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RESUMO

A pandemia de COVID-19 teve seu inicio na provincia de Wuhan, situada na China, e
foi causada pelo coronavirus SARS-CoV-2. Em poucos meses o virus ja tinha se espalhado
pelo mundo todo, levando a uma grande preocupagao de satide publica global. Até o presente
momento mais de 770 milhdes de casos de infecgdo e mais de 6,9 milhdes de obitos em todo
o mundo foram registrados. Esses elevados nimeros de infec¢do demonstram a importancia
de métodos diagndsticos capazes de identificar a presenga do virus nos primeiros dias de
infeccdo para direcionar politicas publicas de medidas de conten¢do evitando sua maior
disseminagdo. Para essa fase inicial o método recomendado ¢ o RT-qPCR, considerado
padrdo ouro atualmente. Entretanto, essa metodologia apresenta algumas limitagdes como
elevado custo de producdo, longo tempo de execucao da técnica além da necessidade de mao
de obra e equipamentos especializados. Além da necessidade de refrigeragdo no transporte e
armazenamento que limitam sua ampla distribui¢do e utilizagdo em vdarios ambientes,
principalmente naqueles longe de centros urbanos que ndo possuem estrutura de saude
publica adequada. Portanto, este estudo tem como objetivo o desenvolvimento de um método
diagnostico sensivel e de facil manuseio, isento de atividade enzimadtica, de equipamentos e
mao de obra especializados e refrigeracao. Baseando-se em ribozimas para o reconhecimento
e clivagem do RNA viral e moléculas meta-estaveis de grampos de DNA com fluoréforos em
suas extremidades, capazes de realizar reacdo de hibridagdo em cadeia seguida por
transferéncia ressonante de fluorescéncia (FRET-HCR) para a identificagdo do virus. Os
resultados indicaram que duas ribozimas projetadas conseguiram identificar e clivar o alvo
transcrito in vitro de RNA viral e as moléculas de DNA hairpin foram eficientes nas reagoes
de HCR e os fluoréforos nas reagdes de FRET, com os melhores resultados apresentando
intensidade de fluorescéncia 1,34 + 0,11 vezes superior ao controle negativo, evidenciando
assim o potencial do método proposto. Portanto, este estudo serviu como prova de conceito
para o uso conjunto de ribozimas e grampos de DNA com fluoréforos em reacdes

FRET-HCR para detectar SARS-CoV-2.

Palavras-chave: Método diagndstico, Ribozima, DNA-Aairpin, SARS-CoV-2, FRET, HCR.

10



ABSTRACT

The COVID-19 pandemic began in Wuhan province, located in China, and was
caused by the SARS-CoV-2 coronavirus. Within a few months, the virus had already spread
throughout the world, leading to a major global public health concern. To date, more than 770
million cases of infection and more than 6.9 million deaths have been recorded worldwide.
These high infection numbers demonstrate the importance of diagnostic methods capable of
identifying the presence of the virus in the first days of infection to guide public policies on
containment measures to prevent its further spread. For this initial phase, the recommended
method is RT-qPCR, currently considered the gold standard. However, this methodology
presents some limitations such as high production cost, need for refrigeration, long execution
time of the technique in addition to the need for specialized labor and equipment.
Consequently, the need for refrigeration during transport and storage limits its wide
distribution and use in various environments, especially those far from urban centers that do
not have an adequate public health structure. Therefore, this study aims to develop a sensitive
and easy-to-use diagnostic method, free from enzymatic activity, specialized equipment,
labor and refrigeration. Relying on ribozymes for the recognition and cleavage of viral RNA
and metastable DNA hairpin molecules with fluorophores at their ends, capable of
performing hybridization chain reaction followed by fluorescence resonant energy transfer
(FRET-HCR) for identification of the virus. The results indicated that two engineered
ribozymes were able to identify and cleave the in vitro transcribed target of viral RNA and
the DNA hairpin molecules were efficient in HCR reactions and the fluorophores in FRET
reactions, with the best results showing fluorescence intensity 1.34 + 0,11 times higher than
the negative control, thus highlighting the potential of the proposed method. Therefore, this
study served as a proof of concept for the joint use of ribozymes and DNA hairpin with

fluorophores in FRET-HCR reactions to detect SARS-CoV-2.

Keywords: Diagnostic method, Ribozyme, DNA-Aairpin, SARS-CoV-2, FRET, HCR.
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1. INTRODUCAO

A grande pandemia do século afetou o mundo, tendo seu epicentro na provincia de
Wuhan, na China, e disseminando-se rapidamente por todos os continentes. Essa pandemia ¢
resultado da infec¢ao pelo virus SARS-CoV-2, que, ao se replicar em seres humanos, pode
ocasionar o desenvolvimento da doenca COVID-19. Até o presente momento, registram-se
mais de 770 milhdes de casos de infec¢do e mais de 6,9 milhdes de 6bitos em todo o mundo
decorrentes da COVID-19 (OMS, 2023a). A colaboracao entre a Organizacdo Mundial da
Saude, instituigdes governamentais, industrias farmacéuticas e pesquisadores tornou possivel
a elaboracdo e rapida aplicacdo de vacinas em diversas regides do globo. Contudo, as
restricdes de logistica e producao de insumos, em conjunto com alta densidade populacional e
consecutivas aparigdes de novas variantes, realcam a relevancia das medidas de controle ndo
farmacologico, uma vez que ha potencial para o desenvolvimento de cepas resistentes a
vacina. Nesse contexto, a rastreabilidade e a deteccao de individuos infectados, assim como a
testagem em larga escala, sdo indicados para guiar as politicas publicas na tomada de
decisdes. Os individuos infectados por SARS-CoV-2 podem ser classificados em
assintomaticos, pré-sintomaticos e sintomaticos. E importante ressaltar que mesmo com
cuidados médicos constantes, os individuos sintomaticos correm o risco de desenvolver
sintomas graves que podem resultar em obito (WU e MCGOOGAN, 2020). Visando
aprimorar o controle de pandemias atuais e futuras, bem como promover a satde publica, ¢
crucial a implementacao em larga escala de testes diagndsticos a beira do leito, capazes de
identificar o virus em estdgios iniciais da doenca. Nesta fase, o padrdo ouro recomendado
como método diagndstico ¢ a andlise quantitativa de reagdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QPCR) que usa como molde o produto da reagdo de transcri¢ao reversa (RT) mais
conhecido pela sigla em inglés RT-qPCR. Outros testes que sdo baseados na metodologia
CRISPR-Cas, cujo principio fundamenta-se na deteccdo de RNA viral por pareamento
Watson-Crick com o complexo de RNA guia e Casl3 (CRISPR-Cas), antigenos, e testes
embasados em amplificacdo isotérmica mediada por LOOP (LAMP) também tém sido
usados. E relevante evidenciar que, apesar de os métodos sorologicos baseados na detecgio
de antigenos, IgM e/ou IgG, gerados gragas a infeccdo viral, serem os testes mais
disseminados, estes ndo sdo recomendados para o diagndstico nos primeiros estagios da
doenga (pelo menos 5 dias apds o inicio dos sintomas). De acordo com o Centro de Controle

e Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos da América (CDC, 2022; CDC, 2023a) ¢
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possivel obter resultados negativos, mesmo em pacientes que tiveram contato prévio com o
virus.

Desta forma, ¢ observado que as metodologias vigentes para deteccdo do
SARS-CoV-2 no estagio inicial de infeccdo sdo fundamentadas na atividade de diversas
enzimas que sao fortemente sensiveis as condigdes de transporte e tempo prolongado de uso.
Isto pode prejudicar a disseminagao e implementacdo desses métodos diagnosticos em paises
com dimensdes continentais, especialmente em &reas rurais com estruturas de saude
precarias. Deste modo, o desenvolvimento de novos métodos diagndsticos que excedam as

adversidades referentes aos métodos atuais € de suma importancia.
1.1. PANDEMIA DA COVID-19

Em 31 de dezembro de 2019 o escritorio da Organizagdo Mundial de Saude (OMS)
na Republica Popular da China teve acesso a uma declaracdo de midia emitida pela Comissao
Municipal de Saude de Wuhan, comunicando sobre o surgimento de casos de ‘pneumonia
viral’ na provincia (OMS, 2023b; CDC Chines). No mesmo dia, a plataforma Epidemic
Intelligence from Open Sources (EIOS) da OMS também teve acesso a uma reportagem
emitida no ProMED, um programa da Sociedade Internacional de Doengas Infecciosas, em
relagdo ao mesmo grupo de casos de ‘pneumonia de causa desconhecida’ em Wuhan, sendo

este o inicio da grande pandemia do século (ProMED; OMS, 2023b). O primeiro relatorio da

OMS sobre a pneumonia de causa desconhecida foi divulgado no dia 5 de Janeiro de 2020 e
ja apresentava 44 casos relatados, sendo 11 deles em estado grave, com o agente causador
ainda nao identificado, ja demonstrando o perigo iminente que o mundo iria enfrentar (OMS,
2023b). Poucos dias apos esse relatdrio, as autoridades chinesas informaram que o surto ¢
causado por um novo coronavirus e ja no dia 11 de Janeiro, a OMS comunica que recebeu as
sequéncias genéticas do virus e no mesmo dia, ¢ relatada a primeira morte na China causada
pela doenca (OMS, 2023b; CDC Chines). Dois dias apos, o DDC Tailandes (do inglés, Thai
Department of Diseases Control) relata um caso confirmado de infec¢do pelo novo
coronavirus, comec¢ando assim, a dispersdo do virus para outros paises. Neste periodo, a
OMS ja comeca a entender que a transmissdo homem a homem seria possivel, pois se tratava
de um patdgeno respiratorio. No mesmo dia a OMS divulgou o RT-qPCR em tempo real
como o primeiro método para diagnosticar o novo coronavirus, disponibilizando todas as

sequéncias necessarias para a realizacdo do teste (DDC Tailandes; OMS, 2023b). No dia 30

de Janeiro de 2020 o diretor geral da OMS declarou que o surto do novo coronavirus
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preenchia todos os requisitos para ser classificado como uma emergéncia de satide publica de
interesse internacional, sendo este, o mais alto nivel de alarme da OMS. J& naquele momento
haviam 98 casos confirmados sem nenhuma morte, espalhados por 18 outros paises (OMS,
2023b), com exce¢ao da China onde teve inicio o surto. Quatro dias depois, a OMS sinaliza a
finalizacdo do Plano Estratégico de Preparagdo e resposta (do inglés, Strategic Preparedness
and Response Plan, SPRP), focado em melhorar a capacidade de deteccdo, preparacdo e
resposta ao surto, embasando-se nas informagdes sobre o virus disponiveis naquele periodo,
utilizando-se de estratégias para orientar o desenvolvimento de planos operacionais regionais
€ nacionais para a contencao do virus (OMS, 2023b)

Com relacdo a nominagdao da doenga, isso foi resolvido no dia 11 de Fevereiro de
2020 onde a OMS, e a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (do
inglés, Food and Agriculture of the United Nations, FAO) utilizaram-se do documento de
boas praticas redigido por eles mesmo em 2015 para nomear a doenca como COVID-19

(FAO; WOAH; OMS, 2023b). Esse documento utilizado leva em consideragdo varios

aspectos com o intuito de evitar ofender qualquer grupo étnico, cultural e social,
minimizando o impacto negativo desnecessario que possa surgir. No dia 11 de Marco de
2020, o nimero de casos confirmados de COVID-19 ja ultrapassavam 100 mil individuos
infectados, gerando uma preocupagdo alarmante na OMS devido a rapida disseminacdo do

virus, ¢ no mesmo dia, a OMS declara que a COVID-19 naquele momento j& era uma

pandemia em curso (ECDC; OMS, 2023b). Dois dias depois, € declarado que a Europa tinha
se tornado o epicentro da pandemia contendo mais casos € mortes relatadas do que o resto do
mundo junto, com exce¢do da China. Naquele periodo 123 paises e territorios ja haviam sido

infectados com mais de 5 mil pessoas levadas a 6bito (OMS, 2023b). Ja no dia 9 de abril de

2020 completou 100 dias desde os primeiros casos de “pneumonia de causa desconhecida”
relatados, e ja nesse periodo o nimero de casos confirmados ultrapassavam 1 milhdo em todo
o mundo, sendo este um aumento de mais de 10 vezes em menos de 1 més, demonstrando a
rapida capacidade de adaptacdo e propagacdo do virus (OMS, 2023b). Entre os dias 16 de
Abril e 5 de Junho de 2020 a OMS publicou novas orientagdes sobre medidas sociais e de
saude publica como por exemplo restrigdes de movimento em larga escala e o uso de
mascaras para o controle da COVID-19, dando direcionamentos sobre quem deve usar
mascaras, especificacdes de qual material devem ser feitas e quando devem ser usadas (OMS,
2023b). Meses depois, com a pandemia ainda seguindo seu curso, no dia 14 de Dezembro de
2020, as autoridades do Reino Unido relatam o surgimento da primeira variante de

preocupacdo do SARS-CoV-2 e poucos dias depois, no dia 31 de Dezembro de 2020, a OMS
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emite um relatério sobre as novas variantes que estdo surgindo no Reino Unido e na Africa
do Sul, levando em consideracdo os relatérios dos departamentos de seguranga nacional dos
dois paises e da Dinamarca também. Neste documento ¢ detalhado a resposta de satde
publica e a avaliagdo de risco, pois nesse periodo ja haviam sido confirmados 79 milhdes de
casos de COVID-19 somando mais de 1.7 milhdes de mortes espalhadas pelo mundo

(UKHSA; CDC da Africa; DHA; OMS, 2023b). No mesmo dia a OMS divulga sua primeira

validagdo de uso emergencial de uma vacina para a COVID-19, enfatizando a importancia do
acesso global e equitativo das vacinas que viriam a ser validadas, aprovadas e
comercializadas (OMS, 2023b). Nos meses seguintes, mais precisamente entre o final de
Fevereiro e comeco de Marco de 2021, comegou a distribuicao global das vacinas aprovadas,
duas versoes da vacina da AstraZeneca/ Oxford. Gana se torna o primeiro pais, com exce¢ao

da India, a receber doses de vacina para distribuir para a populagdo (MOHG; OMS, 2023b).

