9
UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS — UFAM o
PROGRAMA MULTI-INSTITUCIONAL DE POS-GRADUACAO EM PPG |

BIOTECNOLOGIA - PPGBIOTEC RN

DANIELE SOUSA MOTA

PRODUCAO E PURIFICACAO DA PROTEINA Casl3a DE Leptotrichia wadeii E
ANALISE DE SUA APLICABILIDADE PARA DETECCAO DE
Plasmodium vivax E VIRUS ZIKA

MANAUS-AM
2020



DANIELE SOUSA MOTA

PRODUCAO E PURIFICACAO DA PROTEINA Casl13a DE Leptotrichia wadeii E
ANALISE DE SUA APLICABILIDADE PARA DETECCAO DE
Plasmodium vivax E VIRUS ZIKA

Dissertacdo apresentada ao Programa Multi-
Institucional de Pds-Graduacao em
Biotecnologia, da Universidade Federal do
Amazonas, como parte dos requisitos para
obtenc&o do titulo de Mestre em Biotecnologia.

Area de concentrac&o: Sade.

ORIENTADOR: Dr. LUIS ANDRE MORAIS MARIUBA

MANAUS - AM
2020



Ficha Catalografica

Ficha catalografica elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Mota, Daniele Sousa
M917p Producéo e purificagcdo da proteina Casl13a de Leptotrichia wadeii

e andlise de sua aplicabilidade para detec¢édo de Plasmodium vivax
e virus Zika / Daniele Sousa Mota. 2020

73 f.: il. color; 31

Orientador: Luis André Morais Maritba
Dissertacao (Mestrado em Biotecnologia) - Universidade Federal
do Amazonas.

1. Crispr. 2. Casl13a. 3. Plasmodium vivax. 4. virus Zika. 5.

diagnéstico. |. Marilba, Luis André Morais Il. Universidade Federal
do Amazonas |ll.




DEDICATORIA

A Deus, por estar sempre presente em

todos momentos da minha vida;

A minha querida mae, Dinalva Mota,

pela educagédo, compreenséo e pelo

exemplo de forca e determinacao;

Ao meu orientador, Dr. Luis André Mariuba,
pela paciéncia, dedicacdo e ensinamentos.



AGRADECIMENTOS

Agradeco, primeiramente, a0 meu Deus por me conceder saude, forca, coragem e
sabedoria para alcangar os meus objetivos e superar os obstaculos durante essa caminhada;

Agradeco também a minha familia pelo amor, incentivo, compreensdo nas auséncias
e pelo apoio incondicional. Em especial a minha mae, que nunca mediu esforcos para que eu
tivesse a melhor formacéo possivel, sempre me incentivando e apoiando.

Ao meu orientador, Dr. Luis André Morais Marilba, que aceitou me orientar e pela
oportunidade dada de ingressar em seu grupo de pesquisa. Obrigada professor, pelos seus
ensinamentos, disposicao, paciéncia e pela confiangca em mim investida;

Ao0s meus amigos, Jéssica, Jander e Antdnio, obrigada pela prontiddo em querer ajudar,
pelo incentivo e torcida sincera por minha conquista.

Aos meus amigos e colegas de laboratorio: Jeniffer, Walter, Késsia, Natélia, Edilene,
Gabriela, Adélia, Juliane, André Luis, Raquel, Yuri, Jordan e Victor. Obrigada por todos 0s
ensinamentos, reagentes, bancadas e conversas compartilhadas;

Aos meus amigos de pos-graduacdo: Samara, Lucas, Luana, Whendel, Regiane,
Lorena, Natasha e Diego, pelo compartilhamento de conhecimento, pelas risadas, pelos
momentos de descontragdo e lanches nas horas apropriadas;

Aos meus amigos de coracdo, Thiago, Ana Paula, Welton e Flavio, que mesmo estando
longe nunca deixaram de me apoiar e sempre me davam palavras de forga quando eu mais
precisava. Agradeco o apoio, torcida e preocupacao de vocés, ndo tenho palavras para descrever
o tamanho da minha gratid&o.

Ao0s meus amigos do Laboratério de Biodegradacdo (UFAM) pelo aprendizado,
incentivo e companheirismo durante o primeiro ano de mestrado, em especial, a minha amiga
Sam por todos os conselhos e conversas agradaveis.

Ao Laboratorio de Purificacdo de Biomoléculas (UFAM) e ao Centro de Estudos de
Biomoléculas Aplicadas a Saude - CEBio (FIOCRUZ-RO), pelo suporte necessario para
realizacdo das etapas de purificacdo da proteina que foram essenciais para o desenvolvimento
deste trabalho. Agradeco principalmente ao técnico Julio Nino (Ufam), por sua compreensao,
rapidez e eficiéncia;

A Universidade Federal do Amazonas e ao PPG-BIOTEC pela oportunidade e

conhecimentos adquiridos ao longo do curso;



Ao Instituto Lebdnidas e Maria Deane (ILMD / FIOCRUZ Amazénia) pela
infraestrutura e amparo que permitiram a realizacdo desta pesquisa;

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pela
concessdo da bolsa de estudo para realizacéo deste trabalho;

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) e a Fundag&o
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) pelo auxilio financeiro a execucdo desse projeto;

E, por fim, a todos que de alguma forma, direta ou indiretamente, participaram desta
jornada para que este trabalho fosse desenvolvido.

Meus sinceros agradecimentos!



“Ndo é sobre vencer, é sobre ndo desistir. Se vocé tem um sonho,
lute por ele. Existe uma disciplina para paixdo, e ndo é sobre quantas
vezes vocé é rejeitado, ou quantas vezes vocé caiu e foi derrotado, é

sobre quantas vezes vocé se levantou com coragem e seguiu em frente.”

(Lady Gaga, 2019)



RESUMO

As doengas infecciosas continuam sendo um grande problema de saide no mundo, fazendo
parte de maneira significativa dos dados de morbimortalidade. O reconhecimento precoce
destas enfermidades, através do uso de testes para diagnéstico rapidos e precisos, agilizam o
tratamento do paciente, permitindo assim um melhor atendimento clinico. A malaria e a febre
do virus Zika (ZIKV) sdo doencas infecciosas tipicas das regides tropicais do mundo, como a
Amazonia brasileira. As ferramentas tradicionais para identificacdo dessas doengas possuem
desvantagens que limitam a deteccdo, como baixa especificidade e sensibilidade. Logo, a busca
de novos métodos capazes de superar estas dificuldades vem sendo almejada por muitos grupos
de pesquisa publicos e privados. Neste campo, o sistema CRISPR-Cas vem ganhando destaque
nos ultimos 5 anos, contribuindo para importantes avangos no desenvolvimento de técnicas para
deteccdo precisa de alvos moleculares. O objetivo geral deste trabalho foi realizar a expressao
e purificagdo da proteina do sistema CRISPR-Cas13a, chamada LwCas13a, assim como validar
sua atividade enzimaética aplicando ferramentas para o diagnostico de malaria causada por
Plasmodium vivax e para Zika virus. Como resultados, obtivemos com sucesso a expressao e
purificacdo da proteina recombinante LwCasl13a, producdo de CRISPR RNA (crRNA) e de
RNA alvo sintético (SSRNA) especificos para Plasmodium vivax e ZIKV. Quais observamos
reatividade da enzima LwCas31a com uma elevacéo da intensidade de fluorescéncia a medida
que se aumentava as concentragdes de sSRNA no sistema. Uma relagdo inversamente
proporcional foi observada quando dsDNA foi utilizado. As amostras clinicas de pacientes
infectados com ZIKV apresentaram reatividade positiva utilizando o método descrito. Néo
foram obtidos resultados satisfatdrios para o diagndstico de malaria por P. vivax utilizando as
ferramentas produzidas. Trabalhos futuros serdo aplicadas as ferramentas produzidas a um N
amostral maior de pacientes infectados por ZIKV e novos alvos moleculares que permitam a
deteccdo eficiente Plasmodium vivax utilizando o sistema CRISPR-Cas13a.

Palavras-chaves: Crispr; Cas13a; Plasmodium vivax; virus Zika; diagndéstico.



ABSTRACT

Infectious diseases remain a major health problem in the world, making a significant part of the
morbidity and mortality data. The early recognition of these diseases, through the use of rapid
and accurate diagnostic tests, speeds up the treatment of the patient, thus allowing for better
clinical care. Malaria and Zika virus fever (ZIKV) are infectious diseases typical of tropical
regions of the world, such as the Brazilian Amazon. Traditional tools for identifying these
diseases have disadvantages that limit detection, such as low specificity and sensitivity.
Therefore, the search for new methods capable of overcoming these difficulties has been
pursued by many public and private research groups. In this field, the CRISPR-Cas system has
been gaining prominence in the last 5 years, contributing to important advances in the
development of techniques for the accurate detection of molecular targets. The general
objective of this work was to perform the expression and purification of the protein of the
CRISPR-Cas13a system, called LwCas13a, as well as to validate its enzymatic activity using
tools for the diagnosis of malaria caused by Plasmodium vivax and for Zika virus. As a result,
we successfully obtained the expression and purification of the recombinant protein LwCas13a,
production of CRISPR RNA (crRNA) and synthetic target RNA (ssRNA) specific for
Plasmodium vivax and ZIKV. Which we observed reactivity of the enzyme LwCas31a with an
increase in fluorescence intensity as the sSRNA concentrations in the system increased. An
inversely proportional relationship was observed when dsDNA was used. Clinical samples from
patients infected with ZIKV showed positive reactivity using the method described. No
satisfactory results were obtained for the diagnosis of P. vivax malaria using the tools produced.
Future work will apply the tools produced to a larger sample of patients infected by ZIKV and
new molecular targets that allow efficient detection of Plasmodium vivax using the CRISPR-
Casl13a system.

Keywords: Crispr; Cas13a; Plasmodium vivax; Zika virus; diagnosis.
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Entre os muitos desafios a salde, as doencas infecciosas, sem duvida, destacam-se por
sua capacidade de causar morbimortalidade nos paises em desenvolvimento (LEE etal., 2010).
Embora as doengas infecciosas possam se iniciar em uma regido especifica, elas podem se
espalhar rapidamente a qualquer momento devido a expansdo geografica das populacdes
humanas através da facilidade de viajar de uma parte do mundo para outra (JONES et al., 2008;
MAY; GUPTA; MCLEAN, 2001). Uma chave para combater essa disseminacdo € o
desenvolvimento de diagndsticos que possibilitem a deteccdo rdpida e precisa do agente
infeccioso para o melhor atendimento clinico e outras medidas de saude publica para limitar a
disseminacédo da doenca (RAY; GHEDIN; CHUNARA, 2016).

Atualmente, os métodos de diagndstico convencionais para deteccdo de doencas
infecciosas, incluem cultura celular, microscopia, imunoensaios, bem como as estratégias de
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (HAUCK et al., 2010). Durante décadas, a abordagem
de cultura celular foi a estratégia mais comumente utilizada para a deteccdo causadas por
doencas bacterianas, pelo qual os microrganismos eram cultivados em meio de crescimento,
seguido de observacédo a olho nu ou por microscopia, sendo esta observacao baseada na forma,
tamanho e cor da colonia formada (LELAND; GINOCCHIO, 2007). A microscopia, por sua
vez, possui a capacidade de reconhecer e detectar diretamente os agentes patogénicos de
amostras dos pacientes sem a necessidade do processo de cultura (ARIAS et al.,
2007). Alternativamente, os imunoensaios tem sido amplamente empregado para detectar a
resposta imune especifica de um patégeno desencadeada no hospedeiro. Entre esses métodos
baseados em imunologia, 0s ensaios imunoabsor¢do enzimatica (ELISA), imunoensaios
fluorescentes, radioimunoensaios (RIA), imunoensaios de fluxo lateral, entre outros, foram
desenvolvidos para o diagnostico de doencas infecciosas (BAR-HAIM et al., 2019; JANI et al.,
2002). Ha pouco tempo, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) tem sido a técnica comumente
utilizada para amplificar RNA ou DNA para deteccdo de patdgenos, além disso, trés outras
abordagens baseadas em PCR foram desenvolvidas para o diagnostico de doencas infecciosas,
incluindo a PCR multiplex, PCR de transcriptase reversa e PCR em tempo real (HAUCK et al.,
2010).

