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RESUMO

A Influenza Aviaria, causada pelo virus da familia Orthomyxoviridae, € uma grave
ameaga a saude publica e a economia global. O virus do tipo A, de maior
importancia epidemioldgica, possui genoma segmentado em oito fitas de RNA
simples em sentido negativo que codificam proteinas essenciais como a
Hemaglutinina e a Neuraminidase. O subtipo H5N1, classificado como de alta
patogenicidade, apresenta elevada capacidade de mutacgéo e salto zoonético, com o
clado 2.3.4.4b consolidado como linhagem dominante, associado a altas taxas de
mortalidade em aves e mamiferos. Diante da necessidade de métodos diagndsticos
rapidos e descentralizados, este trabalho avaliou experimentalmente um biossensor
baseado em Toehold switches integrado ao sistema de expressao génica livres de
células para deteccdo dos genes H5 e N1. O design in silico de seis sensores
candidatos foi realizado no software Nucleic Acid Package, com base em regides
conservadas do virus, seguido pela constru¢do de um sistema de dois plasmideos:
um modulo de deteccdo (expressando serina integrase 13) e outro de resposta
(contendo o gene da luciferase). Os ensaios foram conduzidos com o sistema T7
S30 Extract System for Circular DNA. A triagem inicial com RNA sintético permitiu
selecionar os sensores H5-b e N1-f, que apresentaram melhor desempenho em
curvas de dose-resposta. As condigbes 6timas foram definidas em 45,5 ng (1:3) de
DNA para H5-b e 33 ng (2:1) para N1-f. Durante a prova de conceito, observaram-se
desafios de reprodutibilidade e ruido de fundo, atribuidos a contaminagdo de
reagentes e degradagao por RNases. A adog¢do de procedimentos de manipulagéo
controlados e o uso de inibidores de RNase permitiram que o sensor N1-f exibisse
luminescéncia superior ao controle negativo. Analises termodinadmicas sugerem que
a robustez do sensor N1-f pode estar associada a predominédncia de estruturas
secundarias energeticamente favoraveis, o que pode influenciar a exposigao relativa
de regides de fita simples e, consequentemente, a estabilidade do RNA no sistema
livre de células. O presente trabalho enfatiza que a estratégia de toehold switches
em plataformas cell-free € promissora para a vigilancia do H5N1, embora dependa

do controle de RNases e do design de sensores estruturalmente estaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Influenza Aviaria; Interruptor genético; Expressao génica livre
de células; Biossensor.



ABSTRACT

Avian Influenza, caused by a virus of the family Orthomyxoviridae, represents a
serious threat to public health and the global economy. Influenza A virus, of greatest
epidemiological relevance, possesses a genome segmented into eight
single-stranded, negative-sense RNA segments encoding essential proteins such as
Hemagglutinin and Neuraminidase. The HS5N1 subtype, classified as highly
pathogenic, exhibits high mutation capacity and zoonotic spillover potential, with
clade 2.3.4.4b established as the dominant lineage, associated with elevated
mortality rates in birds and mammals. Given the need for rapid and decentralized
diagnostic methods, this study experimentally evaluated a biosensor based on
toehold switches integrated into a cell-free gene expression system for the detection
of the H5 and N1 genes. The in silico design of six candidate sensors was performed
using the Nucleic Acid Package software, based on conserved viral regions, followed
by the construction of a two-plasmid system: a detection module (expressing serine
integrase 13) and a response module (containing the luciferase gene). Assays were
conducted using the T7 S30 Extract System for Circular DNA. Initial screening with
synthetic RNA enabled the selection of sensors H5-b and N1-f, which demonstrated
superior performance in dose-response curves. Optimal conditions were defined at
45.5 ng (1:3) of DNA for H5-b and 33 ng (2:1) for N1-f. During proof-of-concept
experiments, reproducibility challenges and background noise were observed,
attributed to reagent contamination and RNase-mediated degradation. The adoption
of controlled handling procedures and the use of RNase inhibitors enabled the N1-f
sensor to exhibit luminescence levels exceeding the negative control.
Thermodynamic analyses suggest that the robustness of the N1-f sensor may be
associated with the predominance of energetically favorable secondary structures,
potentially influencing the relative exposure of single-stranded regions and,
consequently, RNA stability within the cell-free system. This study highlights that the
toehold switch strategy in cell-free platforms is promising for H5N1 surveillance,
although it depends on stringent RNase control and the design of structurally stable

Sensors.

KEYWORDS: Avian Influenza; Genetic switch; Cell-free gene expression; Biosensor.
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1. INTRODUCAO

O Brasil destaca-se no cenario global da avicultura, ocupando a terceira
posi¢ao entre os maiores produtores mundiais e liderando as exporta¢des de carne
de frango. Em 2024, a produgdo nacional alcangou cerca de 15 milhdes de
toneladas, o maior patamar dos ultimos dez anos, enquanto as exportagdes
totalizaram aproximadamente 5,29 milhdes de toneladas, com receita estimada em
US$ 9,9 bilhdes. No mesmo periodo, a produgdo de ovos apresentou crescimento
continuo, alcangcando cerca de 57 bilhdes de unidades, majoritariamente destinadas
ao consumo interno. Ainda assim, as exportacées somaram aproximadamente 18,5
mil toneladas, gerando receita de US$ 39,3 milhdes, com destinos a 81 paises,
concentrados principalmente na Asia, no Oriente Médio e na América Latina. Esse
cenario reforga o papel estratégico do Brasil no abastecimento global de proteina
animal e evidencia sua insergdo em mercados internacionais sensiveis a questoes

sanitarias relacionadas a Influenza Aviaria (1A) (ABPA, 2025).

Considerando a expressiva importancia econdmica da avicultura e as
exigéncias sanitarias rigorosas impostas ao comércio internacional de produtos
avicolas, a manutencdo da saude das aves constitui elemento essencial para a
sustentabilidade e competitividade do setor. Entre as doencas de notificacdo
obrigatéria, a IA destaca-se como uma das principais ameacgas globais, pois sua
detecgao pode desencadear restricbes comerciais imediatas, além de comprometer
a seguranga alimentar e gerar impactos econdmicos significativos nas regioes
afetadas. A ampla circulacédo do virus Influenza A em aves domésticas e silvestres,
associada as rotas migratérias, favorece a introducdo e a dispersdo do agente em
diferentes territérios. Nesse contexto, estratégias eficazes de vigilancia
epidemioldgica e diagndéstico precoce tornam-se fundamentais para mitigar riscos
sanitarios e preservar a estabilidade econbmica da cadeia produtiva avicola
(MacLachlan; Boussios; Hagerman, 2021; WOAH, 2024).

O desenvolvimento e a avaliagdo de novas estratégias diagndsticas para a
deteccdo de |A sdo essenciais para o fortalecimento das agdes de vigilancia
conduzidas pelo MAPA e organizagdes internacionais. Métodos mais sensiveis e
ageis permitem a detecg¢ao precoce de focos da doencga e a adogdo de medidas de

contencgao, contribuindo para a mitigagao de riscos a saude publica e para a redugao
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de prejuizos econdmicos decorrentes de restricbes sanitarias. Nesse sentido,
pesquisas voltadas a inovagdo diagndstica contribuem diretamente para a
manutengcao do status sanitario livre de IA e para a protecdo da avicultura sob a
perspectiva da saude unica (Brasil, 2024b; WOAH, 2024; Swayne et al., 2024).

1.1 Influenza Aviaria

A IA é uma doenga que acomete predominantemente aves domésticas e
silvestres, sendo causada pelo virus pertencente a familia Orthomyxoviridae, o qual
pode se apresentar sob a forma de Influenza Aviaria de Baixa Patogenicidade (IABP)
ou Influenza Aviaria de Alta Patogenicidade (IAAP) (WOAH, 2023). A doenca pode
ser classificada segundo diferentes critérios. Quanto ao tipo viral, sdo reconhecidos
quatro grupos distintos: A, B, C e D. Dentre esses, o tipo A € o mais relevante do
ponto de vista epidemiolégico e o mais amplamente estudado, diferenciando-se dos
demais pela similaridade das proteinas internas, especificamente a nucleoproteina
(NP) e a proteina de matriz (M), cujas especificidades imunologicas permitem a

classificagao dos virus nesses quatro tipos (Palese, 1977; CDC, 2024a).

Uma segunda classificagdo baseia-se em duas glicoproteinas de superficie, a
Hemaglutinina (HA) e a neuraminidase (NA), que desempenham papéis
fundamentais nos mecanismos de agdo da doencga, ilustrados na Figura 1, nas
etapas 1a e 9. Atualmente, sdo reconhecidos 29 subtipos virais, distribuidos entre 18
subtipos de HA e 11 subtipos de NA, os quais podem originar até 198 combinacdes
distintas por meio de rearranjos genéticos (Tong et al., 2013; Swayne, 2023; CDC,
2024a).
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Figura 1. Ciclo de replicagdo do virus da Influenza Aviaria (VIA). Representagdo esquematica das
principais etapas do ciclo replicativo do virus influenza A em célula hospedeira, incluindo a ligacao da
hemaglutinina aos receptores contendo acido sialico, internalizagdo por endocitose, acidificagéo
endossomal mediada por ions H* e proteina M2, fusdo de membranas e liberagdo do RNA viral. O
RNA é entdo transportado ao nucleo para replicagdo e transcricdo, seguido pela tradugédo das
proteinas virais no citoplasma e seu processamento no reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi.
A montagem dos novos virions ocorre na membrana plasmatica, culminando na liberacdo por
brotamento, com participagdo da neuraminidase. Fonte: Adaptada de Fiocruz (2025).

O primeiro registro de IA data de 1878, descrevendo-a como uma doenga
respiratéria de alta mortalidade em aves (Perroncito, 1978). Apesar de ter sido
erroneamente identificada como coélera aviaria, esse estudo inicial foi crucial para o
avanco do conhecimento sobre o virus (Prinzi; Rohde, 2022). O subtipo H1N1,
identificado anos depois, causou em 1918 a maior pandemia de origem aviaria ja
registrada, a Gripe Espanhola, que foi responsavel por aproximadamente 50 milhdes

de obitos globalmente, segundo dados de Johnson e Mueller (2002).

A propagacgao do virus entre as aves ocorre tanto de forma direta, pelo
contato com secreg¢des respiratérias, quanto indireta, por meio de agua, alimentos e
utensilios contaminados (PAHO, 2023). Esse ciclo de transmissdo é sustentado
pelas aves aquaticas, que atuam como reservatorios ao portarem o virus de maneira
assintomatica durante o ano inteiro. No entanto, a manifestacdo da doenca varia
drasticamente entre as espécies: enquanto em aves silvestres a infecgdo raramente
€ aparente, em aves domésticas ela se torna evidente, progredindo de tosses e
espirros para quadros respiratérios graves e uma queda acentuada na produgao de
ovos (Bucko; Gieger, 2019). Os sinais clinicos ainda variam de acordo com o nivel

de patogenicidade da doenga, animais infectados com o virus IAAP possuem uma
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alta taxa de mortalidade além de problemas respiratérios e neurolégicos severos
(Brasil, 2020).

1.2 Virus da |IA

A particula do VIA possui entre 100 e 300 nm de comprimento e cerca de 13,5
Kb de tamanho, apresentando um genoma dividido em oito segmentos de RNA de
fita simples de sentido negativo. Essa configuragdo implica que o genoma é incapaz
de realizar a tradugdo instantaneamente ao infectar uma célula, pois o material
genético é apenas complementar ao mRNA, o que exige sua conversao para uma
fita de sentido positivo que possa ser lida pelos ribossomos da célula hospedeira
(Cheung; Poon, 2007; Bouvier; Palese, 2008). Para essa finalidade, trés dos oito
segmentos virais codificam a RNA polimerase dependente de RNA (RdRp). As
subunidades PB2, PB1 e PA compdem esse complexo enzimatico, permitindo a
producdo do mRNA necessario para codificar as proteinas virais; nesse processo, 0
complexo é responsavel tanto pela transcricdo quanto replicagdo do genoma viral
(Detjen et al., 1987; Akkina et al., 1987; Honda; Mizumoto; Ishihama, 2002).