No dia 1 de margo de 2021 as primeiras doses da vacina foram administradas na Africa a
partir de campanhas de vacinagdo destinadas a proteger os profissionais de saude, feitas pelos

governos da Costa do Marfim e de Gana (CDC-CI; MOHG; CDC da Africa; OMS, 2023b).

A Figura 1 apresenta uma representacdo esquematica-visual dos principais acontecimentos

ocorridos nesse periodo de pandemia da COVID-19.

Histérico da Covid-19

31/12/2019 11/02/2020 11/03/2020 9/04/2020
Wuhan OMS 100 mil infectados 1 milhao infectados
Pneumonia Viral FAO 123 paises 100 dias

31/12/2020
oMS 14/12/2020

772 milhoes e 7 milhoes Pfizer Reino Unido

38 milhoes e 707 mil Africa do Sul

Figura 1: Representacdo visual, como linha do tempo, dos acontecimentos mais relevantes do primeiro ano da
pandemia.

No Brasil, de acordo com a OMS, o primeiro caso registrado de contaminagao pelo
SARS-CoV-2 foi no dia 27 de Fevereiro de 2020 e menos de um més depois, no dia 19 de

marco ja possuia 100 casos e uma morte confirmada (OMS, 2023b). O virus no pais se
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espalhou de uma forma muito rapida, sendo que no final do ano de 2020 o Brasil j4 registrava
mais de mil mortes didrias, com pico de mortes didrias registradas em abril de 2021,
superando mais de 4 mil obitos, sendo a primeira aplicacdo da vacina em 17 de Janeiro de
2021, de acordo com a OMS (OMS, 2023b). Atualmente o Brasil registra de forma
acumulada mais de 37 milhdes de casos confirmados de COVID-19 e mais de 704 mil obitos,
sendo as regides Sul e Sudeste as mais afetadas tanto em casos confirmados quanto em

mortes (Ministério da Saude, SUS). A regido Sudeste possui mais de 15 milhdes de casos

confirmados até o presente momento, com mais de 338 mil mortes, ja a regido Sul registrou

mais de 8 milhdes de contaminagdes pelo virus, o que gerou mais de 111 mil mortes

(Ministério da Saude, SUS). De acordo com a Organizagdo Pan-Americana de Satde (OPAS)
a OMS declarou o fim da Emergéncia de Satde Publica de Importancia Internacional
referente a COVID-19 no dia 5 de Maio de 2023 (OPAS; OMS, 2023b), com mais de 13
bilhdes de doses de vacinas administradas pelo mundo todo, um feito impressionante e nunca
visto antes (OMS, 2023b). Entretanto, o Brasil ainda vem registrando varios novos casos de

infeccdo por coronavirus (Ministério da Saude), o que evidencia que ainda é necessario

medidas de controle ndo farmacoldgicas, uma vez que ainda existe a possibilidade de

surgimento de cepas resistentes a vacina.
1.2. VIRUS DA FAMILIA CORONAVIRIDAE

Coronaviridae ¢ uma familia de virus que possuem caracteristicas morfologicas bem
distintas por possuir virion circular e em sua estrutura mais externa, brotam proje¢des que
podem ser comparadas a coroa solar, propriedades que levaram ao nome deste grupo de virus
(NAZ et al., 2022). Esta familia de virus foi primeiramente descrita por Tyrrell e Bynoe em
1966 em pacientes que sofriam de gripe comum (TYRRELL e BYNOE, 1966). Nos dias
atuais, tem-se o conhecimento de que os coronavirus sdo virus de RNA fita simples de senso
positivo, envelopados e possuem genomas que podem variar de 26 kb até¢ 32 kb, tendo a
capacidade de infectar tanto seres humanos como também outros animais como civetas (SHI
e HU, 2008; NAZ et al., 2022). Este grupo viral foi dividido em quatro grandes subfamilias
denominadas alfa-, beta-, gamma- ¢ delta- sendo que, desses quatro, alfa- e beta- advém de
mamiferos, principalmente de morcegos. Alfa-coronavirus podem levar a infecgdes
assintomaticas ou causar leve sintomas de inflamacdo em humanos, ja os Beta-coronavirus,

onde se encontra o SARS-CoV-2, sdo conhecidos por causar doencas sérias. Os grupos
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gamma- ¢ delta- também sdo capazes de infectar animais, sendo originarios de passaros e
porcos (NAZ et al., 2022).

Existem sete tipos de coronavirus que ja foram identificados em humanos e destes
sete, quatro sao mais comuns, por apresentarem baixo risco a humanos saudaveis e em casos
de sintomas, levarem a problemas respiratorios leves, mas podendo causar doengas cronicas
em individuos com deficiéncia no sistema imunoldgico. Em contrapartida, os outros trés tipos
(SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 e MERS) geram maior impacto no sistema respiratorio, levando
desde problemas respiratdrios, até obitos (WU et al., 2020a).

A pneumonia ascendeu como a primeira doencga relacionada a Sindrome Respiratoria
Aguda Grave (SARS) associada ao coronavirus do género Beta-coronavirus, conhecido como
SARS-CoV em inglés. Este disturbio pulmonar desempenhou um papel crucial na sua
identificacdo, servindo como um marcador precoce, uma vez que infecgdes assintomaticas e
sintomas de natureza gastrointestinal em criangas comegaram a ser relatados recentemente
(CHAN et al., 2015).

Até o presente momento, s foi identificada apenas uma cepa do virus SARS, que
emergiu em 2002 na China e causou um surto global (NAZ et al., 2022). A OMS, para
distinguir esta cepa de outros coronavirus relacionados, refere-se a ela como SARS-CoV-1, a
mesma possui um periodo de incubacdo de aproximadamente 5 dias (ANDERSEN et al.,
2020). O surto global causado pelo SARS-CoV-1 ocasionou mais de 8 mil casos reportados
de infec¢do com quase 800 pessoas mortas no mundo todo e desde esse periodo ndo houve
casos de transmissdo do SARS-CoV-1 para humanos. E importante ressaltar que, apesar de
pertencerem a mesma familia, o SARS-CoV-1 e o SARS-CoV-2 sdo virus diferentes, por
possuirem distingdes genéticas bem evidentes (NAZ et al., 2022). Estudos sugerem que a
fonte zoondtica desse virus pode ser rastreada até civetas e guaxinins, sendo que as civetas
podem ainda atuar como hospedeiros secundarios (KAN et al., 2005). No entanto,
investigacdes mais recentes reforcam a hipotese de que morcegos desempenham um papel
central na disseminacdo do virus, uma vez que morcegos do género Rhinolophus
demonstraram a presenga de anticorpos especificos contra o SARS-CoV-1 (SHI e HU, 2008).

Coronavirus da sindrome respiratéria do Oriente Médio (do inglés, Middle East
respiratory syndrome coronavirus, MERS-CoV) foi identificado pela primeira vez em um
paciente, que estava hospitalizado com pneumonia e lesdo renal aguda, na Arabia Saudita em
Junho de 2012 (BAUERFEIND et al., 2016; MCINTOSH et al., 2023). Pouco tempo depois,
em Setembro de 2012, ocorreu um segundo relato de paciente infectado por um virus similar,

que possuia 99,5% de identidade genética com o virus identificado no primeiro paciente. Este
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segundo paciente tinha viajado previamente para a Arabia Saudita, mas a progressdo da
infeccdo s6 ocorreu posteriormente (WISE, 2012). Estudos nas areas da virologia e
soroepidemiologia realizados de 2013 a 2014 relataram a infeccdo do MERS-CoV em
camelos dromedarios (Camelus dromedarius), sendo estes virus isolados dos dromedarios
capazes de infectar o trato respiratorio de humanos (Al-TAWFIQ, 2013; AZHAR et al.,
2014). Até o presente momento, todos os casos confirmados de infeccdo por MERS-CoV
ocorreram principalmente na regido do Oriente Médio, Europa, Leste Asiatico, Norte da
Africa e Estados Unidos, sendo que desde a primeira infecgdo, ja foram reportados mais de
2.600 casos em 27 paises, levando mais de 940 pessoas a obito (OMS, 2022; ECDC).

A subfamilia 2C beta-coronavirus ¢ identificada tanto em camelos quanto em seres
humanos, sendo que o0 MERS-CoV ¢ uma linhagem descendente dessa subfamilia. Embora
esteja relacionado aos virus SARS-like, 0 MERS-CoV apresenta similaridades apenas com
alguns poucos coronavirus encontrados em morcegos. Apesar da semelhanca gendmica, o
MERS-CoV se diferencia dos outros beta-coronavirus humanos, como o SARS-CoV-1 € o
SARS-CoV-2 (SHARIF-YAKAN e KANJ, 2014; BAUERFEIND et al., 2016; MCINTOSH
et al., 2023; CHAN et al., 2015). O MERS-CoV tem a habilidade de infectar varias linhagens
celulares de humanos como por exemplo, as células epiteliais respiratérias, macrofagos,
células dendriticas, células renais, intestinais, hepdticas e histiocitos, além disso, estudos
realizados in vitro sugerem que o MERS-CoV consegue infectar também linhagens celulares
de primatas ndo humanos, morcegos, civetas, suinos, coelhos e cavalos (KINDLER et al.,
2013; CHAN et al., 2014; MULLER et al., 2012). Esta capacidade de recombinar, mutar e ser
transmitido entre os animais confere ao MERS-CoV o potencial de causar surtos de doengas
tanto em humanos quanto em animais (MACKAY e ARDEN, 2015).

SARS-CoV-2 faz parte da espécie de coronavirus relacionados a Sindrome
Respiratoria Aguda Grave, sendo o mesmo, o Unico membro de um subgénero de virus
chamado Sarbecovirus, que ¢ principalmente encontrado em morcegos-ferradura
(Rhinolophus mehelyi) (GORBALENYA et al., 2020). Assim como virus da mesma familia, o
SARS-CoV-2 exibe um genoma de RNA relativamente grande, possuindo aproximadamente
30.000 nucleotideos e tendo sua replicagao baseada em RNA polimerase dependente de RNA
(RdRP) com uma enzima de corregdao associada a uma exoribonuclease (ExoN)
(CARABELLI et al., 2023).

Apesar do SARS-CoV-2 ter se provado um patéogeno humano bem sucedido, este
virus também ¢ considerado generalista em termos de tropismo do hospedeiro, por ser capaz

de infectar uma variedade de espécies de mamiferos, incluindo visons de cativeiro e
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reservatorios virais estaveis em cervos de cauda branca além de infecgdes acidentais de
inimeras outras espécies animais (LU et al., 2021; MARQUES et al., 2022; HALE et al.,
2022; BASHOR et al., 2021). Depois que o SARS-CoV-2 infectou humanos, seus primeiros
meses de evolucao foram determinados pelas alteragdes fenotipicas e pela adaptagdo limitada
em relacdo a sua evolugdo posterior, sendo a primeira mudanca notavel a nica substituicao
de um residuo de aminoicido da proteina spike (D614G), que aconteceu no inicio da
pandemia e proporcionou uma vantagem de replicacdo de aproximadamente 20%, quando
comparado as variantes anteriores (MACLEAN et al., 2020; VOLZ et al., 2020). A primeira
indicacdo do potencial do virus de aumentar sua transmissibilidade em humanos foi
demonstrada com a linhagem estabelecida como D614G (linhagem PANGO B.1) que
rapidamente se tornou dominante na Europa (O’TOOLE et al., 2022).

