do terceiro dia apos a infec¢do, permanecendo dormentes
por semanas ou meses antes de serem reativados (BETUELA et al., 2012; MIKOLAJCZAK
et al., 2015; WHITE, 2011). Como ndo existem testes diagnosticos que possam detectar
infeccBes em estagio hepatico latentes, portadores de hipnozoitos indetectaveis sdo uma
importante fonte potencial de reintroducdo de P. vivax e, se ndo tratada adequadamente, pode
causar novas infeccGes do estagio sanguineo meses apés a infec¢do primaria (ADAMS;
MUELLER, 2017).

Ao contrario do P. falciparum, que pode invadir e se desenvolver em hemaécias de
todas as idades, o P. vivax evoluiu para invadir preferencialmente os reticuldcitos. Essas
células ocorrem mais frequentemente na medula 6ssea do que na circulagdo, resultando em
parasitemia de baixa densidade ou submicroscépicas no sangue periférico, muitas vezes
indetectaveis (GALINSKI; BARNWELL, 2008). Além disso, em contraste com 0s
gametdcitos de P. falciparum que sofrem desenvolvimento prolongado ao longo de 10 a 12
dias, os gametocitos de P. vivax se desenvolvem rapidamente, possivelmente com a primeira
geracao de merozoitos liberados no figado, e aparecem no sangue quase simultaneamente
com os parasitas do estagio assexuado do sangue. Portanto, a transmissao para mosquitos
pode ocorrer antes do inicio dos sintomas clinicos (BOUSEMA; DRAKELEY, 2011;
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VALLEJO et al., 2016). Essas caracteristicas Gnicas do ciclo de vida do P. vivax promove
uma transmissdo altamente eficaz e persistente, e que representam grandes desafios para o

controle e eliminacdo da maléria vivax no mundo.

2.3 Tratamento da malaria vivax

O tratamento da maléria se baseia principalmente na quimioterapia. Os antimalaricos
visam atingir o parasita em pontos-chaves de seu ciclo evolutivo, que podem ser pela
interrupcdo da esquizogonia sanguinea, responsavel pela patogenia e manifestagdes clinicas
da infeccdo; pela destruicdo de formas latentes do parasita no ciclo tecidual
(hipnozoitos) das espécies P.vivax e P. ovale, evitando assim as recaidas; e interrupcao
da transmissdo do parasita, pelo uso de drogas que impedem o desenvolvimento de formas
sexuadas dos parasitas (gametocitos) (MINISTERIO DA SAUDE, 2020). O tratamento da
malaria com o uso de determinados antimal&ricos depende de alguns fatores, como a espécie
de Plasmodium, o grau da infeccdo, a idade do paciente, historia de exposicdo anterior a

infeccdo e gestacéo.

O objetivo do tratamento da malaria causada pelo P. vivax é curar tanto a forma
sanguinea quanto a forma hepatica, e assim prevenir a recrudescéncia e recaida,
respectivamente (OMS, 2020). Segundo os protocolos estabelecidos pela OMS, usa-se a
combinacdo de dois medicamentos para o tratamento, sendo a primaquina utilizada para
forma hipnozoita e a cloroquina para o estagio sanguineo. Na América do Sul, a primaquina
é utilizada em regime de 7 dias em uma dose baixa de 3,5 mg base/kg (CHU; WHITE, 2021).
No entanto, a primaquina causa hemdlise em pacientes com deficiéncia glicose-6-fosfato
desidrogenase (G6PDd), e este risco de hemolise limitou substancialmente seu uso. O
problema da deficiéncia de G6PD é algo que leva grande preocupacéo por profissionais de
salde, principalmente em regiGes onde a prevaléncia das formas graves desta alteracéo é
elevada (HOWES et al., 2013; LOVER et al., 2018).

Desde 1946, a cloroquina tem sido o medicamento de primeira linha para o
tratamento contra a fase sanguinea assexuada de P. vivax na maior parte do mundo
(BERLINER et al., 1947). O regime de tratamento padrao é de 25 mg de equivalente base/kg
dividido em 3 dias e administrado como 10 mg/kg inicialmente seguido por 10 mg/kg em 24

horas e 5 mg/kg em 48 horas. Assim, o tratamento, tradicionalmente dividido em 3 dias,
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pode ser considerado uma dose de ataque. Quando usada cronicamente em altas doses para
o tratamento de doencas autoimunes, a cloroquina se acumula no corpo com niveis
detectaveis no plasma e nos glébulos vermelhos por meses ou na urina por até 5 anos apos a
interrupcdo do tratamento (BAIRD, 2004; TAYLOR; WHITE, 2004). Os parasitas
assexuados em estagio sanguineo que demonstraram sobreviver a um regime de terapia
padrdo normalmente absorvido pode ser classificado como resistentes a essa terapia
(GONGALVES; CRAVO; FERREIRA, 2014).

2.4 Diagnostico da malaria

O diagndstico da malaria envolve a identificacdo de parasitas ou antigenos/produtos
da malaria no sangue do paciente. Embora possa parecer simples, a eficacia diagnéstica esta
sujeita a muitos fatores: as diferentes formas das cinco espécies de maléria; os diferentes
estagios da esquizogonia sanguinea; a endemicidade de diferentes espécies; inter-relacéo
entre 0s niveis de transmissao; movimentacao populacional; parasitemia; imunidade e sinais
e sintomas; a resisténcia aos medicamentos; os problemas da maldria recorrente; e o uso de
quimioprofilaxia podem influenciar a identificacéo e interpretacdo da parasitemia da maléria
em um teste de diagnostico (TANGPUKDEE et al., 2009).

No laboratério, a malaria é diagnosticada usando diferentes técnicas que variam de
acordo com o cenério geogréafico e clinico. Independentemente do método utilizado, os testes
devem estar disponiveis e realizados 24 horas/dia, 7 dias/semana devido a natureza
potencialmente fatal da infeccdo (CORDRAY; RICHARDS-KORTUM, 2012). Os métodos
mais comumente usados para o diagnostico laboratorial da malédria sdo o exame
microscépico por coloragdo de esfregacos finos e espessos de sangue, testes de diagndstico

rapido e métodos de diagndstico molecular, como a reacdo de cadeia de polimerase.

2.4.1 Microscopia de luz
O exame microscopico de esfregacos sanguineos espessos (para triagem do parasita
da malaria apresentado) e esfregacos sanguineos finos (para confirmacdo da espécie)
continua sendo o “padrédo ouro” para detectar parasitemia no sangue e orientar o tratamento
adequado (MBANEFO; KUMAR, 2020). Esfregacos espessos sdo mais sensiveis em casos

de parasitemia de baixo nivel e envolvem a colocacdo de uma a duas gotas de sangue em
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uma lamina em circulo, os glébulos vermelhos sdo lisados e varios estagios sanguineos do
parasita (trofozoitos, gametdcitos e esquizontes) sdo liberados. Por outro lado, esfregacos
finos séo usados para detectar com mais precisdo a morfologia das espécies de parasitas, e
séo preparados espalhando uma gota de sangue em uma lamina para criar uma borda lisa que
contém uma unica camada de células (CORDRAY; RICHARDS-KORTUM, 2012).

A sensibilidade e especificidade para este método é de 95% e 98%, quando
comparado a PCR, respectivamente. Quando examinado por microscopistas experientes em
condigdes ideias, o limite de deteccdo para este método & de aproximadamente 10-50
parasitas/uL de sangue. A técnica demanda cerca de 60 minutos entre coleta do sangue e 0
fornecimento do resultado (PHAM et al., 2018; RODULFO et al., 2007).

2.4.2 Testes de diagnostico rapido (RDTS)

Ao contrario do diagndstico microscopico convencional, os RDTs sdo de fécil
execucdo e interpretacdo de resultados e dispensam o uso de equipamentos de laboratorio.
Os RDTs sdo testes imunocromatograficos que se baseiam na deteccdo de antigenos
especificos do parasita em amostras de sangue usando anticorpos monoclonais imobilizados
em membranas de tiras de teste utilizando a tecnologia de fluxo lateral. Os resultados séo
baseados na presenca ou auséncia de uma linha colorida nas tiras de teste (CORDRAY;
RICHARDS-KORTUM, 2012).

Trés tipos de antigenos tém sido comumente empregados neste método: a proteina-
Il rica em histidina de Plasmodium (HRP-2), lactato desidrogenase de Plasmodium (pLDH)
e aldolase especificas de Plasmodium. O pHRP-2 ¢ especifico para P. falciparum, enquanto
pLDH e aldolase especifica de Plasmodium s&o encontrados em todas as especies (AMIR et
al., 2018). Embora a maioria dos produtos RDTs sejam adequados para o diagndstico de P.
falciparum, alguns também afirmam que podem diagnosticar de forma eficaz e rapida a
malaria por P. vivax. Para outras espécies, 0 RDT s0 é capaz de indicar a presenca do parasita
sozinho sem especiacdo. A sensibilidade do teste varia de 85% a 94,8% e a especificidade
varia de 95,2% a 99%. O limite de deteccdo é compardvel ao da microscopia, 50-100
parasitas/uL de sangue, € 0 profissional capacitado é capaz de produzir resultados em 15 a
20 minutos a partir do momento da coleta de sangue (CORDRAY; RICHARDS-KORTUM,
2012; WILSON, 2012).
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2.4.3 Meétodos de diagnostico molecular

Técnicas moleculares, como PCR, aumentaram drasticamente a sensibilidade
analitica dos ensaios para muitos patégenos humanos, incluindo parasitas da malaria. Os
métodos moleculares tradicionais para maléria incluem PCR com detec¢do baseada em gel
de eletroforese e deteccdo em tempo real baseada em sonda de DNA ou SYBR Green. Esses
ensaios proporcionam a capacidade de fornecer identificacdo de espécies usando primers e
sondas especificas e quantificar com precisdo os parasitas utilizando uma curva padréo
(CORDRAY; RICHARDS-KORTUM, 2012).

O gene de RNA ribossdmico 18S é o alvo mais comumente usado para amplificacdo
e deteccdo especifica, devido ao fato do mesmo conter regides conservadas do DNA
gendmico em todas as espécies de Plasmodium e regides especificas para cada espécie, sem
a necessidade de sequenciamento posterior. Em particular, o uso dos métodos baseados em
PCR sdo cruciais para identificar pacientes assintomaticos e submicroscépicos, acompanhar
a resposta terapéutica, identificar a resisténcia aos medicamentos e pode ser automatizada
para processar muitas amostras. A PCR mostrou maior sensibilidade e especificidade do
que o0 exame microscopico convencional de esfregacos de sangue e RDTSs, e apresenta como
melhor método para o diagndstico da malaria. O limite de detec¢do da PCR pode ser tdo
baixo quanto 0,02 parasitas/pl, e geralmente é concluido em duas horas (HANSCHEID;
GROBUSCH, 2002; ORIERO et al., 2015; PERANDIN et al., 2004).

2.5 Limitagdes e desafios dos métodos de diagnosticos

Um grande desafio para alcancar a eliminacéo da maléria em ambientes endémicos
é a limitagdo de recursos (GUERRA; SNOW; HAY, 2006; SNOW et al., 2005). Para ser Util
nessas circunstancias, um método de diagnéstico deve ser de baixo custo, ser executado em
equipamentos portateis, facil manutencdo, ser utilizavel sem treinamento extensivo, nao
necessitar de armazenamento refrigerado de reagentes e entregar resultados precisos e
inequivocos rapidamente. A OMS estabeleceu um conjunto de principios para orientar o
desenvolvimento de diagnéstico para essas configuracdes de ponto de atendimento (POC)
de poucos recursos, conhecidas como REASSURED. Além disso, o diagnostico ideal de

malaria deve ser capaz de determinar qual a espécie esta infectando o paciente, determinar
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o0 nivel de parasitemia e ser capaz de detectar infeccdes de baixo nivel (LAND et al., 2018;
MURPHY et al., 2013; OMS, 2020).

Embora os métodos convencionais de diagnostico da malaria atendam a um ou mais
dos critérios REASSURED, nenhum atende a todos eles. A microscopia de luz, embora seja
sensivel, ndo atende a todos os critérios devido a sua dependéncia de eletricidade e pessoal
altamente treinado. Em contraste, os RDTs ndo possuem dependéncia de eletricidade, tém
baixo custo, baixa necessidade de treinamento de pessoal e geram resultados rapidos, no
entanto, sua implementacao € dificultada porque o limite de deteccdo nao é baixo o suficiente
para identificar pessoas com baixa parasitemia. A PCR também requer fornecimento de
eletricidade, pessoal altamente treinado e é mais caro que a microscopia e RDTs. Além disso,
0s ensaios baseados em PCR s&o menos viaveis de serem realizados no POC, devido a alta
complexidade, dependéncia de um aparelho caro, extracdo de DNA de amostra de paciente
e 0s reagentes devem ser armazenados frios para manter sua funcdo (MBANEFO; KUMAR,
2020).

Em particular, o diagnostico de malaria assintomética causada por P. vivax é
desafiador porque a parasitemia nesses individuos é muitas vezes submicroscopicas,
portanto, a microscopia ndo pode detectar parasitas em uma amostra de sangue. Os RDTs
sdo também incapazes de detectar essas infec¢Bes porque seu limite de deteccao é maior do
que a densidade parasitaria de portadores assintomaticos. Embora a PCR seja conhecida

como o padrdo ouro em teste de diagnostico molecular, ela ndo pode sair do ambiente de
laboratorio devido a depender de um termociclador (MBANEFO; KUMAR, 2020). Entre

0s métodos isotérmicos, a reacdo de Amplificagdo da Polimerase Recombinase (RPA)
fornece alta eficiéncia em um curto espaco de tempo e pode ser utilizado em plataformas de
diagnostico POC, uma vez que este metodo ndo requer dispositivos e equipamentos

complicados (mais informacdes acerca dessa técnica esta contido em MOTA et al., 2022).

Além disso, parasitas resistentes a cloroquina podem estar aumentando na Amazoénia
brasileira, e que provavelmente este fato pode contribuir para o surgimento de casos clinicos
graves de maléria por P. vivax (MELO et al., 22014). Nesse sentido, se faz necessario o
desenvolvimento de novos métodos e estratégias de intervencdo para detectar o parasita e
bloquear a transmissdo. O desenvolvimento de métodos com alta sensibilidade capazes de
identificar a presenca do P. vivax submicroscopicas e de resisténcia a cloroquina pode
colaborar na erradicacdo da malaria.
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2.6 Sistema CRISPR-Cas

CRISPR (Repeticdes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente
Interespacadas) juntamente com as proteinas Cas funcionam como um tipo de sistema
imunoldgico adaptativo em procariontes contra acidos nucleicos invasores, incluindo fagos
e plasmideos conjugativos, incorporando fragmentos dos mesmos dentro do genoma do
hospedeiro (MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2013; MOTA et al., 2020). Adjacente a
matriz CRISPR, estdo presentes um ou mais operons com um cluster de genes Cas que
codificam as proteinas efetoras (Cas) deste sistema. Quando ha um ataque dos invasores, 0
acido nucleico estranho na matriz é transcrito como um RNA curto (RNA guia), que entdo
medeia a clivagem endonucleolitica guiada por RNA do &cido nucleico alvo invasor pelas
proteinas Cas (BROUNS et al., 2008; MAKAROVA et al., 2015).

Os sistemas CRISPR-Cas sdo classificados em duas classes gerais baseadas em
analises filogenéticas, gendmicas comparativas e na constituicdo proteica. Os sistemas de
classe | consistem em varias proteinas Cas auxiliando no reconhecimento e clivagem dos
acidos nucleicos invasores, enquanto os sistemas de classe Il envolvem uma Unica proteina
efetora com maultiplos dominios para reconhecer a sequéncia invasora (MOTA et al., 2020).
Os sistemas CRISPR ainda foram classificados em seis tipos: tipos I, 111 e IV (classe I) e
tipos I, V e VI (classe Il), e até o momento estdo subdivididos em 30 subtipos
aproximadamente. A natureza dos sistemas de classe 11 sdo amplamente empregados em um
conjunto de ferramentas biotecnoldgicas por requerer menos componentes a serem utilizados

em comparagdo com os sistemas de classe | (MAKAROVA et al., 2015).

A resposta imune mediada por CRISPR-Cas funciona através de trés etapas
principais: A primeira etapa € a adaptacdo (ou aquisicdo de espacador), na qual a célula
hospedeira incorpora no proprio genoma novos acidos nucleicos exogenos, conhecidos como
espacadores, na matriz CRISPR. A etapa de adaptacdo é seguida pelo processamento de
RNA guia (crRNA), o qual apds uma segunda infeccdo, o sistema transcreve os pequenos
pedacos de RNA (crRNA) contendo as informacgdes do gene da espécie invasora e traduz a
proteina Cas com atividade endonuclease. A etapa final é a interferéncia, em que 0s crRNAs
orientam as proteinas Cas para reconhecer sequéncias semelhantes no acido nucleico invasor
que é entdo clivado e inativado pelo complexo CRISPR-Cas (Figura 5) (JACKSON et al.,
2017; PLAGENS et al., 2015).
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Figura 5: Mecanismo de imunidade adaptativa mediada por CRISPR-Cas em procariontes. 1. Aquisi¢do de novos
espacadores na matriz CRISPR. 2. Processamento da expressdo do RNA guia (crRNA). 3. Deteccdo de
interferéncia dos elementos genéticos exdgenos por CRISPR-Cas. Fonte: Adaptado de Bharathkumar et al. (2021).

O advento do sistema CRISPR abriu novas oportunidades para dispositivos POC com
custo-beneficio, fornecendo alta especificidade e sensibilidade (BAYAT et al., 2018). Os
sistemas CRISPR-Cas oferecem ferramentas excelentes para edicdo de genoma e engenharia
genética, e recentemente, para deteccdo de &cido nucleico com extrema sensibilidade e
capacidade de programacdo (FREIJE et al., 2019; KUMAR et al., 2020). Além disso, 0s
sistemas baseados em CRISPR/Cas permitem alternativas multiplex altamente especificas,
rapidas e econdmicas para detectar acidos nucleicos alvo, como virus, bactérias, mutacdes
cancerigenas e proteinas, e que poderiam alcancar os requisitos da OMS para o diagnostico
(JIA et al., 2020).
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2.6.1 Diagnostico baseado em CRISPR-Casl3a

Uma série de tecnologias baseadas em CRISPR usadas para detectar &cidos nucleicos
de patdgenos foram relatadas. Enquanto algumas utilizam tanto a identificacdo quanto a
clivagem do alvo, outras funcionam unicamente com base no RNA guia e na identificagdo
da proteina Cas do alvo. Quando a atividade colateral do sistema CRISPR-Cas13 foi
descoberta, os diagnosticos baseados no sistema CRISPR-Cas foram rapidamente
desenvolvidos (EAST-SELETSKY et al., 2016). Tal atividade colateral fornece a base para
abordagens sensiveis e altamente especificas para a deteccdo de &cido nucleico. A
caracterizacdo experimental desta proteina efetora revelou um recurso altamente versatil
para novas tecnologias de direcionamento de RNA que foram recentemente desenvolvidas
para detectar acidos nucleicos aproveitando a atividade colateral (ABUDAYYEH et al.,
2016).

Os sistemas CRISPR-Cas13 compreendem apenas dois componentes: a proteina
Casl3a, que possui uma atividade de ribonuclease fornecida por seus dois dominios de
ligacdo a nucleotideos procarioticos e eucarioticos superiores (HEPN); e um crRNA que
reconhece uma sequéncia no RNA alvo, com preferéncia por alvos com um motivo de sitio
flanqueador de protoespacador (PFS). Uma vez ativados pela ligacdo especifica do RNA
alvo, esses sistemas conferem atividade colateral e degradam néo especificamente os RNASs
(LIU etal., 2017). A Casl3a da bactéria gram-negativa Leptotrichia shahii (LshCas13a) foi
a primeiro ortélogo Cas13 a ser aproveitado para atividades programéaveis de direcionamento
de RNA (ABUDAYYEH et al., 2016). Desde a primeira descri¢cdo de LshCas13a, varios
estudos identificaram mais variantes de proteinas Cas13 pertencentes a diferentes familias.
A proteina de Leptotrichia wadei (LwaCasl13a) foi relatada para mediar a atividade de
segmentacdo de RNA e obteve resultado mais robusto do que o sistema LshCasl3a
(ABUDAYYEH et al., 2017).

A atividade ribonuclease guiada por RNA da proteina LwaCas13a e sua clivagem
ndo especifica de RNAs de fita simples permitiu a Gootenberg e colaboradores (2017)
desenvolver e otimizar um método denominado SHERLOCK (Specific High-sensibilidade
Enzymatic Reporter unLOCKIing). O processo de SHERLOCK envolve duas etapas. Na
primeira etapa, 0 DNA da amostra é submetido a amplificacdo da polimerase recombinase
(RPA) e o DNA amplificado sofre transcricdo da polimerase T7 para RNA. Na segunda
etapa, 0 RNA amplificado resultante é submetido a reagdo CRISPR-Casl3a. A ligacdo do
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crRNA ao RNA alvo ativa a atividade colateral de Casl13 e cliva os reporteres de RNA
fluorescentes que sdo adicionados a reacdo. Consequentemente, a intensidade de

fluorescéncia pode ser monitorada usando o leitor de espectroscopia (Figura 6).
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Figura 6:. Ensaio de deteccdo do método SHERLOCK. Etapas do ensaio, iniciando com a pré-amplificacdo de DNA
ou RNA, os alvos amplificados sdo convertidos em RNA através da transcri¢do pela T7 e sdo detectados pelo complexo
Cas13A-crRNA, que ativam e clivam os RNAs fluorescentes. Fonte: Adaptado de Kellner et al. (2019).

Este método permite a deteccdo rapida e sensibilidade de &cidos nucleicos em
concentragdes até aproximadamente 1078 mol/L e distinguiu com sucesso alvos como cepas
africanas e americanas de virus da Zika, diferentes sorotipos de Dengue, cinco alelos de
genes relacionados a saude da saliva humana e varias mutagdes relacionadas ao cancer em
suspensdes de DNA livre de células (GOOTENBERG et al., 2017; KELLNER et al., 2019).
Em geral, entre as principais vantagens dos métodos de deteccdo baseados em CRISPR-
Casl13 relatadas estdo: 1) tempo de resposta rapido; 2) requisitos de infraestrutura limitados;
3) amplificacdo isotérmica que evita a necessidade de termociclagem; 4) especificidade da
sequéncia alvo em o nivel de nucleotideo Unico; e 5) a possibilidade de adaptacdo para

permitir a detecgcdo POC.
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2.7 Biossensores

2.7.1 Conceitos Gerais

O conceito de biossensores foi definido pela Unido Internacional de Quimica Pura e
Aplicada (IUPAC) como um dispositivo integrado independente, que pode combinar
diretamente um tipo de transdutor com um tipo de elemento biométrico, de modo que possa
especificamente analisar o alvo quantitativamente ou semiquantitativamente (THEVENOT
etal., 2001). Na Figura 7 é possivel observar esquematicamente as partes que compreendem
um biossensor tipico. Primeiramente, uma substancia de interesse, denominado de analito,
se liga especificamente ao biorreceptor. O processo durante a interagdo do biorreceptor com
analito, denominado de bioreconhecimento, resulta em um sinal que é captado pelo

transdutor. O sinal do transdutor € convertido em sinais mensuraveis (como sinais elétricos,
sinais épticos, sinais acusticos, etc.) e amplificado por um circuito detector usando a

referéncia apropriada e enviado para o processamento, por exemplo, software de computador
para que a resposta correspondente possa ser lida e compreendida pelo usuario (CASTILLO-
HENRIQUEZ et al., 2020).
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Figura 7: Elementos e componentes de um biossensor tipico. Fonte: Adaptado de Ronkainen et al. (2010).
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O primeiro biossensor foi desenvolvido por Clark e Lyons em 1962, conhecido como
biossensor de glicose (CLARK; LYONS, 1962). Esse biossensor era composto por um
eletrodo de oxigénio, uma membrana interna semipermeavel ao oxigénio e uma fina camada
de glicose oxidase (GOx) imobilizada em uma membrana de dialise. A diminuicdo do nivel
de oxigénio foi proporcional a concentracdo de glicose resultante da oxidacao catalisada pela
enzima de B-D-glicose em B-D-glucono-o-lactona. Desde este trabalho pioneiro, grandes
esforcos foram feitos tanto na tecnologia envolvendo a sua constituicdo quanto na
variabilidade de suas aplicacdes. Na salde, mais especificamente no diagnéstico, 0s
biossensores tem sido utilizado na identificacdo de bactérias, fungos, parasitas e virus
(FANG; NG; LI, 2003; FERNANDO; MAGNER, 2020; SOLAIMUTHU et al., 2020).

Os biossensores podem ser aplicados a uma grande variedade de amostras, incluindo
fluidos corporais, amostras de alimentos, culturas de células e ser usados para analisar
amostras ambientais. Projetados para esse fim, os biossensores sdo altamente seletivos
devido a possibilidade de adaptar a interacdo especifica de compostos pela imobilizagdo de
elementos de reconhecimento bioldgico no substrato do sensor que possuem uma afinidade
de ligacdo especifica a molécula desejada. Enzimas, células, aptdmeros, acidos nucleicos e
anticorpos sdo exemplos de elementos de reconhecimento tipicos usados em biossensores
(CHAUBEY; MALHOTRA, 2002). De acordo com o principio do bioreconhecimento, os
biossensores séo classificados como biossensores cataliticos e biossensores de afinidade. Os
biossensores cataliticos incorporam enzimas ou células inteiras que reconhecem o analito
alvo e produzem espécies eletroativas. Os biossensores de afinidade dependem de uma
interacdo de ligacdo seletiva entre o analito e um componente bioldgico, tal como um
anticorpo (HUANG et al., 2021; NARESH; LEE, 2021).

Os biossensores podem ainda ser classificados de acordo com o tipo de transdutores
utilizados, podendo ser classificados em biossensores eletroquimicos, eletrénicos, térmicos,
Opticos, gravimétricos e acusticos (SHARMA; MUTHARASAN, 2013). Os biossensores
eletroquimicos tem sido extensivamente utilizado e ocupam uma posicdo importante nos
biossensores atuais, tém sido amplamente aplicados na analise clinica, industrial, ambiental
e agricola. Esses biossensores podem ser facilmente adaptados para a detec¢do de uma ampla
gama de analitos e podem ser incorporados em dispositivos minituarizados robustos,
portateis, de baixo custo, com alta sensibilidade, e seletividade (D’ORAZIO, 2003;
WILSON, 2005).
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2.7.2 Biossensores eletroquimicos

O principio basico para esta classe de biossensores € que as rea¢fes quimicas entre a
biomolécula imobilizada e o analito alvo produzem ou consomem ions ou elétrons que
causam alguma mudanca nas propriedades elétricas mensuraveis da solugdo. De modo geral,
0 sensor eletroquimico opera interagindo com o analitoe consequentemente
disponibilizando um sinal elétrico proporcional a concentracdo do analito. Como as rea¢Ges
geralmente sdo detectadas apenas nas proximidades da superficie do eletrodo, os préprios
eletrodos desempenham um papel crucial no desempenho dos biossensores eletroquimicos.
Com base na fungdo escolhida de um eletrodo especifico, o material do eletrodo, sua
modificagdo de superficie ou suas dimensdes influenciam muito sua capacidade de deteccéo
(REZAEI; IRANNEJAD, 2019; SINGH et al., 2021).

Uma célula eletroquimica tipica contém trés eletrodos basicos necessarios na analise
eletroquimica, que incluem o eletrodo de trabalho (WE), local para reacdo de reducdo-
oxidacgéo do analito; o eletrodo de referéncia (RE), um eletrodo com valor potencial de meia
ceélula conhecido e constante; e o contra eletrodo (CE), como auxilio para manter o equilibrio
das correntes de difusdo no eletrodo de trabalho (BARD; FAULKNER, 2001; WANG,
2006). O uso de eletrodos tradicionais requer volumes de amostra relativamente altos e
configuracdo de células bastante complicada, pois ndo sdo adequados para aplicagdes em
campo. Nesse sentido, os eletrodos impressos (SPES) surgiram como alternativas de
destaque superando as limitacGes dos eletrodos convencionais (Figura 8) (HALEEM et al.,
2021).