O segmento 4 codifica a glicoproteina de superficie HA, considerada uma das
proteinas mais essenciais do virus. Sua capacidade antigénica desempenha a
funcdo de reconhecimento e ligacao aos receptores de acido sialico das células que
serdo infectadas, além de fusionar o envelope viral com a membrana plasmatica
para a internalizagdo do virus por endocitose (Hirst, 1942; Choppin; Compans,
1975). O quinto segmento, por sua vez, codifica a principal proteina estrutural do
nucleocapsideo, NP, que tem a fungdo de organizar e proteger todos os oito
segmentos do ambiente externo. Sua interagdo com as proteinas PA, PB1 e PB2 é
conhecida como o complexo ribonucleoproteina (RNP) (Lamb, 1989). Ja& o sexto
segmento do genoma do virus codifica a segunda glicoproteina de superficie, NA. A
proteina é capaz de clivar o acido sialico presente na superficie da mucina no trato
respiratorio, a fim de facilitar a adesdo e a passagem do virus pela barreira de
protecdo das células-alvo (Burnet; Mccrea; Anderson, 1947; Gottschalk, 1957;
Schulman; Palese, 1977).
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As proteinas de matriz 1 e 2 (M1 e M2) séo codificadas pelo sétimo segmento
do RNA viral por meio de splicing alternativo (Samiji, 2009). A proteina M1 participa
da estabilidade e montagem dos novos virions, enquanto a M2 promove a estrutura
de um canal i6nico responsavel por acidificar o ambiente celular, alterando a
conformacdao da proteina HA para permitir a fusdo do envelope viral com a
membrana do endossomo e a dissociagdo da M1 das ribonucleoproteinas (Lamb,
1989; Pinto; Holsinger; Lamb, 1992). Por fim, o oitavo segmento codifica duas
proteinas ndo estruturais (NS1 e NS2, também conhecida como proteina de
exportacdo nuclear - NEP) também por splicing alternativo (Samji, 2009). A NS1
contribui para a evasdo do sistema imunolégico, enquanto a NS2 auxilia a
exportacdo e montagem dos componentes virais (Lamb, 1989; Nemeroff et al., 1998;
Garcia-Sastre et al., 1998; O’Neill; Talon; Palese, 1998). Todos os segmentos estao

representados na Figura 2.
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Figura 2. Estrutura da particula do VIA. Representagdo esquematica evidenciando o envelope viral,
as glicoproteinas de superficie HA e NA, as proteinas de matriz M1 e M2, e os oito segmentos de
RNA de fita simples de polaridade negativa associados ao complexo RNP. Fonte: Produzida em
BioRender.
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1.2.1 Evolugédo do VIA

Cerca de quarenta anos ap6s o primeiro registro da IA em 1878, surgiu o
primeiro histérico de contagio pelo subtipo H5N1 de alta patogenicidade, que
provocou epizootias e levou ao abate em massa de diversas aves como medida de
controle (Pereira; Tumova; Law, 1965). A elevada capacidade de mutagéo do VIA
favoreceu, posteriormente, o primeiro salto zoondético, ocorrido em 1997 (Figura 3),
quando infecgdes humanas resultaram em cinco 6bitos (Claas et al., 1998; Xie et al.,
2025).

Esse comportamento adaptativo esta diretamente relacionado a dinamica
evolutiva do virus influenza A, cuja variabilidade genética decorre principalmente de
dois processos distintos. O primeiro, denominado deriva antigénica (antigenic drift),
resulta do acumulo progressivo de mutagdes pontuais nos segmentos genéticos que
codificam as glicoproteinas de superficie HA e NA, promovendo altera¢des graduais
na antigenicidade viral. O segundo mecanismo, conhecido como salto antigénico
(antigenic shift), envolve o rearranjo de segmentos gendmicos entre diferentes cepas
que coinfectam um mesmo hospedeiro, podendo originar virus com novas
combinagdes antigénicas e potencial pandémico, frequentemente associados a

eventos de transmisséo interespecifica (Taubenberger; Kash, 2010).
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Figura 3. Linha do tempo da evolugdo do virus Influenza A em aves e suinos. Representagéo
esquematica dos principais marcos histéricos associados aos subtipos H1N1 e H5N1, incluindo o
primeiro isolamento viral, eventos de salto zoondético, emergéncia de clados relevantes, surtos de
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IAAP e a circulagao recente do clado 2.3.4.4b. Fonte: Adaptada de Xie et al. (2025). Produzida em
BioRender.

A ocorréncia desses mecanismos ao longo das ultimas décadas tem
contribuido para a emergéncia recorrente de surtos e epidemias, como observado no
inicio dos anos 2000. Entre dezembro de 2003 e marco de 2004, a Coreia do Sul
registrou sua primeira epidemia de IAAP causada pelo subtipo H5N1, o que resultou
no abate de aproximadamente 5 milhées de galinhas e patos. No mesmo periodo,
outros sete paises da Asia também foram afetados por surtos de IA (Lee et al.,
2005). Entre eles, a Tailandia vivenciou igualmente sua primeira epidemia por H5N1
IAAP, com a morte ou sacrificio de cerca de 62 milhdes de aves (Tiensin et al.,
2005). Além disso, foram documentados casos de infecgdo humana, dos quais oito
obitos ocorreram entre 33 individuos acometidos, em decorréncia de pneumonia

grave associada a infecgao viral (Chotpitayasunondh et al., 2005).

Em 2005, o lago Qinghai, localizado em uma importante reserva natural de
aves migratérias na China tornou-se um dos principais focos de disseminagdo do
virus. Entre 4 de maio e 29 de junho, aproximadamente 6.184 aves, incluindo
gaivotas, gansos, grandes corvos-marinhos e patos-ferrugem, foram encontradas
mortas em decorréncia do surto. A infeccao pelo subtipo H5N1 foi confirmada por
meio de andlises histopatoldgicas utilizando anticorpos policlonais anti-HS, além do
isolamento viral. Posteriormente, foi sequenciado o genoma completo de 15
isolados. A comparagao do gene PB2 com sequéncias previamente analisadas
revelou menos de 97% de similaridade, sugerindo a formagédo de trés clados
distintos. Adicionalmente, foi identificada em alguns isolados uma mutagado no gene
PB2, caracterizada pela substituicdo do aminoacido lisina na posi¢gao 627, alteragao
associada a elevada viruléncia em camundongos e a adaptacdo em hospedeiros
humanos (Chen et al., 2006).

A deteccao do subtipo H5N1 IAAP no Leste Europeu, Oriente Médio e Norte
da Africa ocorreu pela primeira vez apés o surto de 2005 na Asia, sendo provavel
que a disseminagao tenha ocorrido por meio de aves migratorias (Salzberg et al.,
2007). A analise filogenética do gene HA, conduzida por Salzberg et al. (2007),
evidenciou a presenca de trés grandes clados, designados V1, V2 e

Europeu-Oriente Médio-Africano (EMA), este ultimo subdividido em trés subclados
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em virtude de evolugdo independente. Diante da auséncia de padronizacdo na
nomenclatura das linhagens do VIA, foi proposto um sistema unificado de
classificagdo para o subtipo H5 IAAP. Esse sistema organiza os virus em clados
hierarquicos decimais, substituindo a denominagdo geografica anteriormente
utilizada. Por exemplo, a linhagem conhecida como ‘linhagem de Qinghai”,
relacionada ao surto de 2005 no lago Qinghai, passou a ser identificada como clado
2.2. Essa classificagao foi utilizada em estudos como o de Cattoli et al. (2009), com o
objetivo de padronizar as analises filogenéticas e favorecer comparacdes
consistentes entre diferentes isolados (Evolution Working Group et al., 2008; WHO et
al., 2011).

De acordo com dados de Arafa et al. (2012), os clados de terceira e quarta
ordem, 2.2.1 e 2.2.1.1, circularam pelo Egito entre 2006 e 2011. Além disso,
El-Shesheny et al. (2014) ao caracterizarem molecularmente o VIA na mesma regiao
entre 2006 e 2013 identificaram um novo agrupamento (cluster) em sua analise
filogenética. Esse cluster, presente em cepas de 2010 a 2013, apresentou
divergéncia superior a 1,5% em comparagdo com os clados ja registrados, o que
indicou a necessidade de expandir a classificagdo dos subclados existentes na
época. De forma semelhante, a analise filogenética de cepas da Coreia do Sul,
encontradas entre 2010 e 2011, identificou a circulagdo do clado 2.3.2. Os estudos
de Kim et al. (2012) demonstraram que as sequéncias analisadas continham mais de

99% de congruéncia com as cepas circulantes em paises da Asia Oriental e Europa.

Ao longo dos anos, com os constantes rearranjos genéticos, o virus sofreu
diversas mutagdes que resultaram no surgimento de novos clados e subtipos; os
estudos de sequenciamento genético os classificam com base em sua similaridade.
Um exemplo desse processo € a possivel origem do surto de H5N2 IAAP na China.
A hipotese sugere que, devido a sua alta semelhanga genética, o subtipo H5N2
possa ter surgido de diferentes clados de H5N1. Mutagcbdes nos genes NA e NS1 de
varios subtipos, inclusive o HON2, podem ter gerado a por¢ao NA desse novo virus
(Zhao et al., 2012).

Essa dinamica da evolugao viral € visivel na rapida disseminag¢ao do clado H5
IAAP 2.3.4.4 a partir de 2014, que se espalhou globalmente por meio de aves de

migracgao intercontinental. Analises filogenéticas do gene da HA identificaram longos
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ramos, o que resultou na subdivisdo do clado em quatro grupos distintos (A-D). O
grupo A (2.3.4.4a) consiste em isolados do virus H5NS8, caracterizados como
intercontinentais por terem sido encontrados na Asia, América do Norte e Europa.
Também foram identificados os subtipos HSN2 e H5N3 em Taiwan, H5N1 e H5N2 na
Ameérica do Norte. O grupo B (2.3.4.4b) compreende os virus H5N8 e H5N1 da
China e Coreia (2013-2014). O grupo C (2.3.4.4c) inclui os virus HS5N6 da China e
Laos (2013-2014), com o virus H5N1 também sendo identificado no Vietnad e na
China nesse periodo. Por fim, o grupo D (2.3.4.4d) abrange os virus H5N6 da China
e Vietna, incluindo isolados de origem humana. E importante destacar que a fonte
primaria dos virus H5 resultantes desses rearranjos genéticos foi o virus H5N1 do
clado 2.3.4 (Lee et al., 2016; European Food Safety Authority et al., 2021).

Os primeiros relatos da deteccéo do clado 2.3.4.4b na Europa ocorreram nos
primeiros meses de 2020, com identificacbes subsequentes no Iraque, Russia,
Alemanha e outros paises. Com a realizagdo da analise das amostras foi identificado
que o sitio de clivagem da HA possuia natureza polibasica. Essa caracteristica
facilita o reconhecimento da proteina viral por receptores de diversos tecidos das
células hospedeiras, potencializando a entrada e a replicagao do virus (Lewis et al.,
2021). Segundo a Organizagao das Nacgdes Unidas, desde 2021 mais de 300
milhdes de aves em todo o mundo morreram em decorréncia do virus H5N1 |IAAP
2.3.4.4b (ONU, 2024). Esse cenario reforga a importancia do desenvolvimento de
estudos, metodologias de detecgdo e medidas de prevencao voltadas a contencao
da disseminagao viral, especialmente do clado 2.3.4.4b, que atualmente se destaca
como a linhagem dominante em circulacdo global e tem imposto desafios
significativos no contexto de infeccbes em aves, mamiferos e humanos (Xie et al.,
2025).

1.2.2 Distribuigao epidemioldgica atual da IA em nivel global

A Organizagcao Pan-Americana da Saude monitora a ocorréncia de casos de
IAAP associados ao subtipo H5N1 desde 2022, alguns dos quais evoluiram para
cenarios classificados como epidémicos. Diante desse contexto, medidas sanitarias
rigorosas, como o abate em larga escala de aves, tém sido recomendadas pela

Organizacdo Mundial de Saude Animal (OMSA) e pela Organizagdo das Nacgdes
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Unidas para a Alimentagéo e a Agricultura (Food and Agriculture Organization of the
United Nations - FAO) como estratégia de contengédo da disseminagao viral (PAHO,
2023). A adogao dessas medidas teve repercussdes diretas em paises afetados,
como o Chile, que em margo de 2023 registrou o abate de aproximadamente 40 mil
aves em decorréncia de surtos confirmados (FIOCRUZ, 2023). De acordo com o
Servigo Agricola e Pecuario Chileno, cerca de 50% do bando foi impactado,
resultando em prejuizos econdmicos significativos, incluindo perdas de empregos e

reducao do turismo em regides afetadas (SAG, 2023).