A proteina spike do SARS-CoV-2 possui caracteristicas importantes que lhe permitem
uma transmissao eficiente de humano para humano. Uma dessas propriedades ¢ sua ligacao
com a enzima conversora da angiotensina 2 (ACE2) humana, o seu receptor na célula
hospedeira, e o local de clivagem da furina polibasica (FCS) na juncdo S1-S2. Sendo
importante mencionar que atualmente o S1-S2 FCS ¢ tnico entre os sarbecovirus, apesar de
sequéncias andlogas ja terem sido observadas em outros beta-coronavirus (PEACOCK et al.,
2021; HOFFMANN et al., 2020).

A evolugdo de virus de RNA ocorre em escalas de tempo compardveis com a
dindmica ecologica (mobilidade humana, mudancas no nimero de individuos infectados ao
longo do tempo e perfis de imunidade) e eventos de transmissdo do virus. Como
consequéncia, os processos epidemiologicos e as mudangas ecoldgicas e evolutivas impactam
umas as outras, sendo esta, uma caracteristica dos virus de RNA genomico (PYBUS e
RAMBAUT, 2009). A maioria das muta¢des geradas pela evolucdo é perdida durante os
estreitos gargalos impostos pelo ambiente, embora algumas dessas mutagdes sejam
transmitidas ao acaso, sem vantagem seletiva (CLARKE et al., 1993). Estudos estimam que a
taxa de mutagdo do SARS-CoV-2 seja em torno de 1 x 10° ou 2 x 10 mutagdes por
nucleotideo por ciclo de replicacdo, sendo essas estimativas consistentes com estimativas
anteriores de outros beta-coronavirus (SANJUAN et al., 2010; FEHR ¢ PERLMAN, 2015;
AMICONE et al., 2022). Essas taxas de mutacdo sdo inferiores as taxas tipicas para outros
virus de RNA, como por exemplo o virus da imunodeficiéncia humana (HIV,
aproximadamente 10 X 10 mutag¢des por nucleotideo por ciclo de replica¢do) e o virus da
hepatite C (HCV, aproximadamente 10° X 10° muta¢des por nucleotideo por ciclo de

replicagdo), sendo que o HIV, ao contrario dos coronavirus, ndo possuem um mecanismo de
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revisao de 3’ exonuclease na sua maquinaria de replicagdo (FEHR e PERLMAN, 2015;
MINSKAIA et al., 2006; RIBEIRO et al., 2012; RAWSON et al., 2015).

Até o presente momento cinco variantes do SARS-CoV-2 foram consideradas
variantes de preocupacdo pela OMS, sendo elas a Alfa (linhagem PANGO B.1.1.7, Beta
(B.1.351), Gama (P.1), Delta (sublinhagem B.1.617.2/AY) e as varias sub linhagens da
Omicron (sublinhagens B.1.1.529/BA, como BA.1, BA.2 e BA.S). Alfa, Beta e Gama foram
dominantes regionalmente na Europa, Africa do Sul e América do Sul, e Delta e Omicron se
tornaram dominantes globalmente (O’TOOLE et al., 2022; CARABELLI et al., 2023).
Subsequentemente ficou evidente que o SARS-CoV-2 ¢ um virus generalista com a
habilidade de utilizar a proteina receptora de membrana ACE2 de diferentes mamiferos para
entrada na célula, permitindo seu tropismo em uma ampla gama de animais (MACLEAN et
al., 2020; CONCEICAO et al., 2020; DELAUNE et al., 2021).

O SARS-CoV-2 tem circulado na populagdo humana por um periodo de trés anos,
infectando centenas de milhdes de individuos. Apesar disso, continua sendo um virus humano
relativamente novo, em constante evolucdo e adquirindo adaptagdes para o novo hospedeiro.
Nesse contexto, torna-se essencial uma vigilancia abrangente para detec¢dao agil de novas
Variantes de Interesse (VOIs) entre individuos e comunidades, antes que se propaguem de
maneira mais ampla, sendo a principal preocupacdo de escape as vacinas utilizadas

mundialmente.

1.3. UTILIZACAO DAS RIBOZIMAS COMO FERRAMENTA PARA APLICACAO
NA SAUDE

Os primeiros exemplares da atividade de clivagem de RNAs se deu no inicio dos anos
1980, precisamente em 1982 Thomas R. Cech e seu grupo perceberam, em analises in vitro,
que o precursor do RNA ribossémico de Tetrahymena thermophilia possui um intron com
capacidade de auto clivagem sem a necessidade de energia externa ou enzima. Ainda em
1982 o termo ribozima foi cunhado por Kelly e colaboradores (KRUGER et al., 1982).
Posteriormente, Altman e colaboradores demonstraram que o componente de RNA da RNase
P de Escherichia coli, sem necessidade de fatores protéicos, foi capaz de processar o
precursor de tRNA. Os dois pesquisadores compartilharam o prémio Nobel de Quimica em
1989 pela descoberta do mecanismo de auto-splicing de introns (KRUGER et al., 1982;
GUERRIER-TAKADA et al., 1983).
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As ribozimas sao moléculas de RNA fita simples e ndo codificadoras. Atuando em
trans a partir do pareamento de bases do tipo Watson-Crick, elas podem se ligar a sequéncia
de RNA alvo, o qual serd clivado pela hidrdlise das ligagcdes fosfodiéster. Além disso,
ribozimas apresentam outras fungdes intracelulares como na sintese proteica pela formacao
da ligagdo peptidica catalisada pelo RNA ribossomal da subunidade maior do ribossomo
(PUERTA-FERNANDEZ et al., 2003).

De forma sucinta, as ribozimas se concatenam com o RNA alvo, adquirindo uma
estrutura secundaria, a qual ativa sua atividade de clivagem intrinseca de hidrolise da ligacao
fosfodiéster. Apds a etapa de clivagem a ribozima dissocia-se do transcrito alvo e este ciclo
pode recomegar novamente. Ribozimas podem agir ndo somente em trans, mas também em
cis (auto-clivagem) no contexto dos processos de supressio da transcrigdo génica
(FUKUSHIMA et al., 2009). Tais propriedades singulares das ribozimas na identificagdo e
clivagem, de modo sequéncia-especifica, no processo de inativagdo de RNAs alvo, fizeram
com que j4 no inicio dos anos 2000, as ribozimas fossem vistas como promissoras
ferramentas de silenciamento génico, identificagdo molecular, entre outras funcionalidades
(DOUDNA e CECH, 2002).

De forma natural, ja foram encontrados sete tipos de RNAs cataliticos sendo que, as
ribozimas podem ser divididas em trés grupos quando comparado sua estrutura e fungdo,
sendo estes grupos chamados de Ribonuclease P (RNase P), introns de auto-splicing e
pequenos RNAs cataliticos (FUKUSHIMA et al., 2009). Pequenos RNAs de tamanho entre
50 e 150 nucleotideos realizam a reagao de auto-clivagem especifica como ribozimas do tipo
hammerhead, satélite Neurospora Varkud, hairpin e ribozimas do virus da hepatite delta
(HDV) e podem ser encontradas de forma natural em genomas virais de RNA, agentes
subvirais e virusdides (DOUDNA e CECH, 2002; TANNER e CECH, 1995). Apesar das
ribozimas presentes neste grupo apresentarem fungdes similares a enzimas como por exemplo
proteinases, ribozimas afetam somente as ligacdes fosfodiéster a partir do mapeamento de
bases e outras interagdes e desta forma, conseguem determinar o local de corte dentro da
regido alvo (FEDOR e WILLIAMSON, 2005). Os grandes RNAs cataliticos como a RNase P
e os grupos I e II de introns possuem uma faixa de tamanho que varia de poucas centenas até
3000 nucleotideos (CECH, 1993; TANNER, 1999). Entretanto, ainda ndo foi completamente
elucidado a relacdo de tamanho e o mecanismo de acdo dos RNAs cataliticos. N.K Tanner
menciona em seu artigo que € possivel que o tamanho e mecanismos de acdo de grandes
RNAs cataliticos sejam necessarios para aproximar, elementos distantes do substrato, do sitio

de atividade. Ja os pequenos RNAs cataliticos ndo “sofreriam” desta questdo ¢ puderam
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evoluir sitios de atividades menores. Porém Tanner também menciona que € possivel que esta
relacdo de tamanho e sitio de atividade possa ter surgido ao acaso (TANNER, 1999).

Dentro do grupo de pequenos RNAs cataliticos, as ribozimas do tipo hammerhead sao
pequenas moléculas de RNA fita simples com capacidade de auto clivagem e atividade de
endonuclease de sequéncia especifica. Essas sdo as mais estudadas, podendo ser facilmente
manipuladas para manter a especificidade e ter sua atividade de clivagem regulada (HUANG
et al., 2019; ZHANG e BURKE, 2005). Sua estrutura consiste em trés bragos chamados de I,
IT e I, como demonstrado na Figura 2. Em sua estrutura o importante ¢ a existéncia de um
nucleo de clivagem de aproximadamente 11 nucleotideos de tamanho, sendo que este tem
uma regido de reconhecimento do substrato possuindo duas sequéncias em ambos os lados da
regido a ser clivada, as sequéncias dos bragos I e III (LUCIER et al., 2006). As ribozimas do
tipo hammerhead sao consideradas por alguns pesquisadores os “clivadores” mais notaveis
de RNA para atividades de edigdo génica além de serem frequentemente utilizadas em
variados estudos de processos de inibicdo viral (STOBART et al., 2009; NAZARI et al.,
2008; FENG et al., 2000; MITSUYASU et al., 2009; TANG et al., 1994). Até o presente
momento, doze tipos distintos de ribozimas hammerhead foram encontradas em uma
variedade de animais, sendo alguns destes, dois tipos de camundongos e musaranhos, trés
tipos de ratos, cavalos, elefantes, caes, vacas, ornitorrincos e ouri¢os, mas também podem ser
encontradas de forma natural em varios virdides e virus de planta (MARTICK et al., 2008;
DE LA PENA et al., 2017).

Em um estudo realizado em 2012 encontrou-se que a auto-divisdo realizada por esses
RNAs necessita de uma sequéncia de no minimo 50 nucleotideos, que podem ser constituidas
em uma estrutura secundaria que lembra um martelo, sendo que a maior parte das sequéncias
conservadas estdo presentes no sitio de clivagem da ribozima com o tinico requerimento para
a quebra do substrato sendo a presenga de uma sequéncia GUC (HAMMANN et al., 2012).
Para a obtengdo de uma ribozima alvo-especifica, ¢ necessario projetar as sequéncias dos
bragos I e III usando o RNA alvo como molde para o desenho e levando em consideragdo as
regras de pareamento de bases do tipo Watson-Crick e, nas circunstancias favoraveis, as
ribozimas sé se ligam aos RNAs que tenham sequéncias perfeitamente complementares aos
bragos I e III, que flanqueiam o trinucleotideo GUC (AMARZGUIOUI et al., 1998). Essa
ajustabilidade tanto dos bragos I e III quanto da regido da tripla base (GUC) possibilita que as
ribozimas sejam projetadas para identificar e clivar qualquer alvo de RNA, o que se tornou

ainda mais facil com o surgimento de programas especializados no desenho de ribozimas.
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Desta forma, ao longo dos anos, as ribozimas foram usadas em diversas areas e com
diferentes propostas, com algumas dessas aplicacdes sendo: fairmacos usados no tratamento
contra ondas epidémicas de SARS-CoV e outros virus como o virus da hepatite murina
(MHV) (FUKUSHIMA et al., 2009); interruptores para controle da expressdao génica em
mamiferos (AUSLANDER e FUSSENEGGER, 2017); engenharia metabdlica para detec¢io
de metabdlitos em células vivas (YOU et al., 2019); melhoramento de plantas a partir de
engenharia genética avancada (CERMAK et al., 2017) e, mais recentemente, foi utilizada
para identificacdo rapida e sensivel de pequenas biomoléculas (WENXING et al., 2023) e
também como possivel futura ferramenta diagnodstica para aplicagdes biomédicas

(CARDADOR et al., 2023).

Sitio de clivagem

3' AGAGUGS

Brago |

Braco Il

. Braco Il

Figura 2: Representacdo esquematica da estrutura funcional de Ribozimas do tipo Hammerhead. As cores azul,

amarelo e vermelho indicam os bragos I, II e III, respectivamente e a seta preta indica o sitio de clivagem.

1.4. FRET-HCR E SUA APLICACAO

O método de Transferéncia de Energia Fluorescente por Ressonancia (FRET, sigla em
inglés), foi descrito primeiramente por Theodor Férster em 1946 (FORSTER, 1948). FRET ¢é
um fendmeno fisico no qual um fluoréforo doador em seu estado excitado transfere sua
energia de excitacdo de forma nao radiativa, ou seja, ocorre via acoplamento dipolo-dipolo de
longo alcance, para um fluordforo aceptor em estado eletronico fundamental, fazendo com

que o cromoforo aceptor emita sua fluorescéncia caracteristica (FORSTER, 1948;
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JARES-ERIJMAN e JOVIN, 2003). Para que o FRET ocorra entre dois fluoroéforos € preciso
que os mesmos estejam proximos um do outro e tenham sobreposi¢cdo substancial (>30%)
entre os espectros de emissdo do doador e de absorcdo do aceptor e sua eficiéncia esta
estritamente relacionada com a distancia e orientagdo relativa entre os fluoréforos, o numero
de aceptores proximos de cada doador e grau de sobreposi¢ao espectral entre a emissao do
doador e a absor¢ao do aceptor (ZACCOLO, 2004).