Eletrodo impresso (SPE)

Contra eletrodo

Eletrodo de
trabalho

Eletrodo de
referéncia

Figura 8: Eletrodo impresso de carbono (SPCE) comercializado pela empresa Metrohm Dropsens.
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O SPE é uma tecnologia bem desenvolvida utilizada desde a década de 1990 para
producdo em massa de sensores eletrogquimicos descartaveis e econémicos. Os SPEs sdo
fabricados em substratos ceramicos ou plasticos, nos quais sdo impressos diferentes tipos de
tintas (carbono, grafite, prata e ouro). Essas tintas podem ser modificadas com nanomateriais
ou enzimas entre outros compostos, melhorando as caracteristicas analiticas dos
biossensores desenvolvidos a partir desses eletrodos. Além de sua principal funcéo que € a
fabricacdo personalizavel, os SPEs possui facilidade de modificacdo da superficie do
eletrodo, sdo altamente sensiveis, econdmicos e apresentam tamanho pequeno (PEREZ-
FERNANDEZ; COSTA-GARCIA; DE LA ESCOSURA- MUNIZ, 2020).

Algumas técnicas eletroquimicas sdo utilizadas para monitorar as mudangas nas
caracteristicas interfaciais, incluindo a voltametria, amperometria, potenciometria,
condumetria, impedancia e impedancia derivada capacitiva (CESEWSKI; JOHNSON, 2020;
LOPES; SANTOS; BUENO, 2022). Atualmente, as técnicas voltamétricas tém sido
constantemente utilizadas, e essa intensa utilizagdo se deve as suas vantagens, como: baixos
limites de deteccdo, alta sensibilidade, possibilidade de especiacdo quimica, analise

multielementar, além dos custos relativamente baixos (GUPTA et al., 2017).

2.7.3 Técnicas voltamétricas

O campo da voltametria desenvolveu-se a partir da polarografia, um tipo de
voltametria que foi descoberto pelo quimico Jaroslav Heyrovsky em 1922. Na polarografia,
um eletrodo gotejante de mercurio € empregado como eletrodo de trabalho para monitorar e
identificar reacfes de diferentes compostos. De modo geral, a voltametria baseia-se na
medida da corrente elétrica em uma célula eletroquimica em funcdo da aplicacdo de
potencial, e a magnitude da corrente obtida pela transferéncia de elétrons durante o processo
de oxirreducdo € relacionada com a quantidade de analito presente na interface do eletrodo
e consequentemente, na célula eletroquimica. Os processos de oxidacdo ou reducdo que
ocorrem na interface eletrodo-solucdo acontecem a partir da transferéncia de massa e da
transferéncia de carga, seguido da volta do produto da reacdo formado na superficie
eletrédica para a solucdo (SKOOG, HOLLER e WEST, 2005).

A escolha da técnica voltamétrica a ser utilizada esta relacionada com o tipo e a

qualidade de informacdo que ser quer obter a respeito do analito ou do processo que envolve
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a interagdo entre o analito e o eletrodo de trabalho (GUPTA et al., 2011; LOPES; SANTQOS;
BUENO, 2022). Dentre as técnicas voltamétricas aplicadas em estudos eletroanaliticos,
destaca-se, neste trabalho, a voltametria ciclica (VC) e voltametria de pulso diferencial
(VPD).

2.7.3.1 Voltametria Ciclica (VC)

A voltametria ciclica (VC) é uma técnica eletroanalitica importante e amplamente
empregada para estudar picos de oxidagdo ou reducgdo, que sdo proporcionais a concentracao
de uma espécie quimica que oxida ou reduz o eletrodo (SKOOG, HOLLER e WEST, 2005).
Para um dado experimento de VC, as medidas séo realizadas variando o potencial na forma
de uma onda triangular (Figura 9A) com velocidade conhecida, onde o potencial aplicado
varia linearmente com o tempo e ao atingir o potencial final desejado, a varredura é revertida
ao potencial inicial. De acordo com o sinal de excitacdo da VC, picos catddicos e/ou
anodicos podem ser obtidos, isso vai depender do tipo de mecanismo redox que a molécula
sofre no eletrodo. Por exemplo, se a reacdo for reversivel ou quase-reversivel, um par de
picos catodico e anddico sera obtido, porém se a reacao for irreversivel apenas um dos picos
(catddico ou anddico) sera observado (Figura 9B) (BRETT e BRETT, 1996; BARD;
FAULKNER, 2001).
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Figura 9: A: Sinal de excitagdo proveniente da técnica VVC; B: Voltamograma ciclico para um sistema reversivel.
Fonte: BRETT e BRETT, 1993.

No caso de um processo reversivel, a velocidade de transferéncia de elétrons em

ambas as dire¢Bes é extremamente rapida e o sistema atinge o equilibrio durante todos os
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processos redox, gerando um pico simétrico ao pico de reducdo. Os processos quase-
reversivel ocorre quando a velocidade relativa de transferéncia de elétron com respeito
aquela do transporte de massa é insuficiente para manter o equilibrio das espécies na
superficie do eletrodo. Na regido quase-reversibilidade, a corrente observada tera
contribuicdo de ambas as rea¢des, e COmo consequéncia 0s processos serao reversiveis para
baixas velocidades de varredura e irreversiveis para altas velocidades de varredura. Os
processos irreversiveis demonstram que a velocidade de transferéncia de carga € lenta
quando comparada com a velocidade de varredura, deste modo, e as concentragbes das
espécies oxidadas e reduzidas ndo serdo mais funcéo apenas do potencial (BRETT e BRETT,
1993; BARD; FAULKNER, 2001).

2.7.3.2 Voltametria de pulso diferencial (VPD)

A VPD foi proposta por Barker e Gardner no ano de 1953, com a finalidade de
diminuir os limites de deteccéo e quantificacdo de compostos eletroquimicamente ativos. Na
DPV, a corrente € medida duas vezes, um pouco antes da aplicacdo do pulso e novamente
no final do pulso (Figura 11A). A primeira corrente é instrumentalmente subtraida da
segunda, e essa diferenca de corrente [Al = 1(2) — 1(1)] é colocada em grafico contra o
potencial aplicado. O voltamograma de pulso diferencial resultante (Figura 11B) consiste
em picos de corrente, cuja altura é diretamente proporcional a concentra¢do do analito de
interesse (BRETT e BRETT, 1996; SKOOG, HOLLER e WEST, 2005).
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Figura 10: A Esquema de aplicacéo de potenciais; B VVoltametria de pulso diferencial. Fonte: BRETT e BRETT,
1993.
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Geralmente, o limite de deteccdo obtido com a VPD é duas ou trés ordens de
magnitude menor quando comparado com os valores obtidos por voltametria classica. A
maior sensibilidade da voltametria de pulso diferencial pode ser atribuida a duas fontes: o
primeiro esta relacionado ao aumento da corrente faradaica, e o segundo, uma diminuicao
da corrente de carga, ou ndo-faradaica (SKOOG, HOLLER e WEST, 2005).

A selecdo da amplitude de pulso e velocidade da varredura normalmente requer um
equilibrio entre sensibilidade, resolugdo e velocidade. Por exemplo, amplitude de pulso
maior resulta em picos maiores e mais amplos. Sistemas redox irreversivel resulta em picos
mais baixos e mais amplos (isso &, sensibilidade e resolucéo inferiores) em comparagdo com
os valores previstos para os sistemas reversiveis. Além das melhorias na sensibilidade e
resolucdo, a técnica pode fornecer informagGes sobre a quimica em que o analito é exibida
(estado de oxidagdo, complexacdo etc.) (SKOOG, HOLLER e WEST, 2005).

2.8 Biossensores eletroquimicos baseados em CRISPR-Cas

Juntamente com as vantagens das técnicas eletroquimicas e do sistema CRISPR-Cas
é possivel alcancar melhorias significativas no biossensor com amostras biologicas, que
geralmente sdo prejudicadas pela presenca de interferentes, resultando em impedimento do
processo de transferéncia de elétrons e medicdes subsequentes (PRIYA SWETHA et al.,
2021). Nos ultimos anos, a utilizagdo de sistema CRISPR-Cas em biossensores
eletroquimicos tém recebido grande atencdo devido a sua alta sensibilidade, curto tempo de
deteccdo e portabilidade do instrumento. Este tipo de sensor converte principalmente a
informacdo gendmica de patdgenos em sinais elétricos, estabelecendo a relacdo entre os

sinais elétricos e a concentracdo do alvo.

Biossensores eletroquimicos ultrassensiveis foram construidos usando a atividade de
clivagem colateral das proteinas efetoras Cas. Por exemplo, Dai e colaboradores
estabeleceram um biossensor de clivagem colateral baseado em Casl2a, denominado E-
CRISPR, que permitiu a deteccdo de papilomavirus humano em concentracdes ultrabaixas
(50 pmol LY). Neste sistema, um DNA de fita simples (ssDNA) especificamente modificado
foi usado como reporter eletroquimico. A extremidade 3’ do reporter foi marcada com azul
de metileno (AM) como agente redutor, ¢ a extremidade 5’ foi imobilizada com uma ligagdo

tiol para o reporter fixado em eletrodo de ouro. Quando o alvo estava presente no sistema, a
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atividade de clivagem ndo especifica de Casl2a foi ativada e a clivagem do reporter AM-
ssDNA fez com que AM se separasse da superficie do eletrodo de ouro, resultando em uma
diminuicdo na converséo do sinal AM, enquanto na auséncia do alvo, a atividade de clivagem
colateral de Casl2a ¢ inibida (DAl et al., 2019).

Posteriormente, Zhang e colaboradores usaram um reporter de DNA em forma de
grampo para substituir o repdrter ssDNA linear no sistema original baseado no principio de
deteccdo de E-CRISPR. Este repdrter eletroquimico de DNA em forma de grampo pode nédo
apenas aproximar o AM do eletrodo e reduzir a eficiéncia de conversao de elétrons, mas
também devido a sua baixa cobertura de superficie e estrutura morfolgica compacta pode
melhorar a sensibilidade de detec¢do. Apos otimizar as condi¢fes do sistema, o teste pode
detectar 30 pmol L* de DNA alvo em 60 minutos com a combinacdo de LAMP e E-CRISPR
(ZHANG et al., 2020). Estes biossensores de base eletroquimica, o alvo pode ser detectado
quantitativamente analisando a mudanca do sinal elétrico no sistema apos a adi¢ao do alvo,

0 que reduz os reagentes complexos necessarios para a reagao e 0S Ccustos.

Recentemente Ma e colaboradores (2024) desenvolveram um biossensor
eletroquimico combinando as vantagens de CRISPR/Cas13a e da reacdo de troca de primer
(PER) para a deteccdo sensivel de miRNAs sem a necessidade de amplificacdo de alvo.
Denominado de PER-E-CRISPR, o biossensor utiliza um par de grampos estaveis que
permanecem n&o ligados entre si na auséncia do alvo miR-21. Com o reconhecimento do
alvo por CRISPR-Cas13a, a Casl3a é ativada e leva a clivagem colateral do sitio HP1 dentro
do grampo 1, levando ao desdobramento da estrutura de haste-alca de HP1. Apds a
introducdo de grampo 2, o segmento de fita simples exposto de HP1 no grampo 1 pode
hibridizar com o grampo 2, iniciando o sitio de ligacdo para concatdmeros PER. Multiplos
DNAs curtos de fita simples marcados com azul de metileno ligam-se ao PER para
aprimoramento do sinal eletroquimico. Sob condi¢des otimizadas, o ensaio PER-E-CRISPR
obteve um limite de deteccdo de 30,1 fM (MA et al., 2024).

Diante do exposto, o desenvolvimento de testes baseados em CRISPR-Cas13a pode
permitir a deteccdo rapida e especifica para malaria em concentra¢Ges ultrabaixas. Para
reduzir problemas fora do alvo, o sistema CRISPR-Casl3a pode ser combinado ao
biossensor eletroquimico pois detecta seletivamente incompatibilidades de nucleotideo
anico. Isto, em teoria, aumentaria a sensibilidade deste método tornando possivel sua

utilizacdo em POC através da utilizacdo de um oligonucleotideo imobilizada na superficie
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de eletrodo. O sistema CRISPR-Cas13a combinado com biossensor eletroquimico baseado
em oligonucleotideo pode detectar o material genético de P. vivax presente na reacdo de

forma especifica, rapida e sensivel.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Desenvolver ensaios moleculares baseados no sistema CRISPR/Casl3a para deteccdo de
Plasmodium vivax.

3.2 Objetivos Especificos

1. Realizar levantamento bibliogréafico acerca da técnica de Amplificacdo da Polimerase
Recombinase (RPA) e sua implementacdo em diversas areas da pesquisa;

2. Detectar Plasmodium vivax em amostras clinicas através do ensaio baseado no sistema
CRISPR/Cas13a por fluorescéncia;

3. Desenvolver um biossensor eletroquimico baseado no sistema CRISPR/Cas13a mediante
imobilizacdo de oligonucleotideo sobre a superficie de eletrodos impressos de carbono
modificados com estreptavidina (SPCE/STV) para detec¢cdo molecular de Plasmodium

vivax.
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4. CAPITULO 1: ARTIGO DE REVISAO

Neste primeiro capitulo é apresentado um artigo de revisdo ja publicado referente ao
primeiro objetivo especifico deste trabalho, no qual foi realizado um levantamento
bibliografico acerca da técnica de Amplificacdo da Polimerase Recombinase (RPA), uma
nova tecnologia isotérmica para diagndstico molecular. Desse modo, buscou-se com esta
revisdo apresentar os aspectos gerais do RPA, focando-se no uso da tecnologia combinada a
métodos de deteccdo para o diagnostico clinico em diferentes doencas infecciosas.
Destacando a técnica na utilizacdo em diferentes aplicacdes, por exemplo, em estratégias
para uso na agricultura, veterindria e no monitoramento da seguranca alimentar. Diante
disso, 0 RPA pode tornar-se uma alternativa promissora combinado ao sistema CRISPR/Cas
para o diagnostico molecular de malaria, assim como j& descrito para outras doencas

infecciosas.
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Resumo: Desde a introducdo da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em 1983,
a amplificacdo de &cidos nucléicos tem permeado todos os campos da ciéncia biologica,
particularmente a pesquisa clinica. Apesar de sua importancia, a PCR tem sido restrita a
centros especializados e seu uso em laboratérios com poucos recursos é limitado. Em nas
Gltimas décadas, houve um aumento notavel no desenvolvimento de novas tecnologias
isotérmicas para diagnostico molecular, na esperanca de superar as limitagdes tradicionais
do laboratorio. Dentre essas tecnologias, a amplificacdo da polimerase recombinase (RPA)
tem um enorme potencial de aplicacdo pois ndo requer termocicladores e possui alta
sensibilidade, especificidade, simplicidade e velocidade de deteccdo. Esta técnica tem sido

usada para amplificacdo de DNA e RNA em diferentes organismos patogénicos, como Vvirus,
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bactérias e parasitas. Além disso, 0 RPA tem sido implementado com sucesso em diferentes
estratégias de deteccdo, tornando-o uma alternativa promissora para realizacdo de
diagnosticos em ambientes com recursos escassos e com alta carga de doencas infecciosas.
Neste estudo, apresentamos uma revisdo do uso da RPA em ambientes clinicos e sua

implementacdo em diversas areas de pesquisa.

Palavras-chave: Amplificacdo isotérmica, Amplificacdo da Polimerase Recombinase,

diagndstico de doencas, detecgdo métodos.
1. Introducéo

A aplicacdo de tecnologias de amplificacdo de &cido nucléico teve um impacto
importante em todos os campos da ciéncia, desde a biologia molecular, biotecnologia a
aplicacdo médica. Essas tecnologias para amplificacdo de DNA e RNA foram desenvolvidas
devido, principalmente, ao estimulo da alta demanda pela detec¢do de sequéncias especificas
de &cidos nucléicos para o diagndstico clinico em diferentes patdgenos (Bartlett; Stirling,
2003). A reacdo em cadeia de polimerase (PCR) € uma tecnologia considerada o padréo ouro
para a deteccdo de patdgenos devido sua rapidez, precisdo e reprodutibilidade
significativamente altas (Higuchi et al., 1992; Piorkowski et al., 2014; Yang; Rothman,
2004).

Desenvolvida por Kary Mullis em 1983, a PCR € baseada em um sistema de ciclagem
térmica com desempenho exponencial de amplificacdo de uma Unica molécula de acido
nucleico para bilhdes de copias in vitro, ao fornecer temperaturas sucessivas favoraveis aos
processos de replicacdo do acido nucleico (desnaturacdo da fita, anelamento do primer e
extensdo enzimatica) (Mullis et al., 1986). Contudo, requisitos como equipamentos
sofisticados para fornecer o controle preciso de aquecimento e resfriamento ciclico
indispensaveis para este método, tem limitado a PCR dentro de laboratdrios, impedindo sua
aplicacdo em ambientes ndo especializados e com poucos recursos. Nao é surpresa, portanto,
que esses locais permanecem vulnerdveis a uma alta carga de doencas infecciosas, incluindo
AIDS, malaria e tuberculose (Dye, 2014; Wekesa, 2019).

Essas limitacGes estimularam o desenvolvimento de uma técnica da biologia
molecular conhecida como Amplificacdo Isotérmica de Acido Nucleico para atender
especificamente aos desafios de realizar diagndsticos fora de instalagdes bem equipada. Os

métodos de amplificacdo isotérmica requerem apenas uma Unica temperatura, favorecendo
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a implementacgéo dessa tecnologia em condicdes de incubacdo simplificada para replicacdo
artificial do acido nucleico, sem a necessidade de uma termociclagem (Labarre et al., 2011;
Walker et al., 1992a, 1992b). A incubacdo em uma unica temperatura reduz as exigéncias de
equipamentos onerosos, além disso, a eliminacdo de etapas repetidas de aquecimento e
resfriamento fornece tempo reduzido de amplificacdo quando comparados aos ensaios de
PCR convencionais. As reacdes mais rapidas na amplificacdo isotérmica se deve ndo apenas
a eliminacdo da ciclagem térmica, mas também a varias reacdes moleculares ocorrendo de
forma assincrona (Deng; Gao, 2015; Gill; Ghaemi, 2008).

Atualmente, varios métodos de amplificacdo isotérmica foram desenvolvidos e
adotaram diferentes mecanismos de reacdo para deteccdo molecular. Tais métodos de
amplificacdo incluem Amplificacdo Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) (Notomi et al.,
2000), Amplificacio Baseada em Sequéncia de Acido Nucleico (NASBA) (Sumio Lijima,
1991), Amplificacdo Dependente de Helicase (HDA) (Vincent; Xu; Kong, 2004),
Amplificacdo por Deslocamento de Fita (SDA) (Walker et al., 1992b), Amplificacéo de
Iniciacdo Cruzada (CPA) (Fang et al., 2009) e Amplificacdo da Polimerase Recombinase
(RPA) (Piepenburg et al., 2006). Dentre essas tecnologias, o RPA se destaca pela sua
simplicidade, alta sensibilidade, especificidade, velocidade, compatibilidade com
multiplexacédo, além de um funcionamento em temperatura baixa e constante.

Desde o primeiro relatério em 2006, o RPA tem sido empregado em diferentes
diagnosticos in vitro, deteccdo bioldgica e outros campos (Liu et al., 2016; Magro et al.,
2017; Xu et al., 2014). De modo geral, o RPA amplifica 0 DNA para niveis detectaveis em
apenas 5-30 minutos, dependendo do tamanho dos amplicons, do nimero de cdpias e do tipo
de amostra (Piepenburg et al., 2006). Os reagentes RPA estdo disponiveis em formatos
liofilizados, o que facilita o transporte até o ponto de atendimento sem a necessidade de
armazenamento em cadeia de frio. Além disso, os produtos resultantes da amplificacdo
podem ser visualizados em Vvarios instrumentos de deteccdo ou integrado em diferentes
plataformas, oferecendo assim, flexibilidade para sua ampla ado¢do em ambientes com
poucos recursos (Jiang et al., 2020; Rostron et al., 2019).

Com a ampla adocdo desta ferramenta isotérmica molecular em muitos campos de
diagndstico, 0 RPA tem sido usado para diferentes tipos de organismos-alvo, com diferentes
tipos de amostras combinadas a diferentes técnicas (Li et al. 2018; Lobato ¢ O’Sullivan
2018). Esta revisao concentra-se no conhecimento atual da técnica RPA e suas aplicacdes na

deteccdo de diversos microrganismos. Apresentamos aqui 0s aspectos gerais do RPA técnica
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e seu uso no diagnostico de doencas infecciosas humanas, incluindo virais, bacterianas e
parasitarias doencas. Além disso, aplicacdes para deteccdo de outros patdgenos estdo
listados, como a deteccdo de agentes patogénicos em plantas, animais e a monitorizacao da

seguranca alimentar.
2. Aspectos gerais de RPA

A técnica RPA foi inicialmente desenvolvida por Piepenburg et al. para uso em
microbiologia médica na deteccdo de patdgenos humanos através da amplificacdo de DNA,
mais tarde, a técnica foi estendida para aplicagdo em alvos de RNA em diferentes tipos de
organismos através da adicdo da enzima transcriptase reversa na mesma reacdo (Ghosh;
Kokane; Gowda, 2020; Piepenburg et al., 2006; Silva et al., 2018). O mecanismo de
amplificacdo de &cidos nucléicos de RPA se baseia em uma adaptagdo modificada de um
processo natural denominado recombinacdo homologa, um processo importante no
metabolismo do DNA. O RPA trabalha utilizando trés proteinas principais, incluindo
proteina recombinase, DNA polimerase e a proteina de ligacdo ao DNA de fita simples
(SSB), que juntamente com o0s componentes auxiliares realizam o mecanismo de reacao
(Piepenburg et al., 2006).

A reagdo comeca quando a proteina recombinase se liga aos primers de
oligonucleotideos para formar um complexo recombinase-primer, e esse complexo
resultante procura por sequéncias homologas de DNA alvo, fazendo uma espécie de
varredura a sequéncia de DNA. Uma vez que o local especifico é encontrado, a recombinase
catalisa o processo de hibridizacgao de primers com a sequéncia alvo, formando uma estrutura
D-loop. Esse processo € auxiliado pela proteina SSB que se liga a fita complementar
desenrolada para estabilizar o D-loop. Posteriormente, a recombinase se desmonta do
complexo e se torna disponivel para iniciar uma nova reagdo de deslocamento de fita com
um novo primer. Finalmente, a incorporagdo do primer permite que a enzima DNA
polimerase inicie a sintese a partir da ligacdo a extremidade 3’-OH livre e a extenséo de uma

nova fita € iniciada. As fitas recém-geradas sdo usadas para outra rodada de RPA,
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consequentemente, a repeticdo ciclica deste processo resulta na obtencdo de amplificacao
exponencial (Figura 1) (Boyle et al., 2014; Ghosh et al., 2018; Piepenburg et al., 2006).
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Figura 1: Representacdo esquematica do mecanismo de amplificacdo da polimerase recombinase. (A) A
formacdo de complexos recombinases com cada iniciador oligonucleotidico que varre o DNA em busca de
sequéncias homdlogas; (B) com a ajuda de proteinas de ligagdo ao DNA de fita simples (SSB), os primers sdo
inseridos na sequéncia complementar do DNA modelo, e as recombinases sdo entdo desmontadas do complexo;
(C) A DNA polimerase estende o primer; (D) deslocamento das duas fitas originais do DNA modelo; (E) a
amplificagdo exponencial é obtida pela repeticao ciclica deste processo.
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Os reagentes para RPA sdo atualmente comercializados apenas para uso em pesquisa
através da empresa TwistDx ™, fornecendo Kits que consistem em tubos individuais
contendo pellets liofilizados, tampé&o de reidratacéo e acetato de magnésio, que € usado como
iniciador da reacdo (Twistdx, 2018). De acordo com orienta¢des do fabricante, o tamanho
dos amplicons RPA devem ser inferiores a 500 nucleotideos para uma amplificagdo mais
eficiente, no entanto, o RPA pode amplificar longas sequéncias de até 1,5 kb. O comprimento
do primers devem ser relativamente longos, em torno de 30-35 bases de comprimento para
formagdo ideal do complexo de recombinase-primer, mas alguns estudos anteriores
demonstraram que os primers de PCR (em torno de 18-25 nucleotideos) podem ser usados
para uma reacdo eficiente alcancada (Mayboroda et al., 2016; Piepenburg et al., 2006). O
tempo necessario para amplificar o DNA geralmente sdo de 5 a 30 minutos, dependendo
exclusivamente do numero de copias iniciais do material genético e o tamanho do amplicons
(XIA et al., 2014). A reacdo completa € realizada a uma Unica temperatura de 25° a 42° C,
seguindo a formulacdo do kit RPA. Para controlar a temperatura de reacdo, diversos
aparelhos podem ser empregados, incluindo incubadoras, blocos de aquecimento,
aquecedores quimicos, calor corporal ou em temperatura ambiente (acima de 25 °C) (Chandu
et al., 2016; Kersting et al., 2014a).

2.1 Métodos de deteccdo combinados com RPA

Os ensaios RPA podem ser monitorados usando diferentes métodos de detecgédo de
uso comum (Fig. 2), incluindo deteccdo baseada na quantificacdo de DNA usando sondas
fluorescentes e um fluorimetro, e os resultados sdo obtidos durante a fase de incubacdo, que
geralmente € dentro de 10 minutos (Boyle et al. 2013; Loo et al. 2013). O ensaio de fluxo
lateral é outra técnica amplamente combinada com a RPA, na qual a amplificagdo ocorre na
presenca de trés oligonucleotideos (dois primers e uma sonda). Consequentemente, dois
marcadores estdo incluidos em um amplicon de DNA que pode ser detectado em um tipo de
ensaio sanduiche usando anticorpos ou um acoplado a um anticorpo estreptavidina. Esses
amplicons podem ser usados diretamente, sem purificacdo, para gerar resultados em um
formato que possa ser ler visualmente. Por outro lado, os produtos resultantes da reacdo RPA
pode ser visualizada por eletroforese em gel de agarose, através da separacdo de fragmentos

de DNA de varios tamanhos. Primeiro, os amplicons devem passar por uma etapa de
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purificagdo devido & presenca de ligantes na mistura e evitar bandas manchadas no gel
(Ghosh e outros. 2018; Rohrman e Richards-Kortum 2012).
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Figura 2: Representacdo esquematica de diferentes plataformas de deteccdo que podem ser combinadas com
a técnica de Amplificagdo da Polimerase Recombinase (RPA).
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Além disso, plataformas alternativas podem ser programadas para que o RPA gere
maior sensibilidade e melhore a eficiéncia isotérmica. Podem ser testes de floculacdo, que
envolvem o uso de polimeros longos para reticular maltiplas particulas (esferas magnéticas)
em um agregado sob condigdes especificas de tamp&o. Consequentemente, os amplicons de
RPA precipitados nas superficies dos granulos magnéticos podem reticular varios outros
conjugados de RPA e, assim, flocular da solu¢éo, causando uma transicdo brusca entre a fase
de solucdo e floculada. Este método ndo usa etiquetas ou modificagfes no DNA/particula ou
equipamento para confirmar a presencga de amplificacdo de DNA, o que oferece vantagens
durante seu uso e é considerado um bioensaio sem rétulo e de baixo custo (Ng et al. 2015;
Wee et al. 2015).

RPA integrado em ensaios microfluidicos pode fornecer alternativas simples e de
baixo custo para a deteccdo de patdgenos e, no mundo desenvolvido, estdo sendo utilizadas
para aplicacdes no ponto de atendimento (POC). O desenvolvimento deste tipo de teste
contribui para a automacdo da preparacdo de amostras, amplificacdo de acidos nucléicos,
diluicdo e sinal deteccdo (Daher et al. 2016; Lutz et al. 2010). Tsaloglou et al. (2015)
relataram uma plataforma microfluidica baseada no conceito SlipChip e implementacgéo
isotérmica de RPA em tempo real que tem como alvo o gene da toxina B de Clostridium
difficile (tcdB) que codifica a toxina B, que € uma das proteinas responsaveis pela toxicidade
bacteriana. O dispositivo atingiu um limite de deteccdo (LoD) de 1000 cdpias/reacao de
DNA, correspondente a 1 fg, em menos de 20 min. Yang et al. (2019) construiram um
microfluidico flexivel, vestivel e semelhante a um curativo Sensor RPA para detec¢do rapida
de fragmentos acidos nucléicos conservados do virus Zika. Neste caso, o LoD foi de 10
copias/pL e exibiu uma precisdao bem definida quando aplicado a amostras clinicas de soro.