Como desdobramento desse cenario nas Américas, impactos significativos
sobre a vida selvagem e a biodiversidade em escala continental passaram a ser
registrados, com relatos de disseminagao viral em aves aquaticas e outros animais
na Georgia do Sul, Antartida (SCAR, 2024). Analises filogenéticas subsequentes,
conduzidas por Banyard et al. (2024), indicaram que a introdugéo do virus H5N1 do
clado 2.3.4.4b ocorreu a partir da América do Sul, provavelmente mediada por aves
migratorias. Esses achados reforcam a preocupacgao global quanto a expansao da
IAAP entre aves e mamiferos, com excecdo da Oceania, que permanece livre da
circulagcéo do virus (WOAH, 2025).

No ambito nacional, foram confirmados oito focos de IAAP em aves, dos quais
apenas um ocorreu em sistema de producdo comercial, notificado em maio de 2025
no estado do Rio Grande do Sul. Os demais focos foram identificados nos estados
de Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Sao Paulo e no Distrito Federal. Ainda assim,
o Brasil restabeleceu o status de pais livre do virus da gripe aviaria em junho de

2025, conforme informagdes oficiais (Brasil, 2025c; Brasil, 2025b).

Mais recentemente, dados divulgados pela OMSA referentes a novembro de
2025, descrevem os surtos ocorridos ao longo do més, com o registro de
aproximadamente 267 aves domeésticas e 660 aves ndao domésticas e mamiferos
afetados. O documento também informa que cerca de 4.728.159 aves foram
abatidas ou morreram em decorréncia da infeccdo por IAAP, sendo a primeira
ocorréncia notificada na regido do Porto, em Portugal. No periodo analisado, a
Europa concentrou o maior numero de notificagdes de novos surtos em populacoes
aviarias, totalizando 217 registros, seguida pelas Américas, com 45 ocorréncias, e
pela Asia, com 5 casos reportados (WOAH, 2025).

26



Devido aos indicadores alarmantes observados no continente europeu, a FAO
emitiu um alerta de risco referente a possivel reintrodu¢cdo do clado 2.3.4.4b na
Africa, com projecdes para o final de 2025 e o inicio de 2026. O documento aponta
evidéncias retrospectivas de circulacdo viral e indica elevada probabilidade de novos
eventos, associada ao fluxo migratério de aves em diregdo ao sul durante o periodo
de inverno. A organizagdo também destaca que esse cenario pode ser agravado
pela circulagdo concomitante do subtipo HON2, aumentando o risco de antigenic shift
decorrente de coinfecgdes. Nesse contexto, a FAO ressalta a necessidade de
mobilizacdo de equipes capacitadas e recomenda a intensificagdo das agdes de
vigilancia, com énfase na detecgao precoce e na resposta rapida a eventuais surtos
(FAO, 2025).

Dessa maneira, as aves migratorias exercem papel central na dindmica de
propagacao da IA, atuando como reservatorios naturais de diversos patogenos. A
interacao entre aves silvestres e domésticas aumenta a suscetibilidade das granjas a
IAAP e favorece os processos evolutivos do virus. Esse cenario evidencia a
necessidade de vigilancia continua, uma vez que o aumento de casos em mamiferos
domésticos e selvagens constitui um importante sinal de alerta para o risco de

adaptacao viral a espécie humana (WOAH, 2025; Olowu et al., 2026).

1.2.3 VIA em mamiferos

Diante do aumento de casos detectados em diferentes espécies, James et al.
(2023) investigaram as potenciais rotas de transmissdo do clado 2.3.4.4b em
instalagdes avicolas localizadas na Gra-Bretanha, que incluiam patos de engorda,
perus e frangos de corte, as trés espécies de maior relevancia comercial. Os autores
observaram que o RNA viral infeccioso apresenta disseminacdo limitada a
aproximadamente 10 m, enquanto particulas contendo RNA viral podem ser
transportadas por distancias de até 50 m. Apesar desse alcance relativamente baixo,
o principal risco identificado refere-se a exposicdo humana, especialmente de
individuos que manipulam aves contaminadas e podem permanecer assintomaticos,

configurando um potencial fator de risco para a disseminagao do virus.

Desse modo, a circulagdo da IAAP HS5N1 representa uma ameaga nao
apenas as aves comerciais e de subsisténcia, mas também a diversas espécies de
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mamiferos, que passaram a ser infectadas em decorréncia de mutagdes adaptativas
do virus, como evidenciado em casos de infeccdo em gado leiteiro e gatos
domésticos registrados em diferentes locais dos Estados Unidos. Andlises das
amostras identificaram elevadas cargas de RNA viral nas glandulas mamarias, em
consonancia com os resultados obtidos em amostras de leite. As conclusdes do
estudo demonstram um alto tropismo viral pelo tecido mamario de bovinos, assim
como pelo tecido do sistema nervoso central de felinos. Adicionalmente, o Centro de
Controle e Prevencado de Doencas (Centers for Disease Control and Prevention -
CDC) confirmou a exposi¢céo de trabalhadores das propriedades afetadas, os quais
relataram sintomas do trato respiratorio superior, febre e inflamagéo da conjuntiva
(Caserta et al., 2024; CDC, 2024b).

Frente a dindmica evolutiva do virus, Ulloa et al. (2023) identificaram uma
associacao significativa entre o clado 2.3.4.4b e eventos de mortalidade em massa
entre pinipedes. As andlises longitudinais de encalhes de ledes-marinhos na Africa
do Sul revelaram correlagdo estatistica entre a mortalidade generalizada desses
animais e a ocorréncia de IAAP em aves silvestres. A maioria dos individuos
infectados apresentou quadro agudo, caracterizado por rapida invasédo do sistema

nervoso central, sinais neuroldgicos graves e morte em curto intervalo de tempo.

De forma complementar, Araujo et al. (2024) relataram a ocorréncia de
substituicdes de aminoacidos nos genes virais, incluindo Q591K e D701N no gene
PB2, R57Q no gene PA e V226T no gene NS, associadas a adaptagao do virus a
mamiferos. A infecgao relacionada a essas variantes foi inicialmente detectada na
América do Norte e, posteriormente, identificada em lebes-marinhos no Brasil e em
outros paises da Ameérica do Sul, evidenciando a expansao geografica do virus. Em
decorréncia disso, o aumento da deteccdo de IAAP em mamiferos e a identificacéo
de marcadores moleculares de adaptacdo levantam preocupagdes quanto a

possibilidade de transmissao interespécies, incluindo a zoondtica.

Embora a maioria das estirpes do VIA n&o esteja associada a risco elevado a
saude humana, a ocorréncia de mutagbes recentes e o surgimento de novos
subtipos tém intensificado o estado de alerta entre as autoridades de vigilancia
sanitaria (Brasil, 2025a). Nesse contexto, ainda que haja baixa incidéncia de

infeccdo em humanos, dados divulgados pela OMSA indicam elevada gravidade
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clinica, dado que, dos casos em humanos de infecgdo pelo virus da gripe aviaria
H5N1 registrados até o momento, cerca de 48% evoluiram para o6bito (WOAH,
2023).

Diante desse cenario, um estudo recente destacou a necessidade de ampliar
o0 monitoramento para além do clado 2.3.4.4b, pois, apesar de este ser atualmente o
mais preocupante, polimorfismos pontuais nos genes PB2 e PB1 também foram
identificados em linhagens como o clado 2.3.2.1a. Essas observagdes sustentam a
hipétese de transferéncia de genes internos por meio de clados intermediarios,
indicando um processo dinamico de rearranjo genético. Ademais, os autores
ressaltam a importancia de ndo negligenciar outros subtipos virais, tendo em vista
que o subtipo H5N6 pertencente ao clado 2.3.4.4, circulante na China, apresenta
maior taxa de infectividade e elevada letalidade em humanos, assim como o H5N1

do clado 2.3.2.1c, responsavel por multiplos 6bitos no Camboja (Deng et al., 2025).

As implicacbes desses achados sdo amplas e reforcam a importancia das
acdes de vigilancia e controle promovidas por organismos internacionais. Os
resultados sugerem que mamiferos podem atuar como potenciais hospedeiros
intermediarios do virus HSN1 para humanos, o que exige fortalecimento da vigilancia
epidemioldgica e o desenvolvimento de medidas integradas de biosseguranga. Além
disso, o monitoramento desses animais torna-se essencial para reduzir o risco de
disseminagao viral para outras espécies. Por fim, um dos principais desafios
mencionados pelos autores refere-se a detecgcado do patdégeno em amostras de swab
obtidas de ledes-marinhos; devido a natureza neuroldgica da infecgdo, a abordagem
metodoldgica pode ser incapaz de identificar cargas virais baixas. Dessa forma,
evidencia-se a necessidade de aprimorar métodos diagndsticos com maior
sensibilidade e especificidade, além de viabilidade de aplicagdo em contextos
remotos (Ulloa et al., 2023; Araujo et al., 2024).

1.3 Métodos de diagndstico e subtipagem do VIA

No Brasil, a confirmagédo diagnostica de infecgdo pelo virus da |A segue
protocolos especificos estabelecidos pela autoridade sanitaria brasileira,
compreendendo trés abordagens metodoldgicas: recuperagdo do agente viral viavel

por técnicas de isolamento, detecgao de acido nucleico mediante transcrigao reversa
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seguida de reagdo em cadeia da polimerase (RT-gPCR) (padr&o ouro), ou ainda,
demonstracdo sorolégica de resposta imunoldgica por meio de metodologias que

evidenciem conversao de anticorpos (Brasil, 2024a).

Simultaneamente, orientagdes internacionais preconizam que individuos que
desenvolvam manifestagdes clinicas compativeis com conjuntivite viral ou sindrome
respiratoria aguda, contextualmente relacionadas a possivel contato com a IAAP
H5N1, devem ser submetidos a isolamento rigoroso e investigagdo laboratorial
diagnostica. Esta conduta estende-se também aos casos com resultado negativo ou
positivo que permanegam assintomaticos durante o periodo de vigilancia, bem como
aqueles em curso de intervengao terapéutica pds-exposigao, independentemente do

status clinico apresentado (CDC, 2025a).

Apesar da aprovagao dos testes moleculares pela Food and Drug
Administration, algumas recomendacdes sao estabelecidas para que nao haja perigo
a saude humana. Uma delas refere-se a pratica de diagndéstico de rotina; esta nao
deve incluir o isolamento viral, pois virus novos, classificados como agentes
selecionados, possuem alta patogenicidade. Logo, devido a alta capacidade de
causarem doencgas graves aos humanos e ao risco ampliado de contaminagao que a
técnica expde a quem a manuseia, apenas técnicas como a RT-qPCR e a detecgéo

de antigenos sao permitidas como detecc¢ado primaria (CDC, 2025b).

Conforme protocolo estabelecido por Spackman (2020), diversas abordagens
metodoldgicas viabilizam a identificagdo e caracterizagdo subtipica do VIA,
destacando-se a RT-qPCR. Implementag¢des técnicas, como a incorporacdo de
controles positivos de acido ribonucleico exdgeno (Xeno), mitigam resultados
falsos-negativos; contudo, limitagdes operacionais substanciais persistem na
implantagdo diagnéstica em contextos geograficos remotos e economicamente
restritos. Os principais obstaculos incluem custos elevados de execucgao, exigéncia
de recursos humanos especializados, demanda de infraestrutura laboratorial
segregada com insumos dedicados para prevengao de contaminantes, fatores que
impdéem desvantagens significativas a viabilidade técnica em cenarios de recursos

limitados.

O teste sorologico de inibicao da hemaglutinacao, utilizado para detectar a

soroconversdo, constitui alternativa metodoldgica relevante para o mapeamento
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epidemioldgico, a caracterizagdo antigénica, aplicagbes investigativas e a
subtipagem do VIA. Entretanto, fenbmenos como reagdes cruzadas antigénicas ou
contaminagao cruzada podem comprometer a confiabilidade diagndstica, gerando
resultados discordantes, como falsos-positivos quando se prioriza a sensibilidade
analitica ou falsos-negativos quando se objetiva maior especificidade do teste
(Spackman, 2020).

A convergéncia destes desafios operacionais aponta para a necessidade
urgente de pesquisas que desenvolvam novas estratégias diagnodsticas, capazes de
superar as limitacbes apresentadas sem comprometer a qualidade dos resultados

em termos de sensibilidade e especificidade.