FRET ¢ altamente sensivel a distancia entre o doador e o aceptor e sua faixa tipica de
distancia ¢ de alguns nandmetros, variando de 2 até aproximadamente 10 nm com alguns
pares de fluoréforos podendo chegar até 20 nm em casos especiais ¢ devido a essas
caracteristicas, biossensores baseados em FRET foram extensamente adotados como réguas
espectroscopicas, permitindo assim, que pesquisadores monitorem uma variedade de
atividades bioquimicas, como por exemplo, mudangas conformacionais de moléculas,
atividades enzimaticas, concentracdes 10nicas intra ¢ intercelulares e interacoes
proteina-proteina (ZACCOLO, 2004; JARES-ERIJMAN e JOVIN, 2003; MIYAWAKI, 2011;
LAM et al., 2012; PREVO ¢ PETERMAN, 2014; ALGAR et al., 2019; WU et al., 2020b). As
sondas de doadores e aceptores que tem a capacidade de realizar o FRET sao dividas em
quatro categorias principais, sendo exemplos, proteinas fluorescentes (POPE et al., 2020),
pontos quanticos (LIU et al., 2020), lantanideos (PILCH-WROBEL et al., 2022) e corantes
fluorescentes organicos (do inglés, organic fluorescent dyes, OFDs) (GRAZON et al., 2022),
que ¢ a categoria de fluoréforo utilizada neste estudo.

Os OFDs sao indicadores fluorescentes mais comumente utilizados por possuirem
vantagens como boa repetibilidade, nenhuma radiacdo e rapida detecg¢do. Sdo conjuntos de
fluoréforos, onde a maioria possuem grupos reativos que possibilitam a ligagdo de algumas
biomoléculas por meio de ligagdes covalentes. Os principais € mais comumente OFDs
utilizados sdo a rodamina, fluoresceina e acridina e tém sido empregados em diversas
aplicagdes como melhoramento de contraste em imagens de amostras bioldgicas em
microscopia de fluorescéncia (FANG et al., 2023). Uma ampla gama de OFDs estdo
disponiveis para variadas aplicacdes e podem ser combinados com outras categorias de
sondas para atender diferentes necessidades (FANG et al., 2023). Corantes de cianina
também ¢ um grupo que ¢ bastante utilizado em reagdes FRET, entre as quais Cy3, Cys5,
Cy5.5 e Cy7 sdo pares de fluoroforos frequentemente utilizados como doadores e aceptores.

A utilizagdo de FRET traz vantagens tUnicas quando comparado a técnicas de
fluorescéncia normais convencionais em aplicagdes praticas. A primeira vantagem ¢ a alta

sensibilidade devido a extrema suscetibilidade relacionada a mudancas na distancia entre os
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fluoréforos. A segunda vantagem ¢ a visualizacdo dindmica pois o FRET s6 ocorre nas
condi¢des especificas entre doador e aceptor além de que mudancas na intensidade de
fluorescéncia tanto do doador como do aceptor podem ser observadas em tempo real. A
terceira vantagem ¢ uma forte aptidao anti-interferéncia, uma vez que o FRET ¢ um sistema
duplo de fluordforos, a eficiéncia de seu sinal ¢ maximizada somente quando ¢ irradiado luz
com o comprimento de onda de excitacdo especifico, sendo mais forte que a aptiddo
anti-interferéncia de fluorescéncias tradicionais. Por ultimo, a quarta vantagem se da no efeito
de escalonamento de sinal Unico, pois aplicando esta técnica a sistemas de hibridacao de
acidos nucleicos € possivel alcangar um aumento notavel da fluorescéncia do aceptor, o que
ndo ocorre em sistemas comuns de fluorescéncia por utilizarem apenas uma Unica fonte de
fluorescéncia (FANG et al., 2023).

Assim, a técnica de reagcdo de hibridagdo em cadeia (do inglés, hybridization chain
reaction, HCR) foi proposta como uma inovag¢ao metodologica visando amplificar o sinal a
partir da utilizacdo de sondas. Neste contexto, duas sondas de DNA, com estrutura secundaria
em formato de grampo, que exibem regides complementares e encontram-se marcadas com
fluor6foros diferentes sao utilizadas. Na presenca de um alvo iniciador, tais sondas se unem
de maneira concatenada, formando uma estrutura de dupla fita de DNA mais extensa. Desta
forma, com um sinal de fluorescéncia aumentado devido a amplificagdo, ¢ possivel detectar a
presenga do alvo (DIRKS e PIERCE, 2004; CHOI e PIERCE, 2014). Esta metodologia
necessita de etapas de lavagem para retirar sondas nao ligantes e ¢ especialmente utilizada em
hibridagdes in situ. Visando otimizar esse processo € ampliar as funcionalidades da
metodologia, diferentes estudos acrescentaram a reagdo FRET a técnica levando a

metodologia FRET-HCR (HUANG et al., 2016; CHOI et al., 2018; GUO et al., 2019).
1.5. METODOS DIAGNOSTICOS

Nos primeiros dias da pandemia, quando ainda nao existia a disponibilidade de fontes
fisicas de acidos nucleicos genéticos virais, Corman et al., 2020 propds o uso de RT-qPCR
como forma de identificagdo do SARS-CoV-2. Apesar de o RT-qPCR ser apontado como
padrdo ouro, esta técnica possui algumas exigéncias que podem limita-la, como a demanda
por equipamentos e profissionais especializados, tempo consideravel para executar os
procedimentos, elevado custo e a demanda por logistica de distribuicdo e armazenamento

refrigerada em consequéncia da instabilidade térmica das enzimas.
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Desta forma, os testes rapidos de antigenos, baseados na imunocromatografia de fluxo
lateral, revelaram-se como testes altamente especificos, sensiveis e de baixo custo. O 6rgao
governamental americano que regulamenta as questdes envolvendo Alimentos e
Medicamentos (FDA do inglés, Food and Drug Administration) viabilizou o uso emergencial

desses testes no pais (CDC, 2022 CDC, 2023b) como os testes de auto-administracao e testes

capazes de detectar o SARS-CoV-2, tais como o teste de antigenos que foram projetados para
uso a beira do leito (CDC, 2022 CDC, 2023b). Contudo, testes fundamentados em antigenos,
quando comparados com o RT-qPCR, possuem baixa sensibilidade (CDC, 2023Db).

No Brasil, devido a infecgao pela variante Omicron, testes rapidos de antigenos foram
avaliados em individuos assintomaticos ¢ sintomaticos (BEZERRA et al., 2022). Os
resultados deste estudo indicaram que, na situacdo de baixa carga viral, mesmo com alta
especificidade e um amplo uso de variados testes de antigenos a beira do leito, esses geram
resultados incertos € ndo confidveis (BEZERRA et al., 2022).

Como alternativa para superar as dificuldades inerentes aos testes de antigeno,
métodos fundamentados em LAMP, foram propostos (KITAGAWA et al., 2020; LAMB et al,
2020; YU et al., 2020). Nessa metodologia LAMP, ¢ utilizado uma enzima isotérmica com
atividade de transcri¢ao reversa (RT-LAMP), necessitando de instrumentos de aquecimento
basico para a execu¢do da reagdo isotérmica, cuja leitura do resultado dé-se por um teste
visual de turbidez da solucdo dependente da presenca do RNA viral (KITAGAWA et al.,
2020). Subsequentemente, visando aperfeigoar o RT-LAMP, uma metodologia que possibilita
o monitoramento da reacao de amplificacao pela alteracao de cor da solucao foi desenvolvida
e designada ILACO (YU et al., 2020). Além disso, o método de diagnostico embasado em
CRISPR-Cas descrito previamente para identificagdo de outros virus (ZHANG et al., 2020;
KELLNER et al., 2019) foi atualmente ajustado para identificar o RNA do SARS-CoV-2 ¢
foi denominado SHERLOCK (do inglés, Specific high-sensitivity enzyme reporter
unlocking) (KELLNER et al., 2019). Nesse método o RNA viral ¢ detectado pelo complexo
Casl3 e RNA guia, por complementaridade deste ultimo ao genoma viral, assim a Cas13
assume atividade promiscua que permite a clivagem de RNA reporter com fluordforo e
quencher separando esses e permitindo a emissdo de fluorescéncia. A utilizacdo da enzima
Cas13 também aparece em outros métodos diagnosticos, como uma metodologia denominada
CARMEN (do inglés, Combinatorial Arrayed Reactions for Multiplexed Evaluation of
Nucleic acids) e é baseada em relagdes combinatérias em arranjo para avaliagdo multiplexada
de acidos nucleicos (ACKERMAN et al., 2020). Também foi desenvolvido o STOP-Covid

(deteccado SHERLOCK em um tubo) visando simplificar esses testes por meio da facil
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extracdo de RNA viral em conjunto com amplificagdo isotérmica por LAMP e identificacio

por CRISPR-Cas12b (JOUNG et al., 2020). Além disso, foi proposto a metodologia ERASE

(do inglés, Easy-Readout and Sensitive Enhanced) que ¢ uma tira de fluxo lateral de facil

leitura que se baseia em CRISPR (LI et al., 2021). Na tabela 1 ¢ demonstrado um resumo dos

diferentes métodos abordados e suas caracteristicas.

Tabela 1: Descri¢ao dos diferentes métodos diagnosticos abordados, com referéncia para

cada método.

amplificacdo da
polimerase

recombinase

Nome Método de Descricao Referéncia
deteccao
RT-gPCR PCR PCR de transcricao | Corman et al., 2020
reversa em tempo
real
RT-LAMP Transcriptase cDNA ¢ sintetizado | KITAGAWA et al.,
reversa e a partir do RNA
. . . - 2020
amplificagao viral utilizando
isotérmica mediada transcriptase
por LOOP reversa, seguido de
amplificacdo de
DNA sob condi¢des
isotérmicas em uma
etapa.
ILACO Método isotérmico Sistema LAMP YU etal., 2020
baseado em LAMP acoplado a um
indicador de pH
presente na reagao
permitindo a leitura
de amplificagdo por
mudanca de cor
SHERLOCK CRISPR-Casl3ae Combinando a KELLNER et al,

especificidade
programavel da
Casl3 com uma
molécula reporter
que ¢ ativada no
reconhecimento do
alvo, resultando em
uma indicagao da
presenga ou
quantidade de um
acido nucleico

2019
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CARMEN CRISPR-Cas13 Baseada em relacoes | ACKERMAN et al.,
comblnqtorlas em |50,
arranjo para
avaliagdo
multiplexada de
acidos nucleicos

STOP-COVID CRISPR-Cas12b Extragdo de RNA | JOUNG et al., 2020
viral em conjunto
com amplificagdo
isotérmica por
LAMP e
identificagao por
CRISPR-Cas12b

ERASE CRISPR-Casl3a Tira de fluxo lateral | LI etal., 2021
de facil leitura que
se baseia em
CRISPR

DETECTOR CRISPR-Cas12 Realiza transcricdo | BROUGHTON et
reversa s¥multe~1nea e al., 2020
amplificacao
isotérmica usando
RT-LAMP seguido
por detecgdo de
Cas12 de sequéncias
predefinidas de
coronavirus com a
clivagem de uma
molécula reporter
confirmando a
deteccao

Observa-se que as abordagens atuais para a detec¢do precoce do SARS-CoV-2
necessitam de atividade de enzimas sensiveis as condi¢des de transporte, armazenamento e
um tempo prolongado de execucdo das técnicas. Tal situagdo pode comprometer a
propagacao e a adogao desses métodos diagnosticos a beira do leito, especialmente em paises
de dimensdes continentais, particularmente em regides rurais dotadas de estruturas de satde
precarias. Portanto, a imperatividade do desenvolvimento de novos métodos diagndsticos
capazes de superar os desafios associados aos métodos atuais ¢ de suma importancia.

Tendo em consideracdo as vantagens distintas de FRET-HCR devido a realizacao
eficiente de uma tnica etapa juntamente com identificagao precisa e especifica da molécula
alvo a partir de uma sonda molecular marcada com fluor6foro, neste estudo, € proposto o uso

de ribozimas para identificar e clivar o RNA viral do SARS-CoV-2, bem como a utiliza¢do de
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hairpins de DNA devidamente marcados com fluoréforos de cianina 3/ cianina 5 (Cy3/Cy5)
para gerar uma reacdo de hibridagdo em cadeia (HCR) baseada na transferéncia de energia
fluorescente por ressondncia (FRET-HCR) para amplificagdo inicial do sinal (CHOI e

PIERCE, 2014; HUANG et al., 2016; KHARMA et al., 2015; WU et al., 2020b).