Embora essas técnicas de diagnostico convencionais contribuam significativamente
para deteccdo de patdgenos, promovam a prevencdo e tratamento de diversas doencas
infecciosas, elas apresentam diversas limitacbes como serem onerosas, sensibilidade e

especificidade variadas, além de exigir infraestrutura substancial e técnicos qualificados
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(WANG et al., 2017). Portanto, ha necessidade em desenvolver novas ferramentas de
diagnostico com caracteristicas que incluem especificidade, sensibilidade, preciséo, velocidade,
reprodutibilidade, facilidade de uso, requisitos de infraestrutura e custo para impedir a
disseminacdo, garantir a saude publica e promover o tratamento de doencas infecciosas.

Recentemente, o entendimento aprimorado da estrutura e fungdo das repeticOes
palindrémicas curtas regularmente inter-espacadas (CRISPR) e das proteinas associadas a
CRISPR (Cas) resultou na rapida expansao de pesquisas e inovagdes biotecnoldgicas, com um
grande potencial no campo de diagnéstico de doencas infecciosas. (BHATTACHARY YA,
THAKKU; HUNG, 2018; TANG; FU, 2018). Aplica¢6es mais recente utilizando as proteinas
efetoras do tipo VI-A, conhecida por Cas13a, foram aproveitadas devido suas propriedades que
permitem clivagem colateral para o desenvolvimento de diagndsticos de doencas infecciosas
(ABUDAYYEH et al., 2016).

Entre essas aplicagdes, um novo método denominado de SHERLOCK (Specific High
Sensitivity Enzymatic Report Unlocking), utiliza a amplificacdo isotérmica dos é&cidos
nucleicos e atividade de RNase da proteina Cas13a, permitindo a detec¢édo precisa de moléculas
de DNA e RNA. A utilizacdo da amplificacdo isotérmica por RPA garante o0 acumulo de
moléculas alvos, enquanto Casl3a atua no reconhecimento deste alvo. Quando a Casl3a
combinada ao RNA guia (crRNA) interage com RNA alvo, a proteina ativa sua clivagem
“colateral” de moléculas inespecificas de RNAs vizinhos. Ao adicionar RNA reporter marcado
com fluorescéncia, foi possivel determinar a atividade da Casl3a quando a sequéncia alvo
estava sendo detectada no ensaio, mesmo em baixissimas concentracdes (GOOTENBERG et
al., 2017; KELLNER et al., 2019).

Embora tenha sido demonstrado o uso de SHERLOCK na deteccdo de isolados
laboratoriais do virus da dengue, zika e febre amarela (GOOTENBERG et al., 2017, 2018), ndo
ha resumos na literatura referentes a aplicacdo dessa tecnologia no diagndstico clinicos de
doencas endémicas da regido amazonica brasileira. As condigdes nessa regido sdo favoraveis a
transmissdo de inimeras doencas infecciosas, muitas delas sdo doengas bem conhecidas,
enquanto outras, estdo sendo descobertas regularmente na regido (TAUIL, 2009). Nesse
contexto, a maldria ¢ a doenca endémica mais importante da regido devido a sua alta
incidéncia. Segundo dados da OMS, cerca de 228 milhdes de casos e 405 mil mortes em todo
0 mundo foram relatados em 2018. Mais de 40% dos casos relatados de malaria na América do
Sul ocorreram no Brasil e, mais de 99% de todos os casos registrados estavam concentrados na

regido amazonica, sendo o Plasmodium vivax a espécie predominante, atingindo 90% do total
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de casos de malédria na regido (OMS, 2019, 2018, 2017). Varias abordagens foram
desenvolvidas para diagnosticar malaria, incluindo deteccdo por gota espessa e 0s testes rapidos
(RDT) que s@o comumente utilizados para diagnosticar infec¢cdes causadas por maléria vivax,
porém estes métodos possuem menos sensibilidade para detectar casos com baixas
parasitemias, causando atrasos no tratamento (PILLAY et al., 2019). Algumas décadas atras, a
PCR foi demonstrada como o método mais eficiente para a deteccdo de maléaria com baixos
niveis de parasitas. No entanto, precisa de habilidades operacionais complicadas e
equipamentos caros que geralmente ndo estdo disponiveis em regides com poucos recursos
(BAIRD et al., 2016; ESHEL et al., 2017).

Um outro exemplo de doenca endémica, que foi recentemente introduzida na regido,
é a febre do virus Zika (ZIKV). Desde 2015, o Brasil esta em destaque na transmissao de ZIKV,
especialmente quando a epidemia dessa doenca foi seguida por surtos de microcefalia em
recém-nascidos. O ZIKV se espalhou rapidamente pelo pais e obteve 0 maior nimero de casos
relatados no mundo com mais de 236 mil até o final de 2016 (OMS, 2017). Vérias plataformas
estdo disponiveis para o diagnostico de ZIKV, no entanto, as abordagens soroldgicas padréo,
com deteccéo de anticorpos, sdo limitadas devido a reatividade cruzada com outros flavivirus,
como o virus da dengue, gerando resultados inespecificos. Portanto, o diagnéstico preciso
requer métodos de deteccdo baseados em amplificagdo molecular de &cidos nucléicos, como a
RT-PCR. Ainda que seja considerado o “padrao ouro” para detecgdo de ZIKV, essas técnicas
sdo relativamente caras, exigem conhecimento técnico para executar, tempo para resultados
relativamente altos e equipamentos especializados, que nem sempre estdo disponiveis em
institutos com recursos limitados (MAUK et al., 2017; PLOURDE; BLOCH, 2016).

Com base nessas caracteristicas, o presente trabalho buscou obter uma proteina
recombinante LwCas13a e moléculas de crRNA e ssSRNA que pudessem ser aplicadas como
ferramentas de diagnostico para malaria vivax e virus Zika, além de avaliar amostras a partir de
ensaios fluorimétricos. Acreditamos que nossos dados fornecerdo uma base para o
desenvolvimento de novas técnicas moleculares mais rapidas, especificas e sensiveis para o

diagnostico de doengas infecciosas.
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ABSTRACT

Since 2012, CRISPR/Cas technologies have revolutionized the field of modern molecular
biology and biotechnology due to their ability to direct a Cas nuclease to cleave specific
nucleic acid sequences with a guide RNA (crRNA), providing dynamic tools for many
applications, being naturally derived from the adaptive immune system of prokaryotes. The
most widely used toolbox for genome editing, modulation, and detection contains types Il, V
and VI of class 2 systems, categorized and characterized by Cas9, Casl12, and Cas13,
respectively. In recent years, given the wide application of Class 2 CRISPR-Cas systems as
molecular tools, there has been a focus on the discovery, characterization, and specificity of
Cas effector nucleases from these systems, generating even more possibilities for the
development of new applications. We reviewed the scientific literature on current knowledge
of CRISPR-Cas systems and recent advances in biotechnology involving class 2 systems
between 2000 and 2019. For this, we searched for original articles indexed in the following
databases: PubMed, Scopus, SciELO, Periodicos Capes and Google Scholar, and used
keyword combinations such as “CRISPR / Cas Class 2 systems”, “Cas9”, “Cas12”, “Cas13”,
“Genome editing” and “diagnostic detection”. Eighty original articles were obtained, 55 of
them were selected for this review because they match with the keywords and the years of
publication.

Keywords: Gene editing; RNA cleavage; Biotechnological tools

INTRODUCTION

Bacteria and archaea domains have developed different defense mechanisms against foreign
nucleic acids derived from bacteriophages and mobile genetic elements (MGEs), among them,
clustered regularly interspaced short palindromic repeats (CRISPRs) together with “CRISPR
associated proteins” (CAS) work together to form an adaptive immune system called
“CRISPR/Cas”. The system consist of several partially palindromic conserved repeats
separated by small, unique DNA patches, called spacers, they are acquired from invading
genetic elements, thus generating a “molecular memory” for further targeting of a foreign
nucleic acid using base complementarity of the coded sequence to effect the cleavage
(Barrangou et al., 2007; Garneau et al., 2010). CRISPR/Cas systems are currently grouped
into two distinct classes, six types and more than thirty subtypes that differ in their
components and mechanisms of action. The determining feature between two classes is the
effector nature of cleaving the target sequence, the Class 1 contains Cas protein complexes
with multiple subunits while Class 2 is characterized by having only one effector protein. The
nature of Class 2 systems are widely employed in a biotechnological toolkit since there are
fewer components to use compared to Class 1 systems (Koonin et al., 2017). Over the past
decade, the ability to reprogram Cas proteins by creating crRNAs (guide RNAS) designed to
bind and/or cleave specific DNA or RNA sequences has made them useful in a variety of
applications, including genome editing and modulation, specific control of gene expression
and nucleic acid detection (Wang et al., 2016). The knowledge expansion about CRISPR/Cas
systems has motivated the development of different research tools and made a major impact
in virtually all areas of life sciences, supporting important applications in various areas such
as biotechnology, agriculture and medicine. The focus of this review is to provide a brief
description of the current knowledge of CRISPR/Cas system, describing its discovery,
function, and classification, especially about recent advances in the application of this
powerful tool in biotechnological research using Class 2. This review provides key
information about the CRISPR/Cas system as well as the different class 2-based
biotechnological applications. Bibliographic sources were consulted to identify original
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studies developed with CRISPR/Cas system, published in databases such as PubMed, Scopus,
SciELO, “Periodicos Capes”, and Google Scholar using the following keywords:
CRISPR/Cas systems; CRISPR/Cas Class 2 systems; Cas9; Cas12; Cas13; Genome editing
and diagnostic detection. As criteria for inclusion, consulted scientific articles were published
from 2000 to 2019.

CRISPR/CAS SYSTEM DISCOVERY

CRISPR system was first reported in 1987, when Ishino et al. (1987) observed the presence of
a genetic structure containing 5 homologous repeats of 29 nucleotides being interrupted by 32
non-repetitive nucleotide sequences (spacers) in Escherichia coli during an analysis of gene
sequences involved in phosphate metabolism. This was followed by numerous reports of
similar sequences in other microbes, however until the mid-2000s there was no clear evidence
of the biological function or mechanism of these sequences (Van Soolingen et al., 1993). In
2002, the acronym CRISPR/Cas was officially named by Jansen et al. (2002) to bring
uniformity to the description of this sequences. In addition, the discovery of a conserved set
of operon-organized Cas genes were located adjacent to a CRISPR locus, indicating the Cas
genes along with the CRISPR locus have a functional relationship in prokaryotic organism
(Van Der Oost et al., 2009). The involvement of CRISPR elements as a hereditary adaptive
immune system was experimentally confirmed in 2005 when Bolotin et al. (2005), Mojica et
al. (2005) and Pourcel et al. (2005) independently reported in their research that spacers were
similar to sequences derived from invasive mobile genetic elements (MGEs), including
bacteriophages, plasmids and transposons. Indeed comparative genomic analyzes have
suggested that the CRISPR system and Cas proteins actually work together and constitute an
acquired immunity system to protect prokaryotic cells against invading DNAs, similar to
eukaryotic RNA interference system (RNAI) (Mojica et al. 2016). In 2012 a major milestone
in CRISPR technology revolutionized the field of molecular biology and genetic engineering,
the group led by Doudna and Charpentier published an article revealing the first use of
CRISPR with Cas9 endonuclease being programmed with simple RNA molecules to cleave in
vitro specific sites in DNA strands (Jinek et al., 2012). Since this pioneering and subsequent
works, the CRISPR / Cas system has gained wide acceptance over other systems due to its
simplicity, speed and efficiency in modifying genes in any particular cell or tissue (Du et al.,
2016).