1.4 Biossensores como método diagndstico

O desenvolvimento de metodologias diagndsticas rapidas, econbmicas e
especificas representa um desafio critico na detecgcdo de doencas infecciosas. Os
biossensores baseados em toehold switches utilizam deteccédo por reconhecimento
de sequéncia RNA/DNA, destacando-se pela elevada sensibilidade, rapidez na
detecgdo e com possibilidade de aplicagdo em campo, caracteristicas altamente
importantes em um método para vigilancia da IA. A pesquisa de Pardee et al. (2014)
demonstrou que sensores foehold para o virus Ebola apresentam aceleracdo de
cerca de 360 vezes no tempo de desenvolvimento e redugédo de até 714 vezes nos
custos comparado ao desenvolvimento de anticorpos personalizados, o que o torna

uma tecnologia viavel para laboratorios com recursos limitados.

O grupo liderado por Pardee et al. (2016) aprimorou seu estudo anterior ao
desenvolver um biossensor destinado ao diagnostico do virus da Zika e incorporar
avancos importantes em sensibilidade e especificidade. A abordagem inovadora
utilizou amplificagdo isotérmica de acidos nucleicos (NASBA), uma técnica que
dispensa a necessidade de ciclos térmicos complexos, o que permite a detecgao de
material genético viral em plataformas portateis compactas, baseadas em sistemas

livres de células liofilizadas.

A implementacao de biossensores acoplados ao método NASBA demonstrou
eficacia na deteccdo do virus da Hepatite A mediante amplificagdo do gene

superfolder green fluorescent protein (sfgfp). A integracdo dessas metodologias
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resultou em aprimoramento significativo dos parametros analiticos, particularmente
no que concerne ao limite de deteccéo, que alcancou incremento de sensibilidade na
ordem de 5000 vezes em relagcdo ao biossensor isolado. Tais resultados evidenciam
que a convergéncia de diferentes abordagens analiticas potencializa os
desempenhos quantificaveis em sistemas de biodeteccdo molecular (Kang et al.,
2023).

1.4.1 Toehold switches

Os toehold switches sao RNAs regulatdrios sintéticos desenvolvidos a partir
de estudos que demonstram a influéncia das estruturas secundarias na traducao do
mRNA, fundamentando-se em principios de termodinédmica e cinética de RNAs.
Esses dispositivos sdo compostos por duas fitas de RNA que interagem de forma
programavel: o interruptor (switch) e o gatilho (trigger) se anelam para modular a
expressao génica. O RNA switch contém uma estrutura secundaria (hairpin) que
oculta o sitio de ligacdo do ribossomo (RBS) e o cédon de iniciacao (AUG), o que
por sua vez, impede a tradugdo do gene repdrter acoplado a jusante. Essa estrutura
inclui ainda uma sequéncia conectora (linker) e um dominio de ancoragem
complementar ao RNA trigger. Quando a sequéncia-alvo estd presente, o RNA
trigger hibridiza-se com o switch, promovendo a abertura do hairpin; expondo a
regido RBS e o cddon de inicio, o que ativa a tradugédo do gene reporter, conforme
ilustrado na Figura 4 (Green et al., 2014; Pardee et al., 2016; Hunt et al., 2022).
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Figura 4. Mecanismo de funcionamento do foehold switch. a: hairpin estruturado contendo o gene
inativo, sem o anelamento do RNA trigger ao toehold switch. b: apds o anelamento do RNA trigger ao
toehold switch, o hairpin desestrutura-se expondo o RBS juntamente com o AUG, o qual ativa a
expressao do gene reporter. Fonte: Adaptada de Merle (2021). Produzida em BioRender.

A exploragédo e o aprimoramento continuo dos designs dos toehold switches
ampliam seu potencial de aplicacdo, abrangendo desde a regulagao génica in vitro
até a construgao de circuitos biolégicos complexos, capazes de reprogramar células
vivas. Essa versatilidade possibilita a modulagéo precisa de genes e proteinas, pois
o acoplamento da técnica a outras ferramentas permite o desenvolvimento de
diversas aplicagbes e modelos que exibem resposta rapida e rigorosamente

controlada (Green et al., 2014).

A funcionalidade supracitada € demonstrada pelo trabalho de Pardee et al.
(2014), que evidenciou como a estabilidade e a adaptabilidade das construcbes
baseadas em toehold switches possibilitam a criacdo de diversos produtos e
investigagcbes. Ao se implementar esses circuitos sintéticos em plataformas de papel
liofilizado, o sistema ganha em economia e estabilidade, o que demonstra alto
potencial para vigilancia e aplicagbes industriais, requisitos cruciais para o

desenvolvimento de novas abordagens diagndsticas, por exemplo.

A flexibilidade estrutural e funcional dos toehold switches, associada a
capacidade de modular seletivamente a interagdo molecular com diferentes alvos
genéticos, confere a essa tecnologia um elevado potencial de adaptagdo para a
deteccdo de diversos patdégenos de importancia epidemioldgica. Essas plataformas
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diagnodsticas de nova geragdo ampliam o acesso a métodos de detecgdo molecular
em ambientes com recursos limitados, a qual permite a democratizacdo do
diagndstico em escala global. O desenvolvimento de sistemas que conciliam rapidez
analitica, baixo custo e escalabilidade produtiva representa uma estratégia
promissora para a consolidagdo de redes de vigilancia descentralizadas e para a
identificacdo precoce de infecgdes. Dessa forma, os toehold switches despontam
como ferramentas-chave para o fortalecimento de respostas sanitarias ageis,
eficazes e acessiveis, especialmente em contextos de saude publica (Baabu et al.,
2022).

1.4.2 Serina integrases sitio-especificas

Adicionalmente, o avango da técnica ndo se restringe apenas aos estudos
termodinamicos e computacionais que guiam sua programabilidade, mas também
depende de estratégias que permitam a projecédo de circuitos genéticos com maior
precisdo e previsibilidade. A utilizacdo de modulos amplificadores de sinal, por
exemplo, possibilita a diminuicdo da taxa de vazamento (leakage) no estado OFF
(auséncia da sequéncia-alvo no sistema). Tal otimizacédo eleva a confiabilidade da
engenharia e aprimora significativamente a sensibilidade e especificidade do design

programado (Franco et al., 2023).

As serina integrases sao recombinases originalmente identificadas em
bacteriéfagos, onde desempenham papel fundamental no ciclo lisogénico ao mediar
a integracdo do genoma viral ao DNA bacteriano. Essa integracdo ocorre por meio
do reconhecimento especifico de sequéncias-alvo; o sitio attB presente na bactéria e
o sitio attP presente no fago, apés a recombinagcdo entre essas duas regides,
formam-se os sitios hibridos affL e attR, que delimitam o DNA integrado no
hospedeiro (Figura 5) (Sales et al., 2025).
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Figura 5. Esquema da integracao sitio-especifica mediada por integrase entre os sitios attP e attB.
Representacdo do processo de recombinagao entre o sitio aftP (plasmidial ou fagico) e o sitio attB
(gendmico), catalisado pela integrase, resultando na formacao dos sitios hibridos attL e aftR apods a
integracao do elemento genético ao DNA hospedeiro. Fonte: Adaptada de Gomide, 2020. Produzida
em BioRender.

Devido a sua alta especificidade, eficiéncia e ortogonalidade as serina
integrases tornaram-se ferramentas valiosas de biotecnologia, especialmente em
aplicacbes de engenharia genética e biologia sintética. Elas sdo amplamente
utilizadas na construgdo e modulagao de circuitos genéticos, as quais permitem o
controle preciso da expressdao ou repressao de genes e vias metabdlicas.
Dependendo da recombinase empregada é possivel integrar, deletar ou inverter
segmentos de DNA ou de outras moléculas-alvo de forma direcionada. Essa
versatilidade permite criar diferentes tipos de reagdes e combinagdes (Gomide,
2020; Sales et al., 2025).

A aplicabilidade dessas enzimas estende-se desde experimentos in vivo em
organismos procarioticos, como Escherichia coli (E. coli), até sistemas eucariéticos
complexos. Wang et al. (2023) demonstraram que as serina integrases podem ser

usadas para manipular plasmideos em E. coli, obtendo expressao constitutiva de
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trés proteinas fluorescentes distintas. Em sistemas eucariontes, Weinberg et al.
(2017) empregaram essas enzimas no desenvolvimento da plataforma Boolean
Logic and Arithmetic through DNA Excision (BLADE), baseada em operagdes de
I6gica booleana mediada por recombinagdo. Dos 113 circuitos projetados,
aproximadamente 96% apresentaram desempenho conforme o previsto, o que
demonstra a robustez do método. Diferentemente de sistemas baseados
exclusivamente em fatores de transcricdo, o uso de serina integrases permite
regulacdo genética simultanea e previsivel sem necessidade de multiplos sitios

promotores.

Gomide et al. (2020) avaliaram experimentalmente a funcionalidade das
serina integrases 2, 4, 5, 7, 9 e 13 em circuitos genéticos por meio da quantificagcao
da fluorescéncia da proteina Enhanced Green Fluorescent Protein (EGFP) e da
analise molecular da formagado dos sitios recombinados attL e attR. Segundo os
autores, a serina integrase 13 (Int13) apresentou correta formagao dos sitios e
destacou-se por gerar o maior numero de células positivas para EGFP dentre as
enzimas avaliadas. Posteriormente, Franco et al. (2023) empregaram a Int13 como
elemento condicional em circuitos genéticos, nos quais a enzima atua como uma
“‘porta logica” bioldgica. Nesse sistema, a expressao da proteina-alvo depende da
presenca de uma molécula especifica que desencadeia a tradugao da Int13. Uma
vez expressa, a enzima promove a inversao do promotor da T7 RNA polimerase,
resultando na ativagéo do gene reporter. Essa estratégia minimiza a expresséo basal

indesejada e aumenta a precisdo do controle genético.

1.4.3 Plataformas de expressdo génica em sistemas livre de células (cell-free

systems)

Durante a década de 1960, Nirenberg e Matthaei (1961) realizaram
experimentos pioneiros que demonstraram a possibilidade de promover a sintese
proteica em sistemas acelulares, ou seja, sem a necessidade da estrutura de uma
célula intacta. Essa descoberta foi um marco fundamental para a elucidagdo do
cbdigo genético e abriu caminho para o desenvolvimento das modernas plataformas
de expressao génica livre de células. Essas plataformas constituem atualmente uma
ferramenta versatil para a investigagdo e producédo de proteinas em ambientes
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controlados e altamente personalizaveis. Tal abordagem permite a sintese rapida de
RNA e proteinas a partir de um numero reduzido de componentes, minimizando

interferéncias e contaminacgdes associadas a sistemas celulares (Rocha et al., 2025).

A escolha adequada da plataforma é essencial para o sucesso da sintese de
proteinas livre de células (Cell-Free Protein Synthesis - CFPS), uma vez que os
componentes necessarios a reagado como enzimas, ribossomos e fatores de
transcricdo e traducdo sao derivados do microrganismo selecionado. Nesse
contexto, Gregorio, Levine e Oza (2019) propuseram um guia comparativo das
plataformas de alta e baixa adogéao, este guia auxilia na etapa de selegao do sistema
mais apropriado as finalidades experimentais. Independentemente da plataforma
utilizada, o processo de sintese proteica segue etapas basicas comuns.
Primeiramente, seleciona-se a linhagem celular destinada ao cultivo; em seguida, as
células sao lisadas para a obtengao da maquinaria de transcri¢cao e traducao, o que
inclui os ribossomos e demais fatores necessarios. O extrato resultante é entéo
empregado na montagem do sistema CFPS, onde ocorre a sintese in vitro da

proteina de interesse.

Levine et al. (2019) desenvolveram um protocolo acessivel para realizar a
CFPS, com o objetivo de viabilizar sua implementagédo em laboratérios de pesquisa
por profissionais ndo especialistas. O grupo utilizou o plasmideo pJL1-sfgfp como
molde para a expressao da proteina reporter sfGFP, a partir de condi¢cdes otimizadas
e padronizadas experimentalmente. O rendimento obtido foi de aproximadamente 2
mL de extrato celular bruto por litro de cultura bacteriana, volume suficiente para a
realizacdo de cerca de 400 reacbes de 15 pL cada. A concentragdo meédia de
proteina expressa atingiu 900 ug/mL, com um custo estimado de US$ 0,021 por ug

de proteina, considerando exclusivamente os reagentes utilizados.