Outra estratégia promissora é a determinacao eletroquimica, na qual a reacdo RPA é
geralmente seguida por medi¢es amperométricas (Fang et al. 2018; Li et al. 2018). O
componente bioldgico no sensor reconhece seu analito e o evento catalitico ou de ligacéo
produzido gera um sinal elétrico detectavel, que é monitorado por um transdutor (Lim e
Ahmed 2016). Moléculas de DNA acopladas a etiquetas redox-ativas geraram interesse no
campo do diagnostico eletroquimico. A sonda de DNA pode ser imobilizada na superficie
do eletrodo, e a subsequente ligacdo ao analito alvo produz mudangas na resposta
eletroquimica, de modo que o sistema DNA/eletrodo possa ser analisado antes e depois da
modificacdo. Neste contexto, biossensores eletroquimicos foram implementados, e o

resultados mostraram boa sensibilidade e seletividade para a determinacdo de componentes
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bioldgicos (Lau et al. 2017; Sanchez-Salcedo et al. 2019). Khaliliazar et al. (2020) usaram
uma sonda de DNA stem-loop para detectar DNA amplificado por RPA de Staphylococcus
epidermidis. O sistema pode especificamente amplificar e detectar 10 copias/uL em um
tempo total para amplificacdo e deteccdo de 70-75 min. Uma vantagem importante do
tratamento POC deve-se ao fato de ndo requerem purificacdo apds a etapa de amplificacéo.

3. Uso de RPA no diagnéstico clinico

O RPA tem sido aplicado com sucesso para deteccdo de diferentes tipos de
organismos patogénicos ao homem, incluindo virus, bactérias e protozoarios, com diversos
tipos de amostras. Comparado com o PCR convencional, os ensaios RPA exibiram diferentes
vantagens, como alta sensibilidade, tempo rapido e menos necessidade de equipamento
especializado para o diagnostico em doencas infecciosas. O limite de deteccdo e o tempo de
resposta variaram entre 0s ensaios devido a sequéncia alvo, tamanho do amplicons e o tipo
de amostra bioldgica testada. Nas se¢Oes a seguir, sdo discutidas as limitacdes dos métodos

convencionais de diagnostico e o uso de RPA para algumas doencas infecciosas (Tabela 1).

3.1 RPA para deteccdo de doencas infecciosas virais

Os virus sdo encontrados em quase todos 0s ecossistemas da Terra e podem se
replicar dentro de células vivas em diferentes tipos de organismos (Delwart, 2007). Sua alta
variabilidade, especialmente os virus de RNA, contribuem para sua maior universalidade,
toxicidade e adaptacdo (Taylor; Kobiler; Enquist, 2012). Neste contexto, o diagnostico
precoce exerce um papel importante no tratamento e erradicacdo das infecc¢des virais.
Inimeros estudos relataram o uso do RPA na deteccdo de virus relacionados a doencas
humanas, como o virus da imunodeficiéncia humana, doencas respiratérias virais, entre

outras.

3.1.1 Virus da Imunodeficiéncia Humana
A sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS), causada pelo virus HIV, possui
como método “padrdo ouro” a tecnologia PCR para o diagnostico da doenga devido a alta
sensibilidade e especificidade (Alidjinou; Bocket; Hober, 2015). No entanto, geralmente
essa técnica depende de equipamentos caros e reagentes complexos, o que torna dificil o
acesso em locais de baixa renda. Desde 2012, o RPA provou ser util na detecgdo do HIV em
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TABELA 1: Uso da Amplificacao da Polimerase Recombinase (RPA) no diagnostico clinico.

RPA no Tempo Método de
diagnostico Alvo Gene alvo Molécula LoD Especificidade de deteccio Referéncias
clinico ensaio ¢
Virus da Fluorescéncia .
Imunodeficiéncia gene gag DNA 10 copias/reacao N&o mencionado 15 min  em tempo Rohrman e Richards-
Kortum, 2012
Humana 1 (HIV-1) real
Fluorescéncia
Virus da . 920 em tempo
Imunodeficiéncia genes gaégl, LTRe DNA 3 copias/reacdo geer;]ee I;E'T;;gfyf 20 min  real e faixa Boyle et al. 2013
Humana 1 (HIV-1) P g T de fluxo
lateral
Virus da 20 - 30 Fluorescéncia
Imunodeficiéncia gene pol DNA 10 copias/reacao N&o mencionado . em tempo Lillis et al. 2014
min
Humana 1 (HIV-1) real
Virus da Fluorescéncia
Imunodeficiéncia gene pol DNA 103 copias/reagio 100% 10 min  em tempo Lillis et al. 2016
Humana 1 (HIV-1) real
Virus da .
Imunodeficiéncia gene pol DNA 100 copias/reacdo N&o mencionado 20 '.30 Faixa de _Crannell, Rohrman e
Doencas min  fluxo lateral ~ Richards-Kortum, 2014
3 Humana 1 (HIV-1)
Virais . .
Vi Dispositivo
irus da microfluidico
Imunodeficiéncia gene LTR DNA 10 cépias/mL N&o mencionado 24 min de Kong et al. 2019
Humana 1 (HIV-1) N
fluorescéncia
3.7 Fluorescéncia
MERS-CoV gene NC RNA 10 copias/pL 100% min em tempo El Wahed et al. 2013
real
Fluorescéncia
SARS-CoV?2 gene N RNA 7.74 copias/reacdo 95% 20 min  em tempo Behrmann et al. 2020
real
SYBR Green
SARS-CoV2 gene N RNA 7.659 copias/pL 100% 20 min | e faixade Lau et al. 2021
fluxo lateral
gene RdRP: 2 Fluorescéncia
SARS-CoV-1 genes RARP, Ee N RNA  cOpias/reacao; gene E: 100% 15min  em tempo Ahmed et al. 2021
15 copias/reacéo; e real
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gene N: 15
copias/reacao

Fluorescéncia

em tempo
Febre amarela (YFV) regido 5-UTR RNA 21 cdpias/reacao 100% 20 min  real e faixa Escadafal et al. 2014
de fluxo
lateral
Fluorescéncia
Zika virus (ZIKV) gene protein E RNA 5 copias/reacdo 100% 22 min  em tempo Wand et al. 2018
real
regido 3'- Fluorescéncia
Vérus dengue (DENV) untranslated RNA 10 cépias/reacdo 100% 20 min Teoh et al. 2015
em tempo
(UTR)
real
Fluorescéncia
Vieus ebola (EVD) gene EBOV NA RNA 10 copias/reacdo 100% 20 min  em tempo Yang et al. 2016
real
reqites 1S6110 e gene IS 6110: 6.25 Fluorescéncia
M. tuberculosis g DNA fg/reacdo; e gene 100% 20 min  em tempo Boyle et al. 2014
151081 i «
1S1081: 20 fg/reacdo real
gene 1S6110: RPA -
agarose e RPA-
SYBER 0.05e 0.5 ng,
) Eletroforese
. regides 1S6110 e respectivamente. Gene . em gel e . .
M. tuberculosis DNA 1S1081: RPA - 100% 15 min Singpanomchai et al. 2019
1S1081 SYBER
agarose e RPA - Green |
Doengas SYBER 0.00005 e
Bacterianas 0.05 ng,
respectivamente
Fluorescéncia
M. tuberculosis gene Ag85B DNA 4 copias/puL 100% 20 min  em tempo Xu et al. 2020
real
Fluorescéncia
Leptospira sp. gene LipL32 DNA 2 copias/reacdo 100% 25min  em tempo Ahmed et al. 2014
real
Leptospira sp. gene LipL32 DNA 100 células/mL 100% 40 min Fluorescéncia Jirawannaporn et al. 2022

em tempo
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real e faixa
de fluxo
lateral

S. haematobium

S. haematobium

Doencas
Parasitarias S. japonicum

P. falciparum

Plasmodium sp.

regido Dral

regido Dral

gene SjR2

gene 18S rRNA

gene 18S rRNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

100 fg/reagdo

1 fg/reacéo

0.9 fg/reacdo

4 cépias/reacao

5 cépias/uL

100%

N&o mencionado

100%

100%

N&o mencionado

10 min

10 min

20 min

10 min

30 min

Faixa de
fluxo lateral
Fluorescéncia
em tempo
real
Fluorescéncia
em tempo
real
Faixa de
fluxo lateral
Faixa de
fluxo lateral

Rosser et al. 2015

Rostron et al. 2019

Xing et al. 2017

Kersting et al. 2014

Cordray e Richards-
Kortum, 2015
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varios estudos. Para melhorar o diagndstico precoce e reduzir as taxas de mortalidade em
bebés infectados por HIV em paises de baixa renda, o uso de RPA a um dispositivo com
enzimas liofilizadas foi relatado por Rohrman e Richards-kortum. Os resultados obtidos no
estudo apresentaram capacidade de amplificar 10 copias de DNA de HIV para niveis
detectaveis em 15 minutos (Rohrman; Richards-Kortum, 2012).

No ano seguinte, Boyle et al. desenvolveram um método utilizando a técnica RPA
com diferentes temperaturas de incubacdo de 25 a 42 °C para o diagndstico da principais
subtipos de VIH-1 em bebés. Neste estudo, dois ensaios RPA direcionados a regibes distintas
do genoma do HIV-1 (repeticdo terminal longa [LTR] e pol) foram selecionados e
detectaram até 3 copias de DNA proviral por reacdo em 20 min usando fluorescéncia e
deteccdo de faixa de fluxo lateral. Em criancas infectadas pelo HIV com menos de 2 anos de
idade, a capacidade de amplificar <10 cdpias de DNA proviral fornece a sensibilidade para
detectar HIVV em uma gota de sangue (50 pL) de bebés, mesmo com baixas cargas virais. O
pol e LTR os testes foram capazes de amplificar em 98,6% e 93%, respectivamente (Boyle
et al. 2013). Posteriormente, Lillis et al. avaliaram o desempenho de um ensaio de HIV-1
usando RPA em uma faixa relativamente ampla de temperaturas de incubagdo, neste caso
entre 30 e 43 °C. O tempo de incubacdo necessario foi de apenas 20 minutos na temperatura
mais alta, com um aumento no tempo de incubacdo de 30 min na temperatura mais baixa de
30 °C, para compensar a reducéo cinética enzimatica. Neste estudo foi possivel detectar até
a 10 copias do DNA do HIV a temperatura ambiente (Lillis et al. 2014). Posteriormente, 0s
mesmos autores realizaram um ensaio HIV-1 RPA e adicionou uma etapa de RT para
permitir a deteccdo de RNA do HIV-1. Para determinar o LoD do ensaio, foram realizadas
réplicas de oito reacdes em cada nivel de entrada de copia: 1000, 300, 200, 100, 30, 25, 10
e 1 copia. Todas as reagdes com >30 copias de RNA do HIV-1 foram positivas. Contudo,
abaixo de 30 copias/reacdo, a propor¢do de reagdes positivas diminuiu gradualmente em
relacdo ao numero de copias. O ensaio RT-RPA do HIV-1 atingiu o pico de o sinal
fluorescente em 10 min, com o LoD para a sequéncia correspondente ao RNA determinada
em 30 copias (Lillis et al. 2016).

Crannell e colaboradores realizaram ensaios de RPA para amplificar o DNA do HIV-
1 usando o calor do corpo humano em quatro locais de incubacdo diferentes. Neste estudo,
a axila foi identificada como a regido de incubacéo ideal para esta reagdo. A especificidade
e sensibilidade das rea¢cdes RPA atingiu 100 copias de DNA do HIV-1 em 9 de 10 rea¢es

com resultados positivos (Crannell et al. 2014). O calor do corpo humano também foi usado
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para testes com RPA, que foi combinado com um dispositivo microfluidico para deteccao
de HIV. Neste estudo, um dispositivo microfluidico vestivel foi desenvolvido para a
deteccdo de DNA do HIV-1 via RPA, usando temperatura do corpo e um dispositivo baseado
em telefone celular para detecgdo de fluorescéncia. Este dispositivo microfluidico foi
construido com polidimetilsiloxano e imobilizado no pulso com isolamento térmico para
reduzir a variacdo de temperatura. DNA do HIV-1 foi detectado a 100 copias/mL dentro de
24 minutos. Estes resultados revelam-se mais favoraveis do que a PCR tradicional e outros
métodos isotérmicos de amplificacdo de &cidos nucléicos em termos de tempo, portabilidade
e independéncia elétrica em regides com recursos limitados (Kong et al. 2019).

3.1.2 Doengas virais do trato respiratorio

O diagndstico de infeccbes do trato respiratorio causadas por patégenos virais
depende principalmente da técnica de PCR em tempo real de transcricdo reversa (RT-gPCR)
e das instalacbes para a realizacdo desses exames ficam restritos a laboratérios
especializados. No entanto, o desenvolvimento de tecnologias rapidas, sensiveis e e
ferramentas de diagnostico portateis podem ajudar a confirmar a infeccdo em pacientes
suspeitos para selecionar o tratamento apropriado e conter a propagacdo do agente viral
(Corman et al. 2012; Noh et al. 2018). Quando comparado ao RT-gPCR, o desempenho do
ensaio isotérmico RT-RPA para deteccdo de RNA de MERS-CoV realizado por EI Wahed
e colaboradores foi semelhante ao da técnica em termos de sensibilidade e especificidade. O
limite de deteccdo do ensaio RT RPA foi de 10 copias/uL, o que indicou boa sensibilidade
para identificagdo de MERS-CoV. O ensaio ndo obteve deteccdo cruzada de qualquer um
dos RNAs de varios coronavirus e virus respiratorios testados que afetam os humanos,
incluindo o genoma humano (El Wahed et al. 2013).

O ensaio RT-RPA também foi testado para COVID-19 causada pelo virus SARS-
CoV-2. Behrmann et al. (2020) demonstraram a amplificagdo bem-sucedida de RNA
transcrito in vitro, bem como RNA total de SARS-CoV-2 derivado de amostras de esfregaco
de faringe e cultura de células sobrenadantes em volumes de apenas 6,2 pL. O ensaio
detectou uma sensibilidade de 7,74 cépias de RNA por reacdo e resultou em 95%
probabilidade de deteccdo com tempo de execucdo de 20 min. Este ensaio ndo mostrou
reatividade cruzada com outros virus respiratorios. Em um estudo subsequente, um ensaio
RT-RPA foi desenvolvido e otimizado para detec¢édo rapida de SARS CoV-2 usando SYBR

Green | e tiras de fluxo lateral. A sensibilidade analitica do ensaio foi testada utilizando RNA
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diluido em série 10 vezes e especificidade com genoma RNA de outros virus semelhantes.
O LoD do ensaio RT-RPA para SARS-CoV-2 tinha 7.659 cdpias de RNA em comparac¢édo
com 5 copias/pL de RT-PCR, sem apresentar reatividade. De acordo com os autores, embora
os testes apresentem uma ligeira diferenca sensibilidade, o RT-RPA oferece uma alternativa
vidvel para a deteccdo de SARS-CoV usando tiras de fluxo laterais em &reas com
infraestrutura limitada (Lau et al. 2021). Wahed et al. (2021) avaliaram um método para
detectar os genes de RNA polimerase dependente de RNA (RdRP), proteina do envelope (E)
e proteina do nucleocapsideo (N) do SARS-CoV-2 com base no ensaio RT-RPA. Os ensaios
RT-RPA para RdRP, E e N precisaram de aproximadamente 15 minutos para amplificar 2,
10, e 15 moléculas de RNA por reacdo, respectivamente. Os ensaios RT-RPA para RARP e
E detectaram SARS-CoV-1 e RNA genémico do SARS-CoV-2, enquanto o ensaio N
identificou apenas RNA SARS-CoV-2. Nenhum dos ensaios estabelecidos mostrou

reatividade cruzada com &cidos nucléicos de outros patdgenos respiratérios.
3.1.3 Doengas virais transmitidas por vetores

O diagndstico laboratorial de doencas virais emergentes apresenta varios desafios.
As reacdes soroldgicas cruzadas foram descritas em doencas causadas por flavivirus, como
virus da dengue, virus Zika e virus da febre amarela. A técnica de RT-PCR e RT-qPCR, que
sdo as duas mais comumente utilizadas para essas doencas, exigem o uso de instrumentos
complexos e laboratorios bem equipados (Elston et al. 2017; Weidmann et al. 2010). Para
superar estes problemas, utilizando a técnica RT-RPA em tempo real com um instrumento
portéatil de scanner de tubo, Escadafal et al. (2014) avaliaram a sensibilidade e especificidade
analiticado RNA do virus da febre amarela (YFV). O teste foi desenvolvido em trés formatos
diferentes (tempo real com ou sem sistema microfluidico, semiautomatico e testes de fluxo
lateral) para avaliar sua aplicacdo para diferentes propositos. A especificidade analitica e a
sensibilidade foram avaliadas usando um grande painel de virus e diluicGes em série de RNA
do YFV. O ensaio obteve um LoD de aproximadamente 21 cOpias/reacdo equivalentes ao
genoma em 20 min. sem reatividade cruzada com outros virus relacionados. Com base nesses
resultados, os autores demonstraram que o método tem bom potencial para diagnostico
molecular no local de atendimento, em um ambiente laboratorial bésico, ou num centro de
salde rural (Escadafal et al. 2014).
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Testes RT-RPA também foram descritos para detec¢do do virus Zika (ZIKV) em
diferentes localizac6es geogréaficas. Para investigar a sensibilidade do ensaio, fragmentos de
RNA sintético representando cinco cepas diferentes de ZIKV estavam preparados. Uma série
de 10 diluigdes do RNA sintético fragmento foi preparado e cada dilui¢do foi testada usando
0 ensaio ZIKV RT-RPA. O ensaio provou ser altamente sensivel e pode detectar até 5 cdpias
de RNA por reacdo em 22 min em trés de cinco repeti¢Bes, enquanto essas amostras ndo
foram detectadas por RT-PCR, embora tenham obtido 100% de especificidade para ZIKV.
(Vasileva Wand et al. 2018). Em paralelo com a técnica de RT-PCR, outro grupo de estudo
mostrou que RT-RPA pode detectar alvos de RNA para virus da dengue e virus Ebola. O
ensaio RT-RPA para o virus da dengue detectou um LoD de apenas 10 cépias de RNA por
reacdo em menos de 20 minutos. Os primers RT-RPA projetados e sonda exo detectaram o
genoma do virus da dengue em pelo menos 12 gendtipos sem reacdo cruzada com outros
arbovirus (Teoh et al. 2015). Para o virus Ebola, o ensaio RT-RPA foi desenvolvido em um
painel de 375 amostras e demonstrou desempenho adequado do ensaio para o diagnéstico
rapido do virus Ebola. O ensaio RT-RPA mostrou 97% de sensibilidade e 97% de
especificidade para todas as amostras testadas. Para analisar o limite de deteccdo do ensaio
foram utilizadas 10 diluigdes seriadas de RNA variando de 108 a 101 moléculas/pL foram
testados em oito repeticdes. Apos a otimizacdo, a reacdo detectou apenas 10 coOpias/reacdo
em 20 min (Yang et al. 2016).

3.2. RPA para deteccéo de doencas bacterianas

As doencas infecciosas causadas por bactérias sdo por vezes dificil de identificar
devido as caracteristicas bioldgicas especificas estagios de cada patégeno, nos quais a
concentracdo é muito baixo para ser detectado pelo sistema imunoldgico (Yu et al. 2019).
Como o RPA tem excelente sensibilidade ao DNA de baixo nivel, tentativas foram feitas
para diagnosticar patdgenos em doencas bacterianas.

3.2.1 Tuberculose

A tuberculose é uma doenca infecciosa causada pela bactéria da espécie
Mycobacterium tuberculosis, e muitas vezes sua o diagnéstico pode ser complicado.
Microscopia de baciloscopia de escarro é o principal teste utilizado para o diagnéstico de
tuberculose pulmonar e é realizado utilizando multiplas culturas de M. tuberculosis em

amostras de escarro obtidas de pacientes. Este teste é trabalhoso, ndo particularmente
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sensivel e leva um tempo relativamente longo (2-6 semanas) para ser concluido. Em
contraste, a quantificacdo do DNA do M. tuberculosis por PCR é um método eficaz para o
diagnostico da tuberculose e indica a presenca de resisténcia ao tratamento antituberculose.
No entanto, em paises com um elevado fardo de tuberculose, os testes baseados em PCR sdo
restritos a laboratorios centralizados e ambientes de pesquisa especializados (Abebe et al.
2011; McNerney e Daley 2011). Assim, ensaios foram desenvolvidos para mostrar o
potencial da RPA como uma ferramenta diagndstica acessivel para deteccdo de tuberculose
em amostras contendo um baixo nimero de bactérias em pouco tempo.

Boyle et al. (2014) demonstraram um ensaio RPA com a capacidade de detectar DNA
de M. tuberculosis com alto grau de sensibilidade dentro de um tempo de reacéo inferior a
20 min. Foram selecionados dois alvos especificos para M. tuberculosis, 1S6110 e 1S1081.
Ao testar DNA gendmico purificado de M. tuberculosis, LoDs de 6,25 fg por 100 pL de
reacdo (1S6110) e 20 fg de DNA gendmico (1S1081) foram consistentemente alcangados.
Ao testar uma amostra de pulméo de amostras de pacientes com suspeita de tuberculose, o
RPA demonstrou uma precisdo superior a da microscopia de fluorescéncia. A especificidade
das reacOes para 1S6110 e 151081 foram testados usando amostras de DNA de um painel de
23 micobactérias ndo tuberculosas. Sem sinal foi obtido a partir do DNA bacteriano,
indicando alta especificidade dos primers utilizados nos testes. Usando os mesmos alvos
(156110 e 1S1081), Singpanomchai et al. (2019) realizaram um ensaio utilizando RPA e
compararam com PCR convencional. Apos amplificacdo usando RPA, os amplicons foram
examinados usando eletroforese em gel de agarose e SYBER Green |. Para determinar o
LoD do ensaio RPA, o DNA genémico extraido foi diluido em série 10 vezes de 5 a 0,00005
ng. Os LoDs para 1S6110 RPA-agarose e RPA-SYBER foram 0,05 e 0,5 ng,
respectivamente, e os LoDs para 1S1081 RPA-agarose e RPA-SYBER foram 0,00005 e 0,05
ng, respectivamente. A sensibilidade da técnica RPA foi maior quando projetada em tempo
real para identificar M. tuberculosis, com o Antigeno 85B (Ag85B) como alvo especifico.
Foi possivel identificar eficazmente M. tuberculosis com um LoD de 4 cépias/mL, mas ndo
demonstrou sinal positivo para DNA genémico de outras micobactérias ou patdégenos (Xu et
al. 2021).
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3.2.2 Leptospirose

A leptospirose € uma doencga causada pela bactéria Leptospira. Na maioria dos casos,
esta doenca € diagnosticada através de métodos sorologicos ou moleculares, como o exame
microscopico, teste de aglutinacdo (MAT) e PCR, respectivamente. Sorologia ndo contribui
para o diagnostico precoce da doenca porque 0s anticorpos contra Leptospira s6 sdo
detectaveis 3-5 dias apds o inicio da infeccdo e testes moleculares baseados em PCR
diagnosticos sdo caros e se tornaram um problema financeiro problema em paises de baixa
e media renda onde a doenca é endémica (Levett 2001). No entanto, o teste de RPA
desenvolvido por Ahmed et al. (2014) é robusto para a deteccdo de Leptospira no diagndstico
clinico. Neste estudo, menos de duas copias foram detectadas na reagdo com DNA gendmico
em 25 min. Os resultados do ensaio revelaram alta sensibilidade e especificidade em
comparagdo com os métodos de referéncia para deteccdo da leptospirose.

Recentemente, um ensaio RPA combinando fluorescéncia CRISPR/Casl2a foi
projetado para detectar o gene lipL32 de Leptospira sp. de amostras de DNA coletadas de
pacientes. Diluicbes em série de DNA gendmico foram preparadas a partir de 106 a 1
células/mL para analisar a sensibilidade analitica do ensaio. Os ensaios demonstraram um
LoD de 100 células/mL, conforme determinado pela deteccdo do sinal fluorescente. Esse
método ndo demonstrou nenhuma reatividade cruzada contra uma série de outras doencas
febris agudas. O desempenho clinico foi validado usando DNA extraido de 110 clinicas
amostras e comparadas com os resultados da detec¢cdo qPCR de Leptospira sp. O ensaio
RPA-CRISPR/Cas12a mostrou sensibilidade de 85,2%, especificidade de 100% e precisdo
de 92,7%. Além disso, o estudo apresentou um fluxo lateral combinado ensaio de deteccéo
com RPA-CRISPR/Cas12a, que tambem tinha um LoD de 102 células/mL e foi capaz de
distinguir corretamente entre amostras clinicas positivas e negativas (Jirawannaporn et al.
2022).

3.3. RPA para deteccdo de doencas parasitarias

Parasitas sdo organismos gque tém um impacto importante sobre a saude publica em
todo o mundo. A gravidade clinica e o resultado das doencas parasitarias geralmente
dependem da condicdo do hospedeiro. estado imunologico (Theel e Pritt 2016). A maioria
dos métodos destinados a deteccdo de parasitas permanecem impraticaveis para uso em

ambientes endémicos e regides com recursos limitados (Castellanos-Gonzalez et al. 2018).
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Ensaios com RPA foram desenvolvidos para o diagndstico de doencas infecciosas
parasitarias, identificacdo de niveis de espécies e como guia para determinar o tratamento
adequado para os pacientes; portanto, estd se tornando uma importante ferramenta em

exames de campo para deteccao e controle deste tipo de doenca.
3.3.1 Esquistossomose

A esquistossomose é uma doenca tropical causada por parasitos do género
Schistosoma conhecidos como esquistossomos. Atualmente, varios métodos para
diagnostico e vigilancia da esquistossomose estdo disponiveis, incluindo técnicas
parasitoldgicas e técnicas imunoldgicas e métodos moleculares; no entanto, nenhum
apresenta caracteristicas de desempenho ideais para aplicagdes especificas, sensiveis e
praticas para diagnostico no local de atendimento (Pai et al. 2012). Devido aos seus baixos
requisitos de recursos, 0 RPA é um sistema alternativo para amplificar o DNA do
Schistosoma em ambientes endémicos. Inicialmente, o ensaio RPA foi adaptado para
Schistosoma haematobium usando tiras de fluxo lateral. O ensaio RPA amplificou a regido
Dral de S. haematobium, e a amplificacdo foi facilmente detectada por um meétodo
colorimétrico semiquantitativo através da mudanca nas faixas de fluxo laterais. O ensaio
mostrou um LoD de 100 fg de DNA, e a amplificacdo cruzada ocorreu com outras espéecies
de Schistosoma, mas ndo com outros microrganismos (Rosser et al. 2015). Posteriormente,
Rostron et al. (2019) demonstraram que RPA em tempo real pode fornecer uma alternativa
de solucdo eficiente para a deteccdo de S. haematobium usando um ensaio RPA fluorescente
em tempo real com amostras de urina de pacientes. Visando a regido de repeticdo gendmica
Dral, o ensaio atingiu um LoD de 1 fg de DNA em 10 minutos usando um dispositivo de
scanner de tubo portéatil alimentado por bateria que detectou DNA por fluorescéncia durante
0 processo de reagéo.