CRISPR BIOLOGICAL MECHANISM: THE THREE PHASES OF ADAPTIVE
IMMUNITY

At the molecular level, CRISPR/Cas-mediated immunity works through three main steps:
spacer adaptation or acquisition; crRNA processing or maturation and target interference or
cleavage (Figure 1).
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Figura 1: CRISPR/Cas immune adaptive process. The CRISPR-Cas defense mechanism occurs
in three stages: adaptation, maturation and interference. (A) Adaptation: Invasive nucleic acid
is recognized by the Cas1-Cas2 complex, incorporating the invasive sequence into the CRISPR
spacer region. (B) Maturation: Pre-crRNA is generated by transcription of the CRISPR region
and is processed into smaller RNA units, creating individual mature crRNAs. (C) Interference:
Mature crRNAs guide Cas nucleases to specifically target their respective target nucleic acid
sequences, resulting in cleavage of foreign DNA or RNA.

The adaptation or acquisition of spacers is the first stage in the construction of prokaryotic
cell genetic memory. During this stage, Casl and Cas2 are the major proteins that plays
crucial roles in recognizing and acquiring new protospacer DNA fragments as new spacer
sequences in the CRISPR matrix during the first exposure to foreign nucleic acids (Figure 1A)
(Yosef etal., 2012).

The second stage is crRNA processing, when after a second infection the components for
target nucleic acid cleavage are synthesized to form the RNA-guided nuclease complex.
Transcription of the CRISPR array begins with a primary RNA (pre-crRNA) within the leader
region which is subsequently processed into a set of mature smaller RNAs (crRNA) which
guide Cas proteins to invasive target sequences (Figure 1B) (Deltcheva et al., 2011).
Interference is the final stage of CRISPR adaptive immunity, which results in the cleavage of
foreign nucleic acid by Cas nuclease through proper base pairing between the crRNA with the
complementary sequence of double stranded DNA or single stranded RNA (Figure 1C). Thus,
the processing and interference steps would be similar to the immune response of a
“vaccinated” host against a particular specific nucleic acid (Marraffini et al., 2010).

CRISPR/CAS SYSTEM DIVERSITY AND CLASSIFICATION

CRISPR/Cas systems exhibit remarkable diversity and are present in almost all archaea, and
in approximately 50% of analyzed bacteria domain, being absent in eukaryotes and viruses
(Makarova et al., 2015).

These systems are classified into two general classes based on phylogenetic analysis,
comparative genomics and protein constitution. Class 1 systems consist of a complex
machinery, with multiple Cas proteins assisting in the recognition and cleavage of foreign
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nucleic acids, while in the Class 2 system, they are formed from a single interference domain
Cas effector protein. Interestingly Class 2 systems have only 10% of all sequenced
CRISPR/Cas loci in prokaryote genomes, almost all within the bacteria domain (Wiedenheft
etal., 2011).

CRISPR systems have been further classified into six types and grouped into two classes:
types I, Il and IV (Class 1) and types Il, V and VI (Class 2), which are currently subdivided
into approximately 30 subtypes (Shmakov et al., 2015). Type I, 11, and V (and probably V)
feature as target double stranded invading DNAs, while Type I11 systems cleave both DNA
and RNA. Type VI systems exclusively cleave RNA, defending against RNA phages. In
addition, systems which operate through DNA segmentation, each protospacer is made up of
a short (2-5 bp) sequence called the protospacer adjacent motif (PAM), which plays a key role
in immunologic recognition and spacer acquisition. In contrast, type 111 and VI complexes are
regulated by sequences flanking protospacers of the target RNAs, referred as protospacer
flanking site (PFS) (Koonin, 2017).

BIOTECHNOLOGICAL APPLICATIONS USING CRISPR-CAS CLASS 2 GENES
The molecular characteristics of CRISPR/Cas Class 2 systems are the most used among
researchers due to their simplicity and mechanism, depending only on small RNA molecules
and Cas-specific protein. Class 2 has provided the development of molecular toolkits for
various purposes, initiated with type Il and followed by types V and VI (Mohanraju et al.,
2016).

Type Il: CRISPR/Cas9

Cas9 endonuclease was the first CRISPR-associated effector protein to be widely used in
genetic engineering. Cas9 has a bilobulated form containing a recognition lobe (REC) and a
nuclease lobe (NUC), while the REC lobe is composed of two targeting domains, REC1 and
REC2, the NUC lobe has the RuvC, HNH and Pl domains. The HNH and RuvC nuclease
domains are responsible for cleavage of the complementary and noncomplementary DNA
strands, respectively. The Pl domain recognizes the adjacent protospacer motif (PAM)
sequence in non-complementary chain. Mature crRNA associates with a trans-activating
crRNA (tracrRNA) resulting in a tracrRNA-crRNA secondary structure that can direct Cas9
nuclease to induce DNA breaks in the PAM region (Nishimasu et al., 2014).

The CRISPR/Cas9 system has been used efficiently by the scientific community in different
types of cells and organisms, including in therapeutic treatments of human diseases such as
cancer, genetic disorders, viral diseases, as well as use in plants, bacteria and fungi.

- Oncology: The therapeutic uses of CRISPR/Cas9 system proved to be an extremely valuable
and efficient tool for cancer genetic research. CRISPR/Cas9 has been used to accelerate the
development of T cells chimeric antigen receptor (CAR) (Ren et al., 2017). It can also be used
with pro-apoptotic effect on cancer cells by knocking out Programmed cell death protein 1
(PD-1) (Zhao et al., 2018). It can be used alone or in combination with other treatments for in
vitro and in vivo studies to combat the etiological factors HPV16 and HPV18 of cervical
cancer (Zhen et al., 2016);

- Genetic Diseases: For many genetic diseases CRISPR/Cas9 technology can be used due its
ability to produce genome-specific changes. This includes diseases such as Duchenne
muscular dystrophy (DMD) caused by mutations in a gene located on the X chromosome. In
this experiment, authors used a mouse model which have DMD, and obtained a dystrophy
gene mutation correction in its descendants, carrying 2-100% of the corrected gene (Egorova
etal., 2019). In another research authors were also able to correct mutant intestinal stem cells
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of cystic fibrosis patients, and restore their function in vitro, providing the first step to
advance gene therapy in CRISPR cystic fibrosis patients (Schwank et al., 2013). Clinical trial
applications for the treatment of sickle cell disease using the CRISPR/Cas system have also
made promising advances by correcting disease-causing mutations in pluripotent stem cells
with Cas9-mediated activity and no off-target effects (Li et al., 2016a).

-Viral Diseases: CRISPR systems can be employed to combat viral diseases by disrupting
viral replication mechanisms and restoring infected cells to normal. One of the most intensely
investigated viral diseases is HIV, for which CRISPR/Cas9 was widespread in various
therapeutic approaches. Kaminski et al. (2016) for example, employed Cas9/crRNA
machinery for precisely remove excision of the HVI-1 provirus, being administered in culture
of latently infected human CD4 + T cells. Recently, Wang et al. (2018) demonstrated the
SaCas9/sgRNA gene-editing complex could be programmed to excise the latent HIV-1
provirus and therefore inhibit HVI-1 infection. In addition, Cas9 has been used to target
conserved regions, which are responsible for the persistence and replication of hepatitis B
virus (HBV) (Zeisel et al., 2015);

- Antimicrobial Potential: Misuse or overuse of antibiotics has led to an increasing number of
antimicrobial resistant bacteria. CRISPR/Cas9 system can be used as alternative to use
alongside conventional antibiotics or as programmable antibiotic to deactivate specific
bacterial sequences, avoiding drug resistance or returning of bacterial toxicity by cleaving
crucial domains in your genome without disturbing remaining microbiota (Bikard et al.,
2014);

- Agricultural applications: The practicality provided by CRISPR/Cas9 technology in genetic
editing has provided user-friendly tools for developing new plant varieties, improving
agricultural production, conferring resistance to certain viral, fungal or bacterial diseases, and
modifying characteristics as the fruit size. The system was employed, for example, to develop
cucumbers with broad virus resistance without affecting plant development (Chandrasekaran
et al., 2016) and to improve yield of maize crops under water stress (Shi et al., 2017). It has
also been successfully applied to different fruit trees, including strawberry (Zhou et al., 2018),
banana (Kaur et al., 2018), apple (Nishitani et al., 2016) and kiwi (Wang et al., 2018a).

Type V: CRISPR / Cas12

CRISPR-based genome editing tools have expanded by the discovery of new Class 2 effector
proteins, such as type V proteins. Like Cas9 in size and shape, the Cas12 effector protein
consists into two main lobes: one encompasses a nuclease lobe (NUC) and another of alpha
helical recognition (REC). The REC lobe comprises two domains (REC1 and REC2), while
the NUC lobe is composed of the RuvC domains (subdivided into I, Il and IlI), Pl, WED and
BH, being absent the HNH domain, in contrast to the Cas9 endonuclease (Safari et al., 2019).
The Cas12 system does not require a tracrRNA for processing mature crRNAs, which are
processed by ribonuclease activity of Cas12 itself. In addition, Cas12 generates sticky ends
which could increase the insertion efficiency of new DNA sequences in contrast to blind ends
created by Cas9 (Jeon et al., 2018). With these advantages, Cas12 system has unique features
to extend new genome editing tools, which can be used in a variety of biological approaches,
including base editing, multiplex gene segmentation and epigenetic modulation (Safari et al.,
2019).

Based on enzymatic characteristics Cas12 system was used to edit genome in various
organisms. Its function was initially tested in Escherichia coli and obtained repression results
with high degree of specificity and little off-target effect (Zhang et al., 2017). Similarly, the
Cas12 system was used in Clostridium genus to produce a large number of chemicals and
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fuels, such as n-butanol (Li et al., 2016b). In addition Cas12 has also been successfully used
for genome editing in mammals, including human cells (Tsukamoto et al., 2018) mice (Teng
et al., 2019) and swine (Wu et al., 2018).

The Cas12 system also has promises for use in nucleic acid detection methods for human
genotyping and pathogen detection. Chen et al. (2018) recently reported the application of a
technique for diagnosing invasive nucleic acids called DETECTR (DNA
EndonucleaseTargeted CRISPR Transcript). The technique consists in the ability of Casl12a
endonuclease to cleave non-selective double stranded and single stranded DNA sequences
triggered when crRNA binds to its complementary target DNA, allowing cleavage of
neighboring nucleic acids. In this experiment, DETECTR utilizes collateral cleavage through
a reporter nucleic acid that consists of a single stranded DNA containing a fluorophore, so
that fluorescence emission is activated in the degradation of target DNA. Finally, another
promising system developed called HOLMES (one-Hour Low-cost Multipurpose Highly
Efficient System) is an accelerated detection platform for target DNA through a ternary
complex (Casl12 - crRNA - target DNA), triggering trans-cleavage of undirected DNA,
generating fluorescence lighting. Besides being a diagnostic tool for human disease,
HOLMES can also be applied to determine homozygous and heterozygous genotypes,
environmental and food monitoring (Figure 2) (Li et al., 2018).

Cas12a Reaction

0.0.0.0.0.0.0.9.0.¢.0.0.(

0,0,0,.0.0.0.0.¢.0.¢.0.0.(

ssDNA Probe DNA target Casl12a crRNA
Figura 2: Schematic illustration of HOLMES detection platform. In this platform, if a target
DNA is in the reaction system, the Cas12/crRNA binary complex forms a ternary complex with
the target DNA, triggering the Casl2 trans cleavage of the non-target DNA, generating
fluorescence in the system.