O protocolo otimizado inclui cuidados especificos durante a lise celular por
sonicagao, etapa critica para preservar a integridade da maquinaria de transcri¢céo e
traducao. O controle térmico é fundamental para evitar a desnaturagao das proteinas
funcionais, logo, recomenda-se a imersao da amostra em banho de gelo durante o
processo. A centrifugagdo a 18.000 x g demonstrou maior eficiéncia na separagao
entre sobrenadante e pellet, o que contribuiu para a obtencdo de extratos mais

reprodutiveis. Além disso, o ajuste da concentracdo de Mg* ao final do preparo
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mostrou-se eficaz na padronizagdo entre diferentes lotes de extrato. A analise de
custo-beneficio realizada pelos autores indicou um investimento inicial aproximado
de US$ 7.700, incluindo reagentes e equipamentos especializados. Apesar do custo
inicial, o sistema apresenta alta escalabilidade, excelente rendimento e
reprodutibilidade além de permitir a operagdo por pessoal com treinamento

laboratorial basico (Levine et al., 2019).

Rocha et al. (2025) publicaram dados sobre a expressdo de proteinas em
sistema cell-free produzidas in home com sucesso, os resultados evidenciam o
potencial uso da técnica para expressar proteinas ativas e funcionais sem o uso de
células vivas, o que possibilita o controle e otimizagdo da reacdo. Logo, ao
estabelecer o protocolo de CFPS em laboratério, o sistema é capaz de produzir
proteinas citotéxicas e proteinas com um certo nivel de complexidade como

estratégia alternativa ao uso de kits comerciais onerosos.

Dessa forma, considerando a elevada taxa de mutacdo e dispersao
geografica do virus da IAAP, bem como seu impacto sanitario e econémico, torna-se
evidente a necessidade de métodos diagndsticos rapidos, sensiveis e aplicaveis em
contextos descentralizados. Estratégias baseadas em Dbiologia sintética,
especialmente aquelas integradas a plataformas livres de células, como os toehold
switches, emergem como alternativas promissoras para ampliar a capacidade de
vigilancia epidemiolégica em tempo real. Nesse contexto, o uso de ferramentas
sintéticas programaveis apresenta potencial pratico para contribuir com o avango da

detecgao do VAl em paralelo a evolugédo dinamica do virus.

2. OBJETIVOS

Neste trabalho, objetivou-se avaliar um biossensor para diagnostico do VAl
integrando diferentes ferramentas da biologia sintética, como os toehold switches,

sistemas livres de células e uso da Int13 como elemento de redugao do sinal basal.
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2.1 Objetivo geral

Avaliar experimentalmente a viabilidade de um biossensor baseado em
toehold switches acoplado a sistemas de expressdo génica livres de células para

deteccdo de sequéncias-alvo dos genes H5 e N1 do virus da gripe aviaria.
2.2 Objetivos especificos

e Selecionar regides conservadas dos genes HA (H5) e NA (N1) do subtipo
HS5N1 e desenhar foehold switches correspondentes;

e Construir e validar plasmideos contendo modulos de detecgao (switches) e de
resposta (luciferase) para uso em reagdes cell-free;

e Realizar a triagem inicial dos switches H5 e N1 com RNA trigger, comparando
o desempenho luminescente dos candidatos;

e Refinar a quantidade total de DNA e a propor¢ao entre médulos de deteccao
e resposta para os switches selecionados;

e Testar a reprodutibilidade do sistema e caracterizar o comportamento
dose-dependente do sinal;

e |nvestigar o impacto de degradagao de RNA e de RNases no desempenho do
biossensor, incluindo o uso de aliquotas unicas de DNA e inibidor de RNase

nas reagoes.
3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Escolha das sequéncias de RNA alvo e design dos toehold switches

As sequéncias dos nucleotideos de referéncia utilizadas neste estudo foram
obtidas a partir do banco de dados GenBank do Centro Nacional de Informagao
sobre Biotecnologia (National Center for Biotechnology Information - NCBI). Para o
gene da hemaglutinina (HA, subtipo H5), foi utilizada como sequéncia base o registro
CY091961.1, correspondente ao gene completo da hemaglutinina do virus Influenza
A subtipo H5N1. A regido codificadora (Coding DNA Sequence - CDS) deste registro
compreende os nucleotideos 14 a 1720, sendo a proteina traduzida correspondente
registrada sob o identificador AEH59221.1.

Com o objetivo de representar a variabilidade genética do subtipo H5, foi
realizada uma busca por similaridade utilizando a ferramenta BLASTn do NCBI,

empregando CY091961.1 como sequéncia de consulta. Foram selecionadas 100
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sequéncias completas da CDS do gene HA (H5). O conjunto de sequéncias utilizado
no alinhamento multiplo compreendeu isolados coletados entre 2005 e 2008,
periodo epidemiologicamente associado a ampla disseminagao do subtipo H5N1 no
Sudeste Asiatico, permitindo representar a variabilidade intra-subtipo em um cenario
endémico consolidado. Desse modo, o alinhamento multiplo foi realizado por meio
do software MAFFT (Multiple Alignment using Fast Fourier Transform), utilizando
parametros padroes (Figura A1). A partir do alinhamento, foi realizada a analise da
frequéncia nucleotidica posicdo a posicdo ao longo da CDS, permitindo a
identificacdo de regides conservadas. Para definigdo da sequéncia-alvo do gene H5,
adotou-se o critério de selecdo de uma regido continua de 40 nucleotideos com
identidade minima de 78%, a regido selecionada corresponde aos nucleotideos
354-393 da CDS (Quadro 1).

De maneira analoga, para o gene da neuraminidase (NA, subtipo N1), foi
utilizada como sequéncia referéncia o registro AF216738.1, correspondente a
neuraminidase 1 do virus Influenza A, cuja CDS esta compreendida entre os
nucleotideos 5 e 1414. A proteina traduzida correspondente encontra-se registrada
sob o identificador AAG01226.1 no GenBank. A partir da sequéncia AF216738.1, foi
realizada uma busca por similaridade por meio da ferramenta BLASTn, sendo
selecionadas sequéncias completas da CDS do gene N1 para compor o conjunto de
analise. As sequéncias selecionadas para o gene N1 correspondem a cepas
classicas de Influenza A (H5N1), isoladas predominantemente no inicio dos anos
2000, periodo que marcou a expans&o do virus altamente patogénico na Asia. O
conjunto € composto majoritariamente por isolados aviarios provenientes de Hong
Kong e de outras regides do sudeste asiatico e compreende CDS completas do
segmento que codifica a neuraminidase N1, assegurando representatividade das
variantes epidemiologicamente relevantes circulantes a época. O alinhamento
multiplo foi conduzido utilizando o mesmo procedimento descrito para H5, enquanto
a regido-alvo selecionada para o gene N1 corresponde aos nucleotideos 1359-1398
da CDS (Quadro 1) (Figura A2).

Quadro 1. Sequéncias de nucleotideos correspondentes aos alvos dos genes H5 e N1 do virus
Influenza A (H5N1). Sequéncias nucleotidicas dos fragmentos utilizados como alvos moleculares,
apresentadas no sentido 5°-3’, referentes as regides codificadoras do subtipo H5N1.

H5 5’ -ATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTT-3’

N1 5’ =CTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATT -3’
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A partir dos alvos selecionados foi realizada a conversdo das sequéncias para
suas respectivas fitas complementares reversas, em seguida, o design dos toehold
switches foi construido utilizando o Software The Nucleic Acid Package (NUPACK)
com parametros e script pré-definidos por Franco et al. (2023), os quais
encontram-se descritos nos anexos deste estudo. O software foi escolhido por
permitir a predi¢cado e otimizagao de estruturas secundarias de RNA, a fim de avaliar
a estabilidade termodindmica e a formagao adequada das regides de pareamento

necessarias ao funcionamento dos switches (Green et al., 2014; Pardee et al., 2016).

Foram gerados trés switches para cada glicoproteina, H5 e N1, cujas
estruturas previstas e sequéncias correspondentes estdo apresentadas nas Figuras
6a-f e Quadros 2a-f, respectivamente. Durante o processo de design, alguns
nucleotideos foram substituidos para remover coédons de parada que poderiam
resultar na sintese de proteinas truncadas. Para mitigar esse risco, foram alterados
dois e trés nucleotideos nas sequéncias finais, conforme demonstrado nos Quadros
2e-f. Os nucleotideos destacados em vermelho indicam as bases removidas,

enquanto os marcados em verde representam as insergdes realizadas.

A estabilidade estrutural e a eficiéncia de interagdo entre switch e trigger
foram avaliadas utilizando o soffware NUPACK, por meio da analise de complexos
RNA-RNA. Foi utilizado como parametro de selecdo o defeito de conjunto
normalizado, que representa a fracdo média de nucleotideos que ndo se encontram
na conformagdo estrutural alvo dentro do conjunto termodindmico (ensemble)
previsto pelo modelo de energia do RNA. Os valores fornecidos pelo programa foram
convertidos em porcentagem, sendo adotado como critério de selegdo estruturas
com defeito inferior a 20%. Dessa forma, os sensores apresentaram as seguintes
taxas de erro: 11,9%, 12,5%, 11,9%, 17,3%, 17,2% e 16,7%, correspondentes,

respectivamente, aos switches H5-a, H5-b, H5-c, N1-d, N1-e e N1-f.
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Figura 6a. Hairpin previsto para a primeira sequéncia do subtipo H5 (H5-a), gerada pelo software
NUPACK. A coloragdo dos nucleotideos corresponde a probabilidade de pareamento estrutural
predita termodinamicamente, variando de 0 (azul, baixa probabilidade de pareamento) a valores
préximos de 1 (vermelho, alta probabilidade de pareamento), conforme indicado na escala lateral.

Quadro 2a. Primeira sequéncia do subtipo H5 gerada pelo NUPACK correspondente a estrutura
hairpin apresentada anteriormente. As sequéncias estdo apresentadas no sentido 5'—3'.

a | 5’ -AAATGGTTTATTCTGCTCAATAGGTGTTTCAGTTCTTCATGTATGTGGGAGAGAAGAGGAGATATGAT
GGAAGAACTGAAACACTTG-3'
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Figura 6b. Hairpin previsto para a segunda sequéncia do subtipo H5 (H5-b), gerada pelo software
NUPACK. A coloragdo dos nucleotideos corresponde a probabilidade de pareamento estrutural
predita termodinamicamente, variando de 0 (azul, baixa probabilidade de pareamento) a valores
préximos de 1 (vermelho, alta probabilidade de pareamento), conforme indicado na escala lateral.

Quadro 2b. Segunda sequéncia do subtipo H5 gerada pelo NUPACK correspondente a estrutura
hairpin apresentada anteriormente. As sequéncias estdo apresentadas no sentido 5'-3'.

b | 5’ -AAATGGTTTATTCTGCTCAATAGGTGTTTCAGTTCTTCATGCATGTGACGAGAGAGAGGAGATATGATGG
AAGAACTGAAACACCTG-3'
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Figura 6c. Hairpin previsto para a terceira sequéncia do subtipo H5 (H5-c) gerada pelo software
NUPACK. A coloragdo dos nucleotideos corresponde a probabilidade de pareamento estrutural
predita termodinamicamente, variando de 0 (azul, baixa probabilidade de pareamento) a valores
préximos de 1 (vermelho, alta probabilidade de pareamento), conforme indicado na escala lateral.

Quadro 2c. Terceira sequéncia do subtipo H5 gerada pelo NUPACK correspondente a estrutura
hairpin apresentada anteriormente. As sequéncias estdo apresentadas no sentido 5'-3'.

c | 5" -AAATGGTTTATTCTGCTCAATAGGTGTTTCAGTTCTTCATGATATTGAGGAGGAAGAGGAGAATATATGG
AAGAACTGAAACACTTG-3'
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Figura 6d. Hairpin previsto para a primeira sequéncia do subtipo N1 (N1-d) gerada pelo software

NUPACK. A coloragdo dos nucleotideos corresponde a probabilidade de pareamento estrutural

predita termodinamicamente, variando de O (azul, baixa probabilidade de pareamento) a valores
proximos de 1 (vermelho, alta probabilidade de pareamento), conforme indicado na escala lateral.
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Quadro 2d. Primeira sequéncia do subtipo N1 gerada pelo NUPACK correspondente a estrutura
hairpin apresentada anteriormente. As sequéncias estdo apresentadas no sentido 5'—3'.

d | 5" -AATGGCAACTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGTATGTATGAGAAGAGAGGAGATATGATGG
TGGGTTGGTCTTGGCCA-3"
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Figura 6e. Hairpin previsto para a segunda sequéncia do subtipo N1 (N1-e) gerada pelo software
NUPACK. A coloragdo dos nucleotideos corresponde a probabilidade de pareamento estrutural
predita termodinamicamente, variando de O (azul, baixa probabilidade de pareamento) a valores
préximos de 1 (vermelho, alta probabilidade de pareamento), conforme indicado na escala lateral.