Usando amostras de fezes de pacientes infectados, Xing et al. (2017) demonstraram
melhor sensibilidade ao Schistosoma japonicum usando RPA em tempo real. O ensaio para
S. japonicum foi desenvolvido para atingir 0 gene retrotrans poson altamente repetitivo
(SjR2), e sua sensibilidade foi avaliada por testes seriados diluicdo do DNA gendmico de S.
japonicum e sua especificidade usando outro DNA gendmico de vermes relacionados.
Clinico A analise por RPA foi avaliada pela primeira vez em 60 amostras fecais de pacientes
infectados e saudaveis e depois comparados com outros testes de diagnostico em 200

individuos de alto risco que vivem em areas endémicas. Analise de amostras de fezes de 30
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infectados pacientes e 30 individuos saudaveis indicaram uma sensibilidade e especificidade
de 100%. Ao testar 200 amostras fecais ou séricas amostras de uma populacao de alto risco,
a sensibilidade percentual da RPA foi de 100%. O LoD do ensaio foi avaliado em 0,9 fg

DNA por reagdo, o que é semelhante ao de PCR em tempo real.
3.3.2 Maléria

A maléria é uma doenca infecciosa tropical causada por Plasmodium sp. parasita é
comumente confirmado usando microscopia convencional, que requer equipamentos caros,
reagentes e profissionais treinados (Dip Gandarilla et al. 2021; Kattenberg et al. 2011).
Testes de diagnostico rapido (RDTs) sdo baseados no biomarcador para deteccdo de
Plasmodium (geralmente antigenos) e oferecem vantagens como baixo custo, curto tempo
de analise e mao de obra ndo qualificada. No entanto, os RDT carecem de elevada
sensibilidade, por vezes fornecem resultados pouco claros e podem ser afetados pela
temperatura e condi¢cfes de armazenamento (Chiodini et al. 2007). Testes molecular, como
a PCR, tém a vantagem de detectar baixos niveis de parasitemia e alta especificidade para
determinacéo da espécie Plasmodium; no entanto, é dificil implementa-lo em um dispositivo
para testes em ambientes com poucos recursos (Johnston et al. 2006). Neste contexto, 0
ensaio RPA pode fornecer uma ferramenta alternativa para avaliar infec¢Ges parasitarias de
baixo nivel em humanos causadas por espécies de Plasmodium.

Um ensaio RPA para Plasmodium falciparum, que teve como alvo um fragmento
especifico do gene 18S rRNA, foi acoplado com um ensaio de fluxo lateral e exibiu alta
sensibilidade e especificidade. Todas as cepas investigadas de P. falciparum (n = 77)
testaram positivo (100%), enquanto todas as 11 amostras testadas ndo-Plasmodium (100%)
apresentaram resultados negativos. Neste estudo, 100 fg de DNA gendémico foi detectado, o
que correspondeu a um LoD de 4 parasitas por reacdo em 10 min. Os autores demonstraram
que a reacdo pode ser realizada na presenca de contaminantes com outras espécies de
Plasmodium ou outras cepas de protozoarios (Kersting et al. 2014). Posteriormente, 0 RPA
foi implementado em um dispositivo integrado que poderia realizar amplificacdo isotérmica
para deteccdo de fluxo lateral do produto resultante. O dispositivo de papel e plastico foi
desenvolvido para desempenhar trés fungdes principais: (1) amplificar o alvo usando RPA,
(2) diluir o resultado produto e (3) detectar o produto usando um fluxo lateral no ensaio de
sanduiche. Além disso, o dispositivo pode transferir o produto entre a amplificacdo, diluicéo

e deteccdo. Usando copias sintéticas do gene 18S rRNA em quatro espécies de Plasmodium
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que infectam humanos, o dispositivo foi capaz de detectar 5 cdpias/pL de DNA sintético de
Plasmodium em menos de 30 minutos. De acordo com os resultados, a sensibilidade do
ensaio foi semelhante a de outros métodos isotérmicos de amplificagdo e microscopia dptica
(Cordray e Richards-Kortum 2015).

4. Outras aplicactes de RPA

O uso da RPA para diagnostico clinico em humanos tem foram amplamente
discutidos nas secdes anteriores. Além disso, 0 RPA pode ser aplicado como um método
para a deteccdo de patdgenos em outros organismos. Portanto, nas sec¢Oes seguintes,
apresentamos algumas dessas aplicacdes, incluindo a deteccdo de varios patdgenos em

plantas, animais e alimentos (Tabela 2).
4.1. Aplicaces agricolas

O desenvolvimento de uma abordagem rapida, especifica e sensivel no método
diagnostico € importante para 0 manejo de doencas nas plantas e para controlar a propagacéo
de patdgenos (Lbpez et al. 2009). Métodos moleculares baseados na PCR desempenham um
papel fundamental na agricultura moderna, protegendo as culturas e aumentando 0s
rendimentos agricolas. No entanto, esses métodos requerem estruturas laboratoriais caras e
tempos de reacdo prolongados, que desencorajam a sua implementacdo em clinicas de
doencas de plantas (Khiyami et al. 2014). Por outro lado, a aplicagdo do RPA ¢ simples,
portatil e &gil ao ensaio, melhorando assim a custo-beneficio do diagndstico em campo da
planta doencas (Babu et al. 2018).

Varios ensaios de RPA foram relatados para o efeito direto deteccdo de patdgenos de
extratos brutos em diferentes amostras infectadas. Por exemplo, um ensaio baseado em RPA,
chamado RT-RPA direto, foi capaz de detectar o virus mosaico Yam (YMV) e virus do
mosaico leve do Yam (YMMYV) diretamente a partir de extratos vegetais brutos de material
de inhame infectado em menos de 30 minutos. Para detectar YMV e YMMYV em planta bruta
extratos, um polietilenoglicol alcalino modificado (PEG) método de extragédo foi utilizado
para lise eficaz de células vegetais. DiluicGes em série dos extratos vegetais brutos infectados
foram testados quanto aos limites de deteccdo. YMV foi detectado até diluicdo 1073,
enquanto para YMMV, apenas 107 diluicbes foram consistentemente detectadas. A

especificidade foi confirmada por ensaios de reacdo cruzada utilizando os iniciadores YMV
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Tabela 2: Uso da Amplificacdo da Polimerase Recombinase (RPA) em outras aplicacdes.

RPA no

diagndstico Amostra Alvo Gene alvo Molécul LoD Especificida Tempc_) de MetodoNde Referéncias
P de ensaio deteccdo
clinico
Yam mosaic virus x
. gene YMV: YMV deteccéo I
inhame ~ (YMV)eYammild - cp /o vpmy:  RNA  abaixo de 1x10%,  100% 30 min gm{;ﬁsgr‘éﬁ Silva et al. 2018
iy ’ -1
(YMMV) regido 3' UTR Para YMMV, 10
Tomate ~ Eletroforose
'’ Tomato yellow leaf 9.6 x 1012 N&o . .
t"’}bﬁ(io € curlvirus (TYLCV) gene C1 DNA diluicio/reagdo mencionado 30 min em gel de Londofio et al. 2016
eijao agarose
Soja P. sojae gene Yptl DNA 10 pg/reacédo 100% 20 min Faixa de Dai et al. 2019
' fluxo lateral '
Plantas . .
] feijao- M'I.k vetch dwarf gene CP ssDNA 101 copias/reacdo 100% 30 min Faixa de Cao et al. 2020
Agricultura caupi virus (MDV) fluxo lateral
. . 1:100 diluigéo do :
Cereja Little cherry virus 2 gene CP RNA extrato bruto da 100% 15 min Faixa de Mekuria et al. 2014
(LChV2) folha fluxo lateral
Culturas Plum pox virus Faixa de
lenhosas P regido PPV-D RNA  10* dilugo/reagdo 100% 20 min Zhang et al. 2014
(PPV) fluxo lateral
perenes
Rice black-streaked grgj?erf:cgnrzﬁ
Arroz dwarf virus gene P10 RNA 10 diluigdo/reacdo 100% 20 min fai P Zhao et al. 2019
(RBSDV) e faixa de
fluxo lateral
Veterinéria Gato Feline herpesvirus 1 gene TK dsDNA 102 copias/reacdo 100% 20 min Fluorescéncia Wang et al. 2017

(FHV-1)

em tempo real

53



Avian reovirus

Frango (ARV) gene S1
Ovelhas e - .
cabras M. ovipneumoniae gene 16S rRNA
Cachorro Babesia gibsoni gene Cox |
Canine parvovirus
Cachorro type 2 (CPV-2) gene VP2
Bovine
Bovino  rhinotracheitis virus  regido UL52
(IBRV)
. Feline parvovirus
Felinos (FPV) gene VP2
Camundo  Murine norovirus  regido ORF1-
ngo (MNV) ORF2

RNA

DNA

DNA

sSDNA

DNA/R
NA

DNA

RNA

102 cépias/mL

1.0 x 10t
clpias/reacao

0.5 parasitas/pL

102 copias/reacio

5 copias/reacao

10 copias/reacdo

1.0 x 10?
copias/reacdo

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

20 min

15 min

20 - 30 min

10-40 min

25 min

15 min

20 min

Fluorescéncia
em tempo real

Fluorescéncia
em tempo real
e faixa de
fluxo lateral

Faixa de
fluxo lateral

Eletroforose
em gel de
agarose

Faixa de
fluxo lateral

Faixa de
fluxo lateral

Fluorescéncia
em tempo real
e por
eletroforose
em gel

Ma et al. 2020

Wang et al. 2020

Cui et al. 2018

Wang et al. 2016

Hou et al. 2017

Wang et al. 2019

Ma et al. 2018
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Monitorame
nto da
seguranca
alimentar

Leite

Amostras
de
alimentos

Amostras
de
alimentos

Amostras
de
alimentos

Leite

Amostras
de
alimentos

Amostras
de
alimentos

Amostra
de leite
sintético

S. Typhimurium

Salmonella sp.

Salmonella sp.

Salmonella sp.

S. enterica, E. coli
0157: H7 e V.
parahaemolyticus

Salmonella sp.

Salmonella enterica

Salmonella sp.

gene invA

gene fimY

gene invA

gene invA

gene InvA de S.

enterica; gene

fliC de E. coli;

e gene MutS de
V.

parahaemolytic
us

genes HNS,
oriCe
STM4057

gene invA

gene invA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

DNA

1 fg/reacédo

12 CFU/mL em
cultura pura e
1.29x10? CFU/mL
em amostra
contaminada
artificialmente

20 fg/reacdo

1.1 x 10* fg/reacéo

4 copias/reacdo

24 copias/mL

6 UFC/mL

3 UFC/mL

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

100%

10 min

10 min

20 min

15 - 20 min

30 min

40 min

1. 5 horas

6 horas

Faixa de
fluxo lateral

Faixa de
fluxo lateral

Faixa de
fluxo lateral

Fluorescéncia

em tempo real
e por faixa de
fluxo lateral

Fluorescéncia
em tempo real

Fluorescéncia

Hu et al. 2019

Li et al. 2020

Liu et al. 2017

Zhao et al. 2021

Choi et al. 2016

em tempo real Santiago-Felipe et al.

e formato
microarray
Eletroforose
em gel de
agarose
Ensaio de
fotosensibiliz
acdo
colorimétrica

2014

Zhang et al. 2019

Li et al. 2021
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Frutos do
mar

Ostras

Amostras
de
alimentos

V.
parahaemolyticus

V.
parahaemolyticus

L. monocytogenes

regido gyrB

gene toxR

gene hlyA

DNA

DNA

DNA

1.02 x 10?
cOpias/reacao

10 pg/reacéo

1.1pg/pL

100%

100%

Néo
mencionado

20 min

15 min

40 min

Fluorescéncia
em tempo real

Faixa de
fluxo lateral

Faixa de
fluxo lateral

Geng et al. 2019

Jiang et al. 2020

Azinheiro et al. 2020
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e YMMYV e sondas em amostras positivas para YMMV e YMV, respectivamente. Nenhuma
reacdo cruzada ocorreu para nenhuma das amostras, indicando a alta especificidade dos
primers e sondas usado para cada alvo especifico (Silva et al. 2018).

Em outro estudo, os autores desenvolveram um ensaio com RPA capaz de detectar
especificamente virus curl da folha amarela de tomate (TYLCV) usando extrato bruto de
tomate infectado e uma metodologia de extracdo simples e barata. O DNA foi extraido de
amostras frescas, congeladas e secas folhas de P. vulgaris, N. tabacum e S. lycopersicum.
Depois da amplificacdo, amplicons do tamanho esperado foram gerados a partir de 11 das
13 amostras de campo usando o primer par TYL828F/TYL834R; esses resultados foram
idénticos aqueles obtidos por PCR utilizando o mesmo par de primers. O ensaio teve uma
sensibilidade de deteccdo tio baixa quanto 9,6x10'?g de DNA de TYLCV usando um
extrato bruto e 9,6 pg de DNA de TYLCV purificado (Londofio et al. 2016). Baseado em
ensaios em RPA combinado com visualizacdo da faixa de fluxo lateral tornaram-se
tecnologias promissoras para a deteccdo de patdgenos de plantas devido a sua velocidade e
sensibilidade incluindo ensaios para virus Phytophthora sp. na soja e Phytophthora
hibernalis em pomelo (Citrus maxima). Ambos os ensaios apresentaram uma abordagem em
duas etapas; o primeiro, consistiu na amplificacdo do gene alvo (Yptl) de P. sojae e P.
hibernalis, enquanto na segunda etapa, a deteccdo e visualizacdo de amplicons RPA foram
realizadas usando tiras de fluxo lateral. Essas abordagens alcancaram um LoD de 10 pg e
0,2 ng de DNA genoémico de P. sojae e P. hibernalis, respectivamente (Dai et al. 2019).
Abordagens semelhantes usando RPA combinada com método de fluxo lateral foi descrito
para a deteccdo de patdgenos no virus ando da ervilhaca leiteira (MDV) (Cao et al. 2020),
cereja (Mekuria et al. 2014), ameixa (Zhang et al. 2014) e arroz (Zhao et al. 2019).

4.2. AplicacOes veterinarias

O diagndstico precoce e rapido € crucial para prevenir e controlar a propagacao de
doencas nos animais. Varios grupos de pesquisa usaram as vantagens da técnica RPA para
projetar testes de diagnostico para varios alvos patogénicos virais, bacterianos e parasitarios
em animais. Por exemplo, Wang et al. (2020) usaram RT-RPA para identificar o virus da
cinomose canina (CDV). Usando primers e uma sonda exo para atingir o gene da proteina
do nucleocapsideo, os ensaios alcangcaram uma alta especificidade e sensibilidade de 31,8
copias de RNA, que € 10 vezes mais sensivel que o RT-PCR. Um ensaio para detectar a

infeccdo por reovirus avidrio (ARV) em galinhas usando RT-RPA baseada em sonda
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também foi desenvolvida. O ensaio foi realizado a uma temperatura constante de 39 °C, com
amplificacdo em 20 min, e o LoD foi de 102 copias/pL. Além disso, quando os acidos
nucleicos de patdgenos de outras aves comuns foram submetidos ao teste RT-RPA, apenas
ARV testou positivo, exibindo especificidade notavel. O ensaio de campo RT RPA foi
realizado utilizando 86 amostras clinicas. Os resultados da deteccdo por RT-RPA
concordaram com os de qRT-RPA a um nivel de 96,5% (Ma et al. 2020).

Além disso, foram desenvolvidos ensaios utilizando RPA combinado com uma tira
de fluxo lateral, permitindo ensaios altamente especificos e sensiveis para detecgdo em
amostras clinicas de animais, incluindo amostras de ruminantes e cées. Por exemplo, Wang
et al. (2020) propuseram ensaios comparativos de RPA em tempo real e RPA com faixa de
fluxo lateral para detectar Mycoplasma ovipneumoniae em ruminantes infectados. Para gerar
um DNA padrdo de M. ovipneumoniae para ensaios RPA, um produto de PCR contendo a
regido de interesse dO gene 16S rRNA foi amplificado do DNA de M. ovipneumoniae e
clonado no plasmideo pMD19-T. O resultado do plasmideo, pMO-16SrRNA, foi
transformado em células de Escherichia coli DH5a. O LoD do ensaio foi de 101
copias/reacdo, o que foi 10 vezes inferior ao limite de detecgédo de os ensaios RPA e PCR
em tempo real. Ambos o0s ensaios eram altamente especificos para M. ovipneumoniae, pois
nédo havia reagdes cruzadas com outros microrganismos testados. Cui et al. (2018) usaram a
mesma abordagem baseada em RPA combinada com o método de fluxo lateral para detectar
DNA do parasita Babesia gibsoni em amostras de cdes infectados em regiGes endémicas
areas da China. DNA foi extraido de amostras de sangue coletados de cées em clinicas
veterinrias potencialmente infectado com B. gibsoni. Neste estudo, a combinacdo de ARP
com fluxo lateral permitiu aos autores confirmarem alta sensibilidade, com um LoD de 0,5
parasitas/uL em amostras de sangue infectadas, o que indica que € 20 vezes mais sensivel
que o PCR convencional e ndo apresenta reatividade cruzada com outros testes de DNA.

Os testes para deteccao do circovirus suino 2 (PCV-2) foram realizados usando RT-
RPA. Neste estudo, o DNA gendmico de PCV-2 foi diluido em séries de 10 para atingir
concentracdes de DNA variando de 106 a 100 cépias/pL. Um microlitro de cada diluicéo de
DNA foi usado para a amplificagdo de RPA. Os resultados mostraram que o LoD do ensaio
RPA foi 102 coOpias/reagdo. Além disso, o RPA apresentou uma sensibilidade semelhante ao
RT-PCR; no entanto, foi 10 vezes mais sensivel que o PCR convencional. O ensaio mostrou
alta especificidade, com taxa de concordancia diagndstica de 93,7% com PCR convencional

e 100% com RT-PCR (Wang et al. 2016b). Um ensaio para detectar o virus do herpes bovino
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1 (IBRV) em amostras bovinas infectadas foram desenvolvidas usando RPA com deteccéo
de fluxo lateral. Os iniciadores e a sonda RPA foram construidos para atingir o fragmento
conservado especifico da regido UL52 do IBRV. A detecgéo foi realizada a uma temperatura
constante de 38 °C durante 25 min, e os produtos de amplificagdo foram facilmente
visualizados em uma tira simples. O limite de deteccdo deste ensaio foi de cinco cépias por
reacdo de DNA do IBRV, e ndo houve reatividade cruzada com outros virus que causam
infeccOes gastrointestinais e respiratorias em bovinos ou outros virus pes (Hou et al. 2017).

Além disso, Wang et al. (2019) desenvolveram um RT-RPA ensaio para deteccdo de
acido nucleico de parvovirus felino (FPV) de DNA viral de amostras clinicas. A maioria
condicdo de reacdo adequada para o ensaio foi 38 °C para 15 minutos. Para investigar a
sensibilidade do sistema, o pEB VP2 foi diluido em uma série de 10 para atingir
concentracGes de DNA variando de 105 a 100 cdpias/uL. O ensaio poderia detectar 102
copias do acido nucleico alvo por reacédo e foi mais sensivel que a PCR tradicional. RT-RPA
também foi capaz de detectar o norovirus murino (MNV), que é o patdgeno viral mais
prevalente em col6nias de camundongos. O conjunto primer-sonda foi projetado com base
em sequéncias de juncdo ORF1 — ORF2 altamente conservadas. A reacao foi realizada em
um bloco de aquecimento e incubada a 39 °C por 20 min. Para avaliar o LoD do ensaio RT-
RPA, os padrdes de RNA foram diluidos em uma série de 10. A faixa de deteccdo dindmica
do ensaio foi de 106102 cdpias/reacdo, indicando que a deteccdo do ensaio o limite era de
102 copias/uL de RNA molecular. O ensaio foi especifico porque ndo houve reacao cruzada

com outros virus murinos comuns (Ma et al. 2018).
4.3. Monitoramento da seguranca alimentar

A gestdo da seguranca alimentar depende de uma detec¢édo eficaz de métodos para
prevenir doencas causadas pela contaminagdo por organismos patogénicos. Portanto, para
garantir a seguranca alimentar, é necessario estabelecer a auséncia de patégenos ou toxinas
nos alimentos, monitorar a eficacia do processamento higiénico, e verificar a qualidade do
produto (Law et al. 2014; Lee et al. 2014). Esfor¢cos também foram feitos para desenvolver
ensaios RPA para monitoramento de patdégenos de origem alimentar. Diferentes ensaios tém
foi desenvolvido para identificar Salmonella usando RPA, incluindo ensaios de deteccéo
combinando RPA com tiras de fluxo laterais, que demonstrou melhor sensibilidade em

comparagdo com o ensaio de PCR convencional.
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Hu et al. (2019) desenvolveram um ensaio combinando RPA com tiras de fluxo
laterais para deteccdo de Salmonella Typhimurium em amostras de leite inoculadas
artificialmente. O volume minimo, 0 menor tempo e a temperatura ideal para a reacdo RPA
foram 10 pL, 10 min e 4042 °C, respectivamente. O LoD do ensaio foi de 1,95 UFC/mL,
0 que é 10 vezes mais sensivel que PCR convencional. Testes com 29 outras bactérias de
origem alimentar como controles revelou que o ensaio era altamente especifico para
Salmonella Typhimurium. No ano seguinte, Li et al. (2020) desenvolveram um imunoensaio
de fluxo lateral combinado com RPA para a deteccdo de Salmonella em alimentos. O
fragmento conservado fimY foi selecionado como gene alvo para o julgamento. Em
condicdes ideais (37 °C, 10 min), a sensibilidade foi de 12 UFC/mL em cultura pura, e as
concentracbes tdo baixo quanto 1,29 102 UFC/mL em contaminados artificialmente
amostras. Testes com 16 cepas nao-Salmonella como controles revelou que o ensaio é
especifico para o gene fimY de Salmonela.

Liu et al. (2017) utilizaram RPA com faixas de fluxo laterais para Salmonella para
atingir o gene da proteina de invasdao A (invA). O par de primers com modificacdes foram
projetados: um primer com digoxina e outro com biotina. Na presenca dos primers
modificados, 0 RPA produziu uma quantidade substancial de DNA duplex ligado a biotina
e digoxina. O ensaio desenvolvido permitiu a deteccdo de DNA genémico em menos de 20
min e foi altamente sensivel com um LoD tdo baixo quanto 20 fg de DNA alvo. Nenhuma
reacdo cruzada foi observada, e o ensaio foi especifico para deteccdo de bactérias
Salmonella. Em outro estudo, a sequéncia do gene invA para detectar Salmonella spp. foi
usado por Zhao et al. (2021) em um teste com RPA em tempo real e tiras de fluxo lateral. O
RPA em tempo real foi realizado usando um scanner fluorescente portéatil a 39 °C por 20
min, enquanto RPA com tiras de fluxo laterais foi realizada em bloco incubador a 39°C por
15 min. O LoD alcancado pelo RPA em tempo real foi de 1,1x10fg, o que foi 10 vezes mais
sensivel que o ensaio RPA com tiras de fluxo lateral. Sem reatividade cruzada com outros
patdgenos foi observado em qualquer um dos ensaios.

Choi et al. (2016) desenvolveram um microdispositivo centrifugo para realizar
ensaios de amplificacdo RPA e identificacdo multiplex em tempo real de amostras de leite
contaminadas com bactérias de intoxicacao alimentar. InvA, fliC e MutS foram selecionados
como genes-alvo das bactérias que causam intoxicacdo alimentar em S. enterica, E. coli
0157: H7 e V. parahaemolyticus, respectivamente. O microdispositivo foi projetado para

conter unidades funcionais triplicadas idénticas, e cada unidade tinha quatro cAmaras de
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reacdo, 0 que possibilitou a realizagdo de 12 reagcbes RPA simultaneamente. O
microdispositivo integrado consistia em duas camadas: a camada superior era reagente RPA
e as amostras de leite contaminadas foram carregados nos reservatorios de amostra na
camada inferior. O todo o processo foi realizado usando um analisador genético portatil
personalizado e um detector 6ptico miniaturizado. O ensaio alcangou uma sensibilidade de
deteccdo de 4 células por 3,2 pL de amostra de leite em 30 min. Numa outra abordagem,
uma abordagem com sensor integrado, incluindo amplificacdo por RPA e detec¢do em um
formato microarray usando tecnologia de disco compacto, foi desenvolvido. O ensaio foi
projetado para detectar simultaneamente trés genes: hns e oriC para Salmonella spp., e
STM4057 para a deteccdo especifica da subespécie de Salmonella. Primers foram
imobilizados na superficie de policarbonato de discos versateis digital (DVD) e identificacédo
multiplexada de cada produto foi realizada por varredura Optica a laser do Unidade de DVD
por 40 min. O LoD foi de 0,12-0,15 ng/mL, equivalente para 24-30 copias/mL (Santiago-
Felipe et al. 2014).

Em um estudo de Zhang et al. (2019), RPA foi combinado com um biossensor para
detectar Salmonella enterica. O ensaio RDTG foi baseado em RPA, clivagem de enzima
especifica de duplex (DSN), extensdo da desoxinucleotidil transferase terminal (TdT) e saida
dos G-quadruplexes. Este biossensor RDTG apresentou um LoD de <6 UFC/mL em menos
de 1,5 h. Outro estudo desenvolvido para diagndstico de Salmonella sp. usando o método
RPA combinado com um ensaio colorimétrico de fotossensibilizacdo. O produto
amplificado, referente ao gene invA do DNA gendmico de Salmonella spp., foi amplificado
e posteriormente quantificado usando um método colorimétrico. O método proposto
ofereceu um LoD de 3 UFC/mL em um periodo de 6 h apos o acoplamento com bactérias
pré-enriquecidas (Li et al. 2021).

Além disso, ensaios foram desenvolvidos usando RPA para detectar Vibrio
parahaemolyticus, que foi isolado de uma variedade de amostras de frutos do mar
contaminados. Por exemplo, Geng et al. (2019) estabeleceram com sucesso um ensaio RPA
em tempo real usando um scanner de tubo portatil. A reacdo RPA em tempo real foi realizada
com sucesso a 38 °C e os resultados foram obtidos em 20 min. Para avaliar a sensibilidade
do ensaio, 0 DNA gendmico de V. parahaemolyticus foi diluido em uma série de 10 para
atingir concentracdes de DNA variando de 106 a 100 copias/pL. O LoD do ensaio foi de 102
copias/reacdo. Para avaliar a especificidade, 5 cepas de V. parahaemolyticus e 27 outras

cepas de bactérias em alimentos frequentemente contaminados foram amplificadas usando
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RPA em tempo real. O ensaio foi especifico para a deteccdo de bactéria V. parahaemolyticus,
e nenhuma reatividade cruzada foi observado para a cepa de V. parahaemolyticus
examinada. Jiang et al. (2020) desenvolveram um ensaio RPA com o metodo de fluxo lateral
combinado com separa¢do imunomagnética, que forneceu uma abordagem sensivel para o
diagndstico de V. parahaemolyticus, com um LoD de 10 pg de DNA gendmico. Finalmente,
outro grupo desenvolveu um ensaio RPA combinado com o método de fluxo lateral para
deteccdo de Listeria. monocytogenes em superficies de processamento de alimentos. A
abordagem alcangou desempenho comparavel ao baseado na cultura e ensaios gPCR, e foi
capaz de detectar 1,1 pg/uL de DNA alvo puro (Azinheiro et al. 2020).

5. Conclusao

Os numerosos exemplos citados nesta revisao ilustram o interesse atual na RPA como
um teste diagndstico eficaz. O método se destaca por ter o maior crescimento exponencial
em termos de aplicacBes nos Gltimos anos devido suas indmeras vantagens que residem em
muitos aspectos, incluindo entrega rapida de resultados, alta sensibilidade, especificidade,
portabilidade, baixa temperatura operacional e compatibilidade com diversas estratégias de
detecgdo. Como anteriormente discutido, 0 RPA pode amplificar alvos de DNA e RNA em
diferentes tipos de organismos em concentragdes abaixo de 10 copias dentro de 5-30
minutos. Além disso, o0 RPA pode ser usado com uma ampla variedade de amostras
bioldgicas (soro, plasma, fezes e urina) e diferentes estratégias de deteccdo sdo compativeis
com a técnica RPA. Muitos ensaios demonstraram resultados semelhantes ou superiores ao
PCR.

No entanto, apesar do uso crescente de RPA e do aumento notavel de publicagdes,
existem alguns aspectos importantes limitagfes ao seu uso. Primeiro, nenhum software esta
disponivel para projetar primers e sondas RPA, 0 que por sua vez aumenta o risco de
duplexes entre pares de primers e sondas, o que pode resultar em combinag6es inadequadas
de primers e levam a falsos positivos, consequentemente diminuindo a sensibilidade do teste.
Para resolver este problema, as regras para o projeto do iniciador RPA, incluindo
composic¢do de nucleotideos, comprimento de sequéncia (tipicamente 32—-35 nucleotideos) e
a interacdo entre os primers diretos e reversos, devem ser cuidadosamente considerados. Em
segundo lugar, a sensibilidade do RPA pode ser afetada negativamente pela presenca de
Carbowax20M, um reagente RPA padréo, resultando em baixos niveis de cdpias alvo porque

este reagente aumenta a viscosidade da solugédo e, consequentemente, diminui a taxa de
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difusdo. No entanto, uma pequena etapa de mistura, entre 8 e 10 inversdes de spin-down,
pode resolver este problema. Outra desvantagem é a verificacao de produtos RPA utilizando
eletroforese em gel, que é dificultada pela presenca de proteinas de alto peso molecular
presentes na reacdo. Remocdo de proteinas RPA apods a amplificacdo é necessaria e pode ser
alcancada usando colunas de PCR, o que pode aumentar o custo e o tempo do ensaio.