Type VI: CRISPR / Cas13

While most CRISPR / Cas systems target double stranded DNA, type VI systems are known
to exclusively target RNA molecules. The Cas13 endonuclease adopts a bilobulated
architecture consisting of two distinct ribonucleases. An RNAse (REC) is responsible for pre-
crRNA processing to generate mature crRNA and remains in the region after cleavage,
forming the surveillance complex with Cas13. While the other RNase activity (NUC) is
formed by two HEPN domains (Higher eukaryote-prokaryote nucleotide-binding domain),
and together they form the target RNA cleavage site during viral interference step
(Ahmadzadeh et al., 2019).

Like Cas12a, Cas13 molecules exhibit activity referred to as "collateral cleavage” when
bound to a complementary target RNA (also known as "activator RNA"). The HEPN region
becomes able to cut not only the target RNA, but any exposed RNA molecule, including free
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non-complementary RNA or unbound complementary target RNA, resulting in target
degradation as well as cleavage of other RNA sequences (Gootenberg et al., 2018).
Therefore, a great effort is being made to establish and implement new systems capable of
recognizing and/or cleaving selective CRISPR/Cas13-based RNA molecules, increasing the
usefulness of CRISPR-based research tools. In addition, potential applications for new Cas13-
based nucleic acid diagnostic platforms is enormous, including standardized testing for
various infectious diseases, leading to more fast and precise clinical decision and pointof-care
patient treatments.

The first of these platforms developed for molecular detection comprises the use of Casl3a
nuclease “collateral activity” and is called SHERLOCK (High Sensitivity Enzyme Blocker
for Reporter). This system is based on the combination of Recombinase Polymerase
Amplification (RPA) and reverse transcription RPA (RT-RPA) isothermal amplification
steps. Following recognition of the target RNA by crRNA-Cas13a complex, a fluorescent
reporter RNA is cleaved through collateral activity providing an increase in fluorescent signal
resulting in rapid, sensitive and accurate detection of specific RNAs (Gootenberg et al.,
2017). More recently Gootenberg et al. (2018) introduced the SHERLOCKvV2 platform with
significant advantages over the first version. This include quantitative detection approach,
enhanced sensitivity (below zeptomolar level), portability and multiplex detection (up to four
targets) in single reaction with the use of Cas13, Cas12a and Csm6 proteins (which is a
CRISPR type-111 effector nuclease activated by cyclic adenylate molecules or linear adenine
homopolymers terminated with a 2',3'-cyclic phosphate). In a further advance, Myhrvold et al.
(2018) developed HUDSON (Heating Unextracted Diagnostic Samples to Obliterate
Nucleases), a protocol which eliminates the need for nucleic acid extraction and allows the
detection of pathogens directly from body fluids. HUDSON linked to SHERLOCK enabled
highly sensitive detection of dengue virus in patients' blood, serum and saliva samples in less
than two hours (Figure 3A-B).

q q X X X Mgy gy, & Cas13a detection

20000 0 4 SN\ =
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Reporter ssRNA target Casl3a crRNA

Figura 3: Schematic illustration of rapid diagnostic test associating HUDSON and
SHERLOCK. (A) HUDSON is a SHERLOCK:-linked method that eliminates the need for
nucleic acid extraction through chemical reduction and heat to lyse viral particles and inactivate
high levels of nucleases present in body fluids by releasing nucleic acids directly. (B)
SHERLOCK integrates RT-RPA isothermal nucleic acid amplification with T7dependent
transcription of the target RNA through Cas13-mediated cleavage of nonspecific RNA coupled
to a fluorophore.
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Finally, Cas13 systems have already been used for other research tools involving target RNA
degradation (Abudayyeh et al., 2016), RNA editing (Cox et al., 2017), live cell transcript
screening (Abudayyeh et al., 2017), regulation of pre-mRNA splicing (Konermann et al.,
2018) and resistance to plant virus RNA (Aman et al., 2018).

FINAL CONSIDERATIONS

There is no doubt that CRISPR/Cas-based technology, especially using class 2 has provided
more accessible and adaptable tools for editing, regulating, visualizing and detecting genomes
of different organisms. In addition to enabling rapid development in biological research and
biotechnology applications in different areas, the discovery of this prokaryotic immune
system has propelled a milestone in the history of microbiology. Given recent approaches to
bioinformatics a surprising number of new CRISPR/Cas systems have been unveiled, further
expanding knowledge about the CRISPR “universe”, which will serve not only to extend the
CRISPR/Cas “toolbox” but also in understanding the various ways which prokaryotes can
protect themselves from exogenous nucleic acids. However, as CRISPR revolution continues,
several challenges and concerns associated with this technology are also increasing, raising
social and ethical issues discussed by scientists and the general population, especially in gene
therapy applications. In humans for example, it was recently reported by a Chinese scientist,
Dr. He Jiankui, the birth of twins from embryos whose genome had been modified before
their transfer to the womb. The modification was performed using CRISPR/Cas9 disabling
copies of the CCR gene with the stated goal of preventing transmission of any HIV infection
transmitted by the parent. Although a plausible justification appears, the lack of any
confirmed assessment of consequences of this action casts doubt on why the scientist
performed such a procedure, further raising concerns about these applications, including
probable genetic inequality and its long-term ramifications. In addition, concerns such as off-
target effect, adaptive immune responses in humans, and inadvertent changes in human
germline have been reported. Therefore, CRISPR-based therapy still has a long way to go,
with several limitations to address.

Concluding, the perspectives for CRISPR technology is certainly positive. Improvements in
conventional tools are expected, and even more spectacular applications could be anticipated.
Similarly, regulatory agencies will need to consider the best way to increase responsible use
of this method without impeding research and technological development.
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3.1. Objetivo geral:

Produzir e purificar a proteina Cas13a de Leptotrichia wadeii e analisar sua aplicabilidade para

deteccdo de Plasmodium vivax e virus zika.

3.2. Objetivo especificos:

e Expressar e purificar a proteina LwCas13a;

e Produzir sequéncias de crRNA e mRNA selecionadas de virus zika e P. vivax;

e Avaliar a atividade da proteina recombinante LwCas13a através de testes fluorimétrico;
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4.1. Fluxograma

1. Obtencio do plasmideo 2. Obtengio da
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4.2. Consideracdes éticas da pesquisa
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4. Construcio das sondas
para Plasmodium vivax

Preparagdo para
RNA guia
(ctRNA)

Preparacdo do
RNA alvo
(ssRNA)

Deteccio
colateral da
Casl3a

As amostras utilizadas neste trabalho fazem parte do projeto “Casos sintomaticos e

assintomaticos de infeccdes pelo virus Zika: estudo de caracteristicas virologicas e da resposta

imune em uma populagdo da Amazonia Ocidental Brasilerira”, aprovado pelo comité de ética
sob numero CAAE 56745116.6.0000.5016. Os pacientes foram atendidos e as coletas das

amostras realizadas no Hospital Adventista de Manaus (HAM) localizado na cidade de Manaus,

Amazonas.

4.3. Linhagens bacterianas

As linhagens hospedeiras utilizadas foram:

— Escherichia coli TOP10: F’ [lacIqTn10(telR)=mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZA M
15 AlacX74 recAl deoR araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Str®) endAl nupG

(Invitrogen™). Esta linhagem possibilitou a realizacdo de manipulagdes genéticas, como a

propagacao e multiplicacdo de DNAs plasmidiais de expressao;
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— Escherichia coli Rosetta-gami B(DE3): F—ompT hsdSB (rB—-mB-) gal dcm lacY1l
ahpC (DE3) gor522:Tn10 trxB pRARE (CamR, KanR, TetR (Novagen™. Esta linhagem
foi empregada para os ensaios de inducdo com a proteina recombinante.

— Escherichia coli BL21 (DE3): F-ompthsds,(Rs-, m.-)gal dcm (DE3) (Thermo
Scientific™). Esta linhagem também foi empregada para testes de expressdo da proteina

recombinante.

4.4. Plasmideo

Para o desenvolvimento do trabalho, o plasmideo utilizado nas manipulag¢fes genéticas
foi o pC013 - huLwCasl13a (Addgene). Este plasmideo de expressao tem cerca de 9.5 kb e
apresenta o gene LwCas13a que codifica a proteina Casl3a, oriundo da bactéria Leptotrichia

wadeii (Figura 1).
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Figura 4: Mapa do vetor de expressdo pC013 - huLwCas13a com o gene LwCas13a. Fonte: Addgene.
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4.5. Obtencéo do plasmideo pC013-huLwCasl13a

4.5.1. Preparo de célula competente E. coli TOP 10

Antes da realizacdo da transformacdo, foi preparada a célula competente de E. coli
TOP 10 ap0s sucessivas lavagens com glicerol 10,0%, para tornar-se apta para receber DNA
exogeno por meio eletroporagdo. Para isso, uma Unica col6nia da bactéria foi inoculada em 3
mL de meio LB liquido e levada ao shaker a 37°C overnight. Decorrido este periodo, a cultura
que foi inoculada em 300 mL de LB (sem antibioticos) e mantido em agitacdo até atingir
0.D600 =0,7. Apds, o frasco contendo a cultura foi esfriado no gelo por 30 minutos e entdo a
cultura foi dividida em tubos cada um com 50 mL de capacidade e centrifugados a 3.500 g por
10 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado imediatamente e as células ressuspendidas
gentilmente até soltar e dissolver o pellet, usando 10 mL de glicerol 10% estéril e gelado. Em
seguida ocorreu nova centrifugacdo a 3.500 g por 8 minutos, descartado o sobrenadante e
ressuspendido novamente em 10 mL de glicerol 10% gelado e estéril. Estas lavagens foram
repetidas por mais 4 vezes centrifugando as células. O pellet foi ressuspendido em 15 mL de
glicerol 10% gelado e estéril, centrifugado e agora ressuspendido em 1 mL de glicerol 10%
gelado e estéril. As células competentes foram aliquotadas em volume de 50 uL e congeladas

imediatamente em nitrogénio e estocadas em freezer na temperatura de -80°C.

4.5.2. Transformacao bacteriana de E. coli TOP 10

As bactérias competentes TOP10 foram retiradas do freezer -80 e deixadas
descongelando em banho de gelo por 10 minutos, foi transferido 1 uL do DNA plasmidial
pC013 para o tubo contendo 50 pL da bactéria, repassando a mistura para uma cubeta de 1mm,
a qual foi incubada no gelo por 5 minutos. Foi aplicado um pulso de 1900 kV em aparelho de
eletroporacgéo (Electroporator 2510) e imediatamente ap6s o pulso elétrico adicionou-se 500 pL
de meio LB liquido, apoés isso, foi transferindo o contetdo para um microtubo de 1,5 mL.
Incubou-se a 37°C por 1 hora com agitacdo lenta para estabilizacdo. Em seguida, aliquotas de
100 pL do sistema foram plaqueadas em LB-4gar contendo ampicilina (200 pg/mL) e incubadas

invertidas em estufa a 37°C por 16 horas.
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4.5.3. Extracéo de DNA plasmidial

A extracdo e purificacdo do DNA plasmidial da coldnia transformada foi realizada
através do Plasmid Mini, Midi and Maxi Kits (Qiagen®), seguindo as recomendacdes do
fabricante. Uma coldnia contendo o plasmideo com o gene de interesse foi utilizada como
in6culo em 100 ml de meio LB liquido suplementado com 50 pg/mL de ampicilina sendo
mantida sob agitacdo 150 pm, a 37°C, por 16 horas. Em seguida, uma fracdo da amostra foi
sedimentada por meio de centrifugacdo a 6.000 x g, a 4°C, por 15 minutos. O sobrenadante foi
removido e o precipitado bacteriano foi entdo utilizado para a extragdo de DNA plasmidial. O
protocolo de purificacdo do kit baseia-se na técnica modificada de lise alcalina pela adi¢do dos
tampdes P1, P2 e P3, seguida pela ligacdo do DNA plasmidial a resina de troca-aniénica Qiagen
previamente equilibrada com tampdo QBT. Proteinas, RNA, pigmentos e impurezas de baixo
peso molecular sdo removidos por meio de duas lavagens com tampéo QC de média salinidade.
O DNA ¢ eluido pelo tampdo QF de alta salinidade e, entdo, concentrado e desalinizado por
meio de precipitacdo em isopropanol e lavagem com etanol 70%. O DNA resultante foi diluido

em agua nuclease-free. A quantificacdo foi feita através do BioDrop-uLITE.