Quadro 2e. Segunda sequéncia do subtipo N1 gerada pelo NUPACK correspondente a estrutura
hairpin apresentada anteriormente. As sequéncias estdo apresentadas no sentido 5'—3'. As variagoes
destacadas em cores indicam modificagdes pontuais realizadas na sequéncia para evitar a produgéo
de stop codons e proteinas truncadas.

e.1 57 —AATGGCAACTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGTTATGAGGGAGAAAGAGGAGTA.GA
TGGTGGGTTGGTCTTGGCCA-3'
e.2 | 5" -AATGGCAACTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGTTATGAGGGAGAAAGAGGAGTAATGA

TGGTGGGTTGGTCTTGGCCA-3"
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Figura 6f. Hairpin previsto para a terceira sequéncia do subtipo N1 (N1-f) gerada pelo software
NUPACK. A coloragdo dos nucleotideos corresponde a probabilidade de pareamento estrutural
predita termodinamicamente, variando de 0 (azul, baixa probabilidade de pareamento) a valores
préximos de 1 (vermelho, alta probabilidade de pareamento), conforme indicado na escala lateral.

Quadro 2f. Terceira sequéncia do subtipo N1 gerada pelo NUPACK correspondente a estrutura
hairpin apresentada anteriormente. As sequéncias estao apresentadas no sentido 5'—>3'. As variagdes
destacadas em cores indicam modificagdes pontuais realizadas na sequéncia para evitar a produgéo
de stop coédons e proteinas truncadas.

f.1 57 —AATGGCAACTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGATGTAAGAGAGAGAGAGGAGTA-A
TGGTGGGTTGGTCTTGGCCA-3"

f.2 | 5’ -AATGGCAACTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGATGTAAGAGAGAGAGAGGAGTAATGA
TGGTGGGTTGGTCTTGGCCA-3'

3.2 Sintese dos RNAS trigger e construgao dos plasmideos

Os primers forward e reverse referentes a cada regido alvo projetada foram
desenhados contendo, adicionalmente, a sequéncia da regido promotora da T7 RNA

polimerase (Quadro 3). Cada par de primers foi anelado as temperaturas de 67 °C e
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75 °C, por 20 minutos, para os genes HA e NA, respectivamente, produzindo DNA

dupla fita (Double-Stranded DNA - dsDNA) molde para transcricdo dos RNAs trigger.

Quadro 3. Sequéncias dos primers forward e reverse utilizados para anelamento das regides alvo
dos genes H5 e N1 do virus Influenza A (H5N1). Os oligonucleotideos foram desenhados contendo,
na extremidade 5’, a sequéncia promotora da T7 RNA polimerase, permitindo a obtengao de dsDNA
molde para posterior transcricao in vitro dos RNAs trigger. As sequéncias estdo apresentadas no
sentido 5’-3.

Primer 5/ -GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGAATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAA
Foward H5 TAAACCATTTTTAA-3'
Primer 5/ -TTAAAAATGGTTTATTCTGCTCAATAGGTGTTTCAGTTCTTCATTCTCCCTATAGTGA
Reverse H5 GTCGTATTAATTTC-3"
Primer 5/ -GAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTG
Foward N1 AGTTGCCATTTTAA-3'
Primer 5/ -TTAAAATGGCAACTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGTCTCCCTATAGTGA
Reverse N1 GTCGTATTAATTTC-3’

Os RNAs trigger foram transcritos a partir do dsDNA molde, e a reacdo de
transcricdo in vitro foi realizada utilizando o kit RiboMAX™ Large Scale RNA
Production Systems (Promega), com incubacéo overnight a 37 °C. Por conseguinte,
a RNA polimerase foi inativada a 70 °C por 20 minutos e as amostras provenientes
da transcrigdo foram tratadas com RQ1 RNase-Free DNase (Promega) a 37 °C por 2
horas. Por fim, os RNAs foram purificados utilizando o protocolo de purificagdo com

etanol absoluto e ressuspensos em agua livre de nucleases.

A estratégia baseada em toehold switch foi estruturada em um sistema de
dois plasmideos independentes, funcionalmente complementares. O primeiro
plasmideo, correspondente ao mddulo de detecgéo, foi projetado para conter o
circuito regulatorio responsivo a sequéncia-alvo do virus, sendo construidos modelos
sintéticos especificos para os segmentos HA e NA (H5N1). Esse plasmideo inclui a
regiao regulatéria composta pela sequéncia do toehold switch, contendo o sitio RBS
e o AUG inicialmente sequestrados na estrutura secundaria do RNA, permitindo
ativagdo translacional apenas na presenga do RNA alvo. A jusante do circuito
regulatério foi inserida a sequéncia codificante da proteina repoérter Int13,

responsavel pela sinalizagao do evento de detecgéo.

Para a construgdo do modulo de detecgao, utilizou-se o plasmideo pSB1C3
como backbone, contendo origem de replicacdo pMB1 e marcador de resisténcia a

cloranfenicol (CmR) (Figura 7).
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Figura 7. Plasmideo correspondente ao moédulo de detecgédo do sistema toehold switch. O backbone
pSB1C3 (3795 bp) contém origem de replicagdo pMB1 e marcador de resisténcia a cloranfenicol
(CmR). O circuito regulatério inclui a sequéncia do foehold switch posicionada a montante da proteina
intermediaria Int13. Em um sistema de dois plasmideos, este médulo atua como componente sensor,
sendo ativado especificamente pela presenga do RNA alvo (H5 ou N1), posteriormente ocorre a
ativacdo translacional do switch, permitindo a expressado da Int13, que atuara sobre o mdédulo de
resposta.

O mdédulo de resposta foi projetado para converter o evento de deteccgao
molecular em sinal luminescente. Para isso, o promotor da T7 RNA polimerase foi
inserido em orientacdo reversa e flanqueado pelos sitios de recombinacao attP e
attB da Int13. Na auséncia de recombinagdo, o gene da luciferase permanece
transcricionalmente inativo. A expressao do gene repoérter ocorre somente apods a
acao da Int13 expressa pelo modulo de detecgdo, que promove o rearranjo do
promotor T7, permitindo sua correta orientacdo e subsequente ativacdo da
transcricdo. A produgao dos switches foi baseada nas construgcbes de Franco e

colaboradores (2023).
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Figura 8. Plasmideo correspondente ao médulo de resposta do sistema toehold switch. A construgao
foi projetada em backbone derivado de pUC (4824 pb), contendo origem de replicagcao pMB1 e
marcador de resisténcia a canamicina. O gene da luciferase (Epic Firefly Luc) encontra-se sob
controle de um promotor da T7 RNA polimerase orientado em sentido reverso e flanqueado pelos
sitios de recombinacéo attP e attB reconhecidos pela Int13. A recombinagdo mediada pela enzima
promove o rearranjo do promotor T7, possibilitando a ativagdo da expressao da luciferase e a geragéao
do sinal luminescente.

3.3 Clonagem dos plasmideos em E. coli DH5a

Os plasmideos foram clonados em E. coli DH5a por meio do protocolo de
transformacao por choque térmico. Cerca de 20 ng de plasmideo foram adicionados
a 100 uL de células DH5a, as quais passaram previamente por protocolo
quimiocompetente ao utilizar solugdo de CaCl.. A mistura foi deixada em banho de
gelo por 30’ e posteriormente submetida a incubagdo em banho Maria a 37 °C por
45”. Em seguida, as amostras foram imediatamente recolocadas em banho de gelo
por 2’, depois foram recuperadas com 500 pyL de meio Luria Bertani (LB) liquido e
incubadas a 37 °C por 1h a 180 rpm em agitador shaker (Infors HT Ecotron

Incubator Shaker).
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Aliquotas de 100 yL de células transformadas foram espalhadas em placas
previamente preparadas com 20 mL de meio LB sdlido e os respectivos antibiéticos
de selegdo. Dessa forma, utilizou-se 25 mg/mL de cloranfenicol para o plasmideo
que contém o gene-alvo (mddulo de detecgao) e 50 mg/mL de canamicina para o
plasmideo que contém o gene da luciferase (modulo de resposta). As placas foram
incubadas overnight em estufa a 37 °C para o crescimento de colbnias isoladas e

posterior passagem para meio liquido.

Em seguida, apos o crescimento das colbnias, pré-inéculos foram incubados
em agitador shaker por 16h, nas mesmas condi¢des anteriormente descritas, e
adicionados a cultura de 500 mL a fim de produzir plasmideos em escala maior. A
extragao e purificagdo do DNA foi realizada a partir do kit Wizard Plus Maxipreps
DNA Purification System (Promega), seguindo as indicagdes e especificagbes do

fabricante.

Para verificar a clonagem correta dos plasmideos foram realizadas digestdes
com enzimas de restricdo. O mddulo de resposta ja havia sido confirmado pelo
grupo anteriormente, mas para os modulos de detecgao foram utilizadas as enzimas
Sall e Xbal. O kit utilizado foi o da New England Biolabs (NEB) Restriction Enzymes,
seguindo as indicagdes e especificacbes do fabricante. As digestdes foram
confirmadas por eletroforese em gel de agarose a 1% (m/v) para analise dos
plasmideos e a 2% (m/v) para os RNAs trigger, utilizando tampao TAE 1x e TBE

0,5x%, respectivamente.

3.4 Reagdes livres de células e leitura da luminescéncia

As reacdes livres de células foram realizadas utilizando o kit T7 S30 Extract
System for Circular DNA (Promega), seguindo as recomendagdes do fabricante, com
adaptacdes descritas a seguir: As reagdes foram preparadas com volume final de 10
ML, incubadas a 30 °C por 3 horas e interrompidas pela adigdo de albumina sérica
bovina (BSA) a 1%, na proporgédo de 1:10 (v/v). Para analise da luminescéncia da
luciferase 10 yL da reacéo interrompida foram misturados a 50 yL do reagente
contendo o substrato da luciferase, Luciferase Assay System (Promega), em

microplaca de 96 pogos branca e opaca. As leituras foram realizadas conforme o
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protocolo de luminescéncia especifico para luciferase no leitor de microplacas

multimodal SpectraMax iD3.

3.5 Condicbes experimentais dos ensaios de triagem, refinamento e prova de

conceito

Os ensaios de triagem dos toehold switches para os genes H5 e N1 foram
realizados em reagoes livres de células realizadas com diferentes concentragbes dos
modulos de deteccdo e resposta (incluindo os switches H5-a,b,c e N1-e,d.f),
seguindo o protocolo geral descrito no item 3.4. Para cada construgédo, foram
testadas concentragbes de RNA sintético variando de 0 a 2000 nM, em unica réplica
biolégica e técnica, o sinal de luminescéncia foi registrado apés 3 h de incubagao a
30 °C. As curvas resultantes foram utilizadas para comparar qualitativamente o
desempenho relativo dos candidatos a fim de seleciona-los para etapas posteriores.
Para essa triagem inicial, os mddulos de detecgao e resposta foram testados nas
seguintes combinagdes de DNA plasmidial: 25 ng totais na proporgao 1:5 e 2:5
(H5-a,b), 12 ng na proporgéo 2:1 (H5-c) e 16 ng nas propor¢des 2:1, 1:2 e 1:5 (N1-d,

N1-e e N1-f, respectivamente), apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Condi¢cdes experimentais da triagem inicial dos swifches H5 e N1. Triagem inicial dos
toehold switches direcionados aos genes H5 e N1 conduzida em sistema de expressédo livre de
células. As reagbes foram realizadas com diferentes combinagbes dos moddulos de deteccdo e
resposta, variando-se a quantidade total de DNA plasmidial e a propor¢gdo entre os mddulos
(detecgao:resposta). Para cada construgéo, foram avaliadas concentragdes de RNA sintético variando
de 0 a 2000 nM. As reagdes foram incubadas por 3 horas a 30 °C, e a luminescéncia foi mensurada
conforme protocolo descrito no item 3.4. Cada condicdo experimental foi realizada em uma unica
réplica bioldgica e em Unica réplica técnica.