No futuro, deverdo ser feitos esforcos para minimizar as limitagdes dos atuais
métodos de amplificacdo isotérmica, como ligacdo inespecifica e falsos positivos. Além
disso, a RPA oferece a oportunidade de integrar plataformas que incluem todos os trés
processos de deteccdo molecular (como sistemas microfluidicos). Esta integracdo é uma
abordagem interessante e muito importante para diagnosticos de RPA em ambientes com
recursos limitados. Portanto, melhorias devem ser feitas em dispositivos microfluidicos para
testes no local de atendimento. Essas melhorias incluem a simplificagdo do método e o baixo
custo de fabricagdo do material. Finalmente, novas tecnologias de detec¢cdo combinadas com
RPA devem ser investigados, e estes podem alcancar melhorias no contexto de

acessibilidade, multiplexacdo e compatibilidade com pontos de atendimento.

Agradecimentos

Agradecemos ao Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD), Fundacéo Oswaldo Cruz
(Fiocruz Amazénia), Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (Fapeam), e

0 Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPQq) pelo apoio.

Referéncias

Abebe, G., Paasch, F., Apers, L., Rigouts, L., and Colebunders, R. 2011. Tuberculosis Drug
Resistance Testing by Molecular Methods: Opportunities and Challenges in Resource Limited
Settings. J. Microbiol. Methods, 84 (2): 155-160. do0i:10.1016/j. mimet.2010.11.014.
PMID:21129417.

Ahmed, A., Linden, H.V.D., and Hartskeerl, R.A. 2014. Development of a Recombinase Polymerase
Amplification Assay for the Detection of Pathogenic Leptospira. Int. J. Environ. Res. Public Health,
11 (5): 4953-4964. doi:10.3390/ijerph110504953. PMID:24814943.

Ahmed, A.A., Patel, P., Maier, M., Pietsch, C., Ruster, D., Bohlken-Fascher, S., et al. 2021. Suitcase
Lab for Rapid Detection of SARS-CoV-2 Based on Recombinase Polymerase Amplification Assay.
Anal. Chem. 93(4): 2627-2634. doi:10.1021/ acs.analchem.0c04779. PMID:33471510.

Alidjinou, E.K., Bock, L., and Hober, D. 2015. Quantification of Viral DNA during HIV-1 Infection:
A Review of Relevant Clinical Uses and Laboratory Methods. Pathol. Biol. 63 (1): 53-59.
doi:10.1016/j.pathio.2014.07.007. PMID:25201144.

63



Azinheiro, S., Carvalho, J., Prado, M., and Garrido-Maestu, A. 2020. Application of Recombinase
Polymerase Amplification with Lateral Flow for a Naked-Eye Detection of Listeria Monocytogenes
on Food Processing Surfaces. Foods, 9(9): 1249. doi:10.3390/foods9091249.

Babu, B., Ochoa-Corona, F.M., and Par, M.L. 2018. Recombinase Polymerase Amplification
Applied to Plant Virus Detection and Potential Implications. Anal. Biochem. 546: 72—-77. doi:10.
1016/j.ab.2018.01.021. PMID:29408177.

Bartlett, J.M.S., and Stirling, D. 2003. A Short of the Polymerase Chain Reaction. Methods Mol.
Biol. 226(2): 3-6. d0i:10.1385/1- 59259-384-4:3. PMID:12958470.

Behrmann, O., Bachmann, I., Spiegel, M., Schramm, M., Abd EIl Wahed, A., Dobler, G., et al. 2020.
Rapid Detection of SARS-CoV-2 by Low Volume Real-Time Single Tube Reverse Transcription
Recombinase Polymerase Amplification Using an Exo Probe with an Internally Linked Quencher
(Exo-1Q). Clin. Chem. 66 (8): 1047-1054. doi:10.1093/clinchem/hvaall6. PMID:32384153.

Boyle, D.S., Lehman, D.A., Lillis, L., Peterson, D., Singhal, M., and Armes, N. 2013. Rapid
Detection of HIV-1 Proviral DNA for Early Infant Diagnosis Using Recombinase Polymerase
Amplification. mBio. 24(2): e00135-13. d0i:10.1128/ mBi0.00135-13. PMID:23549916.

Boyle, D.S., McNerney, R., Low, H.T., Leader, B.T., Pérez-Osorio, A.C., Meyer, J.C., et al. 2014.
Rapid Detection of Mycobacterium Tuberculosis by Recombinase Polymerase Amplification. PLoS
One, 9(8): €103091. doi:10.1371/journal.pone.0103091. PMID:25118698.

Cao, Y., Yan, D., Wu, X., Chen, Z., Lai, Y., Lv, L., etal. 2020. Rapid and Visual Detection of Milk
Vetch Dwarf Virus Using Recombinase Polymerase Amplification Combined with Lateral Flow
Strips. Virol. J. 17: 102. doi:10.1186/s12985- 020-01371-5. PMID:32653001.

Castellanos-Gonzalez, A., White, A.C., Melby, P., and Travi, B. 2018. Molecular Diagnosis of
Protozoan Parasites by Recombinase Polymerase Amplification. Acta Tropica. 182: 4-11.
doi:10.1016/j.actatropica.2018.02.002. PMID:29452112.

Chandu, D., Paul, S., Parker, M., Dudin, Y., King-Sitzes, J., Perez, T., et al. 2016. Development of a
Rapid Point-of-Use DNA Test for the Screening of GenuityVR Roundup Ready 2 YieldVR Soybean
in Seed Samples. BioMed. Res. Int. 2016: 3145921. doi:10.1155/2016/3145921. PMID:27314015.

Chiodini, P.L., Bowers, K., Jorgensen, P., Barnwell, J.W., Grady, K.K., Luchavez, J., et al. 2007.
The Heat Stability of Plasmodium Lactate Dehydrogenase-Based and HistidineRich Protein 2-Based
Malaria Rapid Diagnostic Tests. Trans. R. Soc. Trop. Med. Hyg. 101(4): 331-337.
d0i:10.1016/j.trstmh. 2006.09.007. PMID:17212967.

Choi, G., Jung, J.H., Park, B.H., Oh, S.J., Seo, J.H., Choi, J.S,, et al. 2016. A Centrifugal Direct
Recombinase Polymerase Amplification (Direct-RPA) Microdevice for Multiplex and Real-Time
Identification of Food Poisoning Bacteria. Lab Chip. 16(12): 2309-2316. d0i:10.1039/C6LC00329J.
PMID:27216297.

Compton, J. 1991. Nucleic Acid Sequence-Based Amplification. Nature, 350(6313): 91-92.
d0i:10.1038/350091a0. PMID:1706072.

Cordray, M.S., and Richards-Kortum, R.R. 2015. A Paper and Plastic Device for the Combined
Isothermal Amplification and Lateral Flow Detection of Plasmodium DNA. Malar. J. 14(1): 472.
d0i:10.1186/s12936-015-0995-6. PMID:26611141.

Corman, V.M., Muller, M.A., Costabel, U., Timm, J., Binger, T., € Meyer, B., et al. 2012. Assays
for Laboratory Confirmation of Novel Human Coronavirus (HCoV-EMC) Infections. Euro. Surveill.
17(49): 20334. d0i:10.2807/ese.17.49.20334-en. PMID: 23231891.

64



Crannell, Z.A., Rohrman, B., and Richards-Kortum, R. 2014. Equipment-Free Incubation of
Recombinase Polymerase Amplification Reactions Using Body Heat. PLoS One, 9(11): e112146.
doi:10.1371/journal.pone.0112146. PMID:25372030.

Cui, J., Zhao, Y., Sun, Y., Yu, L., Liu, Q., Zhan, X, et al. 2018. Detection of Babesia Gibsoni in
Dogs by Combining Recombinase Polymerase Amplification (RPA) with Lateral Flow (LF)
Dipstick. Parasitol. Res. 117(12): 3945-3951. doi:10.1007/s00436- 018-6104-3. PMID:30293152.

Daher, R.K., Stewart, G., Boissinot, M., and Bergeron, M.G. 2016. Recombinase Polymerase
Amplification for Diagnostic Applications. Clin. Chem. 62(7): 947-958. do0i:10.1373/
clinchem.2015.245829. PMID:27160000.

Dai, T., Yang, X., Hu, T., Jiao, B., Xu, Y., Zheng, X., and Shen, D. 2019. Comparative Evaluation
of a Novel Recombinase Polymerase Amplification-Lateral Flow Dipstick (Rpa-Lfd) Assay, Lamp,
Conventional Pcr, and Leaf-Disc Baiting Methods for Detection of Phytophthora Sojae. Front
Microbiol. 10: 1884. doi:10.3389/fmicb.2019.01884. PMID:31447827.

Delwart, E.L. 2007. Viral Metagenomics. Rev. Med. Virol. 17(2): 115-131. doi:10.1002/rmv.532.
PMID:17295196. Deng, H., and Gao, Z. 2015. Bioanalytical Applications of Isothermal Nucleic
Acid Amplification Techniques. Anal. Chim. Acta, 853(1): 30-45. doi:10.1016/j.aca.2014.09.037.
PMID:25467448.

Dip Gandarilla, A.M., Regiart, M., Bertotti, M., Correa Gloria, J., Morais Mariuba, L.A., and Ricardo
Brito, W. 2021. One-Step Enzyme-Free Dual Electrochemical Immunosensor for Histidine Rich
Protein 2 Determination. RSC Adv. 11: 408-415. doi:10.1039/ DORA08729G.

Dye, C. 2014. After 2015: Infectious Diseases in a New Era of Health and Development. Philos.
Trans. R. Soc. Lond. B Biol. Sci. 369(1645): 20131426. do0i:10.1098/rsth.2013.0426.
PMID:24821913

El Wahed, A.A., Patel, P., Heidenreich, D., Hufert, F.T., and Manfred Weidmann, M. 2013. Reverse
Transcription Recombinase Polymerase Amplification Assay for the Detection of Middle East
Respiratory Syndrome Coronavirus. PLOS Curr
125:.62df1c7¢75ffc96cd59034531e2e8364.d0i:10.1371/currents.outbreaks.62df1c7¢75ffc96cd5903
4531e2e8364. PMID:24459611.

Elston, JW.T., Cartwright, C., Ndumbi, P., and Wright, J. 2017. The Health Impact of the 2014-15
Ebola Outbreak. Public Health, 143: 60—70. doi:10.1016/j.puhe.2016.10.020. PMID:28159028.

Escadafal, C., Faye, O., Sall, A.A., Faye, O., Weidmann, M., Strohmeier, O., et al. 2014. Rapid
Molecular Assays for the Detection of Yellow Fever Virus in Low-Resource Settings. PLOS Negl.
Trop. Dis. 8 (3): €2730. doi:10.1371/journal.pntd. 0002730. PMID:24603874.

Fang, R., Li, X,, Hu, L., You, Q., Li, J., Wu, J., et al. 2009. Cross-Priming Amplification for Rapid
Detection of Mycobacterium Tuberculosis in Sputum Specimens. J. Clin. Microbiol. 47(3): 845-847.
doi:10.1128/JCM.01528-08. PMID:19116359.

Fang, C.S., Kim, K.-S,, Ha, D.T., Kim, M.-S., and Yang, H. 2018. Washing-Free Electrochemical
Detection of Amplified Double-Stranded DNAs Using a Zinc Finger Protein. Anal. Chem. 90(7):
4776-4782. doi:10.1021/acs.analchem.8b00143. PMID:29553715.

Geng, Y., Tan, K., Liu, L., Sun, X.X., Zhao, B., and Wang, J. 2019. Development and Evaluation of
a Rapid and Sensitive RPA Assay for Specific Detection of Vibrio Parahaemolyticus in Seafood.
BMC Microbiol. 19(1): 186. doi:10.1186/ s12866-019-1562-z. PMID:31409301.

Ghosh, D.K., Kokane, S.B., Kokane, A.D., Warghane, A.J., Motghare, M.R., Bhosg, S., et al. 2018.
Development of a Recombinase Polymerase Based Isothermal Amplification Combined with Lateral
Flow Assay (HLB-RPA-LFA) for Rapid Detection of ‘Candidatus Liberibacter Asiaticus. PL0oS One,
13(12): e0208530. doi:10.1371/journal.pone.0208530. PMID:30540789.

65



Ghosh, D.K., Kokane, S.B., and Gowda, S. 2020. Development of a Reverse Transcription
Recombinase Polymerase Based Isothermal Amplification Coupled with Lateral Flow Immuno
chromatographic Assay (CTV-RT-RPA- LFICA) for Rapid Detection of Citrus Tristeza Virus. Sci
Rep, 10(1): 20593. d0i:10.1038/ s41598-020-77692-w. PMID:33244066.

Gill, P., and Ghaemi, A. 2008. Nucleic Acid Isothermal Amplification Technologies - A Review.
Nucleosides Nucleotides Nucleic Acids, 27(3): 224-243. do0i:10.1080/15257770701845204.
PMID:18260008.

Higuchi, R., Dollinger, G., Walsh, P.S., and Griffith, R. 1992. Simultaneous Amplification and
Detection of Specific DNA Sequences. Biotechnology, 10: 413-417. doi:10.1038/nbt0492-413.
PMID:1368485.

Hou, P., Wang, H., Zhao, G., He, C., and He, H. 2017. Rapid Detection of Infectious Bovine
Rhinotracheitis Virus Using Recombinase Polymerase Amplification Assays. BMC Vet. Res. 13:
386. d0i:10.1186/s12917-017-1284-0. PMID:29237466.

Hu, J., Huang, R., Sun, Y., Wei, X., Wang, Y., Jiang, C., et al. 2019. Sensitive and Rapid Visual
Detection of Salmonella Typhimurium in Milk Based on Recombinase Polymerase Amplification
with Lateral Flow  Dipsticks. J. Microbiol. Methods, 158(136):  25-32.
d0i:10.1016/j.mimet.2019.01.018. PMID:30703446.

Jiang, W., Ren, Y., Han, J., Xue, J., Shan, T., Chen, Z., et al. 2020. Recombinase Polymerase
Amplification-Lateral Flow (RPA-LF) Assay Combined with Immunomagnetic Separation for Rapid
Visual Detection of Vibrio Parahaemolyticus in Raw Oysters. Anal Bioanal Chem. 412(12): 2903—
2914. doi:10.1007/ s00216-020-02532-9. PMID:32128642.

Jirawannaporn, S., Limothai, U., Tachaboon, S., Dinhuzen, J., Patcharakorn Kiatamornrak, P.,
Chaisuriyong, W., et al. 2022. Rapid and sensitive point-of-care detection of Leptospira by RPA-
CRISPR/Casl2a targeting lipL32. PLOS Negl. Trop. Dis. 16(1): e0010112.
doi:10.1371/journal.pntd.0010112. PMID:34990457.

Johnston, S.P., Pieniazek, N.J., Xayavong, M.V., Slemenda, S.B., Wilkins, P.P., and Silva, A.J. 2006.
PCR as a Confirmatory Technique for Laboratory Diagnosis of Malaria. J. Clin. Microbiol. 44(3):
1087-1089. doi:10.1128/JCM.44.3.1087-1089.2006. PMID:16517900.

Kattenberg, J.H., Ochodo, E.A., Boer, K.R., Schallig, H.D., Mens, P.F., and Leeflang, M.M. 2011.
Systematic Review and Meta-Analysis: Rapid Diagnostic Tests versus Placental Histology,
Microscopy and PCR for Malaria in Pregnant Women. Malar. J. 10: 321. doi:10.1186/1475-2875-
10-321. PMID:22035448.

Kersting, S., Rausch, V., Bier, F.F., and Nickisch-Rosenegk, M.V. 2014. Rapid Detection of
Plasmodium Falciparum with Isothermal Recombinase Polymerase Amplification and Lateral Flow
Analysis. Malar. J. 13(1): 99. doi:10.1186/1475-2875-13-99. PMID:24629133.

Khaliliazar, S., Ouyang, L., Piper, A., Chondrogiannis, G., Hanze, M., Herland, A., and Hamedi,
M.M. 2020. Electrochemical Detection of Genomic DNA Utilizing Recombinase Polymerase
Amplification and Stem-Loop Probe. ACS  Omega. 5(21): 12103-121009.
doi:10.1021/acsomega.0c00341. PMID:325483809.

Khiyami, M.A., Almoammar, H., Awad, Y.M., Alghuthaymi, M.A., and Abd-Elsalam, K.A. 2014.
Plant pathogen nanodiagnostic techniques: forthcoming changes? Biotechnol. Biotechnol. Equip.
28(5): 775-785. doi:10.1080/13102818.2014.960739. PMID:26740775.

Kong, M., Li, Z., Wu, J., Hu, J., Sheng, Y., Wu, D., et al. 2019. A Wearable Microfluidic Device for
Rapid Detection of HIV-1 DNA Using Recombinase Polymerase Amplification. Talanta, 205:
120155. doi:10.1016/j.talanta.2019.120155. PMID:31450450.

66



LaBarre, P., Hawkins, K.R., Gerlach, J., Wilmoth, J., Beddoe, A., Singleton, J., etal. 2011. A Simple,
Inexpensive Device for Nucleic Acid Amplification without Electricity-toward Instrument-Free
Molecular  Diagnostics in  Low-Resource  Settings. PL0oS One, 6(5): €19738.
doi:10.1371/journal.pone.0019738. PMID:21573065.

Lau, H.Y., Wu, H., Wee, E.J.H., Trau, M., Wang, Y., and Botella, J.R. 2017. Specific and Sensitive
Isothermal Electrochemical Biosensor for Plant Pathogen DNA Detection with Colloidal Gold
Nanoparticles as Probes. Sci. Rep. 7: 38896. doi:10.1038/srep38896. PMID:28094255.

Lau, Y.L., Ismail, I.B., Mustapa, N.I.B., Lai, M.Y., Tuan Soh, T.S., Haji Hassan, A., et al. 2021.
Development of a Reverse Transcription Recombinase Polymerase Amplification Assay for Rapid
and Direct Visual Detection of Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2).
PLoS One, 16(1): e0245164. doi:10.1371/journal.pone.0245164. PMID:33406112.

Law, JW.F., Mutalib, N.S.A., Chan, K.G., and Lee, L.H. 2014. Rapid Metho Ds for the Detection
of Foodborne Bacterial Pathogens: Principles, Applications, Advantages and Limitations. Front.
Microbiol. 5: 770. doi:10.3389/fmich.2014.00770. PMID:25628612.

Lee, N., Kwon, K.Y, Oh, S.K., Chang, H., Chun, H.S., and Choi, S. 2014. A Multiplex PCR Assay
for Simultaneous Detection of Escherichia Coli 0157:H7, Bacillus Cereus, Vibrio Parahaemolyticus,
Salmonella Spp., Listeria Monocytogenes, and Staphylococcus Aureus in Korean Ready-to-Eat
Food. Foodborne Pathog Dis. 11(7): 574-580. doi:10.1089/fpd. 2013.1638. PMID:24796416.

Levett, P.N. 2001. Leptospirosis. Clin.  Microbiol. Rev. 14(2): 296- 326.
doi:10.1128/CMR.14.2.296-326.2001. PMID:11292640. Li, J., Macdonald, J., and Stetten, F.V.
2018. Review: A Comprehensive Summary of a Decade Development of the Recombinase
Polymerase Amplification. Analyst, 144(1): 31-67. doi:10.1039/ C8AN01621F. PMID:30426974.

Li, J., Ma, B., Fang, J., Zhi, A., Chen, E., Xu, Y., etal. 2020. Recombinase Polymerase Amplification
(RPA) Combined with Lateral Flow Immunoassay for Rapid Detection of Salmonel in Food. Foods,
9(1): 27. doi:10.3390/fo0ds9010027. PMID: 31887998.

Li, X., Zheng, T., Xie, Y.-N., Li, F., Jiang, X., Hou, X., and Wu, P. 2021. Recombinase Polymerase
Amplification Coupled with a Photosensitization Colorimetric Assay for Fast Salmonella Spp. Anal.
Chem. 93(16): 6559-6566. doi:10.1021/acs. analchem.1c00791. PMID:33852278.

Lillis, L., Lehman, D., Singhal, M.C., Cantera, J., Singleton, J., Labarre, P., et al. 2014. Non-
Instrumented Incubation of a Recombinase Polymerase Amplification Assay for the Rapid and
Sensitive  Detection  of  Proviral Hiv-1 Dna. PLoS One, 9(9): €1081809.
doi:10.1371/journal.pone.0108189. PMID:25264766.

Lillis, L., Lehman, D.A., Siverson, J.B., Weis, J., Cantera, J., Parker, M., et al. 2016. Cross-Subtype
Detection of HIV-1 Using Reverse Transcription and Recombinase Polymerase Amplification. J.
Virol. Methods, 230: 28-35. doi:10.1016/j. jviromet.2016.01.010. PMID:26821087.

Lim, S.A., and Ahmed, M. 2016. Electrochemical Immunosensors and Their Recent Nanomaterial -
Based Signal Amplification Strategies: A Review. RSC. Advances, 6: 24995-25014.
doi:10.1039/C6RA00333H.

Liu, W., Liu, H., Zhang, L., Hou, X., Wan, K., and Hao, Q. 2016. A Novel Isothermal Assay of
Borrelia Burgdorferi by Recombinase Polymerase Amplification with Lateral Flow Detection. Int. J.
Mol. Sci. 17(8): 1250. doi:10.3390/ijms17081250. PMID:27527151.

Liu, H.-B., Zang, Y.-X., Du, X.-J.,, Li, P., and Wang, S. 2017. Development of an Isothermal
Amplification-Based Assay for the Rapid Visual Detection of Salmonella Bacteria. J. Dairy Sci.
100(9): 7016-7025. doi:10.3168/jds.2017-12566. PMID:28711269.

67



Lobato, .M., and O’Sullivan, C.K. 2018. Recombinase polymerase amplification: Basics,
applications and recent advances. Trends Analyt. Chem. 98: 19-35. d0i:10.1016/j.trac. 2017.10.015.
PMID:32287544.

Londofio, M.A., Harmon, C.L., and Polston, J.E. 2016. Evaluation of Recombinase Polymerase
Amplification for Detection of Begomoviruses by Plant Diagnostic Clinics. Virol. J. 13(1): 1-9.
doi:10.1186/s12985-015-0456-4. PMID:26728778.

Loo, J.F.C., Lau, P.M., Ho, H.P., and Kong, S.K. 2013. An Aptamer-Based Biol. -Barcode Assay
with Isothermal Recombinase Polymerase Amplification for Cytochrome-c Detection and Anti-
Cancer Drug Screening. Talanta, 115: 159-165. do0i:10.1016/j.talanta.2013.04.051.
PMID:24054573.

Lopez, M.M., Llop, P., Olmos, A., Marco-Noales, E., Cambra, M., and Bertolini, E. 2009. Are
Molecular Tools Solving the Challenges Posed by Detection of Plant Pathogenic Bacteria and
Viruses? Curr. Issues Mol. Biol. 11: 13-46. PMID:18577779.

Lutz, S., Weber, P., Focke, M., Faltin, B., Hoffmann, J., Muller, C., € et al. 2010. Microfluidic Lab-
on-a-Foil for Nucleic Acid Analysis Based on Isothermal Recombinase Polymerase Amplification
(RPA). Lab Chip. 10(7): 887-893. doi:10.1039/b921140c. PMID:20300675.

Ma, L., Zeng, F., Cong, F., Huang, B., Zhu, Y., Wu, M, et al. 2018. Development and Evaluation of
a Broadly Reactive Reverse Transcription Recombinase Polymerase Amplification Assay for Rapid
Detection of Murine Norovirus. BMC Vet Res. 14(1): 399. doi:10.1186/s12917-018-1736-1.
PMID:30547776.

Ma, L., Shi, H., Zhang, M., Song, Y., Zhang, K., and Cong, F. 2020. Establishment of a Real-Time
Recombinase Polymerase Amplification Assay for the Detection of Avian Reovirus. Front. Vet. Sci.
7: 551350. doi:10.3389/fvets.2020.551350. PMID: 33195523.

Magro, L., Jacquelin, B., Escadafal, C., Garneret, P., Kwasiborski, A., M anuguerra, J.-C., et al. 2017.
Paper-Based RNA Detection and Multiplexed Analysis for Ebola Virus Diagnostics. Sci. Rep. 7(1):
1347. doi:10.1038/s41598-017-00758-9. PMID:28465576.

Mayboroda, O., Gonzalez Benito, A., Sabaté del Rio, J., Svobodova, M., Julich, S., Tomaso, H., et
al. 2016. Isothermal Solid-Phase Amplification System for Detection of Yersinia Pestis. Anal.
Bioanal. Chem. 408(3): 671-676. doi:10.1007/ s00216-015-9177-1. PMID:26563112.

McNerney, R., and Daley, P. 2011. Towards a Point-of-Care Test for Active Tuberculosis: Obstacles
and Opportunities. Nat. Rev. Microbiol. 9(3): 204-213. doi:10.1038/nrmicro2521. PMID:21326275.

Mekuria, T.A., Zhang, S., and Eastwell, K.C. 2014. Rapid and Sensitive Detection of Little Cherry
Virus 2 Using Isothermal Reverse Transcription-Recombinase Polymerase Amplification. J. Virol.
Methods, 205: 24-30. doi:10.1016/j.jviromet.2014. 04.015. PMID:24797461.

Mullis, K., Faloona, F., Scharf, S., Saiki, R., Horn, G., and Erlich, H. 1986. Specific Enzymatic
Amplification of DNA in Vitro: The Polymerase Chain Reaction. Cold Spring Harb. Symp. Quant.
Biol. 51: 263-273. d0i:10.1101/sqb.1986.051.01.032. PMID:3472723.

Ng, B.Y.C., Wee, E.J.H., West, N.P., and Trau, M. 2015. Rapid DNA Detection of Mycobacterium
Tuberculosis-towards Single Cell Sensitivity in Point-of-Care Diagnosis. Sci. Rep. 5(1): 1-7.
doi:10.1038/srep15027.

Noh, J.Y., Yoon, S.-W., Kim, D.-J., Lee, M.-S., Kim, J.-H., Na, W., et al. 2018. Correction to:
Simultaneous Detection of Severe Acute Respiratory Syndrome, Middle East Respiratory Syndrome,
and Related Bat Coronaviruses by RealTime Reverse Transcription PCR. Arch. Virol. 163(3): 819.
d0i:10.1007/s00705-017-3677-6. PMID:29273879.

68



Notomi, T., Okayama, H., Masubuchi, H., Yonekawa, T., Watanabe, K., Amino, N., et al. 2000.
Loop-Mediated Isothermal Amplification of DNA. Nucleic Acids Res. 28(12): e63.
doi:10.1093/nar/28.12.e63. PMID:10871386.

Pai, N.P., Vadnais, C., Denking, C., Engel, N., and Pai, M. 2012. Point-of-Care Testing for Infectious
Diseases: Diversity, Complexity, and Barriers in Low- And Middle-Income Countries. PLOS Med.
9(9): €1001306. doi:10.1371/journal. pmed.1001306. PMID:22973183.

Piepenburg, O., Williams, C.H., Stemple, D.L., and Armes, N.A. 2006. DNA Detection Using
Recombination  Proteins. PLOS Biol. 4(7): €204. doi:10.1371/journal.pbio.0040204.
PMID:16756388.

Piorkowski, G., Baronti, C., de Lamballerie, X., de Fabritus, L., Bichaud, L., Pastorino, B.A., et al.
2014. Development of Generic Tagman PCR and RT-PCR Assays for the Detection of DNA and
MRNA of b-Actin-Encoding Sequences in a Wide Range of Animal Species. J. Virol. Methods, 202:
101-105. doi:10.1016/j.jviromet.2014.02.026. PMID:24642236.

Rohrman, B.A., and Richards-Kortum, R.R. 2012. A Paper and Plastic Device for Performing
Recombinase Polymerase Amplification of HIV DNA. Lab Chip. 12(17): 3082-3088.
doi:10.1039/c21c40423k. PMID:22733333.