4.6. Obtencéo da proteina recombinante LwCasl3a

4.6.1. Escolha da melhor linhagem bacteriana

Os procedimentos empregados no preparo da célula competente e transformacéo de E.
coli (DE3): Rosetta-gami e BL21 foram os mesmos descrito nos procedimentos para células
TOP10 (secdo 5.3.1 e 5.3.2). Apos a transformacao, aliquotas de 100 pL do sistema foram
plaqueadas em LB-&gar contendo ampicilina (50 pg/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL) e

incubadas invertidas em estufa a 37°C por 16 horas.

4.6.2. Ensaios de expressdo da proteina recombinante

Para realizar os testes de expressdo, foram feitos pré-inéculos com as coldnias
resultantes da transformacéo, estas foram analisadas e isoladas individualmente em 4 tubos
contendo cada um 3mL com LB liquido suplementado com os antibidticos ampicilina e

cloranfenicol e crescidas em overnight a 37°C sob agitacao a 150 rpm.
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Os pré-indculos foi diluido em 1 litro de meio LB liquido contendo os antibidticos
apropriados e incubado a 37°C sob agitacdo a 150 rpm, até a cultura atingir uma densidade
Optica entre 0,6 e 0,7 com comprimento de onda de 600nm. Ao atingir o ponto de crescimento,
0s testes de expressao da proteina foram realizados pela suplementacdo com IPTG e lactose, 0
crescimento foi mantido durante os periodos de 3 e 16 horas em temperatura de 21° e 37°C.
Apos isso, as celulas foram centrifugadas a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C, o precipitado

com as bactérias (pellet) foi armazenado no freezer (-20°C) e o sobrenadante descartado.

4.6.3. Lise bacteriana e andlise da expressdo proteica em gel de SDS-PAGE

O pellet celular foi ressuspendido em 50 mL do tampéo de lise (20 mM Tris-HCI, 500
mM NaCl, 1 mM DTT, pH 8.0). Em seguida, as células foram submetidas a cinco ciclos de
sonicacdo (Processador Ultrassénico UP100H) por um periodo de 30 segundos, seguidos de 30
segundos de descanso permanecendo no gelo durante todo processo. Apds a lise, o sistema foi
centrifugado durante 20 minutos a 4 ° C a 14.000 rpm. O sobrenadante foi transferido para outro
tubo e filtrado através de um filtro Stericup de 0,22 um (EMD Millipore).

Ap0s isso, o0 sobrenadante foi analisado por gel de eletroforese SDS-PAGE 12%,
preparado conforme Laemmli (1970) e Sambrook (1989). A amostra foi aplicada diretamente
no gel e preparada com tampéo de amostra 2x (1,5 M Tris pH 6.8, glicerol 25%, SDS 7%, 2-
mercaptoetanol 12%, azul de bromofenol 0,25%) e aquecida por 5 minutos a 95°C. A corrida
foi feita em tampdo de corrida tris/glicina/SDS, com voltagem a 140 V com duragdo de
aproximadamente 1 hora.

Posteriormente, o gel foi retirado do sistema, sendo corado com a solugéo
PhastGel® Blue R por 15 minutos e em seguida foi descorado em uma solugdo descorante até a
visualizacdo das bandas de proteina. Ap6s a coloracdo do gel, este foi visualizado no
fotodocumentador iBright FL1000 (Invitrogen™) para verificar o rendimento e a expressao da
proteina nas linhagens escolhidas. O sobrenadante contendo o extrato proteico foi submetido a

purificacdo da proteina de interesse.
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4.6.4. Purificacdo da proteina recombinante

O sobrenadante obtido apds a expressdo foi primeiramente purificado utilizando a
cromatografia de afinidade com a coluna contendo Strep-Tactin Sepharose (StrepTrap™ HP 1
mL) em afinidade a cauda de Twin-Strep-tag (24 aminoacidos) inserida na proteina
recombinante. A coluna foi inicialmente lavada com 5 VVC (volume da coluna) de 4gua destilada
e equilibrada em 5 VC de tampéo de lise frio (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, 1 mM DTT,
pH 8.0) a 1 mL/min. Apds o equilibrio, coluna foi carregada com o sobrenadante da lise
contendo a proteina de interesse, e posteriormente a coluna foi lavada com 5 a 10 VC com
tampdo de lise. A coluna foi ressuspendida em 2 VVC de tampéo de digestdo (Tris-HCI 30 mM,
NaCl 500 Mm, DTT 1mM, SUMO protease 250U, pH 8,0) e o sobrenadante ficou em contato
com o tamp&o na resina por cerca de 16 horas a 4°C. Posteriormente, a solugéo clivada contendo
Cas13a sem marcacdo foi eluida em 4 VVC com tampdo de lise e as fragdes foram coletadas em
microtubos de 1 mL. Em seguida, a coluna foi lavada em 4 VC com tampao de lavagem (2,5
mM destiobiotina em tampéo de lise) para retirada da cauda Twin-Strep-SUMO ligada a resina
e regenerada aplicando 5 VC de 1 mM HABA para remocéo da destiobiotina. A purificacéo foi
analisada em SDS-PAGE 12% e as fra¢Oes contendo Cas13a foram reunidas e concentradas na
coluna Amicon®Ultra 100 kDa (Millipore).

Em seguida, a proteina concentrada foi carregada em uma coluna de filtracdo em gel
via FPLC. A coluna de cromatografia de excluséo por tamanho (Superdex® 200 Increase
10/300 GL, GE) foi equilibrada com 5 VC de tampéo de exclusédo (HEPES 10 mM pH 7,0,
MgCl> 5 mM, NaCl 1M, DTT 2 mM) a 0,75 mL / min. A amostra foi aplicada em cromatografia
de excluséo de tamanho, seguido de eluicdo em 1 VC, lavada com 1 VC e equilibrada com 2
VC. As fragbes contendo pico foram analisadas em SDS-PAGE 12% e posteriormente foram
concentradas e armazenadas tampédo em tampéo de Armazenamento (NaCl 600 mM, Tris-HCI
50 mM, pH 7,5, glicerol a 5%, DTT 2 mM) e congeladas a -80. A concentragdo de proteinas
foi determinada através do método de Bradford utilizando-se a solucéo albumina de soro bovino
(BSA) como padrdo (BRADFORD, 1976).
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4.6.5. Andlise por “Western Blot”

A confirmacdo da purificacdo foi realizada pela técnica de Western Blot, segundo
TOWRBIN et al., (1979). Para isso, a amostra purificada foi separada por eletroforese SDS-
PAGE 12% e transferida para membrana de nitrocelulose (Millipore) embebida em tampé&o de
transferéncia (48mM Tris, 39mM glicina, 0,02% SDS e 20% metanol). O sistema foi colocado
em uma cuba especifica para eletrotransferéncia (Trans-Blot SD semi-dry system, Bio-Rad)
sendo submetido a uma voltagem constante de 10 V durante 60 minutos. Apds a membrana ser
retirada do sistema, realizou-se a revelagdo utilizando kit comercial Western Breeze®

(Invitrogen), seguindo as recomendac@es do fabricante.

4.7. Construgéo das sondas para ZIKV

4.7.1. Preparacdo para RNA guia (crRNA)

Os moldes do crRNA foram produzidos a partir de oligonucleotideos de DNA de fita
simples (Tabela 1). Os oligonucleotideos especificos para 0 crRNA de virus zika foram
desenhados com base no protocolo de Kellner et al., (2019) e sintetizados pela empresa IDT
biosciense (Integrated DNA Technologies).

Tabela 1: Oligonucleotideos para construcdo do RNA guia (crRNA) para virus ZIKV

Oligonucleotideos Sequéncia N°

Forward 5'- AAG GCA AAC TGT CGT GGT TCT AGG GAG TGT
TTT AGT CCCCTTCGT TTT TGG GGT AGT CTA AAT CCC 89
CTATAGTGAGTCGTATTAATT TC -3’

Reverse 5'- GAA ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA
TTT AGA CTA CCC CAA AAA CGA AGG GGA CTA AAACAC 89
TCCCTAGAACCACGACAGTTTGCCTT -3’

Virus Zika
Gene poly

* Obs: Sequéncias destacadas em negrito referem-se ao promotor da enzima T7.

Os dois oligonucleotideos referentes ao crRNA foram aquecidos juntos (concentracao
final: 10 uM cada) em um microtubo por 1 minuto a 95°C e posteriormente colocados a 4°C

por 5 minutos. O DNA de fita dupla produzido foi entdo incubado para transcri¢éo in vitro com
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a polimerase T7 a 37°C em durante a noite no termociclador utilizando o T7 RNA Polymerase
Kit (Cellco) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Os crRNAs foram purificados usando RNAXP clean beads (Beckman Coulter) a uma
razdo de 2 X para o volume de reacdo, com uma suplementacdo adicional de 1.8 X de
isopropanol a 100% (Sigma). Apos a purificacdo, o crRNA foi analisado por SDS-PAGE
corado com nitrato de prata (Herring et al., 1982), quantificado por espectrofotometria

(BioDrop-pLITE) e armazenado em -80

4.7.2. Preparagdo do RNA alvo (ssRNA)

Para extracdo de RNA das 5 amostras utilizadas neste estudo foram realizadas com o
kit comercial QIAamp Viral RNA mini kit (QIAGEN) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Apds extracdo, dez nanogramas de RNA de virus Zika foram transcritos pela
primeira vez com o kit SuperScript™ Il Reverse Transcriptase (Invitrogen), de acordo com as
instrugcOes do fabricante. Dois microlitros da reacdo reversa foram amplificados com Taq Pol
DNA Polymerase (Cellco) de acordo com as instrucdes do fabricante. As condicGes de PCR
foram de 10 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de 40 segundos a 95°C, 40 segundos a 58°C,
1 minuto a 72°C e um passo final de 5 minutos a 72°C. Os primers especificos utilizados neste
estudo para ZIKV foram desenhados com base nas sequéncias do protocolo Kellner et al.,
(2019) adicionados de regido promotora T7 os antecedendo e as sequéncias dos oligonucleotideos

foram sintetizados pela empresa IDT bioscience (Integrated DNA Technologies) (Tabela 2).

Tabela 2: Oligonucleotideos utilizados para amplificar o fragmento do sequenciais especificas de ZIKV

Oligonucleotideos Sequéncia N°
Forward 5'- GAA ATT AAT ACG ACT CAC TAT AGG GGA 50
Virus zika CAC CGG AACTCCACACT -3
Gene poly
Reverse 5'- GCC AGA GGA CAGCCTTCCC -3’ 30

* Obs: Sequéncias destacadas em negrito referem-se ao promotor da enzima T7.
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Ao final da reacgdo, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampéao TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8,5, EDTA 1 mM), corado com
solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL). A corridas foram feitas em tampdo TAE, sob
voltagem de 90 V por 30 minutos. O gel foi visualizado e documentado pelo sistema iBright
FL1000 (Invitrogen™). O padrdo de massa molecular usado no gel de agarose foi 0 3 Kb Mid
Range DNA ladder (Cellco).