Construgdao | DNA total Proporcao RNA Incubagao
(ng) detecgcao:resposta sintético
(nM)
H5-a 25 1:5 0-2000 3ha30°C
H5-b 25 2:5 0-2000 3ha30°C
H5-c 12 2:1 0-2000 3ha30°C
N1-d 16 2:1 0-2000 3ha30°C
N1-e 16 1:2 0-2000 3ha30°C
N1-f 16 1:5 0-2000 3ha30°C
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Na etapa de refinamento, focada nas construgdes selecionadas na triagem
(H5-b e N1-f), foram avaliadas diferentes combina¢dées de quantidade total de DNA
plasmidial por reagéo e proporgao entre os médulos de detecgao e de resposta. Para
o switch H5-b, testaram-se condi¢bées como 30 ng de DNA total em proporgdes 2:5,
além de combinagdes como 60 ng e 72 ng (1:3). Para o switch N1-f, foram
exploradas condigbes com 16 ng e 32 ng de DNA total, em propor¢gées como 1:5 e
2:1 entre os moddulos, ilustrados na Tabela 2. Nesses ensaios piloto (n = 1), a
resposta do sistema foi medida em 0 e 20 nM de RNA sintético, mantendo-se
constantes o volume final das reagdes livre de células, o tempo de incubagao (3 h a

30 °C) e o protocolo de leitura descrito em 3.4.

Tabela 2. Condigbes testadas no refinamento dos switches H5-b e N1-f selecionados apds triagem
inicial. Foram testadas diferentes quantidades totais de DNA plasmidial por reacéo e proporgoes entre
os modulos de deteccgdo e resposta. A resposta do sistema foi analisada nas concentragdes de 0 e 20
nM de RNA sintético a fim de selecionar a melhor proporgcdo entre os moédulos. As reagdes foram
incubadas por 3 horas a 30 °C, mantendo-se constantes os demais parametros experimentais. O
experimento foi conduzido em uma Unica réplica bioldgica e em Unica réplica técnica.

Construcao | DNA total Proporcao RNA Incubagao
(ng) deteccao:resposta sintético
(nM)
H5-b 30 2:5 0-20 3ha30°C
H5-b 60 1:3 0-20 3ha30°C
H5-b 72 1:3 0-20 3ha30°C
N1-f 16 1:5 0-20 3ha30°C
N1-f 16 2:1 0-20 3ha30°C
N1-f 32 2:1 0-20 3ha30°C

A partir das condi¢gdes experimentais previamente estabelecidas apds os
ensaios de triagem e refinamento (Tabela 3), foram conduzidos ensaios
independentes de prova de conceito para os switches H5-b e N1-f em sistema de
expressao livre de células. As reagdes foram montadas utilizando-se as quantidades
totais de DNA plasmidial e propor¢gdes entre os mddulos de detecgao e resposta
previamente definidas, correspondendo a 45,5 ng de DNA total na proporgéo 1:3
(deteccgao:resposta) para o switch H5-b e 33 ng de DNA total na proporgéo 2:1 para
o switch N1-f.
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Tabela 3. Condigbes finais definidas para os switches selecionados apos os ensaios de triagem e
refinamento. Especificagdo dos toehold switches selecionados (H5-b e N1-f), incluindo a quantidade
total de DNA plasmidial empregada nas rea¢des em sistema de expressao livre de células e a
propor¢cado final entre os mdédulos de deteccdo e resposta (deteccdo:resposta). As condigdes
apresentadas foram estabelecidas com base no desempenho observado a partir dos ensaios de
otimizagao.

DNA total Proporgao
Construgao (ng) deteccgao:resposta
H5-b 45,5 1:3
N1-f 33 ng 2:1

Para cada switch, foram realizados trés ensaios independentes, considerados
como réplicas biolégicas (R1, R2 e R3). Em cada ensaio, as reagdes foram
incubadas sob as mesmas condicbes descritas anteriormente para o sistema
cell-free, na presenga de RNA sintético correspondente ao alvo, em concentragdes
variando de 0 a 2000 nM (Tabela 4). Ap6s incubacgao, a luminescéncia foi mensurada
conforme o protocolo previamente descrito no item 3.4, sendo os valores obtidos

utilizados para a construgao das curvas de resposta de cada réplica biologica.

Tabela 4. Condi¢cdes experimentais dos ensaios de prova de conceito dos switches H5-b e N1-f.
Condigbes experimentais adotadas nos ensaios de prova de conceito conduzidos em sistema de
expressdo livre de células, apds definicdo das melhores combinagdes de DNA plasmidial nos
experimentos de triagem e refinamento. Para cada construcdo, foram realizados trés ensaios
independentes (R1, R2 e R3), avaliando-se concentragdes de RNA sintético na faixa de 0 a 2000 nM.
As reacgdes foram incubadas por 3 horas a 30 °C e a luminescéncia foi mensurada conforme protocolo
descrito no item 3.4.

Construcgao DNA total Proporgao RNA Incubagao Réplicas
(ng) deteccao:resposta sintético Biolégicas
(nM)
H5-b 45,5 1:3 0-2000 3ha30 3 (R1, R2,
°C R3)
N1-f 33 2:1 0-2000 3ha30 3 (R1, R2,
°C R3)

Ao identificar problemas de reprodutibilidade e da suspeita de contaminacao

ou degradagao dos reagentes, foram realizadas novas etapas de transformacao e
clonagem com o objetivo de obter novos estoques de DNA plasmidial. Os
plasmideos obtidos foram purificados e, subsequentemente, submetidos a uma
etapa adicional de precipitacdo com etanol absoluto, visando aumentar a pureza e a
estabilidade do material genético. Em seguida, os plasmideos purificados foram
aliquotados em volumes de 20 L, assim como os componentes do sistema cell-free,
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e armazenados em freezer dedicado, sendo destinados a uso unico nas reagoes de

deteccgao das sequéncias-alvo.

3.6 Ensaios com o switch N1-f apds padronizagao do protocolo e uso de inibidor de
RNase

Apos a adocdao de mudangas no preparo € manuseio dos reagentes, foi
realizado um novo ensaio exploratério com o switch N1-f para reavaliar o
desempenho do biossensor sob condi¢ées mais controladas. Nesse experimento,
foram testadas diferentes combinacbes de quantidade total de DNA plasmidial e
proporcao entre o médulo de deteccédo e o modulo de resposta, de forma analoga ao
refinamento descrito em 3.5, avaliando-se a resposta do sistema em 0 e 20 nM de
RNA sintético (Tabela 5). O volume final das reagdes, o tempo de incubacdo (3 h a

30 °C) e o protocolo de leitura de luminescéncia foram os mesmos descritos em 3.4.

Tabela 5. Avaliagdo do efeito da concentragéo total de DNA plasmidial e da proporgéo entre mddulos
de detecgao e resposta sob novo protocolo. Ensaio conduzido em sistema de expressao livre de
células com variagdo da quantidade total de DNA plasmidial por reacdo (20-120 ng) e da proporgéao
entre os moédulos de detecgédo e resposta (1:1, 1:5 e 2:5). Foram testadas quatro combinagdes
experimentais, com mensuragdo da luminescéncia na auséncia (0 nM) e na presenga (20 nM) de
RNA sintético alvo. As reagdes foram incubadas por 3 horas a 30 °C, conforme protocolo descrito no
item 3.4.

Condigao DNA total Proporcao RNA Incubagao
(ng) deteccao:resposta sintético
(nM)
C1 60 1:5 0-20 3ha30°C
Cc2 20 1:1 0-20 3ha30°C
C3 70 2:5 0-20 3ha30°C
C4 120 1:5 0-20 3ha30°C

Em seguida, foi realizado um ensaio pontual utilizando 33 ng totais,
(proporcéao 2:1) do switch N1-f, no qual a resposta do sistema foi medida em 0 e 20
nM de RNA sintético, com o objetivo de verificar a estabilidade do controle sem RNA
(0 nM) e a capacidade de resposta em 20 nM sob novo protocolo. Posteriormente,
foi conduzida uma tentativa de réplica biolégica desse ensaio nas mesmas
condi¢des, mantendo-se 0 mesmo protocolo de preparo, incubagao e leitura, a fim

de avaliar a reprodutibilidade da resposta observada (Tabela 6).
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Tabela 6. Condigdes experimentais dos ensaios com o swifch N1-f apds padronizagédo do protocolo.
As reagbes foram realizadas com 33 ng de DNA plasmidial total na proporgédo 2:1 entre os médulos
de deteccao e resposta, avaliando-se a resposta do sistema na auséncia (0 nM) e na presenca (20
nM) de RNA sintético alvo. As reag¢des foram incubadas por 3 horas a 30 °C e a luminescéncia foi
mensurada conforme descrito no item 3.4. As condigcbes foram reproduzidas em dois ensaios
independentes, conduzidos com o objetivo de avaliar a estabilidade do controle negativo e a
reprodutibilidade da resposta observada.

Construcao DNA total Proporgao RNA Incubagéo
(ng) detecgao:resposta sintético
(nM)
N1-f 33 21 0-2000 3ha30°C

Por fim, foi realizado um ensaio adicional com o switch N1-f, desta vez com a
adicao de inibidor de RNAse no momento do preparo do experimento (Tabela 7). As
reacdes foram incubadas por 3 horas a 30 °C e a luminescéncia analisada conforme

o protocolo descrito em 3.4.

Tabela 7. Condi¢cdes experimentais do ensaio adicional com o switch N1-f incluindo a adigdo de
inibidor de RNase. As reagdes foram realizadas com 33 ng de DNA total na proporgéo 2:1 entre os
modulos de detecgao e resposta, sendo avaliadas as respostas em 0 e 20 nM de RNA sintético alvo.
As reagdes foram incubadas por 3 horas a 30 °C e a luminescéncia da luciferase foi determinada
conforme protocolo descrito no item 3.4. O experimento foi conduzido com o objetivo de investigar a
possivel influéncia da degradacdo de RNA na resposta do sistema.

Construcao DNA total Proporgao RNA Incubagao Inibidor
(ng) deteccao:resposta sintético de RNase
(nM)
N1-f 33 2:1 0-2000 3ha30°C sim

3.7 Predicao estrutural e analise termodinamica in silico

A estabilidade estrutural dos foehold switches e sua interagdo com os RNAs
alvo foram avaliadas por meio de predicdes termodinamicas utilizando os servidores
RNAfold WebServer e RNAcofold WebServer, ferramentas pertencentes ao pacote
ViennaRNA (Gruber et al., 2008; Lorenz et al., 2011).

Inicialmente, a estrutura secundaria dos toeholds isolados foi predita
utilizando o] RNAfold WebServer
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi), a fim de avaliar a
conformacgdo estrutural dos sensores na auséncia do RNA alvo. Para cada

sequéncia, foram obtidas a estrutura secundaria de menor energia, a energia livre
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associada (AG) e a energia livre do ensemble, permitindo avaliar a estabilidade

estrutural intrinseca dos toeholds.

Em seguida, a interagao entre cada toehold e seu respectivo RNA alvo (H5 ou
N1) foi analisada utilizando o] RNAcofold WebServer
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAcofold.cgi). Para cada par, foram
obtidas a estrutura secundaria 6tima do heterodimero, a energia livre minima do
complexo (MFE), a energia livre do conjunto termodindmico e a frequéncia da

estrutura MFE dentro do ensemble.

O potencial de interagao entre sensor e alvo foi avaliado com base no AG de
ligacdo do heterodimero, calculado como a diferenca entre a energia do complexo e
as energias dos mondmeros individuais. Valores mais negativos de AG de ligagao
foram interpretados como indicativos de maior afinidade e maior favorecimento

termodinamico da hibridizacao.

3.8 Analise estatistica

Devido ao carater exploratério e a limitagdo no numero de réplicas biologicas
em diversas etapas do estudo, ndo foram realizados testes estatisticos inferenciais
formais. Os dados foram analisados de forma descritiva, por meio da comparagéao
visual de curvas e dos valores de luminescéncia entre as diferentes condicdes
experimentais, buscando identificar tendéncias gerais de resposta dos biossensores

em funcao das concentracdes de DNA e RNA.

Os graficos e esquemas foram elaborados utilizando os softwares: Google
Sheets, BioRender e Adobe Photoshop.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Selegao dos alvos e desenho dos sensores

Durante o alinhamento das sequéncias H5 e N1, foi observado que a
identificacdo de trechos extensos com elevada conservacédo apresentava desafios,
refletindo a alta taxa de mutacdo e a capacidade de recombinacdo dos virus
influenza. Mesmo aplicando um critério de selecao relativamente restritivo (regides
com cerca de 78% de correspondéncia), foram raros os segmentos suficientemente
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longos e homogéneos para o desenho de alvos do tipo foehold. Esse obstaculo é
coerente com os achados de Palma (2025), que, ao analisar sequéncias de H5N1,
nao identificou trechos continuos de residuos idénticos, relatando apenas
conservagao pontual de alguns aminoacidos. No caso deste estudo, além da
necessidade de encontrar regides suficientemente conservadas, houve a restrigao
adicional de selecionar alvos que permitissem a construcdo de toehold switches
robustos e funcionais, ou seja, sequéncias que nao introduzissem coédons de parada
prematuros no frame de leitura do gene reporter e ndao gerassem proteinas
truncadas; essa combinagdo de elevada variabilidade gendémica e exigéncias
estruturais do biossensor restringiu ainda mais o conjunto de regides candidatas,

explicando a dificuldade observada na selecao de alvos ideais.