Rosser, A., Rollinson, D., Forrest, M., and Webster, B.L. 2015. Isothermal Recombinase Polymerase
Amplification (RPA) of Schistosoma Haematobium DNA and Oligochromato graphic Lateral Flow
Detection. Parasit Vectors, 8: 446. doi:10.1186/s13071-015-1055-3. PMID:26338510.

Rostron, P., Pennance, T., Bakar, F., Rollinson, D., Knopp, S., Allan, F., et al. 2019. Development
of a Recombinase Polymerase Amplification (RPA) Fluorescence Assay for the Detection of
Schistosoma Haematobium. Parasit Vectors, 12(1):514. do0i:10.1186/s13071-019-3755-6.
PMID:31685024.

Sanchez-Salcedo, R., Miranda-Castro, R., Santos-Alvarez, N., and Lobo-Castafién, M.J. 2019. On-
Gold Recombinase Polymerase Primer Elongation for Electrochemical Detection of Bacterial
Genome: Mechanism Insights and Influencing Factors. ChemElectroChem. 6: 793-800.
doi:10.1002/celc.201801208.

Santiago-Felipe, S., Tortajada-Genaro, F.L.A., Morais, S., Puchades, R., and Maquiei, A. 2014. One-
Pot Isothermal DNA Amplification - Hybridisation and Detection by a Disc-Based Method. Sen.
Actuators B Chem. 204: 273-281. doi:10.1016/j.snb.2014.07.073.

Silva, G., Oyekanmi, J., Nkere, C.K., Bémer, M., Kumar, P.L., and Seal, S.E. 2018. Rapid Detection
of Potyviruses from Crude Plant Extracts. Anal. Biochem. 546: 17-22. do0i:10.1016/
j.ab.2018.01.019. PMID:29378167.

Singpanomchai, N., Akeda, Y., Tomono, K., Tamaru, A., Santanirand, P., and Ratthawongjirakul, P.
2019. Naked Eye Detection of the Mycobacterium Tuberculosis Complex by Recombinase
Polymerase Amplification—SYBR Green | Assays. J. Clin. Lab. Anal. 33(2): e22655.
doi:10.1002/jcla.22655. PMID:30129085.

Taylor, M.P., Kobiler, O., and Enquist, L.W. 2012. Alphaherpesvirus Axon-to-Cell Spread Involves
Limited Virion Transmission. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 109(42): 17046-17051.
doi:10.1073/pnas.1212926109. PMID:23027939.

Teoh, B.-T., Sam, S.-S., Tan, K.-K., Danlami, M.B., Shu, M.-H., Johari, J.J., et al. 2015. Early
Detection of Dengue Virus by Use of Reverse Transcription-Recombinase Polymerase
Amplification. J. Clin. Microbiol. 53(3): 830-837. d0i:10.1128/JCM.02648-14. PMID:25568438.

Theel, ES.,, and Pritt, B.S. 2016. Parasites.  Microbiol.  Spectr.  4(4).
doi:10.1128/microbiolspec. DMIH2-0013-2015. PMID:27726821.

69



Tsaloglou, M.-N., Watson, R.J., Rushworth, C.M., Zhao, Y., Niu, X., Sutton, J.M., and Morgan, H.
2015. Real-Time Microfluidic Recombinase Polymerase Amplification for the Toxin B Gene of
Clostridium Difficile on a SlipChip Platform. Analyst, 140(1): 258-264. doi:10.1039/C4ANO01683A.
PMID:25371968.

TwistDx. 2018. Combined Instruction Manual. Available from twistdx.co.uk.

Vasileva Wand, N.I., Bonney, L.C., Watson, R.J., Graham, V., and Hewson, R. 2018. Point-of-Care
Diagnostic Assay for the Detection of Zika Virus Using the Recombinase Polymerase Amplification
Method. J. Gen. Virol. 99(8): 1012— 1026. doi:10.1099/jgv.0.001083. PMID:29897329.

Vincent, M., Xu, Y., and Kong, H. 2004. Helicase-Dependent Isothermal DNA Amplification.
EMBO Rep. 5(8): 795-800. doi:10.1038/sj.embor.7400200. PMID:15247927.

Wahed, A.A., Patel, P., Maier, M., Pietsch, C., Ruster, D., € Bohlken-Fascher, S., et al. 2021. Suitcase
Lab for Rapid Detection of SARS-CoV-2 Based on Recombinase Polymerase Amplification Assay.
Anal. Chem. 93(4): 2627-2634. doi:10.1021/acs. analchem.0c04779. PMID:33471510.

Walker, G.T., Little, M.C., Nadeau, J.G., and Shank, D.D. 1992a. Isothermal in Vitro Amplification
of DNA by a Restriction Enzyme/DNA Polymerase System. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 89(1):
392-396. doi:10.1073/pnas.89.1.392. PMID:1309614.

Walker, G.T., Fraiser, M.S., Schram, J.L., Little, M.C., Nadeau, J.G., and Malinowski, D.P. 1992b.
Strand Displacement Amplification — an Isothermal, in Vitro DNA Amplification Technique.
Nucleic Acids Res. 20(7): 1691-1696. doi:10.1093/nar/20.7.1691. PMID:1579461.

Wang, J., Liu, L., Li, R., Wang, J., Fu, Q., and Yuan, W. 2016a. Rapid and Sensitive Detection of
Canine Parvovirus Type 2 by Recombinase Polymerase Amplification. Arch. Virol. 161(4): 1015-
1018. doi:10.1007/s00705-015-2738-y. PMID:26729477.

Wang, J., Wang, J., Liu, L., Li, R., and Yuan, W. 2016b. Rapid Detection of Porcine Circovirus 2 by
Recombinase Polymerase Amplification. J.  Vet. Diagn. Invest. 28(5): 574-578.
doi:10.1177/1040638716654201. PMID:27493138.

Wang, J., Liu, L., Wang, J., Sun, X., and Yuan, W. 2017. Recombinase Polymerase Amplification
Assay-a Simple, Fast and Cost-Effective Alternative to Real Time PCR for Specific Detection of
Feline Herpesvirus-1. PLoS One, 12: e0166903. doi:10.1371/journal.pone.0166903.
PMID:28045956.

Wang, Z.H., Wang, X.J., and Hou, S.H. 2019. Development of a Recombinase Polymerase
Amplification Assay with Lateral Flow Dipstick for Rapid Detection of Feline Parvovirus. J. Virol.
Methods, 271: 113679. doi:10.1016/j.jviromet.2019.113679. PMID:31216435.

Wang, J., Li, R., Sun, X,, Liu, L., and Hao, X. 2020. Development and Validation of the Isothermal
Recombinase Polymerase Amplification Assays for Rapid Detection of Mycoplasma
Ovipneumoniae in Sheep. BMC Vet. Res. 16(1): 172. doi:10.1186/ s12917-020-02387-3.
PMID:32487081.

Wee, E.J.H., Ngo, T.H., and Trau, M. 2015. A Simple Bridging Flocculation Assay for Rapid,
Sensitive and Stringent Detection of Gene Specific DNA Methylation. Sci. Rep. 5(1): 15028.
doi:10.1038/srep15028. PMID:26458746.

Weidmann, M., Faye, O., Faye, O., Kranaster, R., Marx, A., Nunes, M.R.T., et al. 2010. Improved
LNA Probe-Based Assay for the Detection of African and South American Yellow Fever Virus
Strains. J. Clin. Virol. 48(3): 187-192. doi:10.1016/j.jcv.2010.04.013. PMID:20556888.

Wekesa, E. 2019. HIV Testing Experiences in Nairobi Slums: The Good, the Bad and the Ugly. BMC
Public Health, 19(1): 1600. doi:10.1186/s12889-019-7975-7. PMID:31783749.

70



Xia, X., Yu, Y., Weidmann, M., Pan, Y., Yan, S., and and, W.Y. 2014. Rapid Detection of Shrimp
White Spot Syndrome Virus by Real Time, Isothermal Recombinase Polymerase Amplification
Assay. PLoS One, 9(8): €104667. doi:10.1371/ journal.pone.0104667. PMID:25121957.

Xing, W., Yu, X., Feng, J., Sun, K., Fu, W., Wang, Y., etal. 2017. Field Evaluation of a Recombinase
Polymerase Amplification Assay for the Diagnosis of Schistosoma Japonicum Infection in Hunan
Province of China. BMC Infect. Dis. 17(1): 164. d0i:10.1186/s12879-017-2182-6. PMID:28222680.

Xu, C., Li, L., Jin, W., and Wan, Y. 2014. Recombinase Polymerase Amplification (RPA) of CaMV -
35S Promoter and Nos Terminator for Rapid Detection of Genetically Modified Crops. Int. J. Mol.
Sci. 15(10): 18197-18205. doi:10.3390/ ijms151018197. PMID:25310647.

Xu, Y., Wu, P., Zhang, H., and Li, J. 2021. Rapid Detection of Mycobacterium Tuberculosis Based
on Antigen 85B via Real-Time Recombinase Polymerase Amplification. Lett. Appl. Microbiol.
72(2): 106-112. doi:10.1111/lam.13364. PMID:32726877.

Yang, S., and Rothman, R.E. 2004. PCR-Based Diagnostics for Infectious Diseases: Uses,
Limitations, and Future Applications in Acute-Care Settings. Lancet Infect. Dis. 4(6): 337-348.
d0i:10.1016/S1473-3099(04)01044-8. PMID:15172342.

Yang, M., Ke, Y., Wang, X., Ren, H., Liu, W., Lu, H., et al. 2016. Development and Evaluation of a
Rapid and Sensitive EBOV-RPA Test for Rapid Diagnosis of Ebola Virus Disease. Sci. Rep. 6(1):
26943. doi:10.1038/srep26943. PMID:27246147.

Yang, B., Kong, J., and Fang, X. 2019. Bandage-like Wearable Flexible Microfluidic Recombinase
Polymerase Amplification Sensor for the Rapid Visual Detection of Nucleic Acids. Talanta, 204:
685-692. doi:10.1016/j.talanta.2019.06.031. PMID: 31357353.

Yu, X., Jiang, W., Shi, Y., Ye, H., and Lin, J. 2019. Applications of Sequencing Technology in
Clinical Microbial Infection. J. Cell Mol. Med. 23(11): 7143-7150. doi:10.1111/jcmm.14624.
PMID:31475453.

Zhang, S., Ravelonandro, M., Russell, P., McOwen, N., Briard, P., Bohannon, S., and Vrient, A.
2014. Rapid Diagnostic Detection of Plum Pox Virus in Prunus Plants by Isothermal AmplifyRPVR
Using Reverse Transcription-Recombinase Polymerase Amplification. J. Virol. Methods, 207: 114—
120. doi:10.1016/j.jviromet. 2014.06.026. PMID:25010790.

Zhang, Y., Tian, J., Li, K., Tian, H., and Xu, W. 2019. Label Free Visual Biosensor Based on Cascade
Amplification for the Detection of Salmonella. Analytica Chimica Acta. 1075: 144-151.
d0i:10.1016/j.aca.2019.05.020. PMID:31196420.

Zhao, C., Sun, F., Li, X,, Lan, Y., Du, L., Zhou, T., and Zhou, Y. 2019. Reverse Transcription-
Recombinase Polymerase Amplification Combined with Lateral Flow Strip for Detection of Rice
Black-Streaked Dwarf Virus in  Plants. J.  Virol. Methods, 263: 96-100.
d0i:10.1016/j.jviromet.2018.11.001. PMID:30395887.

Zhao, L., Wang, J., Sun, X.X., Wang, J., Chen, Z., Xu, X., et al. 2021. Development and Evaluation
of the Rapid and Sensitive RPA Assays for Specific Detection of Salmonella Spp. in Food Samples.
Front. Cell. Infect. Microbiol. 11: 631921. doi:10.3389/fcimb.2021.631921. PMID:33718280.

71



CAPITULO 2

72



5. CAPITULO 2: ARTIGO ORIGINAL

Neste capitulo é apresentado o objetivo especifico 2 deste trabalho, o qual foi detectar
Plasmodium vivax em amostras clinicas através do ensaio baseado no sistema
CRISPR/Cas13a por fluorescéncia. O ensaio foi desenvolvido para oferecer uma alternativa
de diagndstico sensivel e especifica para malaria causada por P. vivax, utilizando um par de
iniciadores especificos para uma regido do gene pvmdr-1, uma sequéncia de crRNA que se
anela a regido alvo e a proteina LwCas13a, a qual possui alta especificidade relatada em
literatura. Durante o estudo, foram analisadas um total de 50 amostras clinicas, incluindo 27
amostras positivas, 19 negativas, 1 falso-positiva e 3 falso-negativas. Os resultados
mostraram sensibilidade satisfatdria do ensaio, com a capacidade de detectar a presenca de
P. vivax mesmo em baixas concentrag¢oes, com limite de deteccéo tdo baixo quanto 1,35 pM.
Neste estudo, o ensaio de deteccao baseado no sistema CRISPR/Cas13a mostrou potencial

como uma ferramenta promissora para o diagnostico da malaria causada por P. vivax.
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Resumo: A malaria é uma doenca parasitaria considerada um problema de sadde publica.
Esta doenca é predominantemente encontrada em &reas tropicais e subtropicais do mundo.
A maléria pode ser prevenida e tratada utilizando diferentes estratégias, conforme
recomendado pela OMS. Métodos de diagndsticos rapidos, sensiveis e portateis sao
essenciais para o tratamento adequado e controle eficiente da malaria. Repeticdes
palindrbmicas curtas agrupadas regularmente interespacadas (CRIPSR) e proteinas
associadas (Cas) estdo sendo cada vez mais usados para aplicagdes de diagndstico clinico,
devido & sua alta sensibilidade, seletividade e flexibilidade. Neste estudo, foi realizado um
ensaio para deteccdo de Plasmodium vivax em amostras clinicas atraveés do sistema
CRISPR/Cas13a por fluorescéncia. Durante o estudo, foram analisadas um total de 50
amostras clinicas, incluindo 27 amostras positivas, 19 negativas, 1 falso-positiva e 3 falso-
negativas. Os resultados mostraram sensibilidade satisfatéria do ensaio, com a capacidade
de detectar a presenca de P. vivax mesmo em baixas concentra¢fes, com limite de detec¢édo

tdo baixo quanto 1,35 pM. Portanto, o ensaio CRISPR/Cas13a pode ser uma alternativa
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viavel aos testes convencionais para auxiliar no diagndstico de malaria em ambientes

clinicos com baixos recursos.

Palavras-chave: malaria; P. vivax; CRISPR/Cas13a; PCR; diagndstico

1. INTRODUCAO

A malaria é considerada um problema de satde publica global em humanos ao longo
de anos, devido a ser uma das principais doengas com maior impacto na morbidade e
mortalidade em muitos paises tropicais e subtropicais (OMS, 2021). Segundo o relatério
mundial de malaria de 2022, mostrou que 0s casos da doenca aumentaram de 245 milhGes
em 2020 para 247 milhdes em 2021 (OMS, 2022). O aumento de casos de malaria pode ser
justificado pelo declinio na eficacia das ferramentas primarias de deteccdo, auséncia de
vacina eficaz, surgimento e disseminacdo da resisténcia a medicamentos antimalaricos em
parasitas e resisténcia em populacdes de Anopheles a redes inseticidas (Britton et al., 2016;
Feachem et al. 2010).

Os agentes causadores da malaria séo parasitas pertencentes ao género Plasmodium.
As especies de Plasmodium que naturalmente infectam humanos e ausam maléria sdo
limitadas a seis, sendo as infecgdes mais prevalente por P. falciparum e P. vivax (OMS,
2019). No Brasil, a transmissdo da malaria predomina na regido amazénica abrangendo cerca
de 99% dos casos no pais. Em 2020, foram registrados 145.188 casos no Brasil, com total
de 118.651 casos notificados causados pela espécie P. vivax (Ministério da Saude, 2021).
Embora as infec¢bes por P. vivax sejam consideradas benignas, nos ultimos anos tem se
observado um padrdo incomum de complicac@es clinicas associadas a infeccdo por essa
espécie. Tais manifestacfes graves foram relatadas em estudos recentes em diferentes
lugares do mundo, como maléria cerebral, sindrome respiratdria aguda, lesdo pulmonar,
insuficiéncia renal, disfuncdo hepatica, ictericia e anemia grave, dentre outras, podendo levar
a morte desses pacientes (da Veiga et al. 2023; Rahimi et al., 2014).

O diagndstico preciso e especifico é indispensavel para o controle e eliminacdo da
maldaria, especificamente em ambientes com recursos limitados. Atualmente, os métodos de
diagndsticos tradicionais baseiam-se na microscopia e nos testes de diagndstico rapido
(RDT). Apesar do curto tempo de resposta, esses métodos possuem grandes limitacdes. A
microscopia e 0s RDTs sdo menos sensiveis e incapazes de detectar baixa parasitemia de

infeccbes (McMorrow et al., 2011). Para superar essas limitagbes, métodos moleculares
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como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) apresentam resultados altamente sensiveis e
especificos para identificacdo de diferentes espéecies de Plasmodium, embora a necessidade
de equipamento e o tempo prolongado possa dificultar sua aplicagdo em ambientes com
poucos recursos (Zheng et al. 2017; Tiono et al. 2014).

A tecnologia de Sistemas de Repeticbes Palindromicas curtas agrupadas
regularmente interespacadas (CRISPR) e proteinas associadas (Cas) tem sido cada vez mais
empregados em aplicacGes de diagnostico clinico, devido a oferecer vantagens como alta
sensibilidade, especificidade e flexibilidade (Yan et al., 2019). Os métodos baseados em
CRISPR/Cas podem detectar eficientemente patdgenos em amostras humanas, convertendo
sequéncias alvo de &cidos nucléicos em sinais fluorescentes. Por exemplo, o sistema
CRISPR/Casl13a, uma tecnologia direcionada a RNA e guiada por RNA, tem sido uma
plataforma promissora de diagndstico molecular. Ao combinar a clivagem colateral da
proteina Casl13a com amplificagdo molecular, Gootenberg et al. estabeleceram uma
plataforma baseada em CRISPR para detectar acidos nucléicos especificos do virus Zika em
escala attomolar e especificidade de base unica (Gootenberg et al., 2017; Kellner et al.,
2019).

Portanto, o objetivo deste estudo foi detectar Plasmodium vivax em amostras clinicas
através do ensaio baseado no sistema CRISPR/Cas13a por fluorescéncia. O desempenho do
ensaio proposto foi avaliado utilizando amostras de DNA de pacientes infectados por P.

vivax.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Declaracdo ética

As 50 amostras de soro utilizadas neste estudo fazem parte do projeto “Avalia¢ao de
métodos para diagnostico de maléria”, aprovado pelo comité de ética sob nimero CAAE
28823719.4.1001.0005. Os pacientes foram atendidos, assinaram formulério de
consentimento informado e as coletas das amostras foram realizadas na Fundacdo de
Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (CEP/FMT-HVD), localizado na cidade
de Manaus, Amazonas (Anexo 1).
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2.2 Desenvolvimento do ensaio CRISPR/Casl13a

Foi desenvolvido um ensaio de detecgdo baseado no sistema CRISPR/Cas13a para

maléria, e as etapas deste método sdo apresentadas na figura 1.
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Figura 1: Fluxo de trabalho de detec¢do de P. vivax baseado em CRISPR/Casl13a. A: A sequéncia do crRNA
foi projetada com base em uma regido especifica do gene alvo (pvmdr-1). B: O DNA de P. vivax é extraido de
amostras clinicas, que é entdo usado para amplifica¢do por PCR, durante a qual a sequéncia do promotor T7
foi ligada as extremidades 5 dos produtos de PCR. Em seguida, os produtos de PCR foram submetidos a
reacdo CRISPR/Cas13a, onde foram transcritos em RNA pela T7 e a clivagem colateral de Cas13a foi ativada
apo6s o crRNA se ligar de forma especifica a sequéncia do RNA alvo. O aumento do sinal fluorescente
produzido pela clivagem de RNAs repdrter indicou a presenca de P. vivax em amostras clinicas.
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2.3 Extragdo do DNA gendmico

A extracdo do DNA genbémico de P. vivax foi realizada através do kit ChargeSwitch
gDNA Blood (Invitrogen), de acordo com as instru¢@es do fabricante. Apos a extracdo, as
amostras de DNA foram quantificadas em espectrofotdmetro NanoDrop ND1000
(NanoDrop Technologies) e analisadas em eletroforese em gel de agarose. Apos a analise da

integridade, as amostras foram armazenadas a -20 °C até o momento da utilizacéo.

2.4 Preparacao da proteina Casl3a

A proteina Casl13a utilizada neste estudo, LwCas13a, foi expressa e purificada de
acordo com as instrugdes fornecidas pelo Protocolo SHERLOOCK (Kellner et al., 2019). A
proteina LwCas13a foi quantificada de acordo com as instruc@es fornecidas com o Bradford

Protein Assay Kit. Aliquotas da proteina LwCas13a purificada foram armazenadas a -80°C.

2.5 Amplificacdo por PCR

Os iniciadores para PCR foram concebidos com base na regido do gene pvmdr-1
(transportador de multirresistente-1 de P. vivax). As sequéncias sdo apresentadas na tabela 1.
Os oligonucleotideos foram desenhados com base nas sequéncias depositadas no banco de
dados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e projetadas utilizando o programa Primer-
Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast). Foi adicionado uma sequéncia promotora
de T7 a extremidade 5’ do iniciador forward para permitir a transcricdo in vitro pela

polimerase T7 durante a etapa de deteccao de CRISPR/Casl3a.

Tabela 1: Par de iniciadores empregados para amplificar o gene alvo nas técnicas moleculares

Oligonucleotideos Sequéncia 5— 3' N°
Forward: GAAATTAATACGACTCACTATAGGGTTAGCAAC 53
TCCATAAAGAACAACATCAA
pvdmr-1
Reverse: CTGTTGGAATCACTTTGAGAAGAAAAAC 28

Sublinhado: sequéncia referente a regido promotora T7

A amplificacdo por PCR foi realizada usando um kit de amplificagdo Taq Polimerase
(Cellco) em um volume de reacdo total de 12,5 pL, que consistiu em 1X buffer, 1,5 mmol
L? de MgClz, 2,0 pmol L de dNTP, 1,0 pmol de cada iniciador, 0,76 U Tag DNA
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Polimerase (Cellco), 1 pL de DNA e H.O Milli-Q (ajustado para o volume final). As
condicdes utilizadas na reacdo de PCR consistiram em desnaturacgéo inicial a 95 °C por 10
min, seguida por 40 ciclos passando pelas etapas de desnaturacdo a 95 °C por 40 seg,
anelamento dos iniciadores com as fitas moldes na temperatura de 58 °C por 40 seg, extenséo
das novas fitas a 72 °C por 1 min e uma extensao final a 72 °C por 7 minutos. Apds a
amplificacdo, os produtos da reacdo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%
e visualizado e documentado pelo sistema iBright FL1000 (Invitrogen). Apds a analise, 0s
produtos de amplificacdo foram armazenados a -20 °C para os ensaios subsequentes de
deteccdo por fluorescéncia.

2.6 Preparacéo e purificagdo do crRNA

O crRNA foi desenhado de acordo com as caracteristicas da proteina LwCas13a. As
sequéncias sdo mostradas na tabela 2. Primeiramente, os oligonucleotideos para a sintese de
crRNA foram projetados como dois oligonucleotideos de DNA de cadeia simples (SSDNA)
complementares e depois transcritos in vitro para produzir crRNAs de fitas simples. Cada
oligonucleotideo de ssDNA é composto de trés partes: uma regido espacadora variavel (para
facilitar o reconhecimento da molécula alvo de RNA), uma regido conservadora (para
facilitar a associa¢do de crRNA com a proteina Cas13a) e uma sequéncia promotora T7 (para

facilitar a transcricdo in vitro de crRNA).

Tabela 2: Sequéncias do oligonucleotideos para construgdo do crRNA

Oligonucleotideos Sequéncia 5>—» 3’ N°
Fita 1: GAAATTAATACGACTCACTATAGGGGATTTAGA
CTACCCCAAAAACGAAGGGGACTAAAACCTCCTCCG 89

_ Parde ATAAGGCTTCTAAATCTTTC
oligonucleotideo
SSDNA Fita 2: GAAAGATTTAGAAGCCTTATCGGAGGAGGTTT
TAGTCCCCTTCGTTTTTGGGGTAGTCTAAATCCCCTA 89
TAGTGAGTCGTATTAATTTC

CrR,L\'OmZ?aSSZ 7 Fita crRNA: GAUUUAGACUACCCCAAAAACGAAGG o
GGACUAAAACCUCCCUCCGAUAAGGUUCUAAAUCUUUC

Sublinhado: sequéncia referente a regido promotora T7; Negrito: Sequéncia variavel referente ao gene alvo

79



Posteriormente, os oligonucleotideos sSDNA complementares foram emparelhados
(concentracdo final de 10 pumol cada) por 5 minutos a 95°C para formar DNA de cadeia
dupla (dsDNA). Os modelos de dsDNA formados foram transcritos in vitro usando T7 RNA
Polymerase Kit (Cellco), de acordo com as instrugdes do fabricante. Ap6s incubacgédo a 37°C
por 12 horas, 0os crRNAs foram purificados usando esferas magnéticas RNAClean XP
(Beckman Coulter) de acordo com as instrucdes do fabricante, em seguida, quantificados
por espectrofotometria NanoDrop ND1000 e armazenados em freezer -80 °C ou até sua

utilizag&o.
2.7 Ensaio de deteccdo CRISPR/Casl3a

Para os ensaios de deteccdo de CRISPR/Cas13a por fluorescéncia foram realizados
usando 20 pL de volume total, 0 qual continha um tampdo com 63,3 pg mL™? de Casl3a
purificada, 10 ng uL* de crRNA, 1 mol L de HEPES pH = 6,8, 1 mol L de MgCly, 25
mmol L2 rNTP, 40U de inibidor de RNAse, 5U de T7 RNA Polimerase, 2 pmol L de RNA
Alert v2 e agua livre de RNAse. Foi adicionado 1 uL. da amostra de reagdo amplificada de
PCR ao mix. O monitoramento do sinal de fluorescéncia foi medido a cada 5 minutos por
até 3 horas em um leitor de placa fluorescente StepOne®, e os dados de deteccdo foram

coletados e analisados pelo software StepOne® versdo 2.1, ambos da Applied Biosystems.

2.8 Sensibilidade analitica

Para determinar a sensibilidade analitica dos ensaios CRISPR/Casl3a, a
concentracdo inicial do DNA gendmico de P. vivax foi de 100 ng/uL em 8 séries de dilui¢do
(100 ng/ pL a 0.001 ag/ puL). Como controle negativo, no sistema de reagéo foi adicionado
1pL de &gua livre de DNAse/RNAse em vez de produtos de PCR.

3. RESULTADOS

3.1 Desenvolvimento do ensaio CRISPR/Casl3a
Para os ensaios CRISPR, a proteina LwCasl3a foi expressa e posteriormente
purificada por cromatografia de afinidade em coluna de estreptavidina e cromatografia por

filtracdo em gel. Apds as etapas de purificacdo, foi possivel observar em gel de SDS-PAGE
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nitidamente a banda da proteina de interesse com rendimento de aproximadamente de 3,08
mg/mL, embora tenha apresentado ainda algumas bandas de tamanho inferior que
presumirmos serem contaminantes ou clivagem da proteina resultante das etapas de
purificacdo. No entanto, pode-se considerar que a purificacdo de proteina foi satisfatoria,
uma vez que foram obtidos bons rendimentos e pouca contaminacdo (Figura 2.A).

Para obtencdo da amplificacdo do alvo, selecionamos uma sequéncia do gene pvmdr-
1 especifica para P. vivax como sequéncia alvo para o crRNA. Testou-se uma concentracdo
50 ng/uL. de DNA gendmico extraido de amostras clinicas. Os produtos de amplificacéo da
PCR foram analisados através de eletroforese em gel de agarose 2%, resultando na reagédo
positiva uma banda especifica de 114 pares de bases, e esta encontra-se integra, sem arrastes
ou contaminacdes (Figura 2.B). Além disso, observar-se que os iniciadores para pvmdr-1
tém um bom efeito de amplificagdo, e nenhuma banda de amplificacdo pode ser observada
em reacOes com controles negativos. Assim, este par de iniciadores foi utilizado para
experimentos de deteccdo subsequente.