Os produtos de amplificacdo de PCR foram transcritos pela polimerase T7 mediante
incubacéo a 37°C em overnight no termociclador utilizando o T7 RNA Polymerase Kit (Cellco)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Os RNAs alvo produzidos foram purificados com o
MEGAclear™ Kit (Thermo Fisher), por meio de tubos de coleta e eluicdo livres RNase
fornecidos com o kit. Apds a purificagdo, o RNA foi analisado por SDS-PAGE corado com
nitrato de prata (Herring et al., 1982), a concentracdo das amostras foi realizada por

espectrofotometria (BioDrop-uLITE) e armazenadas em -80.

4.8. Construcao das sondas para Plasmodium vivax

4.8.1. Preparacdo para o RNA guia (crRNA)

Os oligonucleotideos especificos para 0 crRNA de Plasmodium vivax foram
desenhados baseado no protocolo de Kellner et al., (2019) e sintetizados pela empresa IDT
biosciense (Integrated DNA Technologies). Foi acrescentado nos oligonucleotideos reverse a
sequéncia promotora para enzima T7. As sequéncias dos crRNA utilizadas estdo descritas na
Tabela 2.

Tabela 3: Oligonucleotideos para construgdo do RNA guia (crRNA) para P. vivax

Oligonucleotideos Sequéncia N°
Forward 5'- GGG AAG AAA TTA AAA GAT AGT TTT AGT CCC
CTTCGTTTT TGG GGT AGT CTA AATCCCCTATAGTGA 75

) ) GTC GTATTA -3’
Plasmodium vivax

Gene pvmdr-1 Reverse 5'- TAA TAC GAC TCACTA TAG GGG ATT TAG
ACT ACC CCA AAA ACG AAG GGG ACT AAAACT ATCTTT 75
TAATTTCTT CCC -3

* Obs: Sequéncias destacadas em negrito referem-se ao promotor da enzima T7.
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Os dois oligonucleotideos referentes ao crRNA foram aquecidos juntos (concentracdo
final: 5 uM cada) em um microtubo por 1 minuto a 95°C e posteriormente colocados a 4°C por
5 minutos. O DNA de fita dupla produzido foi entdo incubado para transcri¢do in vitro com a
polimerase T7 a 37°C em durante a noite no termociclador utilizando o T7 RNA Polymerase
Kit (Cellco) de acordo com as instrucdes do fabricante.

Os crRNAs foram purificados usando RNAXP clean beads (Beckman Coulter) a uma
razdo de 2 X para o volume de reacdo, com uma suplementacdo adicional de 1.8 X de
isopropanol a 100% (Sigma), de acordo com as instrucGes do fabricante. Apos a purificacdo, o
crRNA foi analisado por SDS-PAGE corado com nitrato de prata e a concentracdo das amostras

foi realizada por espectrofotometria (BioDrop-uLITE) e armazenadas em -80.

4.8.2. Preparacédo do RNA alvo (ssRNA)

Para extracdo do DNA gendmico de Plasmodium vivax utilizou-se o kit QlAamp DNA
Mini Kit (QIAGEN), de acordo com as instru¢bes do fabricante. Apds a extracdo, o DNA
referente a sequéncia alvo de P. vivax foi amplificado por Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Para reacdo, utilizou-se a Taq Pol DNA Polymerase (Cellco) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os primers especificos utilizados neste estudo para Plasmodium vivax
foram desenhados com base nas sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov). A sequéncia dos oligonucleotideos foram construidas utilizando o
programa Primer-Blast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) e sintetizados pela empresa
IDT bioscience (Integrated DNA Technologies), com uma sequéncia promotora T7 as

antecedendo (Tabela 4).

Tabela 4: Oligonucleotideos utilizados para amplificar o fragmento do sequenciais especificas de P. vivax

Oligonucleotideos Sequéncia N°
Forward 5'- TAATAC GAC TCACTA TAG GAG CATCTT 39
Plasmodium vivax ACG CGTTTG GTT-3'
Gene pvmdr-1
Reverse 5-TGG AGT TGC TAA AGA GAA GTG GG-3' 23

*Obs: Sequéncias destacadas em negrito referem-se ao sitio da enzima T7.
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A programacéo da reacdo de polimerizacdo foi composta desnaturacédo inicial a 95°
por 10 minutos, seguida de 30 ciclos passando pelas etapas de desnaturagdo a 95°C por 40
segundos, anelamento dos iniciadores com as fitas moldes na temperatura de 58°C por 40
segundos, extensao das novas fitas 1 minuto a 72°C e um passo de extensdo final de 5 minutos
a 72°C. Ao final da reacdo a mesma foi interrompida por resfriamento a 4°C.

Ao final da reagéo, os produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1% em tampdo TAE (Tris-Acetato 40 mM pH 8,5, EDTA 1 mM), corado com
solucdo de brometo de etidio (0,5 pg/mL). A corridas foram feitas em tampdo TAE, sob
voltagem de 90 V por 30 minutos. O gel foi visualizado e documentado pelo sistema iBright
FL1000 (Invitrogen™). O padrdo de massa molecular usado no gel de agarose foi 0 3 Kb Mid
Range DNA ladder (Cellco).

Os produtos de amplificacdo de PCR foram transcritos pela polimerase T7 mediante
incubacéo a 37°C em overnight no termociclador utilizando o T7 RNA Polymerase Kit (Cellco)
de acordo com as instrugdes do fabricante. Os RNAs alvo produzidos foram purificados com o
MEGAclear™ Kit (Thermo Fisher), por meio de tubos de coleta e eluicdo livres RNase
fornecidos com o kit. Apds a purificagdo, 0 RNA foi analisado por SDS-PAGE corado com
nitrato de prata (Herring et al., 1982), a concentracdo das amostras foi realizada por

espectrofotometria (BioDrop-uLITE) e armazenadas em -80.

4.9. Deteccgao colateral da Cas13a

Os ensaios de deteccao foram realizados com 63 pg/mL de proteina Cas13a purificada,
10 ng /uL de crRNA purificado, 1M de Hepes, 40 U /uL de RNase Inhibitor (New England
BioLabs), 8 UM de RNA reporter fluorescente (RNAse Alert v2, Thermo Scientific) e
concentragcOes variadas de RNA alvo purificado. Foram ainda realizados ensaios utilizando
guantidades variadas de dsDNA amplificado por PCR, adicionando no ensaio 25 mM de mix
rNTP, 1M de MgClz e 5 U/ pL T7 RNA Polimerase (Cellco).

As reacOes foram preparadas em gelo e cobertas com folha de aluminio para proteger
0 RNA reporter fluorescente da exposicdo a luz, as reacdes foram rapidamente agitadas em

vortex e centrifugadas usando centrifugador de placas por 10 segundos em temperatura
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ambiente. Ap0Os a preparacao da placa, as amostras foram colocadas no leitor de placas de
fluorescéncia StepOnePlus (Applied Biosystems, EUA). A aquisicdo dos dados de
fluorescéncia foi monitorada por 3 horas a 37°C com um intervalo de 5 minutos entre aquisicoes

dos dados de cada poco.
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RESULTADOS
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5.1. Obtencao da proteina recombinante LwCasl3a
5.1.1. Ensaios de inducéo da proteina recombinante LwCasl3a

Visando otimizar a expressdo proteica para obtencdo de maior rendimento da proteina
LwCas13a, foram realizados inicialmente testes de inducdo em duas diferentes linhagens
bacterianas de E. coli (DE3): BL21 e Rosetta-gami, utilizando os indutores lactose (10g/L) e
IPTG (0.5 uM) nos periodos de 3 e 16 horas em temperatura de 37°C, respectivamente.
Passados os periodos de inducdo, os extratos proteicos foram analisados em gel de
poliacrilamida seguida de coloracdo Coomassie Blue. Na figura 5A é possivel observar um gel
SDS-PAGE a 12% obtido apds submeter as amostras a condicdes desnaturantes das fracdes
sollveis, no entanto, nenhuma expressdo diferenciada na regido de aproximadamente 138,5
kDa foram observadas.

Diante da expressdo negativa da proteina de interesse por SDS-PAGE, as fra¢es
foram analisadas por western-blot utilizando o anticorpo monoclonal anti-strep, contudo,
através desse ensaio observamos que a proteina recombinante estava sendo bem expressa na
linhagem Rosetta-gami nas diferentes condi¢des, embora na canaleta 8 (Rosetta + IPTG +
lactose) foi obtido em menor rendimento, enquanto aos ensaios de inducles referentes a
linhagem BL21 (DE3) ndo foram detectadas a producdo da proteina recombinante pela técnica
de western-blot. Pode-se observar ainda nas canaletas duas bandas muito proximas de expressao

da proteina, o que pode justificar com sendo produtos de clivagem (Fig. 5B).
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Figura 5: Analise das diferentes condigdes de indugdo da proteina LwCas13a. A: SDS-PAGE 12% - M: marcador
PageRuler™ Ladder de peso molecular 250 kDa (Thermo Scientific); canaleta 1: Linhagem BL21, indu¢do com IPTG por
3 horas; canaleta 2: Linhagem Rosetta, inducdo com IPTG por 3 horas; canaleta 3: Linhagem BL21, inducdo com lactose
por 3 horas; canaleta 4: Linhagem Rosetta, inducdo com lactose por 3 horas; canaleta 5: Linhagem BL21, indu¢do com
IPTG por 16 horas; canaleta 6: Linhagem Rosetta, indu¢do com IPTG por 16 horas; canaleta 7: Linhagem BL21, inducéo
com lactose por 16 horas; canaleta 8: Linhagem Rosetta, indugdo com lactose por 16 horas. B: Analise por western-blot
com as respectivas ordens de inducdo nas canaletas citadas em SDS-PAGE.

Porém, com o rendimento aparentemente satisfatério nas inducées obtidas na linhagem
E. coli Rosetta, optamos por trabalhar a expressdo com IPTG por 16 horas, entretanto, duas
adaptacbes no procedimento foram empregadas para aumentar a quantidade de proteina
LwCasl13a induzida. Estas adaptagcfes envolveram o aumento da concentracdo de IPTG para
0,5 mM e a diminuicdo da temperatura para 21°C, enquanto o periodo de indugdo de 16 horas
se fez necessario para alcancar quantidade suficiente de proteina para sua visualiza¢éo por SDS-
PAGE. Observa-se na figura 6 a presenca de uma banda mais espessa nas fracdo soluvel
apresentada canaleta 1 com o tamanho esperado para a proteina LwCas13a, aproximadamente
138,5 kDa, revelando melhoria na metodologia de expressdo adotada, apesar de na canaleta 2
ter sido também observado a presenca da proteina na fracdo insoltvel do sistema de expresséo,
indicativo de que um processo de otimizagdo da lise celular poderia ser empregado durante 0s

experimentos.
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Figura 6: Analise em gel SDS-PAGE 12% da expressdo de
LwCas13a induzida com 0,5 mM de IPTG a 21°C por 16 horas. M:
marcador PageRuler™ Ladder de peso molecular 250 kDa (Thermo
Scientific); canaleta 1: lisado celular ap6s indugdo; canaleta 2 -
pellet (a seta indica a banda referente a expressao da proteina).
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As fracBes soluveis foram, entdo, empregadas para a etapa de purificacdo da proteina
recombinante. A produgdo em maior escala da proteina em E.coli Rosetta foi realizada depois
de otimizado o processo de inducgdo, cuja quantidade foi suficiente tanto para as etapas de

purificacdo quanto para os subsequentes ensaios de deteccao.

5.1.2. Purificacdo da proteina recombinante LwCasl3a
A analise da purificacdo da proteina recombinante ocorreu por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE). Na figura 7A, nas canaletas 4 e 5 é possivel a visualizacao
de uma forte banda do tamanho esperado para proteina LwCas13a purificada a partir da fracdo
soltvel por cromatografia de afinidade usando a resina StrepTactin Sepharose. A proteina foi
purificada a partir de 50 mL de extrato bruto soltvel, resultante do cultivo de 1 litro de meio

LB liquido inoculado com o clone recombinante demonstra grande producéo da LwCas13a.
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A diferenca observada no peso molecular da banda correspondente a LwCas13a nas
canaletas 4 e 5 se deve ao efeito da digestdo com a protease SUMO. A banda espessa vista na
canaleta 4 corresponde a purificacdo com clivagem da marcacdo TwinStrep—SUMO, resultando
em uma proteina com peso molecular de aproximadamente 126,5 kDa, enquanto a banda da
canaleta 5 corresponde a purificagdo com eluigéo por destiobiotina, sem clivagem da marcagéo,
permanecendo com 0 mesmo tamanho molecular inicial.