2. OBJETIVO
2.1. OBJETIVO GERAL

A presente proposta visa desenvolver um método diagnostico sensivel e de fécil
manuseio, isento de atividade enzimatica dependente de efetores termo-sensiveis e de
equipamentos e mao de obra especializados. Nossa metodologia propde o uso de ribozimas
tendo como alvo o RNA do SARS-CoV-2 e empregando as propriedades de moléculas
metaestaveis de DNA hairpins marcadas com fluoréforos Cy3/Cy5. Esse sistema promove
uma reagao de hibridacao em cadeia que resulta em um polimero de moléculas fluorogénicas
as quais desencadeiam a transferéncia de energia fluorescente por ressonancia (FRET-HCR),
gerando um sinal detectdvel mesmo que partindo de uma baixa carga viral. Tal teste seria
para uso na fase inicial da infeccdo por SARS-CoV-2, a qual pode requerer um ensaio

sensivel.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

- Identificagdo da regido gendmica viral de interesse para ser usada como alvo;

- Desenho ¢ sintese de sequéncias de DNA a serem submetidas a transcri¢do in vitro
para obtencao de ribozimas e também da sequéncia de DNA alvo transcrita em RNA
viral alvo;

- Clonagem das sequéncias de DNA sintetizadas em vetores apropriados;

- Transcrigdo in vitro das ribozimas e do RNA alvo;

- Desenho e sintese de pares de moléculas reporter de grampos DNA metaestaveis com
fluoroforos capazes de realizar transferéncia de fluorescéncia por ressonancia;

- Avaliag¢do da atividade das ribozima quanto a identificacdo e clivagem do RNA de
SARS-CoV-2;

- Analise in vitro da funcionalidade do método diagnodstico para COVID-19 através de

deteccao de fluorescéncia (Avaliagdo da atividade de FRET-HCR).
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3. METODOLOGIA

3.1. IDENTIFICACAO DE ALVOS GENOMICOS

A selecdo inicial da sequéncia gendmica do SARS-CoV-2 que serd utilizada para
avaliacdo da atividade de clivagem das ribozimas foi embasada em um alvo previamente
utilizado com sucesso (HOU et al.,, 2020). Além disso o banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/sars-cov-2-segs/) em conjunto com o uso do software
de livre acesso MAFFT (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/), permitiu o alinhamento de
aproximadamente 16.000 sequéncias gendomicas do SARS-CoV-2, possibilitando a anélise
desta regido de interesse. Para o alinhamento, foram selecionados os pardmetros padrao, com
excecdo do parametro ‘formato de saida’ que foi escolhido ‘formato clustal classificado’ e o
parametro ‘estratégia’ que foi definida como FFT-NS-2. Visando retirar sequéncias que
também sdo consensuais para outros virus, foi realizado o alinhamento desta regido de
interesse com sequéncias de outros virus de RNA como os das familias MERS e SARS, que
sdo parentes proximos do SARS-CoV-2. Portanto, identificou-se uma sequéncia consensual e
especifica para 0 SARS-CoV-2 de 400 nt localizada na ORF1lab, diferente das sequéncias
encontradas em outros virus de RNA, tornando-a a escolha apropriada como sequéncia alvo
para as ribozimas. Todos os alinhamentos foram visualizados utilizando o software de livre

acesso Jalview (https://www.jalview.org/).

3.2. DESENHO RACIONAL DE RIBOZIMAS E MOLECULAS REPORTERES DE
DNA

O programa Ribosoft foi utilizado para o desenho das ribozimas do tipo hammerhead
de acordo com os parametros padrdo, com excecao do parametro “ambiente de destino” que
foi marcado: in vivo, Homo sapiens (taxonomia 9606, espécie 9606) utilizando o conjunto
GRCh38,p12 e selecionando o método de especificidade “clivagem” (KHARMA et al., 2015;

https://ribosoft2.fungalgenomics.ca/). Utilizando as pontuagcdes de especificidade,

acessibilidade, estrutura e ponto de clivagem e a sequéncia de RNA de 400 nt como alvo, trés
ribozimas do tipo hammerhead foram escolhidas e nomeadas 1, 2 e 3.

Uma andlise de fita unica (do inglés, Single Strand -SS-) foi conduzida visando
definir, dentro do alvo de RNA de 400 nt, a regido complementar a primeira molécula de
DNA reporter hairpin (H1). A andlise indicou uma sequéncia com maior pontuacao SS,

sendo esta de 18 nt, e a partir desta sequéncia selecionada, foi elaborado o primeiro conjunto
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de moléculas de DNA reporter hairpin (H1 e H2) visando a complementaridade a sequéncia
de 18 nt. Foi projetado um segundo conjunto do par de H1 e H2 de forma complementar ao
fragmento de RNA gerado pela atividade de clivagem das ribozimas 1 e 3. Para avaliar a
interacdo dos pares de H1 e H2 entre eles e com o alvo de RNA, andlises in silico foram
realizadas utilizando o programa NUPACK (ANG e YUNG, 2016; ZADEH et al., 2011;

http://www.nupack.org/), conforme os pardmetros a seguir: DNA, Compute Melt: ligado,

Temp min: 25°C, Incremento: 6°C, Temp max: 37°C, Na+: 0.75 M, 3 filamentos e tamanho
maximo do complexo 3 e concentracao das moléculas em 100 nM cada uma das trés (alvo,
H1 e H2). As moléculas foram sintetizadas pela IDT (Coralville, lowa, EUA), H1 contendo
fluor6foro Cy3 na extremidade 5' e H2 com o fluoréforo CyS5 posicionado na extremidade 3'.
Na Tabela 2 ¢ apresentado as sequéncias dos DNA hairpins, das ribozimas e do RNA alvo de

400 nt. Na Tabela 3 ¢ mostrado as pontuagdes das ribozimas geradas pelo Ribosoft.

Tabela 2: Identificagdo das sequéncias das moléculas de DNA ou RNA utilizadas nos
ensaios.

Nome Sequéncia (5’ — 3’) N° de NT

ORFlab UUAGAUAUAUGAAUUC 400
ACAGGGACUACUCCCA
CCCAAGAAUAGCAUAG
AUGCCUUCAAACUCAA
CAUUAAAUUGUUGGGU
GUUGGUGGCAAACCUU
GUAUCAAAGUAGCCAC
UGUACAGUC|UAAAAUG
UCAGAUGUAAAGUGCA
CAUCAGUAGUC|UUACU
CUCAGUUUUGCAACAA
CUCAGAGUAGAAUCAU
CAUCUAAAUUG

AUUCUCU
UAGCUAAAGAUACUAC
UGAAGCCUUUGAAAAA
AUGGUUUCACUACUUU
CUGUUUUGCUUUCCAU
GCAGGGUGCUGUAGAC
AUAAACAAGCUUUGUG
AAGAAAUGCUGGACAA
CAGGGCAACCUUACAA
GCUAUAGCCUCAGAGU
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UUAGUUCCCUUCCAUC

Ribozima 1 * CAAAACUGAGAAUAGU 50

AACUGAUGAGUCGCUG

AAAUGCGACGAAACUA
CU

* GUCAUUGUGUAAUAAC 58

UGCUGAUGAGUCGCUG

AAAUGCGACGAAACAC
AUUGAGCCCA

Ribozima 3 * ACAUCUGACAAAUUUU 51

UACUGAUGAGUCGCUG

AAAUGCGACGAAACUG
UAC

Sequéncia alvo 18.C.1 AGTTTAGTTCCCTTCCAT 18

H1.18.C.1 * ATGGAAGGGAACTAAA 36
CT AGTTTAGTT
CCC

H2.18.C.1 * AGTTTAGTTCCC 36
GGGAACTAAACTATCAC
A

Sequéncia alvo R46-1.E * | GATGTAAAGTGCACATC 18
A

HI1.R46-1.E * TGATGTGCACTTTACAT 36
C GATGTAAAGT
GC

H2.R46-1.E GATGTAAAGTGC 36
GCACTTTACATCATCA
CA

* As cores vermelho, verde e azul, representam o local de anelamento das ribozimas 1,2 e 3,

respectivamente. A | representa o sitio de clivagem na molécula de RNA alvo e a cor laranja
identifica a sequéncia loop.




Tabela 3: - Parametros obtidos pelo software RiboSoft para cada uma das ribozimas
utilizadas neste estudo.

Ribozima Pontuacao de Pontuacao de Pontuacao de
Especificidade acessibilidade estrutura
1 5081.81 7.1 13.38
2 1534.499 9.6 33.009
3 2352.182 5.9 15.86

3.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE DA RIBOZIMA

A partir das sequéncias das trés ribozimas do tipo hammerhead e o alvo viral de RNA
de 400 nt, sequéncias de DNA com o promotor T7 foram sintetizadas, para cada uma das
moléculas, pela empresa GenScript (Piscataway, New Jersey, USA). Utilizando o kit
InFusion HD EcoDry Cloning (Takara Bio, San Jose, California, USA), estas sequéncias de
DNA, foram entdo, introduzidas no vetor de clonagem pBluescript SK (+) seguido de
transformac¢do em bactéria termo-competente (XL-10 Gold). Foram adquiridos quatro vetores
distintos, sendo eles pBluescript SK (+) Rzl, pBluescript SK (+) Rz2, pBluescript SK
(+)_Rz3, e pBluescript SK (+) target. Desta forma, utilizando o MEGAshortscript T7
Transcription kit (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) e seguindo as instrugdes do
fabricante, os transcritos das ribozimas e do alvo de RNA foram obtidos separadamente a
partir de transcri¢do in vitro. Os transcritos foram quantificados, analisados por eletroforese
em gel de agarose e incubados em -80°C até o uso.

Reagoes de atividade das ribozimas foram realizadas de acordo com as descri¢oes de
Tang et al., 1994. Brevemente, em uma propor¢do de 1:10, cada uma das trés ribozimas
foram misturadas separadamente a molécula de RNA de 400 nt em tampao de reagdo de
ribozima contendo 50 mM Tris pH 8.0 (Promega, Madison, Wisconsin, USA) ¢ 20 mM
MgCl, (Dinamica, Indaiatuba, Sao Paulo, Brazil). As solu¢des foram incubadas a 50°C por
2,5 horas. Todas as analises foram conduzidas de forma independente em replicatas
bioldgicas e duplicatas técnicas, tendo como controle negativo a reagdo na auséncia de
ribozimas. Os produtos dessa reacdo foram analisados através de eletroforese em gel de
agarose 2%, utilizando brometo de etidio para a visualizagdo. O marcador molecular utilizado

foi 50 bp DNA Ladder (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA).
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3.4. TESTE DE AMPLIFICACAO E DETECCAO DE SINAL BASEADO EM
FRET-HCR

Visando aferir o sinal de FRET-HCR, foi utilizado o tampao de hibridacdo de DNA
composto por citrato de sodio salino 5X (do inglés, SSC 5X) (Sigma-Aldrich, St Louis,
Missouri, USA) para diluir separadamente as moléculas de DNA hairpin (H1 e H2). Deste
modo, as moléculas Aairpin foram aquecidas até 95°C por 5 minutos e posteriormente, para
retomarem suas estruturas originais, foram resfriadas a temperatura ambiente por 40 minutos.
A auséncia da molécula alvo/iniciadora constitui o controle negativo do experimento.

No intuito de caracterizar os parametros ideais para os ensaios de FRET-HCR, no
primeiro momento os ensaios foram executados utilizando a molécula de DNA iniciadora de
18 nt, sintetizada pela empresa GenScript (Piscataway, New Jersey, USA). Foram
empregadas diferentes concentracdes finais das moléculas de DNA iniciador de 18 nt, em
tampao SSC 5X e SSCT 5X. As concentragdes utilizadas foram 6000 nM, 600 nM, 400 nM e
200 nM. As moléculas de DNA iniciador de 18 nt, foram entio, misturadas com as moléculas
hairpin H1 e H2, ambas em concentracdo final de 600 nM e posteriormente, foram
transferidas para uma placa preta de 96 pocos da Greiner. As amostras foram examinadas em
trés diferentes espectrofluorimetros a 27°C: fluorimetro de fase multifrequencial K2 (ISS,
Champaign, Illinois, USA) acoplado ao leitor de placas de micropogos K428; Varioskan LUX
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) e leitora de microplacas
multimodo SpectraMax M3 (Molecular Devices, San Jose, California, USA). Utilizando o
Varioskan LUX (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) e a leitora de
microplacas multimodo SpectraMax M3 (Molecular Devices, San Jose, California, USA) em
ensaios FRET-HCR, também foram analisadas as moléculas de RNA iniciador de 18 nt
diluidas em tampao SSC 5X, sintetizadas pela empresa GenScript (Piscataway, New Jersey,
USA).