A fim de avaliar o crRNA projetado e a atividade especifica de Casl3a, o produto
amplificado por PCR foi adicionado a reagdo CRISPR/Cas13a. Os resultados revelaram que
0 crRNA direcionado ao fragmento do gene pvmdr-1 exibiu reconhecimento especifico
direcionado a sequéncia alvo devido a ativacdo de RNAse da Casl3a. Para averiguar a
clivagem colateral (inespecifica), foram adicionados a reacdo RNAs repdrteres marcados
com fluoroforos. A Casl3a degradou eficientemente as moléculas repérteres de RNA,
conforme observado pelo aumento do sinal de fluorescéncia, que foi gerado em niveis
crescentes apenas na presenca de alvo, indicando a atividade de clivagem colateral ativa da
proteina.

Como pode ser observado na figura 2.C, nos primeiros 10 minutos de reacdo é
possivel observar um aumento na curva de fluorescéncia baseada em CRISPR/Cas13a com
material genético de P. vivax (curva azul), alcangando o valor méximo aos 40 minutos. Apos
esse tempo, a intensidade permaneceu praticamente a mesma, ndo sendo observado
mudancas nos niveis de fluorescéncia. Assim, pode-se observar uma economia de tempo
necessario para obtencdo do resultado, visto a rapidez do aparecimento de fluorescéncia no
sistema. Além disso, nenhum resultado falso positivo foi encontrado nos controles negativos
(curvas verde e vermelha), apresentando um sinal de fluorescéncia significativamente menor

em comparagdo com o controle positivo.
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Figura 2: Desenvolvimento do ensaio CRISPR/Casl3a. A: Analise por SDS-PAGE 12% da purificacdo da
proteina Casl13a por cromatografia gel filtragdo. M — Marcador PageRuler™ Ladder (Thermo Scientific);
canaletas 1-3 — fragGes contendo a LwCas13a. B: Analise por eletroforese em gel de agarose 2% do produto
de amplificacéo por PCR. M: Marcador 1kb DNA Ladder (Cellco); 1: Controle negativo constituido por dgua
ultrapura estéril em substituicdo a amostra de DNA; 2: Controle negativo com amostra de DNA de paciente
saudavel; e 3: Banda referente ao fragmento amplificado de 114 pb. C: Analise por fluorescéncia do ensaio
com CRISPR/Cas13a. Observa-se que somente quando o DNA alvo estava presente no ensaio houve um forte
aumento de fluorescéncia foi produzida (curva em azul). Em contraste, na auséncia de alvo, 0s ensaios
produziram baixa intensidade de fluorescéncia (curva verde e vermelha).

3.2 Sensibilidade analitica do ensaio

Para determinar a sensibilidade analitica do ensaio baseado em CRISPR/Cas13a, 0
gDNA de P. vivax foi submetido a uma série de diluicbes de 8 vezes (Figura 3A). A
concentracédo inicial de DNA de P. vivax foi de 100 ng/uL, e como apresentado na figura
3B, os resultados mostraram que os sinais de fluorescéncia na presenca de DNA alvo em
diferentes concentragOes variando de 100 ng/ ulL a 0,001 ag/ pL, e claramente foram distintas
do controle negativo (curva vermelha). O limite minimo de detecgdo proposto de 1,35 pM
foi facilmente alcangado pelo sistema PCR-CRISPR/Casl13a (Figura 3B). Observar-se que a
reacdo D1 (100 ng/uL) apresentou a maior intensidade de fluorescéncia, sugerindo uma
relacdo direta entre a quantidade de DNA presente e o sinal fluorescente. Conforme a
concentracdo de DNA diminui, a intensidade do sinal de fluorescéncia também diminui,

como evidenciado na diluicdo mais baixa (D8, 0,001 ag/ uL), destacando a sensibilidade do

método de deteccdo mesmo em concentracdes reduzidas de DNA.
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Figura 3: Avaliacdo da sensibilidade da deteccdo de P. vivax baseada em CRISPR/Casl3a. A: Analise das
amplificagBes das diluicbes de 8 vezes do DNA de P. vivax por eletroforese (pogo 2-9). Para o controle negativo
(poco 1) utilizou-se agua livre de nuclease como modelo. B: Cinética fluorescente da deteccdo por
CRISPR/Casl13a das dilui¢Bes de 8 vezes (D1 a D8). CRISPR/Cas13a conseguiu detectar 1,35 pM de DNA.

3.3 Analise do ensaio em amostras clinicas

Com o objetivo de avaliar o potencial diagnostico do ensaio CRISPR/Casl13a em
ambientes clinicos, foram analisados DNAs extraidos de 50 amostras de sangue total. Essas
amostras foram obtidas de uma coorte composta por 20 individuos saudaveis e 30 individuos
com resultados positivos para P. vivax previamente confirmados por PCR. Os resultados
obtidos revelaram que todas as amostras provenientes de individuos saudaveis apresentaram
resultados negativos, com exce¢do de uma amostra que apresentou deteccdo pelo sistema
apos 90 minutos de incubacdo (Figura 4A). Por outro lado, das 30 amostras positivas para
P. vivax, o sistema CRISPR/Casl3a detectou eficientemente 27 delas (Figura 4B).
Notavelmente, o sinal de fluorescéncia foi observado em apenas 10 minutos de incubacéo
para detectar as amostras positivas. Quando comparado com os métodos de PCR, a taxa de
concordancia positiva para deteccdo do DNA de P. vivax em pacientes diagnosticados com

maléaria foi aproximadamente de 90%, enquanto a taxa de concordancia negativa foi de 95%.
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Figura 4: Ensaios por fluorescéncia do ensaio CRISPR/Cas13a em amostras clinicas. A: Anéalise de 20
amostras negativas para P. vivax foram testadas e 19 apresentaram resultados negativos. B: Analise de 30
amostras positivas para P. vivax foram testadas e 27 apresentaram no ensaio resultados positivos devido ao
aumento crescente do nivel de fluorescéncia.
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4. DISCUSSAO

O impacto da maléaria na salde global tem desencadeado continuamente a
necessidade de desenvolver estratégias de diagnostico mais eficazes que possam superar as
lacunas dos métodos convencionais. Até 0 momento, nenhum meétodo atendeu a todos 0s
requisitos propostos pela OMS. Portanto, métodos de diagndéstico mais eficazes precisam ser
desenvolvidos para colaborar com a redugdo da transmissdo da maléria; prevenir a doenca
grave e morte; reduzir o tratamento presuntivo inadequado; e atenuar o rapido surgimento e
propagacao da resisténcia de parasitas aos antimalaricos (Krampa et al., 2020; Land et al.,
2018; Murphy et al., 2013). Visto o potencial uso do sistema CRISPR/Cas para diagnostico
molecular, neste estudo, foi realizado um ensaio para detectar P. vivax em amostras clinicas
através do sistema CRISPR/Casl3a por fluorescéncia, o qual foi combinado a alta
sensibilidade da amplificacdo por PCR e alta especificidade do complexo crRNA-Casl13a
para um fragmento genético de P. vivax.

A anélise de sensibilidade do método revelou um limite de deteccéo tdo baixa quanto
1,35 pM. Acredita-se que o desempenho altamente sensivel deste ensaio seja atribuivel a
deteccdo de alvo em duas etapas através da amplificacdo por PCR, seguida de detec¢do pelo
sistema CRISPR/Cas13a. A PCR foi selecionada como método de amplificacdo de acidos
nucléicos na primeira etapa devido a possuir vantagens de acessibilidade, disponibilidade de
reagentes e resultados experimentais estaveis. A proteina Casl3a de Leptotrichia wadei
(LwCas13a) foi selecionada por possuir alta sensibilidade de detec¢do de aproximadamente
50 fM (Gootenberg et al., 2017). Além disso, a Cas13a tem um procedimento adicional de
transcricdo pela enzima T7, e como resultado do processo de transcricdo, o amplicon foi
novamente amplificado, produzindo uma deteccdo ainda mais sensivel.

A alta sensibilidade demostra ser proximo a trabalhos ja publicados para malaria
baseado em CRISPR/Cas por fluorescéncia. Cunningham et al. observaram um limite de
deteccdo de 31,3 aM (18,8 parasitas/pL) para P. vivax através da amplificacdo por RPA
combinado a deteccdo por CRISPR/Cas13a, indicando uma sensibilidade ligeiramente maior
da nossa abordagem. No estudo de Lee et al., 0 ensaio com CRISPR/Cas12a mostrou melhor
desempenho de sensibilidade, alcangando um limite de detec¢éo de 50 zM (1,2 parasita/uL)
para P. vivax. No entanto, esse melhor desempenho de Lee et al. foi devido ao volume de
amostra de entrada acima de 12 pL, além de uma etapa adicional de RT-RPA, alta
concentracdo de crRNA e alvos genéticos que estdo presentes em maior nimero de cépias,

aproximadamente 20 cépias de DNA mitocondrial para P. vivax. Apesar das diferencas nos
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protocolos, o desempenho dos ensaios CRISPR/Cas por fluorescéncia publicados até o
momento demostraram detectar concentracGes de parasitas bem abaixo do esperado para
maléria clinica (Cunningham et al., 2021; Lee et al., 2020; Huang et al., 2023; Wei et al.,
2023). E pertinente salientar que a concentragdo minima estabelecida neste trabalho (1,35
pM) foi prontamente alcancada, portanto, para aprimorar ainda mais a sensibilidade do
ensaio e atingir o limite minimo de deteccdo, serdo realizados estudos futuros com
concentracdes ainda mais reduzidas para permitir uma avaliacdo mais precisa da capacidade
de detec¢cdo do método proposto.

Em ambiente clinico, os ensaios indicaram bom desempenho na deteccdo de
Plasmodium vivax em amostras clinicas. Das 30 amostras positivas previamente testadas em
PCR e microscopia, 27 amostras apresentaram resultados positivos, indicando uma
sensibilidade clinica satisfatoria do ensaio, pois conseguiu identificar corretamente uma
grande proporg¢do das amostras que realmente possuiam P. vivax. No entanto, foi observado
a presenca de 3 falsas-negativas que o ensaio ndo conseguiu detectar P. vivax. Um aspecto
importante a ser observado é que devido ao longo tempo de armazenamento combinado ao
processo de descongelamento das amostras, podem ter levado a um aumento da degradacgéo
do DNA e, devido a isso, 0 ensaio foi mais propenso a resultados falso-negativos. Das 20
amostras negativas submetidas, 19 o ensaio ndo detectou a presenga de P. vivax e 1
apresentou resultado falso-positiva, e isso indica uma especificidade aceitavel do ensaio,
pois ndo houve uma quantidade significativa de falsas-positivas. No entanto, é importante
investigar se essa amostra falsa-positiva foi corretamente classificada como negativa ou se
houve alguma contaminagéo durante a etapa de transferéncia do amplicon para reacdo de
deteccdo CRISPR. Independentemente disso, estes resultados sugerem que o
CRISPR/Cas13a proporciona excelente especificidade para deteccdo de malaria, embora
sejam necessarias mais avaliagcdes neste parametro com maior nimero de amostras clinicas.

Ao considerar a aplicabilidade clinica do ensaio PCR-CRISPR/cas13a, todas as
etapas podem ser facilmente implementadas na maioria dos laboratérios clinicos, uma vez
que dependem de procedimentos de amplificacdo por PCR de rotina e equipamentos de uso
convencional. Além disso, considerando juntamente os tempos da PCR e do teste de
deteccdo CRISPR/Casl3a, toda a reacdo pode ser concluida em apenas 2 horas, com 80
minutos de PCR e 40 minutos referentes ao ensaio CRISPR/Cas13a.

Embora uma deteccdo com sensibilidade e especificidade clinica eficiente do ensaio

PCR-CRISPR/Casl3a tenha sido alcancada, existem algumas limitacdes importantes a
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serem observadas nesta metodologia. Primeiro, o desempenho do ensaio foi avaliado apenas
com base em um tamanho limitado de amostras clinicas, o que pode ter diminuido a
importancia da nossa conclusdo. Em segundo lugar, o ensaio depende de uma etapa adicional
de amplificacdo por PCR, que requer tempo prolongado para gerar mais produtos de
amplificacdo, geralmente entre 1 hora e meia a 2 horas de reagdo. Estudos anteriores
demonstraram que o método de amplificacdo por RPA combinado a detec¢cdo CRISPR/Cas
pode alcangar melhorias quanto ao tempo de ensaio e simplicidade em comparacdo com a
PCR convencional (Cao et al., 2022; Puig et al., 2021). Assim, a integracdo da amplificacao
RPA no ensaio CRISPR/Cas13a sera investigada em estudos futuros para o desenvolvimento

de deteccdo de malaria mais pratico e simples.

5. CONCLUSAO

Neste estudo, propusemos um ensaio de diagnostico baseado em CRISPR/Casl3a
combinado com amplificacdo por PCR para detectar P. vivax em amostras clinicas. Nossos
resultados demonstraram que com iniciadores de PCR adequados e crRNA especifico para
o fragmento genético alvo, este método foi capaz de oferecer boa sensibilidade e
especificidade, além de fornecer uma abordagem alternativa para identificar a infeccdo por

P. vivax de maneira facil e oportuna.
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6. CAPITULO 3: ARTIGO ORIGINAL

Neste capitulo é apresentado o objetivo especifico 3 deste trabalho, o qual foi
desenvolver um biossensor eletroquimico baseado no sistema CRISPR/Casl3a para
deteccdo molecular de Plasmodium vivax, utilizando a imobilizacdo de oligonucleotideo na
superficie de eletrodos SPCE/STV. O biossensor projetado pode oferecer uma abordagem
simples para deteccdo molecular, com alvos especificos de interesse patogénicos ou
genéticos. Durante o estudo, foram utilizados eletrodos modificados com estreptavidina, que
permitiram a imobilizagdo do oligonucleotideo com biotina. Foram realizados ensaios para
otimizar a quantidade de oligonucleotideo imobilizado na superficie dos eletrodos, visando
garantir a melhor resposta elétrica através das técnicas voltamétricas. Testes de
funcionamento do biossensor utilizando a enzima RNase A mostraram que 0
oligonucleotideo foi projetado de maneira satisfatoria, visto que a enzima clivou na
sequéncia de ssRNA no oligo, gerando mudancas de sinal de corrente por VDP e VC. A
interacdo entre o sistema CRISPR/Casl3a e o alvo molecular (P. vivax) resultou em
mudancas mensuraveis nas propriedades eletroquimicas do biossensor. Além disso, 0
biossensor eletroquimico apresentou boa reprodutibilidade, demonstrando possuir potencial
para aplicacdes em deteccdo molecular. Em resumo, o desenvolvimento deste biossensor em
conjunto com o sistema CRISPR/Casl3a pode oferecer futuramente uma abordagem
promissora para identificagdo molecular rapida e precisa em uma variedade de alvos clinicos

e cientificos.
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Resumo: O sistema de repeticdes palindromicas curtas agrupadas regularmente
interespacadas (CRISPR) e as proteinas associadas (Cas) fornece uma nova ferramenta de
diagnostico para o desenvolvimento de plataformas de biossensores devido a sua alta
customizacéo e precisdo de alvo. A descoberta recente da atividade de “clivagem colateral”
da proteina Casl3a torna o sistema CRISPR uma tecnologia potencial de deteccdo de alta
sensibilidade e especificidade de base Unica. Portanto, neste estudo, foi realizada a prova de
conceito de um biossensor baseado em CRISPR/Cas13a combinado a amplificagdo por RPA
para deteccdo especifica de acidos nucléicos de P. vivax através de métodos eletroquimicos
por voltametria de pulso diferencial (VPD) e voltametria ciclica (VC). Para preparacdo do
biossensor, o oligonucleotideo ssDNA-ssRNA foi imobilizado na superficie de eletrodos
impressos de carbono modificados com estreptavidina (SPCE/STV). Os resultados
mostraram que nas amostras positivas, 0 CRISPR/Cas13a reconheceu especificamente a
molécula alvo que desencadeou a atividade de clivagem colateral de Cas13a. O complexo

CRISPR/Casl3a clivou no local do ribonucleotideo do oligonucleotideo, gerando um
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aumento de corrente do sistema, o qual foi registrado por VPD. Assim, 0 biossensor baseado
em CRISPR/Casl3a desenvolvido neste estudo pode fornecer um método especifico e

simples para deteccdo molecular de Plasmodium vivax.

Palavras-chave: CRISPR/Cas13a; biossensor eletroquimico; deteccdo molecular; P. vivax
1. INTRODUCAO

Os éacidos nucléicos, incluindo o &cido desoxirribonucléico (DNA) e o acido
ribonucléico (RNA), sdo moléculas indispensaveis e que existem amplamente em todas as
células animais e vegetais e em microrganismos. Os &cidos nucléicos tém sido importantes
biomarcadores para estudos em varios campos, incluindo no diagnéstico medico,
monitoramento da seguranca alimentar e deteccdo de toxinas ambientais (Huang et al., 2014;
Molsa et al., 2012; Qian et al., 2018). As técnicas baseadas em &cidos nucleicos visam
detectar a sequéncia especifica de acidos nucleicos amplificando em milhGes de vezes. Isso
geralmente fornece resultados mais precisos e oportunos em comparagdo com imunoensaios
e métodos de cultura tradicionais. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) é o método de
deteccdo mais antigo e continua sendo o padréo ouro na detec¢do molecular. Embora a PCR
seja um método importante na deteccdo de acidos nucléicos, a exigéncia de pessoal bem
treinado e ambiente laboratorial caro limita sua aplicacdo na deteccdo em campo e em areas
com baixos recursos (Almasi et al., 2013; Karthik et al., 2014). Portanto, o desenvolvimento
de novas estratégias eficientes para o a deteccao rapida e de baixo custo para acidos nucleicos
€ necessaria.

Recentemente, houve desenvolvimento significativo no uso do sistema CRISPR/Cas
para o diagndstico molecular (Ding et al., 2020; Hong et al., 2023; Zhou et al., 2020). Esta
tecnologia de deteccdo de acidos nucleicos € baseada em proteinas associadas ao CRISPR
(Cas) que reconhecem a sequéncia alvo e subsequentemente clivam moléculas de DNA ou
RNA. Entre os sistemas CRISPR, o CRISPR/Cas13a possui a capacidade de identificar RNA
de fita simples e clivar indiscriminadamente moléculas de RNA repdrter circundante,
conhecida como clivagem colateral, gerando sinais registraveis proporcionais a
concentracdo de alvo (Abudayyeh et al., 2016). Para melhorar a sensibilidade do método,
Gootenberg et al. integrou a amplificacdo isotérmica da amplificacdo da polimerase

recombinase (RPA) para desenvolver um método de diagnostico com sensibilidade

93



attomolar e especificidade de incompatibilidade de base unica (denominado SHERLOCK)
(Gootenberg et al., 2017).

Nos ultimos anos, 0s biossensores experimentaram um crescimento sem precedentes
e tornaram-se uma das ferramentas de detec¢do mais promissoras devido a varios beneficios
analiticos,eficiéncia e custos (Castillo-Henriquez et al., 2020). Os biossensores geralmente
sdo compostos por trés partes principais: uma camada de reconhecimento molecular, um
transdutor e um gerador de sinal. Normalmente, a camada de reconhecimento molecular ¢é
produzida pela imobilizacdo de um biorreceptor na superficie do transdutor para permitir a
deteccdo especifica de um analito alvo. Depois que o biorreceptor interage ao analito, um
sinal mensuravel pode ser gerado pelo transdutor através de mudangas na estrutura da
molécula por meio da reacdo quimica (Hoa et al., 2007). Em compara¢do com as estratégias
de deteccdo existentes, os biossensores eletroquimicos ocupam uma posicdo importante
entre 0s sensores atuais, devido ao baixo custo, facilidade de uso, portabilidade, capacidade
de producdo em massa e simplicidade da estrutura, que os tornam um elemento adequado de
reconhecimento molecular atrelado a CRISPR/Cas para detec¢do em POC (Kozovska et al.,
2021; Muzyka, 2014).

Diante do exposto, foi desenvolvido um biossensor eletroquimico baseado no sistema
CRISPR/Cas13a, combinando a alta especificidade da proteina Cas13a com 0s recursos de
amplificacdo rapida do RPA, fornecendo um teste pratico e rapido em comparacdo com 0s
ensaios de PCR tradicionais. Nesta abordagem, o biossensor foi facilmente fabricado por
meio da imobilizacdo de um oligonucleotideo com biotina sobre a superficie do eletrodo
SPCE/STV, e avaliado utilizando a VPD e VC na presenca de solugio de [Fe(CN)6]>"*como
sonda redox. Com o reconhecimento do alvo pelo complexo CRISPR/Cas13a, a atividade de
clivagem colateral de Casl3a é ativada e depositada sobre o0 SPCE/STV/Oligo, levando a
degradacdo da regido de RNA do oligonucleotideo. Um aumento de corrente € observado, ja
que a clivagem do oligo permite que a corrente passe com maior facilidade desde a solucao
eletrolitica ([Fe(CN)6]°7) até a superficie do eletrodo. Na auséncia de alvo, a atividade

colateral permaneceu inativada e, consequentemente, sem alteracdo do sinal de corrente.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Reagentes e materiais

Neste estudo, os oligonucleotideos, incluindo o conjunto de primers e crRNA, foram

sintetizados pela empresa IDT bioscience (Integrated DNA Technologies) (Tabela 1). Os
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SPCE/STV, modelo DRP-110STR, foram adquiridos da Metrohm DropSens (Oviedo,
Espanha), os quais estao constituidos por um eletrodo de trabalho de carbono funcionalizado
com estreptavidina, um eletrodo de referéncia de Ag/AgCl e um contra-eletrodo de carbono.
As medidas eletroquimicas foram realizadas no potenciostato PGSTAT128N da Methrohm
Autolab (Paises Baixos). KClI, Tris, Ks[Fe(CN)s] e Ka[Fe(CN)s] foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA). O kit de amplificacdo RPA foi adquirido da empresa TwistDX,
(Cambridge, UK). Kits de T7 RNA Polimerase foram adquiridos da ThermoFisher Scientific
(Massachusetts, EUA). Para purificacdo do crRNA foi adquirido o kit com esferas
magnéticas da Beckman Coulter (EUA). O kit para extracdo de gDNA foi adquirido da
ThermoFisher Scientific. As amostras de sangue foram adquiridas da Fundacdo de Medicina
Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado (CEP/FMT-HVD) (Manaus, Brasil).

2.2 Desenvolvimento do biossensor baseado em CRISPR/Casl3a

O principio de funcionamento do biossensor eletroquimico baseado em
CRISPR/Casl3a é esquematicamente ilustrado na Fig. 1. Detalhes da preparacéo,

funcionalizacéo e possivel aplicacdo do biossensor foram investigas neste estudo.
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Figura 1: llustracdo esquematica das etapas de fabricagdo do biossensor baseado em CRISPR/Casl13a e posterior
detecdo do analito alvo. Fonte: Autoria.
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2.3 Preparacao dos oligonucleotideos

As sequéncias dos oligonucleotideos utilizados neste estudo sdo apresentados na
Tabela 1. Os iniciadores para RPA foram projetados com base na regido do gene pvmdr-1
(transportador de multirresistente-1 de P. vivax). Os iniciadores foram desenhados com base
nas sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) e
projetadas utilizando o programa Primer-Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast).
Foi adicionado uma sequéncia promotora de T7 a extremidade 5 do iniciador forward para
permitir a transcricdo in vitro pela polimerase T7 durante a etapa de deteccdo de
CRISPR/Cas13a.

O crRNA foi desenhado de acordo com as caracteristicas da proteina LwCasl3a.
Primeiramente, os oligonucleotideos para a sintese de crRNA foram projetados como dois
oligonucleotideos de DNA de cadeia simples (ssDNA) complementares e depois transcritos
in vitro para produzir crRNAs de fitas simples. Cada oligonucleotideo de sSSDNA é composto
de trés partes: uma regido espacadora variavel (para facilitar o reconhecimento da molécula
alvo de RNA), uma regido conservadora (para facilitar a associagdo de crRNA com a
proteina Cas13a) e uma sequéncia promotora T7 (para facilitar a transcri¢cdo in vitro de
crRNA). Posteriormente, os oligonucleotideos ssDNA complementares foram emparelhados
(concentracdo final de 10 pumol cada) por 5 minutos a 95°C para formar DNA de cadeia
dupla (dsDNA). Os modelos de dsDNA formados foram transcritos in vitro utilizando o kit
de sintese de RNA da Invitrogen (ThermoFisher). As reagdes foram realizadas em volume
de 30 uL a 37 ° C por 16 h seguindo as instru¢des do fabricante para transcritos curtos de
RNA. Finalmente, os transcritos de crRNA foram tratados e purificados com um kit de
limpeza de RNA.

O oligonucleotideo com biotina sintético utilizado neste estudo teve como base a
estratégia proposta por Sato & Shigeori (2013), utilizando sequéncias de fita simples de
DNA e uma sequéncia de RNA. Foi adicionado uma biotina na extremidade 5°, que facilitou

a imobilizacao do oligonucleotideo na superficie dos SPCE/STV.
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Tabela 1: Sequéncias dos oligonucleotideos utilizados neste estudo.

Oligonucleotideos Sequéncias 5>—» 3’ N°
_ Forward: GAAATTAATACGACTCACTATAGGGTTAGCAAC £3
Par de primers TCCATAAAGAACAACATCAA

pvdmr-1

Reverse: CTGTTGGAATCACTTTGAGAAGAAAAAC 28

crRNA GAUUUAGACUACCCCAAAAACGAAGG 64

GGACUAAAACCUCCCUCCGAUAAGGUUCUAAAUCUUUC
Oligo Biotina-CCCCCCCCCCCCAAAAICAAAT 22

*Sublinhado: sequéncia referente a regido promotora T7

2.4 Amplificacdo do alvo por RPA

Um fragmento do gene pvmdr-1 (114 pb) foi amplificado a partir de gDNA de P.
vivax por RPA. As reacOes foram realizadas conforme descrito no TwistAmp Basic
Instruction Manual (TwistDx, Cambridge, UK), com algumas modifica¢des. Cada reagdo
RPA de 40 pL foi subdividida em quatro reacdes de 10 pL em microtubos. Resumidamente,
0s 40 uL. de master mix (2,4 uL de cada iniciador, 29,5 uL. de Rehydration Buffer ¢ 8,65 uL
de H2O Milli-Q) foram transferidos a uma Unica aliquota de pellets e ressuspendidos
cuidadosamente em gelo. Em seguida, 2,5 pL de acetato de magnésio TwistAmp (280 mmol
L) foi adicionado a reagdio. Aliquotas de 10 uL de reagdo de RPA foram transferidas em
microtubos de PCR ¢ adicionado 1 pLL de amostra de gDNA. As reacdes foram executadas a
37°C em uma incubadora por 30 minutos. Apds esse periodo, as reacdes foram interrompidas

colocando os tubos no gelo e armazenadas a -20.
2.5 Modificagédo do eletrodo SPCE/STV

O processo da modificacdo do eletrodo foi conduzido com a imobilizagcdo do
oligonucleotideo ssDNA-ssRNA através do gotejamento de 10 pL de solucdo de oligo sobre
a superficie do eletrodo de trabalho do SPCE/STV, uma vez que esta quantidade foi o
suficiente para o total cobrimento da superficie do eletrodo de trabalho (4mm de diametro) .
Foram avaliadas diferentes concentracdes de oligo (entre 0,1 e 2 umol L™). Posteriormente,

a superficie do eletrodo foi lavada cuidadosamente com agua livre de nucleases para remover
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as moléculas que ndo foram incorporadas na superficie do eletrodo. Em seguida, o biossensor
preparado foi seco com nitrogénio gasoso (99% de pureza) e armazenados a 4°C até a
utilizacéo.

Primeiramente, para avaliar o desempenho do biossensor eletroquimico foi utilizado
como controle positivo a enzima nuclease RNase A (1x10? g mL™), onde foi incubado o
eletrodo por 30 minutos a 37°C. Apos o periodo de incubacdo, o biossensor foi lavado
cuidadosamente com agua livre de nucleases.