A revelacdo de um Western-blot utilizando anticorpo monoclonal anti-strep-tag
(Sigma) confirmou a proteina recombinante estava sendo expressa devido ao reconhecimento
da fusdo TwinStrep pelo anticorpo anti-strep, embora nas canaletas 1,2,3 e 5 nota-se que 0s
fragmentos obtidos possam ser produtos da clivagem sofrida pela proteina de interesse, além

de que foi possivel comprovar na canaleta 4 a digestéo da marca¢do TwinStrep—SUMO (Figura

7B).
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Figura 7: Analise da purificacdo da proteina recombinante LwCas13a. A: SDS-PAGE 12% da purificagdo por
cromatografia de afinidade. B: Anélise por Western-blot com anticorpo anti-strep. M — Marcador PageRuler™
Ladder de peso molecular 250 kDa (Thermo Scientific); canaleta 1 — sobrenadante de lisado celular ap6s
inducao; canaleta 2 - pellet celular; canaleta 3 — sobrenadante ap6s coluna StrepTactin; canaleta 4 — fracdo
eluida ap6s clivagem com a protease SUMO e caneleta 5 — fragdo sem clivagem com protease SUMO.

Como segunda etapa na purificacdo da LwCas13a, foi proposta a gel filtracéo da fracéo
ap6s SUMO obtida da cromatografia de afinidade a resina StrepTactin Sepharose. A proteina
foi encontrada nas frac@es iniciais do gel filtracdo devido ao seu tamanho da massa molecular

na ordem 126,5 kDa. As canaletas contendo pico foram analisadas em SDS-PAGE 12% e
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observa-se que na canaleta 2 apresentou a maior quantidade de proteinas, enquanto na fragédo 3
apresentou em menor concentracdo (Fig. 8). Apds os passos para confirmacao da purificagéo,
a amostra contendo a proteina de interesse foi concentrada em coluna de Amicon®Ultra 100

kDa (Millipore), obtendo ao fim em uma Unica amostra a concentracdo em 3,08 mg/mL.
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Figura 8: SDS-PAGE 12% da purificagdo por cromatografia gel
filtracdo. M — marcador PageRuler™ Ladder de peso molecular 250 kDa
(Thermo Scientific); canaletas 1-3 — fra¢des contendo a LwCas13a.

5.2. Obtencao das ferramentas para deteccéo de ZIKV
5.2.1. RNA guia (crRNA)

A fim de observar a integridade e qualidade da purificacdo do crRNA, os nucleotideos
foram submetidos a analise por eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% corado com nitrato
de prata. A purificacdo foi realizada utilizando o kit RNAXP clean beads (Beckman Coulter),
seguindo-se a metodologia descrita pelo fabricante. Pode-se observar na figura 4, um produto
integro, onde crRNA aparece no tamanho esperado, entre 89 kb, embora tenha sido encontrado
duas bandas inferiores 0 que presumimos que sejam resultantes de produtos de transcri¢éo pela
enzima T7 (Fig. 9). O rendimento do crRNA foi analisado por espectrofotometria, partindo-se

de 1pL do material do crRNA purificado que teve uma média de 2111,7 ng/pL.
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Figura 9: Qualidade do crRNA em SDS-PAGE 12%
corado com nitrato de prata. M — Marcador FastRuler
DNA Ladders Low range (Thermo Scientific) e canaleta
1 — crRNA purificado (a seta indica a banda referente ao
tamanho exato do crRNA).

5.2.2. dsDNA alvo

Para realizar os testes de deteccdo a partir de dsSDNA, o mRNA de ZIKV foi extraido
e submetido a reagdo de transcricdo reversa (RT) em diferentes concentra¢fes. Apds a obtencéo
de cDNA a partir do mRNA de zika, foram realizadas PCR utilizando-se o respectivo cDNA
como molde e primers desenhados com base na sequéncia obtida por GOOTENBERG et al.
(2017). Os produtos desta reacdo foram analisados através de eletroforese em gel de agarose
2%, resultando em fragmentos de 172 pares de bases, e estas se encontram integras, com poucos
arrastes e pouquissimas contaminac@es. Observa-se na figura 10A, nas canaletas de 1 a 5
apresentaram uma diminui¢do gradativa na intensidade das bandas devido a diminuicdo nas
concentracBes de cDNA adicionado as reacOes, respectivamente. Em seguida, realizamos
reacOes de transcricao reversa e amplificacdo de cDNAs de amostras clinicas a partir de mMRNAs
extraidos de ZIKV (Fig. 10B).
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Figura 10: Anélise por eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de amplificacdo por PCR de
dsDNA. A: M — Marcador 1kb DNA Ladder (Cellco); 1-5 — amplificacdo de cDNA a partir de
concentragBes variadas de mMRNA de ZIKV. B: M — Marcador 1kb DNA Ladder (Cellco); 1-5 amplificacdo
de dsDNA a partir de amostras clinicas de mMRNA de ZIKV.

5.2.3. RNA alvo (ssRNA)

Para realizar os ensaios com deteccéo a partir de sSSRNA, os produtos de cDNA foram
transcritos por T7 por 16 horas, purificados e submetidos a analise por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12% corado com nitrato de prata. Observar-se na canaleta 2, um produto
integro, onde ssRNA aparece no tamanho esperado, entre 172 kb (Fig. 11). O rendimento do

RNA alvo foi analisado por espectrofotometria, obtendo uma média de 105 ng/pL.
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Figura 11: Qualidade do RNA alvo em SDS-PAGE 12% corado com nitrato
de prata. M — Marcador FastRuler DNA Ladders Low range (Thermo
Scientific); canaleta 1 — crRNA e canaleta 2 — RNA alvo purificado (a seta
indica a banda referente ao tamanho exato do RNA alvo).
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5.3. Otimizacéao dos ensaios para ZIKV

5.3.1. Deteccdo utilizando ssRNA

Inicialmente, a atividade de clivagem colateral da CRISPR/Casl13a e a sensibilidade
de deteccdo ao RNA alvo foram examinadas pela primeira vez. A proteina LwCasl3a
juntamente com o crRNA que visam reconhecer 0 mRNA de virus zika, RNA fluorescente
RNaseAlert v2, inibidor de RNase e duas concentrag6es distintas de sSRNA purificados de virus
zika foram incubados por 3 horas a 37°C. Para o controle negativo, ndo foram adicionados
oligos de virus Zika, o que demonstrou uma degradacéo inespecifica de fundo correspondente
ao RNaseAlert (background). Em contraste, observamos nos ensaios que continham ssRNA na
mistura, a medida que a concentracdo de sSRNA aumentou consequentemente os niveis de
intensidades de florescéncia também aumentou, indicando ser diretamente proporcional as
concentracGes de RNA alvo (Fig. 12). Além disso, descobrimos a partir deste ensaio, que a
proteina LwCas13a ndo exibia nenhuma atividade de RNAse inespecifica, 0 que nos permitiu

prosseguir com 0s ensaios posteriores de deteccéo.
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Figura 12: Medicdo cinética por fluorescéncia da atividade de LwCas13a utilizando concentragdes diferentes de RNA
alvo pré amplificado. A menor concentrago obteve menor intensidade de fluorescéncia (100 ng/uL), enquanto em maior
concentragdo (500 ng/pL) houve um aumento significativo na intensidade de fluorescéncia.
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5.3.2. Deteccdo utilizando dsDNA

Como o mecanismo de CRISPR/Casl3a tem como alvo a molécula de RNA,
introduzimos no ensaio a enzima T7 usando como alvo o cDNA pré-amplificado, o que
possibilitou a etapa de transcricdo junto a LwCas13a em uma Unica reacdo. Para demonstrar a
sensibilidade do método proposto, uma série de concentracdes de dsSDNA foram aplicadas no
sistema, no entanto, pode-se observar que em menores concentragdes de dsDNA houve maior
nivel da intensidade de fluorescéncia, enquanto em maiores concentracdes de alvo houve uma

diminuigdo considerdvel de fluorescéncia no sistema de deteccdo pela LwCasl13a (Fig. 13).
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Figura 13: Medicao cinética por fluorescéncia da atividade de LwCas13a utilizando diferentes concentragdes de
cDNA pré amplificado no ensaio com transcricdo pela T7. As menores concentracGes de cDNA (85-87 ng/uL)
atingiram os maiores picos de fluorescéncia, enquanto as maiores concentragcdes obteram menores niveis (124-127

ng/uL).

5.3.3. Deteccdo utilizando amostras clinicas
Posteriormente, para avaliar a viabilidade da LwCasl3a em amostras clinicas foi
utilizado amostras extraidas de soro humano contaminado por ZIKV. Todas as 5 amostras
usadas foram previamente confirmadas por qRT-PCR quanto a presenca de RNA do virus Zika.
Notavelmente, os dados mostraram que o sistema foi eficiente em reconhecer e degradar RNA

alvo de ZIKV em todas as amostras testadas. Conforme observado na figura 14, pode-se ainda
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constatar que houve consisténcia com o0s resultados anteriores quanto aos niveis de

fluorescéncia desproporcional com as concentracfes de dSDNA aplicados aos ensaios.

12,000 ‘ 97 na/uL de cDNA
11,000 100 ng/pL de cDNA

128 na/ulL de cDNA
131 na/uL de cDNA
135 ng/uL de cDNA

6,000

5,000

Fluorescence

4,000

3,000

2,000

1,000

0 2 4 ] ] 10 12 14 16 18 2 2 24 2% 23 30 » 3 3

Cycle

Figura 14: Medicao cinética por fluorescéncia da atividade de LwCasl3a utilizando amostras clinicas pré

5.4. Obtencdo das sondas para maléria vivax
5.4.1. RNA guia (crRNA)

Apbs os oligonucleotideos de DNA referentes ao crRNA serem anelados, transcritos e
purificados utilizando o kit RNAXP clean beads (Beckman Coulter), as sequéncias de crRNA
foram submetidas em analise por eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12%
corado com nitrato de prata, a fim de observar a integridade e qualidade da transcricdo e
purificacdo. Pode-se observar na figura 15, um produto integro, onde crRNA aparece no
tamanho esperado, entre 75 kb, embora tenha sido encontrado duas inferiores o que presumimos
que sejam resultantes de produtos também de transcricdo pela enzima T7 (Fig. 4). O rendimento
do crRNA foi analisado por espectrofotometria, partindo-se de 1uL do material do crRNA

purificado que teve uma média de 2200,5 ng/uL.
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Figura 15: Qualidade do crRNA em SDS-PAGE 12% corado com nitrato
de prata. M — Marcador FastRuler DNA Ladders Low range (Thermo
Scientific) e canaleta 1 — crRNA purificado (a seta indica a banda
referente ao tamanho exato do crRNA).

5.4.2. RNA alvo (ssRNA)

Um total de 250 ng/ pL de DNA de Plasmodium vivax foram obtidos da extragéo a
partir de um volume de 5 mL de sangue coletado. Apos obtencdo do DNA, foi realizada PCR
utilizando-se o respectivo DNA e os primers referentes ao gene mdr-1. O produto desta reacédo
foi analisado através de eletroforese em gel de agarose 2% corado com brometo de etideo,
resultando em fragmento de aproximadamente 550 pares de base, observa-se um produto
integro e sem banda inespecifica (Figura 16).