Visando avaliar o método diagndstico, foram utilizados os produtos resultantes da
clivagem das ribozimas, correspondentes a molécula de RNA de 400 nt, mais um ou dois
conjuntos de H1 e H2 em concentragdo final de 600 nM, misturados em proporg¢do 2:1:1 em
volume total de 100 ul de tampao SSC 5X, como descrito previamente (HUANG et al.,
2016). A molécula de RNA iniciadora de 18 nt diluida em tampao de clivagem de ribozima
foi usada como controle positivo. Logo apds o ensaio de clivagem pela ribozima, as reagdes
FRET-HCR foram montadas e o espectro fluorescente foi lido e gravado a 27°C pela leitora

de microplacas multimodo SpectraMax M3 (Molecular Devices, San Jose, California, USA).
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Com excitagao em 547 nm e emissdo de 557 até 750 nm, que correspondem ao comprimento
de onda de excitacdo e emissdo dos fluordforos doadores e aceptores, respectivamente, os
sinais do espectro de fluorescéncia do FRET-HCR foram monitorados e registrados. Todos os
ensaios foram executados independentemente, em duplicata e em diferentes dias

experimentais.

4. RESULTADOS

4.1 DESCRICAO DO METODO DIAGNOSTICO PARA SARS-CoV-2

A Figura 3 apresenta um esquema que descreve o método diagndstico proposto para
detectar o RNA viral do SARS-CoV-2. A primeira etapa fundamenta-se na identificagdo e
clivagem do RNA gendmico viral pelas ribozimas do tipo hammerhead. Para cada uma das
ribozimas selecionadas, seus respectivos sitios-alvo de atividade precisam ser regides
especificas e conservadas apenas para a sequéncia gendmica do SARS-CoV-2. Por este
motivo, a sequéncia alvo do SARS-CoV-2 foi escolhida baseada em estudos prévios (HOU et
al., 2020). Em seguida, foi realizado o alinhamento gendmico das diferentes cepas com o
intuito de verificar a concordancia da sequéncia alvo com as variantes do SARS-CoV-2.
Visando remover as sequéncias que também sdo consensuais para outros virus, como virus
das familias MERS e SARS e outros virus de humanos, a sequéncia escolhida foi alinhada e
comparada a essas outras sequéncias (Fig. 4). Assim, foi selecionado como sequéncia alvo
uma regido de 400 nt da ORF1lab, consenso para variantes do SARS-CoV-2 e diferente das
sequéncias virais de outras familias/grupos como os da MERS e SARS. Para o método
diagndstico proposto essa sequéncia serd reconhecida e clivada pelas ribozimas do tipo
hammerhead, resultando na liberagdo do fragmento de RNA denominado da sequéncia
iniciadora. Todas as sequéncias da molécula de RNA alvo de 400 nt e das ribozimas sio

apresentadas na Tabela 2.
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Figura 3: Representagdo esquematica das principais etapas de reagdo do método diagnostico para SARS-CoV-2.
(A) Reacdo de deteccdo e clivagem do alvo de RNA viral pelas ribozimas do tipo hammerhead, resultando na
liberagdo do fragmento de RNA iniciador. (B) Representagdo esquematica de duas moléculas de DNA repoérter
contendo diferentes fluordforos, H1-Cy3 (Cianina 3) e H2-Cy5 (Cianina 5). (C) Hibrida¢do da sequéncia
iniciadora a molécula de DNA reporter H1 e sua respectiva desnaturag@o em fita simples, levando a associagao
com a molécula complementar de DNA repodrter H2, que também ¢ desnaturada em fita simples. (D) Formagao
de um polimero a partir da concatenacdo das moléculas H1 e H2, resultando no FRET-HCR que amplifica o

sinal de detecgdo do RNA viral.

MT126808.1_.._SARS-CoV-2/1-29876
MT350282.1_.._SARS-CoV-2/1-29903
MT740744.1_.._SARS-Col-2/4-29878
MT738101.1_.._SARS-CoV-2/1-23903
MT738173.1_.._SARS-CoV-2/1-29873
MTBO7936.1_..._SARS-CoV-2/1-29887
MTB27075.1_.._SARS-CoV-2/1-29875
MTB27202.1_.._SARS-CoV-2/1-29874
MTB35383.1_.._SARS-CoV-2/1-23858
MTB44030.1_.._SARS-Col-2/1-29837
NG_045512.2.._SARS_GoV-2/1-29903
SARSHike_MG772933 1/1-23802

Figura 4: Alinhamento de sequéncias nucleotidicas de genomas de 10 variantes do SARS-CoV-2 e de outros
virus semelhantes aos da SARS, usando o programa de livre acesso MAFFT. A primeira linha (de preto) indica a
sequéncia usada como modelo para sintese das ribozimas. Os nucleotideos mostrados em cor e pontos brancos
indicam polimorfismo de nucleotideo inico (SNP).

O segundo estagio do processo consiste na concatenacdo deste fragmento de RNA
viral iniciador, liberado pela atividade das ribozimas, com dois hairpins de DNA
metaestaveis (H1 e H2), sendo cada um deles ligados a fluor6foros doadores (Cianina 3, Cy3)
e fluoréforos aceptores (Cianina 5, Cy5), respectivamente (Fig. 3). O comprimento de onda

de 547 nm excita o fluor6éforo doador, e este, com a energia de sua banda de emissdo,

36



transfere a energia ao fluoréforo aceptor, resultando assim, no aumento da intensidade de sua
respectiva banda de emissdo a ~675 nm. A interagdo, por complementaridade com a
sequéncia estendida (toehold + stem) de H1, entre o fragmento de RNA viral iniciador e o
primeiro DNA hairpin (H1), ocasiona a abertura de H1. Esta mudanga estrutural em H1, por
consequéncia, ocasiona a abertura do segundo DNA hairpin (H2), levando a hibridacao de
H1 e H2 por complementaridade entre as sequéncias estendidas. Atendendo as condicdes
necessarias para o correto funcionamento da reagdo FRET, as sondas HI e H2 foram
desenhadas para conter os seus respectivos fluoroéforos posicionados, apds a reagdo de
hibridagdo, perto um do outro (Fig. 3). A terceira etapa consiste no aumento do sinal
fluorescente no comprimento de onda do aceptor (~675 nm) devido a formagdo de um
polimero bidimensional ocasionado pela hibridacdo em cadeia das moléculas H1 e H2. A
sensibilidade do método ¢ aumentada gragas a esta reacdo de polimerizacao em cadeia, que
permite a detec¢do de pequenas quantidades do RNA viral (Fig. 3). No método diagndstico
proposto, o sinal de fluorescéncia de emissdo sera calculado como uma propor¢ao em relagao
ao controle negativo, que corresponde aos ensaios FRET-HCR sem a presenga do fragmento

da molécula iniciadora relativa ao RNA viral alvo.

4.2 DETECCAO E AMPLIFICACAO DE SINAL BASEADO EM FRET-HCR

A partir do alvo de RNA de 400 nt do virus SARS-CoV-2, uma sequéncia de 18 nt,
identificada com a pontuagdo mais alta de probabilidade de estar em fita simples (ss) pelo
programa NUPACK, foi usada como molécula iniciadora para reacdo de hibridagdo em
cadeia do primeiro par de moléculas de DNA hairpin (H1 e H2). Entdo, o primeiro conjunto
de H1 e H2 foi desenhado em concordancia com critérios descritos em estudos prévios (ANG
e YUNG, 2016). Em seguida, o programa NUPACK foi utilizado para avaliar os desenhos
desse par de moléculas. A sele¢do do par ideal de HI e H2 foi feita baseando-se nos
resultados gerados pelo NUPACK e levando em consideragdo o potencial de ligagdo com o
fragmento iniciador. Desta forma, o primeiro par de moléculas reporteres de DNA hairpin foi
projetado para conter os fluor6foros Cy3 e Cy5 nas extremidades 5’ e 3°, respectivamente.
Diferentes experimentos independentes foram realizados para verificar a ocorréncia de
FRET-HCR. Nesses ensaios, diferentes variaveis foram avaliadas, como, diferentes
fluorimetros, concentracdo das moléculas e tampdes. O tampao SSC 5X, que ¢ o tampdo
utilizado na reacdo FRET-HCR, foi usado nos testes iniciais para diluir as moléculas de DNA

iniciadoras. Trés concentragdes finais diferentes, 200 nM, 400 nM ¢ 600 nM da molécula de
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DNA iniciadora de 18 nt foram avaliadas para o ensaio de FRET-HCR (Fig. 5). O sinal de
fluorescéncia negativo ¢ decorrente da subtragdo do espectro da amostra de controle negativo
(sem a molécula de DNA iniciadora) de todos os espectros analisados. Os valores médios dos
espectros mostram bandas de emissdo, do fluor6foro doador, decrescentes e intensidade
maxima de fluorescéncia do fluoréforo aceptor em ~670 nm nos trés a cinco experimentos
independentes com HI1 e H2 em todas as concentragdes avaliadas, em tampao SSC 5X com
Tween (SSCT 5X) (Fig. 5). Contudo, para as concentracdes 200 nM e 400 nM a variacao
entre os experimentos realizados em dias independentes foi mais alta do que quando a
concentracdo final das moléculas foi igual a 600 nM. O sinal FRET-HCR mais alto foi obtido
a partir do espectro fluorescente de H1, H2 e o DNA alvo de 18 nt na concentracdo de 600
nM (Fig. 5), com um nitido decréscimo e aumento da intensidade das bandas de emissao do
doador e do aceptor, respectivamente. A concentragao final de 600 nM foi escolhida para os
ensaios seguintes ja que foi obtido sinal mais alto e mais similar para as analises realizadas

em dias diferentes.
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Figura 5: Ensaio de FRET-HCR empregando diferentes concentragdes da molécula sintética de DNA iniciadora
(18 nt). Emissdo da intensidade de fluorescéncia da transferéncia de energia fluorescente por ressondncia
(FRET-HCR) de H1 (600 nM) para H2 (600 nM) mediado pela reagdo de hibridacdo em cadeia. Ensaio de
FRET-HCR empregando as concentra¢des de 200 nM (A), 300 nm (B) e 600 nM (C) da molécula de DNA
iniciadora de 18 nt em tampdo SSCT 5X. Cada linha colorida representa o espectro fluorescente de
experimentos independentes e duplicatas técnicas. Todos os espectros analisados foram obtidos ap6s a subtragdo
do espectro da amostra controle (sem molécula iniciadora), o que resultou em sinal fluorescente negativo.

A molécula de DNA iniciadora de 18 nucleotideos na concentracao final de 600 nM,
foi entdo, utilizada na etapa subsequente dos ensaios de otimizagdo, visando analisar a

eficiéncia da reacdo FRET-HCR em tampao SSC 5X, na auséncia do reagente Tween.
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Os resultados indicaram que no tampao SSC 5X, sem a presenca do reagente Tween,
o sinal de FRET-HCR, foi maior em comparacdo as analises feitas usando o tampao SSCT

5X na presenca do reagente (Fig. 6).
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Figura 6: Ensaio de FRET-HCR em tampdo SSC. Emissdo da intensidade de fluorescéncia da transferéncia de
energia fluorescente por ressonancia (FRET-HCR) de H1 para H2 mediado pela reacdo de hibrida¢do em cadeia
a 600 nM de H1, H2 e a molécula sintética de DNA iniciadora de 18 nt em tampao SSC 5X. Cada linha colorida
representa o espectro de fluorescéncia de experimentos independentes e duplicatas técnicas. Todos os espectros
analisados foram obtidos apds a subtragdo do espectro da amostra controle (sem molécula iniciadora), o que
resultou na aparigdo de sinal fluorescente negativo.

O equipamento K2, um fluorimetro com sensibilidade alta e que necessita de mao de
obra especializada, foi utilizado inicialmente para verificar a eficiéncia dos ensaios
FRET-HCR, como ilustrados nas Figuras S e 6. Entretanto, as mesmas analises foram
realizadas nos equipamentos Varioskan LUX e no SpectraMax M3 visando cumprir um dos
objetivos deste estudo, que ¢ o desenvolvimento de um método diagnostico independente de
equipamentos ¢ mao de obra especializadas. Em consequéncia da baixa sensibilidade destes
dois fluorimetros, em comparagdo com o K2, foram avaliadas duas concentragdes distintas
das moléculas de DNA iniciadoras de 18 nt, 600 nM, a concentragao previamente escolhida e
6000 nM, concentracdo 10 vezes maior. Os espectros de todos os ensaios avaliados sdo

exibidos juntos com os espectros dos respectivos controle negativo, que nido contém a

molécula iniciadora. O sinal de emissdao de fluorescéncia em aproximadamente 670 nm (Fig.
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7) indicou que o ensaio de FRET-HCR, nos equipamentos menos sensiveis, aconteceu de

forma similar aos obtidos no K2, o espectrofluorimetro mais sensivel e especializado.
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Figura 7: Ensaio de FRET-HCR empregando duas concentragdes diferentes e dois espectrofotometros
diferentes. Emissdo média da intensidade de fluorescéncia da transferéncia de energia entre H1 (600 nM) e H2
(600 nM) mediado pela rea¢do de hibridagdo em cadeia a 6000 nM (A e C) e 600 nM (B ¢ D) da molécula
sintética de DNA iniciadora de 18 nt em tampdo SSC 5X (linha preta). (A) e (B) sdo espectros de fluorescéncia
obtidos no fluorimetro Varioskan e (C) e (D) sdo espectros de fluorescéncia obtidos no fluorimetro SpectraMax.
Como controle negativo nao hd molécula iniciadora (linha vermelha). Grafico de barras mostrando a razéo entre
amédia e o desvio padrao da emissdo de maior intensidade de fluorescéncia apds ensaios FRET-HCR com 6 uM
e 600 nM de H1, H2 e a molécula de DNA iniciadora de 18 nt (E). Ensaios foram realizados em duplicatas
técnicas em trés dias independentes.