As etapas de modificacdo do eletrodo foram estudadas usando o par redox
[Fe(CN)s]*"* contendo KCI 0,1 M, sendo avaliados os processos de passivacdo do eletrodo
antes e apos a clivagem do oligonucleotideo sobre SPCE/STV. Foi utilizado como técnicas
eletroquimicas a VPD na faixa de potencial de -0,2 a 0,5V, com velocidade de varredura de
25 mV s e amplitude de pulso de 0,005 V, e VC na faixa de -0,6 a 0,8V e velocidade de
varredura de 50 mV s,

2.6 Ensaio Eletroquimico CRISPR/Cas13a

Para deteccdo do alvo P. vivax, a reacdo CRISPR/Casl3a foi preparada em um
tampado contendo LwaCas13 (63,3 ug mL™), crRNA (10 ng puLt), rNTP (25 mmol L),
inibidor de RNAse (40 U/uL) Tris-HCI (40 mmol L) e T7 RNA Polimerase (5U/uL)
misturados com 1 uL de amostra pré-amplificada por RPA. Um volme de 10 pL da solugédo
CRISPR/Casl13a foram depositados no eletrodo de trabalho em temperatura a 37°C de
deixada por 30 minutos de incubacdo. Apos a lavagem com agua livre de nucleases, 100 puL
de solugéo de [Fe(CN)e] 3+ (5 mmolL™) + KCI (0,1 mol L"1) foram depositados cobrindo a
area dos trés eletrodos e medida a resposta eletroquimica por VPD. Ensaios similares foram
realizados com a reacdo CRISPR/Casl13a sem o fragmento alvo, sendo esses considerados

como controle negativo, seguindo o protocolo acima descrito.

Além disso, foi realizado o estudo de reprodutibilidade do método, para o qual foram
preparados 3 eletrodos sob as mesmas condi¢Ges experimentais e medida a resposta
eletroquimica por VPD em solugéo de [Fe(CN)g] ** (5 mmolL™) + KCI (0,1 mol L1) antes

e apds incubagdo em amostras positivas e negativas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Otimizagao da concentracéo de oligo em SPCE/STV

Para conduzir medicdes eletroquimicas, é essencial utilizar uma sonda redox que
permita a transferéncia de elétrons do eletrodo de trabalho para o contra-eletrodo. Neste
estudo, foi empregado o par redox ferri/ferrocianeto ([Fe(CN)s]*"*+ KCI) devido & sua alta
taxa de transferéncia de elétrons, que é de aproximadamente 2 x 10 2 cm/s. Durante as
medicdes, a sonda [Fe(CN)s]*/** difunde-se através da solugéo até a superficie do eletrodo,
a qual é polarizada pela aplicacdo de potencial no sentido anddico (positivo) e catddico
(negativo). Na superficie do eletrodo, ocorrem processos redox envolvendo as espécies
[Fe(CN)6]*"3, dependendo do arranjo bioldgico presente na camada adjacente ao eletrodo.
Quanto mais obstruida estiver essa camada, menores serdo os valores de corrente de pico
registrados, devido a reduzida transferéncia de elétrons de [Fe(CN)¢]*"*. Esse fendmeno
permite monitorar o reconhecimento biolégico ocorrido na superficie do eletrodo (Angell et
al., 1972; Haji-Hashemi et al., 2019).

Na fabricacdo do biossensor, empregou-se um oligonucleotideo ssSDNA-sSRNA
modificado na sua extremidade 5° com biotina, o que desempenhou um papel crucial na
imobilizacdo do oligo na superficie do eletrodo de trabalho modificado estreptavidina (Sato
& Shigeori, 2013). Inicialmente, foi otimizado a quantidade de oligonucleotideo avaliando
diferentes concentragdes, variando de 0,1 a 2 uM. Como evidenciado na Fig. 2, observar-se
através de VPD que as concentracGes de oligo de 1 e 2 uM registraram 0s menores valores
de corrente de pico anddica, resultando de forma mais eficaz como uma camada isolante
para a difusdo de redox [Fe(CN)s]*"*. Foi observado que o aumento da concentragdo de
oligo no SPCE/STV reduziu proporcionalmente a corrente eletroquimica. Portanto,
adotamos a concentragdo de 2 uM de oligonucleotideo em todos os experimentos

subsequentes devido a sua 6tima relacéo sinal-fundo
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Figura 2: Otimiza¢do da concentracdo de oligonucleotideo para o biossensor eletroquimico baseado em
CRISPR/Casl3a. Correntes eletroquimicas observadas por VPD em diferentes concentra¢@es de oligo (0,1;
0,5; 1; e 2,0 uM).

3.2 Funcionalizacao do biossensor

A VC e a VDP foram empregadas posteriormente para monitorar as etapas da
funcionalizacdo do biossensor eletroquimico e posterior atividade da enzima RNase A (Fig.
3). Os gréaficos A e B evidenciam claramente que a cinética de transferéncia de elétrons de
[Fe(CN)s]*"* varia de uma etapa para outra. Na \VC foi observado para o0 SPCE/STV sem
oligo, um voltamograma quase-reversivel bem definido, com os maiores valores de correntes
de pico anddica (Ipa) e catddica (Ipc), e menores valores de variacdo de potencial de pico
(AE), (Tabela 2). Apds a imobilizacdo do oligo na superficie do eletrodo, o perfil
voltamétrico mudou, registrando diminuicdo nos valores de Ipa e Ipc e um deslocamento nos
potenciais de pico anddico (Epa) e catddico (Epc) quando comparado a etapa anterior. Este
comportamento indica a formacao de uma camada de bloqueio, embora ndo tenha impedido
completamente a difusdo do par redox [Fe(CN)e]*"* em direcao a superficie do SPCE/STV.
Apos a etapa de incubacdo com RNase A, os valores de Ipa e Ipc aumentam, sendo mais

similares ao SPCE/STV/Oligo, sugerindo a clivagem no local do ribonucleotideo do oligo
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pela enzima. O mesmo comportamento foi exibido nos voltamogramas registrados por VPD,
uma diminuicdo na Ipa apos a imobilizacéo do oligo, e um aumento na Ipa apoés a atividade
RNase, indicando que o biossensor operou de forma satisfatoria em ambas as técnicas

eletroquimicas (Figura 3A e B) (Tabela 2).
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Figura 3: Comportamento eletroquimico registrado por (A) VC e (B) VPD em solucdo de [Fe(CN)g]* *+KCl
durante as etapas de funcionalizacdo do SPCE/STV e posterior atividade RNase.

Tabela 2: Valores dos pardmetros eletroquimicos para o sistema SPCE/STV/Oligo/RNase A.

VPD VC

Eletrodo modificado
Ipa(pA) Epa(V) | Ipa(nA) Epa(V) Ipc(uA) Epe(V) AEp(mV)

SPCE/STV 8,81 0,137 126,34 0,239  -126,27 0,007 232

SPCE/STV/Oligo 5,36 0,144 100,49 0,286 -102,70 -0,016 302

SPCE/STV/Oligo/RNase A 7,06 0,143 113,11 0,252  -116,02  -0,005 258

3.3 Deteccao eletroquimica baseada CRISPR/Casl13a

Para desenvolver ensaios eletroquimicos baseados em CRISPR/Cas13a, inicialmente
foi realizado a amplificacdo do material genético de P. vivax utilizando a tecnologia RPA.
Um par de iniciadores foi selecionado para amplificar um fragmento de 114 pb do gene
pvmdr-1. A reagdo RPA foi conduzida a 37°C por 30 minutos, resultando em uma eficiente
amplificacdo do DNA dentro desse periodo. Em seguida, o DNA amplificado foi submetido
ao mix contendo Cas13a, onde o complexo CRISPR/Cas13a reconheceu o alvo especifico e

ativou a clivagem colateral, resultando na degradacéo do oligonucleotideo na superficie do
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eletrodo. Por outro lado, na auséncia do fragmento alvo, 0 mecanismo de clivagem nao foi
ativado e o oligonucleotideo permaneceu intacto no SPCE/STV (Fig. 1).

Como mostrado na Fig. 4, o voltamograma do SPCE/STV por VPD revelou o pico
de oxidacéo do ferro de forma bem definida, sendo a Ipa=8,811A. Posteriormente, observou-
se uma diminuicdo significativa no valor apds a imobilizacdo do oligonucleotideo
(Ipa=5,36pA). Esse fendmeno pode ser atribuido a estrutura do oligonucleotideo, que atuou
como uma barreira a transferéncia de elétrons entre o eletrodo e o [Fe(CN)s]*’*. Quando a
reacdo CRISPR/Cas13a ativada por alvo foi depositada no SPCE/STV/Oligo, um aumento
significativo no valor de corrente foi observado (Ipa=9,54 pA), que foi atribuido a facilidade
da transferéncia de elétrons de [Fe (CN) ¢]*"* na superficie do eletrodo devido a clivagem do
oligo pelo sistema CRISPR/Casl3a (SPCE/STV/Oligo/Positivo). Na auséncia de alvo
(SPCE/STV/Oligo/Negativo), a atividade colateral de Cas13a permaneceu inativada, e ndo
houve notaveis mudangas nos valores de corrente (Ipa=5,74 pA), ja que o oligo foi
preservado. Em geral, estes resultados indicaram que o biossensor consegue diferenciar

exitosamente entre amostras positivas e negativas.

10 4 — SPCEISTY
—— SPCESTWOlgo

—— SPCE/STVIOligo/Negative
—— SPCESTVIOlgoPas itve

Corrente (LA)

T T T T T T T T T T T T T
0.2 -0.1 0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Potencial (V) vs Ag/AgCI

Figura 4: Comportamento eletroquimico por VPD em solucio de [Fe(CN)s]* *+KCI ap6s deteccdo do analito
alvo usando o biossensor baseado em CRISPR/Casl3a ap6s a amplificacdo por RPA (amostra positiva e
negativa).
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No estudo de reprodutibilidade, foram comparados os valores de Ipa obtidos por VPD
para os biossensores fabricados. A resposta foi medida para os trés SPCE/SPT/Oligo e apds
incubacdo em amostras negativas e positivas. Conforme ilustrado na Fig. 5, a resposta dos
trés biossensores foi similar, sem notaveis mudangas de corrente ap06s incubagdo em
amostras negativas, e um aumentos significativo nos valores de Ipa quando os eletrodos
foram incubados em amostras positivas (contendo o analito alvo). Esses resultados séo
consistentes com os dados de VDP apresentados na Fig. 4, sugerindo que o biossensor

proposto é funcional e pode ser aplicado de forma eficaz na deteccdo molecular.

12
W SPCE/STVIOligo

114 & SPCE/STVOligoMegativo
A SPCE/STVIOligo/Positivo
10 4
0] 4 i

Corrente {pA)

4' T T T
E1 E2 E3

Figura 5: Estudo de reprodutibilidade do biossensor eletroquimico baseado CRISPR/Casl3a por VDP em
solucdo de [Fe(CN)gl* *+KCl.

4 CONCLUSAO

Neste estudo, desenvolvemos um biossensor eletroquimico baseado no sistema
CRISPR/Casl13a combinado com a técnica de amplificacdo por RPA para fornecer um
método de deteccdo molecular. O teste exibiu especificidade eficiente para fragmento alvo,
com a atividade de clivagem colateral de Casl3a, o oligonucleotideo na superficie do
eletrodo foi degradado, produzindo mudancas significativas no sinal de corrente em
medicBes através de VC e VPD. Os testes usando este biossensor podem ser realizados a
uma temperatura constante (37°C), mostrando potencial para ser desenvolvido como testes

em POC. Ao mesmo tempo que reduz o uso de termocicladores caros, o teste encurta o ciclo
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de deteccdo para 60 minutos (30 minutos de RPA e 30 minutos de CRISPR) e pode fornecer
uma plataforma simples e como boa reprodutibilidade para uso em laboratorios de base e
deteccdo em campo. No entanto, o estudo presente apresentou algumas limitacdes
importantes que precisam ser abordadas. Primeiro, o biossensor nédo foi testado quanto ao
limite de deteccdo, limitando a importancia dos resultados deste estudo. Em segundo lugar,
0 biossensor nao foi validado em ambiente clinico. Portanto, estudos sdo necessarios para
validar e otimizar ainda mais o desempenho do dispositivo em diferentes condicbes e
amostras. Em resumo, este biossensor eletroquimico baseado em CRISPR/Casl3a pode
fornecer futuros testes de detecgdo molecular para diferentes alvos, o ajuste pode ser

conseguido através da simples modificacdo da sequéncia variavel do crRNA.
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5 DISCUSSAO GERAL

Sistemas de repeti¢des palindromicas curtas agrupadas regularmente inter-espacadas
(CRISPR) e proteinas associadas (Cas) tém sido cada vez mais usados para aplicacdes de
diagnostico clinico, devido a sua alta flexibilidade, especificidade e sensibilidade
(Abudayyer et al., 2016). Gootenberg et al. estabeleceram um método molecular baseado no
sistema CRISPR/Cas13a combinado com a tecnologia de amplificago isotérmica de RPA,
tornando-se uma possibilidade promissora para plataforma de diagnoéstico molecular. Neste
estudo, os autores descobriram que a proteina Cas13a combinada ao crRNA pode detectar o
RNA alvo por meio do emparelhamento de bases complementares, estimulando a ativagéo
da atividade de RNAse da Casl3a a causar a “clivagem colateral” que cliva de forma
inespecifica RNAs ndo-alvos. O método demonstrou detectar com sensibilidade em nivel

attomolar e especificidade de base unica (Gootenberg et al., 2017; Kellner et al., 2019).

Visto o potencial uso do sistema CRISPR/Cas13a para diagnostico molecular, foram
desenvolvidos no presente trabalho testes moleculares baseados no sistema CRISPR/Cas13a
para deteccdo de Plasmodium vivax. No capitulo 1 foi apresentado um artigo de revisdo
acerca da técnica de RPA publicado na revista Canadian Journal of Microbiology em 2022,
Buscou-se com esta revisao apresentar 0s aspectos gerais do RPA como técnica isotérmica,
focando no uso da tecnologia combinada a métodos de deteccao para o diagndstico clinico
em diferentes doengas infecciosas. Destacando-se, ainda, a sua utilizagdo em diferentes
aplicacbes, por exemplo, em estratégias para uso na agricultura, veterindria e no
monitoramento da seguranca alimentar. Além disso, o RPA demonstrou ser altamente
sensivel, permitindo a detec¢do de alvos moleculares em concentracdes muito baixas. 1sso o
torna uma ferramenta promissora para aplicagdo em combinacdo com o sistema CRISPR/Cas

para o diagnostico de doencas infecciosas em POC.

No capitulo 2 foi apresentado um artigo com o objetivo de detectar P. vivax em
amostras clinicas através do ensaio baseado no sistema CRISPR/Casl13a por fluorescéncia.
Neste estudo, utilizou-se a amplificacdo por PCR combinado a capacidade do sistema
CRISPR/Cas13a em reconhecer sequéncias especificas de acidos nucléicos do P. vivax para
gerar uma resposta fluorescente mensuravel, indicando a presenca do alvo. Uma das
principais vantagens desse método desenvolvido foi a sua boa sensibilidade, permitindo a

deteccdo em concentragdes tdo baixas quanto 1,35 pM. A sensibilidade do nosso ensaio de
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deteccdo CRISPR/Casl3a por fluorescéncia revelou-se comparavel a estudos previamente
publicados sobre maléria utilizando essa abordagem. Cunningham et al. relataram um limite
de deteccdo de 31,3 aM para P. vivax por meio da amplificagdo por RPA combinada com
deteccdo por CRISPR/Casl3a. Por outro lado, o estudo de Lee et al. demonstrou um
desempenho de sensibilidade melhor, com um limite de deteccdo 50 zM para P. vivax
utilizando o ensaio com CRISPR/Casl2a. Esse aumento na sensibilidade pode atribuido a
varios fatores, como o uso de volume de amostra de entrada superior, inclusao de uma etapa
de adicional de RT-RPA, a alta concentracdo de crRNA, dentre outros fatores. Apesar das
diferengas de protocolos utilizados, os ensaios CRISPR/Cas publicados tem demonstrado
detectar concentracGes de parasitas significativamente abaixo do limite esperado para

maléria clinica (Cunningham et al., 2021; Lee et al., 2020).

Além disso, o teste buscou validar a sua aplicabilidade em amostras clinicas de
pacientes infectados com P. vivax. Das 30 amostras positivas, 27 apresentaram resultados
positivo com o método, demonstrando uma sensibilidade clinica consideravel, pois o ensaio
conseguiu identificar correntemente a maioria das amostras que realmente continham P.
vivax. Das 20 amostras negativas analisadas, 0 método nao detectou a presenca de 19 delas,
demonstrando uma especificidade aceitavel. No entanto, alguns fatores devem ser analisados
acerca das amostras testadas. Devido ao periodo prolongado de armazenamento combinado
ao processo de descongelamento das amostras de DNA, pode ter contribuido para uma
degradacdo do material, aumentando a incidéncia de resultados falsos negativos
apresentados neste estudo. Independentemente disso, neste capitulo, o ensaio baseado em
CRISPR/Cas13a projetado para detec¢ao de amostras clinicas pode oferecer uma alternativa
promissora aos métodos convencionais, permitindo uma detecgdo altamente especifica para
deteccdo da malaria, embora sejam necessarias mais avaliacdes para uma melhor validacédo

desse método.

No capitulo 3 foi apresentado o desenvolvimento de um biossensor eletroquimico
empregando o sistema CRISPR/Casl3a para detec¢cdo molecular de alvo especifico. A
abordagem central deste estudo consiste na imobilizagdo de oligonucleotideo na superficie
de eletrodos SPCE/STV e uso de [Fe(CN)6]*"* como sonda redox para estudar a resposta
elétrica através de técnicas eletroquimicas. Uma série de ensaios foi conduzida com o intuito
de otimizar a quantidade de oligonucleotideo na superficie dos eletrodos, buscando assegurar

a obtencdo de melhor sinal-fundo por meio de analises por VDP. Apds a incubacdo com
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diferentes concentracGes de oligo, a concentracéo de 2 uM apresentou a melhor relagéo de
sinal-fundo, atuando como uma barreira para transferéncias de elétrons pela superficie do
eletrodo de trabalho, causando diminuicao nos sinais de correntes do VPD (Haji-Hashemi et
al., 2019). Li et al. otimizaram a quantidade de oligonucleotideo ssDNA-MB avaliando
diferentes concentrag@es, variando de 1 a 10 uM, e compativel com 0s nossos resultados, 0s
autores demonstraram que concentracdo de 2 uM apresentou a melhor relacao sinal-fundo.
Neste caso, 0s autores observaram que o aumento adicional da concentracao de oligo reduziu
a diferenca de sinal de corrente, e isto foi atribuido a mais oligo se difundindo para a
superficie do eletrodo, superando a repulsdo eletrostatica em altas concentracdes de oligo
(Lietal., 2021).

Para producéo do biossensor para deteccéo de Cas13a, o desenho do oligonucleotideo
foi projetado em desoxirrobonucleotideo contendo ribonucleotideo de citidina (rC) como
local de clivagem para enzima (Sato & Shigeori, 2013). Os testes iniciais de funcionamento
do biossensor utilizando RNase A, indicaram que o oligonucleotideo foi projetado de
maneira satisfatdria, uma vez que a enzima clivou a sequéncia de ribonucleotideo, resultando
em mudancas mensuraveis nos sinais de correntes por VDP e VC. Quando o sistema
CRISPR/Cas13a ativado pelo alvo foi depositado no eletrodo SPCE/STV/Oligo, ocorreu um
aumento expressivo no valor de corrente, e esse aumento foi interpretado como resultado da
clivagem do oligo, facilitando assim, a transferéncia de elétrons do [Fe(CN)]*"* no eletrodo.
Por outro lado, na auséncia de alvo, o perfil voltamétrico ndo obteve alteracdo, indicando
que o oligo se manteve integro. Adicionalmente, o biossensor eletroquimico demonstrou boa
reprodutibilidade nos experimentos realizados, sugerindo viabilidade para futuras aplicacdes
em deteccdo molecular. No entanto, € importante ressaltar que essa pesquisa ainda esta em
estagio inicial e ensaios adicionais, como otimizacdo da sensibilidade e especificidade do

biossensor, devem ser acrescentados para validar e aprimorar esse teste.

Além dos estudos empregando a metodologia mostrada no capitulo 3, outros testes
adicionais foram realizados inicialmente, mediante o uso do oligonucleotideo marcado com
ferroceno (Fc) para fabricagdo do biossensor (apresentado nos apéndices desta tese). O Fc é
utilizado como mediador redox em biossensores devido as suas propriedades, € reversivel e
na sua forma reduzida é altamente solGvel, o que auxilia a difusdo do ferroceno entre a
enzima e o transdutor. No entanto, observamos que, embora o Fc produzisse sinalizacdo

eficiente nos testes iniciais de caracterizacdo, a etiqueta ndo foi encontrada nos ensaios
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subsequentes com CRISPR/Cas13a. Acredita-se que esse resultado tenha ocorrido devido a
perda da monocamada de sinalizacdo Fc do oligonucleotideo, que pode ter sofrido oxidacéo
e possui fraca estabilidade eletroquimica. Kang et al. relataram em seu estudo que sensores
baseados em Fc sdo menos estaveis que sensores baseados em sonda marcada com azul de
metileno no que diz respeito a estabilidade ao armazenamento a longo prazo, repetidos testes
eletroquimicos e repetidas iteracdes de deteccdo/regeneracdo. Os autores observaram ainda
que sensores fabricados usando um redox Fc exibiram uma perda de 91% de corrente de

sinalizacdo original apds 180 horas de armazenamento em tampéo (Kang et al., 2009).

Este trabalho evidéncia algumas limitacdes que devem ser consideradas. Em primeiro
lugar, é importante mencionar que a avaliagdo do desempenho do teste por fluorescéncia foi
realizado com base em um conjunto restrito de amostras. Além disso, o teste eletroquimico
carece de uma avaliacdo em ambiente clinico. Embora os resultados obtidos até 0 momento
possam ser promissores, é fundamental realizar testes em larga escala com amostras clinicas
para confirmar a eficacia e a preciséo dos testes em ambientes clinicos. Portanto, é necessario
reconhecer que as conclusdes apresentadas neste trabalho podem ser limitadas devido ao
tamanho reduzido da amostra e a falta de validacdo clinica abrangente. Mais estudos sdo
imprescindiveis para estender a avaliacdo do desempenho clinico dos testes, incluindo a

analises da especificidade com diferentes espécies de Plasmodium.

Em segundo lugar, a incorporacdo da etapa de transcricdo T7 na reacdo
CRISPR/Cas13a pode aumentar o custo final e a complexidade do ensaio, em comparacao,
por exemplo, com os ensaios do sistema CRISPR/Cas12a direcionado ao DNA. O aumento
do custo e a complexidade pode representar desafios significativos para implementacao
pratica dos testes, especialmente em contextos em que os recursos financeiros séo limitados.
Portanto, é importante considerar estratégias que possam mitigar essas questdes, como a
otimizagdo de protocolos de transcri¢cdo T7 e uso de reagentes mais acessiveis. Além disso,
pesquisas para o desenvolvimento de plataformas baseadas em sistemas CRISPR/Cas em
nivel nacional pode vir a resolver problemas com o pagamento de royalties para 0s

detentores das patentes internacionais, facilitando assim, a comercializagdo no Brasil.

Finalmente, a implementacdo de plataformas de deteccdo baseadas em CRISPR
envolve duas etapas distintas: amplificacdo (PCR ou RPA) e deteccdo pela Casl3a. Cada
uma dessas etapas requer condicdes de reacdo especificas e diferentes conjuntos de

componentes quimicos. Essa distingdo implica na necessidade de realizar multiplas
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operagdes manuais e abrir tubos de reacdo de amplificacdo, o que aumenta o risco de
contaminacao por transporte de amplicons. Algumas possibilidades podem ser adotadas para
evitar tais contaminacdes, uma delas é a implementacéo de praticas laboratoriais, como areas
de trabalho laboratorial fisicamente separadas, nas quais sdo realizadas manipulagoes pré e
pos-amplificacdo. Uma outra forma de reduzir significativamente a contaminacdo €
utilizacdo de dUTP em vez de dTTP na mistura principal da reacdo de amplificacdo e
subsequente tratamento da reacdo com DNA wuracila glicosilase (UDG) antes das
amplificagdes. A UDG degrada amplicons contendo dUTP, evitando assim que estas
moléculas sirvam como modelos para novas reacdes e consequentemente contaminacao.
Além disso, alguns estudos propuseram combinar amplificacdo isotérmica com os reagentes
CRISPR em uma Unica etapa. Isto ndo apenas resolveria problemas como a contaminacgéo
por aerossol, mas simplificaria o protocolo de operacdo e reduziria o tempo de
processamento (Hu et al., 2022; Wang et al., 2023; Yuan et al., 2022).

Em resumo, os resultados obtidos neste trabalho destacam o potencial da plataforma
CRISPR/Casl3a como uma ferramenta de deteccdo promissora para contribuir
significativamente para o controle e erradicacdo da malaria. Os testes por fluorescéncia
demonstraram uma sensibilidade e especificidade satisfatorias na identificacao de P. vivax.
Por sua vez, os testes eletroquimicos baseados em CRISPR/Casl3a ofereceram uma
alternativa de deteccdo de A&cidos nucléicos, apresentando um tempo de operagdo
significativamente mais curto e simplificado comparado ao método tradicional de deteccédo
molecular. Todo o processo de deteccdo pode ser facilmente realizado a 37°C em apenas 1

hora, o que sugere uma ferramenta promissora para testes de diagndstico em POC.
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6 CONCLUSAO
Baseado nos dados apresentados neste trabalho, conclui-se que:

- Com base na revisdo de literatura realizada, constata-se que o RPA representa uma
tecnologia de amplificacdo isotérmica versatil, que pode ser empregada em uma variedade
de aplicacdes e com diferentes vantagens, tornando-o altamente promissor para aplicacdo

em POC, onde a rapidez, eficiéncia e portabilidade sdo essenciais;

- O teste de CRISPR/Casl3a por fluorescéncia demonstrou uma notavel sensibilidade,
detectando até mesmo 1,35 pM, corroborando com os dados ja disponiveis na literatura sobre
a deteccgdo de P. vivax utilizando a tecnologia CRISPR/Cas. Além disso, 0 ensaio mostrou-
se eficiente na deteccdo de amostras clinicas, destacando-se pela sua notavel sensibilidade e

especificidade na identificacdo especifica de P. vivax;

- A fabricacdo do biossensor, constituido de oligonucleotideo imobilizado em SPCE/STV,
foi realizada com sucesso e funcionalizada de forma satisfatdria para a identificacédo do alvo,

exibindo um sinal significativo de corrente;

- O biossensor eletroquimico identificou de forma qualitativa a presenca de alvo pelo sistema
CRISPR/Cas13a, evidenciando padrdo de resposta eletroquimica diferente na auséncia de

alvo.
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Apéndice 1: Curvas por VC da caracterizagdo do biossensor eletroquimico com a sonda marcada com Fc. A:

Dois SPCE/STV apresentando picos eletroquimicos bem caracteristicos da imobilizacdo da sonda. B: Quatro
SPCE/STV apresentando sinais de correntes fracos ap6s a imobiliza¢do da sonda.
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Apéndice 2: Curvas por VVC e VDP da funcionalizacéo do biossensor eletroquimico com a sonda marcada com

Fc ap6s incubagdo com RNase A. A: VC apresentando diminuicao do sinal de corrente apds clivagem da sonda

pela RNase. B: VDP apresentacdo diminuicdo da corrente eletroquimica. Ambos os graficos apresentam boa
funcionalizag¢do do biossensor com a sonda marcada com Fc.
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Apéndice 3: Curvas por VC do biossensor eletroquimico ap6s incubacdo com o sistema CRISPR/Cas13a. A:
SPCE/STV/Oligo incubado com CRISPR/Casl3a na auséncia de alvo. B: SPCE/STV/Oligo incubado com
CRISPR/Cas13a incubado com o complexo CRISPR/Casl3a na presenca de alvo, observa-se aumento
consideravel de sinal de corrente ap6s interacdo da Cas13a com o biossensor, indicagdo clivagem da sonda.
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Apéndice 4: Curvas por VC do biossensor eletroquimico apds imobilizagdo com vérias concentragdes de
sonda. No entanto, observar-se que em todos os eletrodos submetidos o sinal de corrente ndo foi gerado,
indicando uma provavel perda da monocamada de sinalizagdo Fc devido ao tempo prolongado de
armazenamento da sonda.
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