Para realizar os ensaios com deteccéo a partir de SSRNA, os produtos de DNA foram
transcritos por T7 por 16 horas e purificados. O rendimento do RNA alvo foi analisado por

espectrofotometria, obtendo uma média de 8,5 ng/uL
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Figura 16: Analise por eletroforese em gel de agarose 2% dos
produtos de amplificagdo por PCR de dsDNA de malaria. M —
Marcador 3kb DNA Ladder (Cellco); canaleta 1: amplificacdo
de cDNA a partir de mRNA de Plasmodium vivax.

5.5. Otimizacao dos ensaios para maléria
5.5.1. Ensaios de deteccdo com alvos de maléria vivax

No teste de deteccdo para malaria vivax, as moléculas de ssSRNA purificadas foram
submetidas a diluicdes seriadas na base 10 para avaliar a capacidade de detec¢do de alvo no
método. Para isto, utilizou-se um pool da amostra de RNA como controle, em seguida foram
realizadas dilui¢Oes seriadas deste pool (1:10; 1:100; 1:1.000). Volume igual de tampédo TE foi
usado como controle negativo. No entanto, observar-se que as diluicbes aplicadas no ensaio,
inclusive o controle, ndo demonstraram aumento no nivel de fluorescéncia, indicativo de que
ndo houve reconhecimento pelo sistema CRISPR/ Cas13a ao alvo (Fig. 17). Ensaios posteriores
foram empregados com moléculas de DNA em diferentes concentra¢cdes nos ensaios visando

obter deteccéo, entretanto em nenhum houve resultados positivos (dados ndo mostrados).
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Figura 17: Medicdo cinética por fluorescéncia da atividade de LwCasl13a utilizando concentracdes diferentes de
MRNA de P. vivax.



6. DISCUSSAO

63



64

O diagnostico direcionado as doencas infecciosas é de grande relevancia médica
devido aos surtos recorrentes de infeccdo, sua rapida propagacao geogréafica e pela gravidade
das complicagdes clinicas (MAUK et al., 2017). Para o controle dessas infecgdes, é primordial
a identificac8o precisa e sensivel, de modo a estabelecer o correto tratamento dos pacientes e
medidas profilaticas direcionadas. Para tanto, o desenvolvimento da tecnologia CRISPR /
Casl3a (SHERLOCK) apresenta diversas vantagens sobre os diagnosticos moleculares
tradicionais, como os testes de amplificacdo de &cido nucleico (PCR) ou testes baseados em
antigenos, mostrando-se ndo ser menos eficiente que a reagdo em cadeia da polimerase com
transcricao reversa em tempo real (QRT-PCR) (GOOTENBERG et al., 2017, 2018; METSKY
etal., 2018).

Neste estudo produzimos testes de deteccdo baseado nesta tecnologia para alvos de
malaria vivax e ZIKV, explorando ainda avaliar seu desempenho em amostras clinicas. Para tal,
escolnemos o ortélogo Casl3a de Leptotrichia wadei (LwCasl3a) com base em sua
caracteristica de detec¢do com alta sensibilidade (50 pM) de RNA alvo, além de ndo exigir PFS
(protospacer flanking site), o que lhe permite clivar em qualquer sequéncia do alvo
(GOOTENBERG et al., 2017; KELLNER et al., 2019).

Na primeira parte do trabalho realizamos ensaios de indugao para obter uma proteina
recombinante LwCas13a altamente expressa, solivel e que possa ser purificada em grandes
quantidades para realizagcdo dos ensaios de deteccdo. Para isso, as linhagens de E. coli testadas
nesse trabalho foram as BL21 e Rosetta-gami sob diferentes condi¢des de cultivo. Apoés a lise
celular, foi observado em SDS-PAGE um bom rendimento volumétrico do produto
recombinante quando submetemos a linhagem E. coli Rosetta em resposta as combinagdes de
cultivo: a adicdo de 500 mM de IPTG, cultivo a 37°C por 16 horas. Um fator que pode ter
influenciado a produgdo da proteina recombinante LwCasl3a bem como as quantidades
acumuladas, estar nas combinagfes do vetor pC013 - huLwCas13a para a célula hospedeira,
combinacdes estas que podem estar no estresse da proteina interesse para a célula hospedeira,
0s niveis basais e induzidos da polimerase T7 na linhagem de expressdo, entre outros (JIA;
JEON, 2016; ROSANO; CECCARELLI, 2014). Além disso, nos resultados obtidos por
western-blot duas bandas foram reveladas, sendo que uma delas em tamanho aproximado de
138,5 kDa. A visualizacdo destas duas bandas sugere uma degradacédo por proteases durante o

processo de expressdo da proteina recombinante.
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Apds os ensaios de expressdo, prosseguiu-se com as etapas de purificacdo a partir da
fracdo soltvel. Deste modo, a proteina foi purificada pela primeira vez por cromatografia de
afinidade em coluna de streptavidina e, em seguida, sujeita a processamento a adi¢cdo da
protease SUMO para separar a etiqueta de fusdo TwinStrep—SUMO, proporcionando um
isolamento inicial da proteina de interesse de outras proteinas da cultura. Em analise por SDS-
PAGE e posteriormente por western-blot das fracGes eluidas, verificou-se a existéncia de

bandas de maior intensidade com peso molecular préximo da proteina LwCas13a (138,5 kDa).

Devido ainda restar uma quantidade significativa de proteinas contaminantes de baixa
massa molar, a fracdo com marcacdo digerida foi submetida a cromatografia por filtracdo em
gel. Esta segunda purificacdo eliminou principalmente os contaminantes de baixa massa molar
(abaixo de 100 kDa), pode-se observar em gel de SDS-PAGE 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 satisfatdria, uma vez que foram obtidos rendimentos comparaveis
na literatura utilizando um processo desenvolvido em menos etapas de purificagdo (COX et al.,
2017; GOOTENBERG et al., 2017). Além disso, foi demonstrado na literatura que a LwCas13a
pode ser purificada em uma Unica etapa e ainda ser utilizada Ni-Sepharose por possuir uma
cauda de histidina em sua etiqueta, 0 que poderia reduzir os custos e facilitar o processo
(SAVINOVA et al., 2018). Assim, consideraremos que ainda € possivel uma otimizacdo no

processo de purificacdo da proteina.

Simultaneamente a purificacdo de LwCasl13a, projetamos sequéncias de crRNA para
se ligar a sequéncia de 28 nucleotideos referentes ao RNA alvo de ZIKV, baseado no protocolo
de Kellner et al. (2019). Inicialmente, avaliamos a atividade especifica de LwCas13a montando
a reacdo com a molécula de ssRNA de ZIKV em duas concentragdes distintas e ambas
hibridizaram com o crRNA, onde foi possivel confirmar de forma quantitativa em relacdo das
abundancias de alvo. Como pode ser observado, em maior concentracéo (500 ng/uL) resultou
em ativacdo aumentada e acumulo do sinal mais rapido de fluorescéncia, onde foi possivel obter
a deteccdo do alvo em menos de 30 minutos (sexto ciclo). Inserimos aos ensaios um controle

negativo apresentando uma degradacdo basal inespecifica de fundo referente ao RNaseAlert
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(background), o que nos confirmou ser inevitavel remover ou inativar todas as RNases apesar
de conter o inibidor de RNase na reagdo. Nossos resultados estdo em concordancia com os
dados referentes ao controle negativo foram consistentes com os resultados publicados
anteriormente por Savinova e colaboradores (2018).

Com a obtencdo dos resultados positivos, prosseguimos com 0s ensaios avaliando
concentracOes variadas de dsDNA no sistema, onde foi observado que todas as concentracdes
apresentaram resultados positivos. Para confirmar sua utilidade clinica, das 5 amostras positivas
pelo gRT-PCR, todas foram detectadas pela técnica. Curiosamente, foi observado uma maior
fluorescéncia nas concentragfes menores de dsDNA, enquanto nos ensaios que foram
submetidos em maiores quantidades obtivemos diminuicéo da fluorescéncia. Este fato pode ser
explicado por um possivel feedback negativo da enzima Casl3a ao aumento da concentracgéo
de DNA, o qual até o momento n&o foi publicado reportado na literatura.

Enquanto na avaliacdo de deteccdo para malaria vivax, foi constatado em nosso ensaio
gue ndo houve reconhecimento da molécula alvo pelo sistema, embora tenha sido observado,
em diferentes concentracdes de alvo, atividade de degradacdo basal inespecifica referentes ao
RNaseAlert, como ja descrito anteriormente. Acreditamos que esses resultados negativos se
devem ao comprimento inferior da sequéncia de reconhecimento do crRNA para efetuar
clivagem de ssRNA. Constatamos que LwCas13a requer espacadores de pelo menos 28 nt de
comprimento para clivar com eficiéncia o sSRNA alvo (KELLNER et al., 2019). Abudayyeh e
colaboradores (2016) utilizaram a Casl3a de Leptotrichia shahii (LshCasl3a) e em seus
resultados mostraram que a proteina cliva o sSRNA exclusivamente ao reconhecer sequéncias
alvo de 22-28 nt complementares ao espacador do crRNA, que deve conter uma estrutura de

pelo menos 24 nt de comprimento.

Diante disso, trabalhos futuros terdo por objetivos desenhar novas sequéncias
sintéticas para maléria vivax visando permitir a correta identificacdo da proteina ao alvo, assim
como aplicar aos ensaios um numero maior de amostras infectadas por ZIKV de modo a
permitir sua aplicabilidade em amostras clinicas. Além disso, inimeras outras aplicacdes em
potencial permanecem, dada a ampla gama de doencas infecciosas, bem como doencas
genéticas acometidas no mundo. Outra possibilidade é atrelar essa técnica a biossensores

eletroquimico para deteccdo local de doengas infecciosas para medir os niveis de mMRNA em
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amostras de soro de pacientes infectados em menor tempo, agilizando o processo de

diagnostico.

Esta abordagem é uma alternativa inovadora que merece uma investigacdo completa
de seu potencial, pois grande parte do impacto desses ensaios dependera dos detalhes da
implementacdo. Indo além dos estudos de prova de conceito para um nimero maior de amostras
relevantes sob condic¢des reais, ha grande expectativa aplicacdo futura deste novo método em
campo, como em posto de atendimento e em hospitais, com notavel sensibilidade,
especificidade, velocidade e custo. A medida que as verdadeiras caracteristicas de desempenho
e os limites para deteccdo sdo determinadas e as especificacbes técnicas para um teste
implantavel sdo otimizadas, as possibilidades transformadoras dessa abordagem de diagndstico
e sua capacidade de atender a demanda atual por revolucionar o diagndstico de doencas

infecciosas se tornam cada vez mais claras.

A partir destes resultados, demonstramos a aplicabilidade do uso da tecnologia
CRISPR /Cas13a como um método versatil para deteccdo de moléculas alvo de RNA e DNA
do virus zika. Estudos posteriores buscaram aplicar esta metodologia a um numero maior de
amostras e utilizando métodos isotérmicos para tornar esta metodologia mais rapida e pratica
em campo, assim como desenvolver novos alvos moleculares para diagnostico de malaria

utilizando esta tecnologia.
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Analisando os resultados obtidos nesse estudo, concluimos que:

v

A melhor condicdo de indugdo da proteina recombinante LwCas13a encontrada foi a
combinacédo do uso da cepa de E. coli Rosetta-gami, com IPTG (0,5 mM), a 21°C, por
16 horas;

O uso de cromatografia por afinidade em coluna de Streptavidina e filtragdo em gel

permitem o isolamento da proteina LwCas13a em estado funcional ativo;

Os métodos empregados para a producdo de crRNA e ssRNA alvo foram eficientes,

sendo possivel obter ao final altas concentracGes destas ferramentas moleculares;

O sistema de deteccdo CRISPR-Cas13a padronizado é aplicavel a deteccdo de amostras

clinicas de virus Zika obtidas na regido amazénica.
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