Mais importante ainda, de acordo com os graficos de barras, os ensaios FRET-HCR
demonstraram que a razdo do sinal de intensidade de fluorescéncia com o controle negativo
foi de 1,6 £ 0,09 e 1,7 = 0,16 nas duas concentracdes finais analisadas, 600 nM e 6000 nM,
no SpectraMax e no Varioskan, respectivamente. Desta forma, os resultados sugerem que
mesmo considerando a variacdo na sensibilidade dos equipamentos, o sinal FRET-HCR ¢
detectavel em baixas concentragdes (600 nM) em equipamentos menos sensiveis.

Tendo em mente que o genoma do SARS-CoV-2 ¢ de RNA e nao de DNA, as etapas
subsequentes do ensaio FRET-HCR foram executadas usando o RNA do SARS-CoV-2 de 18
nt na concentracao final de 600 nM como molécula iniciadora, tendo H1 e H2 em tampao
SSC 5X em SpectraMax M3 (Fig. 8). Como demonstrado pelo grafico de barras, os
resultados indicam que o sinal FRET-HCR ocorreu de forma similar, quando comparado com
a molécula de DNA de 18 nt, tendo emissao de fluorescéncia do aceptor em ~670 nm, sendo
esta emissdo, 1,6 = 0,22 vezes maior que o controle negativo (Fig. 8). Por ter tido resultados
muito semelhantes, o SpectraMax M3 foi o equipamento selecionado para as analises futuras

por ser um equipamento de manuseio simples, sem a exigéncia de mao de obra especializada

em comparagdo com os espectrofluorimetros K2 e o Varioskan LUX.
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Figura 8: Ensaio de FRET-HCR empregando DNA e RNA como molécula sintética iniciadora. Emissdo média
da intensidade de fluorescéncia da transferéncia de energia entre H1 e H2 mediado pela reagdo de hibridacao em
cadeia a 600 nM de H1, H2 e a molécula de RNA iniciadora de 18 nt em tampao SSC 5X (linha preta) (A).
Controle positivo consiste de DNA iniciador de 18 nt na mesma concentragao da molécula de RNA iniciador de
18 nt (600 nM) ¢ indicado como linha azul. Controle negativo na auséncia da molécula iniciadora é indicado
como linha vermelha. Grafico de barras mostra a média e o desvio padrdo da emissdo de maior intensidade de
fluorescéncia apos ensaios FRET-HCR com as moléculas de DNA e RNA iniciadoras de 18 nt, e sem nenhuma
molécula como controle negativo (B). Os ensaios foram realizados no SpectraMax M3 em duplicatas técnicas e
em trés dias independentes.
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4.3 AVALIACAO DO USO CONJUNTO DA ATIVIDADE DA RIBOZIMA E
ENSAIOS FRET-HCR

Apbés a selecdo dos parametros avaliados, procedeu-se a andlise do método
diagndstico por completo, que combinou os ensaios de FRET-HCR seguido da reagdo de
clivagem do RNA do SARS-CoV-2 pelas ribozimas. Inicialmente, trés ribozimas foram
projetadas para reconhecer e clivar o RNA do virus SARS-CoV-2, na regido consenso cuja
sequéncia foi identificada pelo uso do programa de alinhamento MAFFT (Fig. 4). Na Tabela
3 ¢ mostrado as pontuacdes relacionadas ao local de clivagem, especificidade, estrutura e
acessibilidade, parametros que foram usados para selecionar as ribozimas do tipo
hammerhead, desenhadas pelo uso do aplicativo RiboSoft. A ribozima 2 obteve as maiores
pontuacdes de acessibilidade e estrutura. Entretanto, de acordo com o conjunto dos
parametros estabelecidos, a pontuagdo de especificidade, que é o parametro mais importante,
pois refere-se a discriminagdo entre sequéncias inespecificas, como as de RNAs humanos
possiveis de estarem presentes nas amostras de pacientes, mostrou a maior pontuacdo para as
ribozimas 1 e 3.

O alvo de RNA de 400 nt e as ribozimas foram clonadas no vetor pBluescript,

transcritos in vitro e analisados por eletroforese em gel de agarose 2% (Fig. 9).

Alvo de
RNA de
400 nt

Figura 9: Transcrigdo in vitro do RNA alvo e ribozimas, observadas em eletroforese de gel de agarose 2%. O
RNA alvo tem aproximadamente 400 nt e as ribozimas t€ém aproximadamente 60 nt. Marcador molecular
Invitrogen 50 bp DNA Ladder.
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As ribozimas foram obtidas no tamanho esperado e em grandes concentracdes
demonstrando uma transcrigio in vitro bem sucedida. E relevante destacar que a ribozima 2
foi obtida em menor concentragdo quando comparada as ribozimas 1 e 3.

Em seguida, foi realizada a analise de atividade de clivagem das ribozimas utilizando
o RNA alvo de 400 nt na propor¢do de 1:10 (Fig. 10). As ribozimas demonstraram atividade
de clivagem gerando os fragmentos de RNA de tamanho esperado. Os produtos de RNA
clivados esperados para a ribozima 1 sao de 155 e 245 nt e para os da ribozima 3 sdo de 121 e
279 nt. A ribozima 2 ndo seguiu para os proximos testes devido a baixa taxa de transcri¢ao e
os ensaios de clivagem resultarem em diversos fragmentos de RNA inesperados (dados nao

mostrados).

Ribozima 1 + alvo Ribozima 3 + alvo Controles
de RNA de RNA

T R1 R3

Figura 10: Ensaio de atividade de clivagem de ribozimas visualizadas em eletroforese em gel de agarose 2%.
Fragmentos de RNA obtidos ap6s clivagem das ribozimas 1 ¢ 3 da molécula de RNA alvo de 400 nt. O alvo de
RNA ¢ de aproximadamente 400 nt e as ribozimas sdo aproximadamente 60 nt. Produtos de RNA clivados para
ribozima 1 sdo de 155 e 245 nt e para ribozima 3 sdo de 121 e 279 nt. Marcador molecular (MM) usado foi o
DNA Ladder de 50 bp (Invitrogen).

A Figura 11 apresenta o sinal FRET-HCR obtido a partir da molécula alvo de RNA
de 400 nt bem como dos produtos gerados pela clivagem das ribozimas 1 ou 3,
separadamente, combinados com 600 nM de H1 e H2 na proporgao de 2:1:1 em duplicatas
técnicas e biologicas. O controle positivo foi a molécula de RNA iniciadora de 18 nt diluida
no mesmo tampao deste ensaio (SSC 5X). Os resultados obtidos indicam que as diferentes
etapas do método, a transcri¢do in vitro, a atividade de clivagem das ribozimas e deteccdo do
sinal FRET-HCR, foram bem sucedidos. As analises com RNA alvo de 400 nt intacto, sem a

etapa de clivagem pelas ribozimas, geraram sinal FRET-HCR idéntico ao obtido com o

controle negativo (sem o RNA alvo). Além disso, foi observado que os ensaios de
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FRET-HCR apos a clivagem do RNA de 400 nt com a ribozima 1 foi de 1,05 + 0,04 em
compara¢do com o controle negativo, enquanto 1,11 £ 0,05 foi observado ap6s a clivagem da

ribozima 3.
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O

Razdo da emissdo de fluorescéncia

Alvo de RNA de 400 nt Ribozima 1 Ribozima 3

Figura 11: Representacdo esquematica e emissdo média do espectro de intensidade de fluorescéncia.
Transferéncia de energia fluorescente entre H1 e H2 devido a reagfo de hibrida¢do em cadeia a 600 nM de H1,
H2 e alvo de RNA na propor¢ao 2:1:1 em tampao SSC 5X. Ensaio de FRET-HCR em conjunto com o alvo de
RNA de 400 nt (A), produtos da clivagem da ribozima 1 (B), e produtos da clivagem da ribozima 3 (C). Esses
ensaios foram realizados em duplicatas técnicas ¢ em trés dias independentes. Linha azul representa o controle
positivo, molécula de RNA de 18 nt iniciadora, a linha vermelha representa o controle negativo, sem a molécula
alvo, e a linha preta, o ensaio FRET-HCR seguido pela atividade de clivagem de ribozima ou realizado com a
molécula iniciadora de RNA de 400 nt. Grafico de barras mostra a razao entre a média ¢ o desvio padrao da
maior intensidade de fluorescéncia do ensaio de FRET-HCR comparado com o controle negativo realizado com
os produtos de RNA da atividade de clivagem das ribozimas em proporgdo 2:1:1 ou a molécula de RNA alvo de
400 nt intacto em dias independentes (D).

Assim, foi hipotetizado que a utilizacdo de dois conjuntos de moléculas H1 e H2
poderiam intensificar a emissdo do sinal de fluorescéncia do fluor6foro aceptor. Nesse
sentido, foi desenvolvido um novo conjunto de moléculas H1 e H2 e subsequentemente
foram submetidas a analises no programa NUPACK. O novo par de moléculas H1 e H2 teve
seu desenho feito visando complementaridade ao fragmento de RNA obtido apds a atividade
de clivagem de ambas ribozimas de forma simultanea. Essas moléculas foram eficientes nos
ensaios de FRET-HCR em associacdo com a molécula de RNA complementar iniciadora de

18 nt na concentragdo final de 600 nM (Fig. 12).
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Figura 12: Ensaio de FRET-HCR empregando RNA como molécula sintética iniciadora. Emissdo média da
intensidade de fluorescéncia da transferéncia de energia entre o segundo set de H1 e H2 mediado pela reagdo de
hibridag¢@o em cadeia a 600 nM de H1, H2 e a molécula de RNA iniciadora de 18 nt em tampao SSC 5X (linha
preta). Como controle negativo ndao ha molécula iniciadora (linha vermelha).

Ensaios de atividade de ribozima foram feitos utilizando tanto as duas ribozimas
juntas quanto cada uma delas separadamente. Subsequentemente, os produtos adquiridos a
partir dos ensaios de clivagem de ribozima, descritos acima, juntamente com o alvo de RNA
intacto de 400 nt, foram utilizados em ensaios FRET-HCR. O controle positivo ¢ composto
pelas duas moléculas de RNA iniciadoras de 18 nt mais os dois conjuntos de moléculas H1 e
H2 e o ensaio na auséncia da molécula iniciadora ¢é controle negativo. Os resultados indicam
que o ensaio FRET-HCR multiplexado realizado com os produtos das clivagens das
ribozimas 1 e 3 e o alvo de RNA de 400 nt intacto geraram a emissdo do sinal fluorescente
como mostrado na Figura 13. Surpreendentemente, os ensaios FRET-HCR realizados com
produtos da clivagem da ribozima 1 mostraram a maior emissdo fluorescente observada,
sendo 1,34 £ 0,11 vezes maior que o controle negativo, conforme ¢ mostrado no grafico de

barras da Figura 13.
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Razdo da emissdo de fluorescéncia

Alvo de RNA de Ribozima 1 Ribozima 3 Ribozima 1 +
400 nt Ribozima 3

Figura 13: Representagdo esquematica e emissdo média do espectro de intensidade de fluorescéncia.
Transferéncia de energia fluorescente entre H1 ¢ H2 devido a reagdo de hibridagdo em cadeia a 600 nM de H1,
H2 e alvo de RNA na propor¢do 2:1:1 em tampao SSC 5X. Todos os ensaios foram realizados com, no minimo,
duplicatas técnicas e biologicas. Linha azul representa o controle positivo, dois conjuntos da molécula iniciadora
de RNA de 18 nt, a linha vermelha representa o controle negativo, sem a molécula alvo, e a linha preta, o ensaio
FRET-HCR seguido pela atividade de clivagem de ribozima ou realizado com a molécula iniciadora de RNA de
400 nt. Esses ensaios de FRET-HCR foram realizados com 2 conjuntos de H1 e H2 e a molécula alvo de RNA
intacto de 400 nt (A); dois conjuntos de H1 e H2 e produtos da clivagem da ribozima 1 (B); dois conjuntos de
HI e H2 e produtos de clivagem da ribozima 3 (C); dois conjuntos de H1 e H2 e produtos da clivagem das
ribozimas 1 e 3 (D). Grafico de barras mostra a razdo entre a média e o desvio padrdo da maior intensidade de
fluorescéncia do ensaio de FRET-HCR comparado com o controle negativo realizado com os produtos de RNA
da atividade de clivagem das ribozimas (cinza) ou a molécula de RNA alvo de 18 nt (verde) em proporgao 2:1:1
em dias independentes (E).

5. DISCUSSAO

Neste estudo, foi apresentada uma proposta de desenvolvimento de um método
diagnéstico sensivel, sem o requerimento de mao de obra e equipamentos especializados,
livre de atividade enzimatica, sem processos de amplificacdo da amostra e com potencial para
aplicacdo futura. A falta da necessidade de refrigeracdo, devido ao uso de moléculas estaveis
sem o uso de atividade enzimética, ¢ uma vantagem que esta metodologia tem em relagdo aos
testes diagnodsticos descritos anteriormente. Ainda, uma caracteristica adicional atrativa do
método proposto ¢ a amplificacio do sinal de deteccdo do RNA viral, baseada em
FRET-HCR, e isso ocorre devido a polimerizacao de H1 e H2, duas moléculas de DNA com
capacidade de aumentar a emissdo fluorescente, sem a necessidade de uma etapa de
amplificacdo baseada em atividade enzimatica. Adicionalmente, com o ensaio FRET-HCR, ¢
possivel evitar a ocorréncia de polimorfismos de nucleotideo tinico, que podem surgir da

etapa de amplificacdo enzimatica, o que pode comprometer a detec¢ao do RNA alvo. Por fim,
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¢ esperado que o teste proposto seja economicamente vidvel, pois baseia-se no uso de
moléculas metaestaveis simples.

Até o presente momento, o RT-qPCR ¢ considerado como o teste padrdo ouro para
deteccao de SARS-CoV-2 e foi o primeiro método proposto para o diagnostico em massa de
pessoas infectadas nos primeiros estagios da doenga, como observado no comeco do surto de
COVID-19 (CORMAN et al., 2020). A primeira etapa do método possui uma das principais
limitacdes, que ¢ a extracdo de RNA, sendo a mesma laboriosa, limitante e cara de se
executar. Smyrlaki et al., 2020, visando superar essas desvantagens, simplificaram o teste por
meio da identificagdo do SARS-CoV-2 por RT-gPCR em amostras que foram diretamente
inativadas pelo calor (SMYRLAKI et al., 2020). No entanto, alguns outros entraves como a
exigéncia de mao de obra e equipamentos especializados, necessidade de refrigeracdo e
tempo de execug¢do demorado ainda sdo limitagdes para uma mais ampla aplicacdo desta
metodologia. Assim, essas limitagdes representam obstaculos significativos para sua adogao
como testes a beira do leito, principalmente em paises em desenvolvimento ou nao
desenvolvidos e que possuem dimensdes continentais. Por tanto, para a identificacdo do
SARS-CoV-2 de forma rapida e acessivel, foi proposto como solugdo, uma estratégia global
de teste a beira do leito baseada na detec¢do de antigeno, por meio de testes de fluxo lateral,
J& usado para outros patdgenos, como virus sincicial respiratorio e o virus influenza.

A precisdo do diagndstico obtido por testes de fluxo lateral (do inglés, lateral flow
test, LFT) de antigeno em comparagao com RT-qPCR para pacientes de cuidados primarios
na Austria foi avaliado por Leber et al., 2021. Os resultados indicaram que ha uma correlagio
significativa e negativa entre LFT reativo e o valor Ct, e a andlise de regressdo logistica
univariada sugere uma forte associacdo entre LFT reativo e o valor de Ct quando este ¢
menor do que 30 (LEBER et al.,, 2021). Entretanto, esse processo exige treinamento
padronizado para técnicos de satde e requer garantia de qualidade, que sdo dificuldades
semelhantes aos testes embasados em RT-qPCR. Recentemente, um estudo foi conduzido
durante o surto de infec¢do pela variante Omicron do SARS-CoV-2 no Brasil visando avaliar
a eficiéncia pratica do teste rapido de antigeno em individuos sintoméaticos (BEZERRA et al.,
2022). Da mesma forma como Leber et al., 2021, os resultados obtidos neste estudo
demonstram que os testes de deteccdo antigénica apresentam alta precisdo em casos de cargas
virais elevadas, entretanto, geram resultados nao confidveis e incertos quando a carga viral ¢
baixa (BEZERRA ¢t al., 2022; LEBER et al., 2021).

Os métodos RT-LAMP e ILACO foram desenvolvidos visando a utilizacdo de

equipamentos de baixo custo, assim como proporcionar uma interpretacao visual simplificada
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dos testes, respectivamente, bem como reduzir seu tempo de execucao (KITAGAWA et al.,
2020; YU et al., 2020). Entretanto, métodos baseados em RT-LAMP, assim como RT-qPCR,
sdo dependentes de atividade enzimatica, que podem perder sua atividade catalitica devido as
condi¢cdes de transporte e tempo prolongado de uso. Apesar da eficicia na deteccao do
SARS-CoV-2 e do aumento do uso em todo o mundo, métodos baseados em CRISPR, como
SHERLOCK, DETECTR ¢ CARMEN ainda necessitam da atividade catalitica de enzimas
(ZHANG et al., 2020; ACKERMAN et al., 2020; BROUGHTON et al., 2020).

Em contraste, este estudo propde um método baseado na diferenciacdo e identificacao
do RNA do SARS-CoV-2 por ribozimas especificas, a partir da utilizacdo de moléculas
simples e com um Unico ciclo de aquecimento, eliminando desta forma, a necessidade de
enzimas. Além do mais, a metodologia proposta visa a independéncia de técnicos e
equipamentos altamente especializados. Os resultados observados neste estudo evidenciaram
a viabilidade do uso de mao de obra e equipamentos menos especializados com o método
aqui proposto, uma vez que o sinal fluorescente da molécula aceptora foi detectado nos
ensaios de FRET-HCR com menor concentracao das moléculas de DNA e RNA iniciadoras
de 18 nt, utilizando os espectrofluorimetros Varioskan LUX e SpectraMax M3 (Figs. 7 e 8).
Adicionalmente, os resultados deste estudo evidenciaram que das trés ribozimas projetadas
para identificar e clivar o alvo de RNA de 400 nt, ribozima 1 e 3 apresentaram alta eficiéncia
de transcricdo in vitro e demonstraram atividade funcional (Figs. 9 e 10), indicando a
viabilidade da utiliza¢do dessas moléculas simples no diagnostico de SARS-CoV-2. Estudos
prévios relataram que as ribozimas podem ser utilizadas para identificagdo de RNAs virais,
como descrito por Cardador et al., 2023. Entretanto, o método para diagndstico de
SARS-CoV-2 aqui descrito ¢ o primeiro relatado na literatura a usar ribozimas associadas a
FRET de DNA-hairpin na reacdo de hibridacdo em cadeia (FRET-HCR) (Figs. 11 e 13).
Anteriormente, somente ensaios de HCR haviam sido sugeridos para detec¢do do RNA do
SARS-CoV-2 sendo a visualizagdo feita por meio de eletroforese em gel de agarose como
proposto por Wu et al., 2020c, o que torna este teste diagnostico um problema para a efetiva
detec¢do de HCR a beira do leito. Assim, no estudo aqui proposto o resultado final do ensaio
¢ a detec¢dao da emissdo de fluorescéncia, que ao contrario da necessidade de realizacao de
eletroforese em gel de agarose, apresenta uma maior versatilidade para aplicagdo nos locais
de atendimento médico.

Neste estudo foi demonstrado que as moléculas de RNA de 18 nt iniciadoras foram
capazes de emitir uma intensidade de fluorescéncia 1,6 = 0,22 vezes maior que o controle

negativo (Fig. 8). Adicionalmente, comprovou-se que a combinacao da atividade de clivagem
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da ribozima e as moléculas HI ¢ H2 multiplexadas nos ensaios FRET-HCR permitiram a
detec¢do, identificagdo, clivagem e emissdo do sinal fluorescente desejado do aceptor em
~660 nm (Fig. 13), com os melhores resultados apresentando intensidade de fluorescéncia
1,34 + 0,11 vezes superior ao controle negativo, evidenciando assim o potencial do método
proposto.

Por fim, dois outros entraves adicionais dos métodos diagnosticos mais amplamente
usados, que sdao baseados nos sistemas CRISPR-Cas, sdo a necessidade de uma
pré-amplificagdo do RNA viral e a baixa sensibilidade quando empregados em conjunto com
LFT. Visando superar essas desvantagens, um método que utiliza uma tira de fluxo lateral
mais sensivel e de facil interpretagdo, capaz de detectar diretamente o SARS-CoV-2, foi
desenvolvido e denominado ERASE (LI et al., 2021; FOZOUNI et al., 2020). Entretanto,
pelo fato da sensibilidade de detec¢ao pelo método ERASE ser ligeiramente menor do que a
deteccao de fluorescéncia avancada, resultados falso-negativos podem ocorrer em amostras
com baixas cargas virais (LI et al., 2021).

Desta forma, uma das vantagens adicionais e futuras do método diagndstico proposto
aqui ¢ a interpretacdo da emissdo do sinal de fluorescéncia, que pode ser facilitada pela
captacao desse sinal por cameras de celular, sendo esta, uma relevante perspectiva para o
método diagnostico desenvolvido com este trabalho. No ensaio de FRET-HCR, observou-se
que ao utilizar as moléculas de DNA ¢ RNA de 18 nt, obteve-se um sinal de intensidade de
fluorescéncia emitido de 1,45 + 0,17 e 1,59 + 0,22, respectivamente, vezes maior que o sinal
de controle negativo (Fig. 8). Além do mais quando os produtos de RNA clivado da ribozima
1 foram utilizados nos ensaios de FRET-HCR, obteve-se um sinal fluorescente 1,34 + 0,11
vezes maior do que o sinal do controle negativo, demonstrando uma proximidade
significativa com o controle positivo que utilizou a molécula de RNA de 18 nt iniciadora
(Fig. 13). Esses resultados sugerem o potencial do método proposto para diagnostico rapido e
acessivel, utilizando-se de um telefone celular, sem a necessidade de amplificacdo, como ja
foi demonstrado previamente na deteccdo do SARS-CoV-2 (FOZOUNI et al., 2020).
Contudo, o limite de detecgdo atual que estd em quantidades submicromolares ainda necessita

aprimoramento para o alcance desse objetivo.
6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

E relevante destacar que tecnologias de diagndstico apresentam limitagdes e a escolha

do método a ser empregado deve ser feita baseando-se na disponibilidade de recurso,
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caracteristicas da populag¢do e o proposito do diagnodstico. Para o diagnodstico de COVID-19,
os métodos baseados em CRISPR-Cas e RT-qPCR ainda sdo amplamente utilizados,
entretanto, a tecnologia aqui proposta tem um potencial promissor como alternativa de
diagndstico, principalmente em locais onde a capacidade de refrigeracao, disponibilidade de
recursos € mao de obra especializados sejam limitados.

Em conclusdo, o estudo proposto aqui teve como objetivo o desenvolvimento de um
método diagnodstico para SARS-CoV-2 como prova de conceito, utilizando ribozimas e
FRET-HCR, que até o presente momento trata-se de uma estratégica inédita.

Como perspectivas futuras, ja esta em desenvolvimento um protétipo de dispositivo
diagnostico de SARS-CoV-2 mediante imagens digitais de telefones inteligentes ou
smartphones. Diferentes desenhos e aprimoramentos serdo realizados para identificar o
melhor desenho do prototipo, sendo as tarefas a serem realizadas englobam: desenhar e
fabricar LED RGB; Desenhar e fabricar modulo e circuito de alimentagdo, componentes
eletronicos e controle; Programar software controle para o circuito de controle do médulo
LED RGB; Desenho e Fabricagdo de componentes estruturais por impressao 3D; Calibrar os
espectros do modelo LED RGB para os diferentes canais Red, Green and Blue; Obter
imagens de reacdes FRET controles e de amostras positivas e negativas; Analises de
componentes RGB das imagens com software especifico e padronizar, avaliar e validar o
potencial uso de imagens digitais adquiridas com smartphones como via de deteccdo da
fluorescéncia-FRET.

Assim sendo, ¢ notavel o potencial deste método proposto em melhorar a
portabilidade e acessibilidade dos testes diagnosticos atuais, bem como a facilidade de uso
em qualquer lugar, sem a exigéncia de equipamentos especializados, reduzindo assim, a
complexidade e o custo do processo de diagnostico. Adicionalmente, a capacidade de
compartilhar facilmente as imagens capturadas com pesquisadores ou profissionais de satde,
permitindo interpretagdo e analises remotas, apresenta potenciais beneficios, especialmente
em contextos com recursos limitados.

Finalmente, ¢ fundamental estudos adicionais para melhorar pardmetros cruciais para
um potencial teste a beira do leito. Dentre elas, a redugdo do tempo de ensaio de clivagem de
ribozimas, a investigacdo da especificidade do método e, principalmente, a investigacao
aprofundada do nivel minimo de deteccdo da metodologia apresentada. Essas abordagens sdo

de extrema importancia para a validagao do método proposto.
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