Considerando a elevada taxa de mutacao caracteristica de virus de RNA, a
adocdo de um critério de similaridade mais permissivo permite acomodar a
diversidade genética natural das cepas circulantes. Dessa forma, o limiar de 78% de
similaridade possibilita a deteccdo de variantes geneticamente relacionadas,
reduzindo o risco de falsos-negativos decorrentes de mutagdes pontuais ou do
acumulo de substituicbes ao longo do tempo. Essa abordagem é corroborada pelos
achados de McSweeney et al. (2023), que demonstraram que toehold switches de
RNA apresentam elevada robustez a multiplas incompatibilidades de nucleotideos
na regido de ancoragem, mantendo ativagao significativa mesmo na presencga de até
sete mutagbes nesta regido. Em contrapartida, os autores observaram alta
sensibilidade a mutagdes localizadas na regido da haste (stem), a qual foi
consistentemente identificada como a principal determinante da especificidade do
toehold switch. Assim, a adog¢ao de um critério de similaridade de 78% € compativel
com o funcionamento estrutural desses sistemas, desde que as regides criticas para
a formacéao da estrutura secundaria do toehold switch sejam preservadas, permitindo
simultaneamente robustez frente a variabilidade genética e especificidade adequada

para aplicagdes diagnosticas.

4.2 Validacao dos plasmideos e sintese dos RNAs

Para a verificacdo e validacdo dos plasmideos sintetizados realizou-se uma

digestdo enzimatica utilizando Sall e Xbal, o que resultou na liberacdo de um

58



fragmento de aproximadamente 118 pb, visualizado em gel de agarose (Figura 9a).
Paralelamente, os RNAs sintéticos transcritos in vitro correspondentes as
glicoproteinas H5 e N1 foram analisados em gel juntamente com os
oligonucleotideos anelados, sendo identificados como 1 e 3, respectivamente (Figura
9b).

a)

g
-
-

Figura 9. Validagdo dos plasmideos e dos moldes de transcrigdo dos RNAs trigger. (a) Analise por
digestdo enzimatica dos plasmideos contendo os swifches H5 (pogos 1-3) e N1 (pogos 4-6),
evidenciando os fragmentos com os tamanhos esperados. (b) RNAs trigger obtidos por transcri¢ao in
vitro a partir de fragmentos de dsDNA gerados por anelamento de oligonucleotideos. Cada RNA
trigger é apresentado ao lado de seu respectivo dsDNA molde. Os RNAs H5 e N1 estdo nos pogos 1
e 3, respectivamente.

As ilustracdes referentes a construcdo de cada plasmideo utilizado para a
estratégia deste trabalho estdo dispostas no apéndice A, bem como as sequéncias
exatas dos plasmideos. A validagdo por digestdo enzimatica, associada a
visualizagdo dos RNAs sintéticos em gel, assegurou que tanto os plasmideos quanto
os trigger de RNA apresentavam o tamanho esperado; condi¢ao indispensavel para
que as etapas subsequentes de triagem e prova de conceito refletissem, de fato, o

comportamento dos switches desenhados.

4.3 Triagem dos sensores em reacéo livre de células

Ensaios exploratérios iniciais foram realizados com diferentes switches
desenhados para os genes H5 e N1, com o objetivo de selecionar faixas de

concentragédo e candidatos mais promissores. Nessa triagem foi conduzida apenas
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uma réplica biolégica, com leitura unica por condi¢cdo; assim, os dados foram
utilizados de forma descritiva, sem analise estatistica inferencial. Os perfis de
resposta em fungao da concentragcdo de RNA (0-2000 nM) foram representados em
graficos de linhas, apds correcdo da luminescéncia de cada ponto pelo controle
negativo sem RNA (0 nM), o que facilitou a visualizagdo do sinal especifico. Os
dados brutos correspondentes aos experimentos a seguir encontram-se nas Tabelas
B1-11 do Apéndice B. Valores negativos resultantes dessa corregdo indicam
condicbes em que o sinal ficou abaixo do controle negativo, os quais foram
identificados no apéndice como ajustes. Os switches com melhor desempenho foram
destacados com linhas mais espessas apenas para facilitar a visualizagao; todos os

valores referem-se aos dados experimentais obtidos.

Dentre os seis switches projetados, o switch H5-b (Figura 10) apresentou
maior sinal de luminescéncia e comportamento dose-resposta mais consistente em
relagdo aos demais candidatos, enquanto, para o switch N1-f (Figura 11) mostrou
desempenho superior nas condi¢cdes testadas. Esses dois switches foram, entao,

selecionados para a etapa seguinte de refinamento e prova de conceito.

Switch-a (H5) @ Switch-b (HS) Switch-c (HS)
60000 —

40000 —

20000 —

I | I | I
onMm 0,2 nM 2nM 20 nM 200 nM 2000 nM

Luminescéncia corrigida (RLU)

Concentragao de RMA (nM)

Figura 10. Triagem dos switches para detecgdo do gene H5. Curvas de luminescéncia (RLU)
corrigidas pelo controle (0 nM de RNA), em fungdo da concentragdo de RNA sintético (0-2000 nM),
para os diferentes switches avaliados. Para H5-a e H5-b, foram utilizados 25 ng de DNA plasmidial
total nas proporgdes 1:5 e 2:5 (detecgao:resposta), respectivamente. Para H5-c, foram utilizados 12
ng na proporgado 2:1. As reagdes foram conduzidas em sistema de expresséao livre de células, com
incubagédo por 3 h a 30 °C. Dados referentes a um ensaio bioldgico, com uma repeti¢cdo técnica.
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Switch-d (N1) Switch-g (M1) @ Switch-f (M1)
400000 —

300000 —

200000 —

100000 —

Luminescéncia corrigida (RLU)

| | I | I
0,2 nh 2 nM 20 nh 200 nM 2000 nM

Concentracgao de RNA (nM)

Figura 11. Triagem dos switches para deteccdo do gene N1. Curvas de luminescéncia (RLU)
corrigidas pelo controle (0 nM de RNA), em fungdo da concentragdo de RNA sintético (0-2000 nM),
para os diferentes switches avaliados. Para N1-d, N1-e e N1-f, foram utilizados 16 ng de DNA
plasmidial total nas proporgbes 2:1, 1:2 e 1:5, respectivamente. As reagdes foram conduzidas em
sistema de expressao livre de células, com incubagao por 3 h a 30 °C. Dados referentes a um ensaio
biolégico, com uma repeticéo técnica.

Abordagens semelhantes de triagem inicial, baseadas na avaliacéo
comparativa de multiplos switches para a selecéo de candidatos com melhor relacao
sinal/ruido, também foram empregadas no desenvolvimento de biossensores do tipo
toehold para a detecgao do virus West Nile. Esses estudos reforcam a importancia
da etapa exploratéria como parte fundamental do processo de selecao de sensores

funcionais (Giakountis et al., 2023).

4.4 Refinamento das condi¢cdes de DNA (H5-b e N1-f)

Em um segundo momento, foi realizado um ensaio de refinamento das
condi¢cbes de reacdo para o switch H5-b, variando simultaneamente a quantidade
total de DNA plasmidial e a proporcédo entre os médulos de deteccao e de resposta.
Nesse experimento piloto (n = 1), avaliou-se a resposta do sistema em 0 e 20 nM de
RNA sintético (Figura 12). Foi observado que a condigdo com 60 ng de DNA total na
proporgao 1:3 resultou maior aumento de sinal entre 0 e 20 nM, enquanto outras
combinagdes apresentaram resposta menos pronunciada ou sinal de fundo mais
elevado. Esses resultados foram utilizados como guia para a escolha de condi¢des a

serem priorizadas, sem configurar uma analise quantitativa definitiva.
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Figura 12. Refinamento da proporcédo entre os modulos de detecgdo e resposta para o switch H5-b.
Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia (0 nM) e na presencga (20 nM) de RNA trigger H5, avaliando
diferentes quantidades totais de DNA plasmidial e propor¢des entre os moédulos de detecgéo e
resposta (30 ng na proporgao 2:5; 60 ng na proporgao 1:3; 72 ng na proporgéo 1:3). Dados referentes
a um ensaio biolégico, com uma repetigao técnica por condigao.

Similarmente, foi realizado um ensaio de refinamento das condi¢des do switch
N1-f, no qual foram avaliadas diferentes quantidades totais de DNA e proporcoes
entre os modulos de detecgao e resposta (Figura 13). Embora a condi¢gao contendo
16 ng de DNA na proporgéao 1:5 tenha apresentado maior intensidade de sinal na
presenca de 20 nM de RNA, a proporcao 2:1 foi selecionada para os ensaios
subsequentes, por apresentar menor sinal de fundo na condigao controle (0 nM). A
comparagao com diferentes combinagdes, incluindo a proporgéo 2:1 com 16 ng de
plasmideo total, evidenciou que o nivel de DNA empregado influencia diretamente a
magnitude da resposta do sistema, reforcando o carater exploratorio dessa etapa de
padronizacdo. As concentracdes e proporcdes finais selecionadas para cada switch
encontram-se descritas na Tabela 3, apos a realizagao de ajustes finos voltados a

obtencao da melhor resposta analitica.
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Figura 13. Refinamento da proporcao entre os médulos de detecgdo e resposta para o switch N1-f.
Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia (0 nM) e na presenga (20 nM) de RNA sintético alvo,
avaliando diferentes quantidades totais de DNA plasmidial e propor¢cdes entre os moddulos de
deteccéo e resposta (16 ng nas proporgdes 1:5 e 2:1; 32 ng na proporgéo 2:1). Dados referentes a
um ensaio biolégico, com uma repeticéo técnica por condic¢ao.

Considerando a arquitetura modular do sistema desenvolvido, composta por
dois plasmideos, torna-se fundamental a realizacdo de uma analise minuciosa do
equilibrio entre as concentragbes plasmidiais empregadas. Estudos demonstram
que, em sistemas de expressao génica livre de células, a simples presenca de
multiplos plasmideos pode resultar em interacbes nao especificas, capazes de
alterar significativamente os niveis de RNA e proteina produzidos,

independentemente da fungao regulatéria pretendida (Piorino et al., 2023).

De acordo com os autores, variacdes na concentracao relativa de plasmideos
podem induzir tanto efeitos de interferéncia positiva quanto negativa, decorrentes de
mecanismos como distragcao de ribonucleases, competicdo por RNA polimerases e
ribossomos, assim como aceleragdo do esgotamento energético do sistema. Esses
efeitos tornam-se particularmente relevantes em circuitos modulares, nos quais a
ativacdo do médulo de resposta depende diretamente da eficiéncia da tradugéo
imposta pelo modulo de detecgdo. Assim, concentragcdes excessivas do médulo de
detecgdo podem resultar em uma producdo desproporcional de transcritos e
proteinas intermediarias, comprometendo a disponibilidade de recursos necessarios

para a expressao eficiente do gene repoérter no médulo de resposta.

Nesse contexto, o balanceamento intencional das concentragcdes plasmidiais

emerge como um critério de projeto essencial para a preservagao da especificidade
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e da faixa dindmica do sistema. Conforme demonstrado por Piorino et al. (2023),
ajustes cuidadosos nas quantidades de cada DNA permitem mitigar efeitos
artefatuais associados a interagdo entre plasmideos, reduzindo o risco de
falsos-positivos e interpretacbes equivocadas da atividade funcional do circuito.
Portanto, a definicdo das proporgdes entre os modulos constitui um elemento central

para garantir a funcionalidade de biossensores baseados em sistemas acelulares.

4.5 Prova de conceito e problemas de reprodutibilidade

A partir dessas condigbes selecionadas, foram realizados trés ensaios
independentes, caracterizados como prova de conceito para os switches H5-b e
N1-f, na faixa de 0-2000 nM de RNA sintético. As curvas obtidas para cada réplica
biolégica (R1, R2 e R3) mostraram respostas pouco reprodutiveis, com perda
progressiva de sinal em concentragcbes mais altas e variagdo acentuada no

comportamento do sistema (Figuras 14 e 15).

R1 R2 @ R3
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Figura 14. Curvas de resposta dos switch H5-b. Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia (0 nM) e na
presenga de concentragbes crescentes de RNA sintético alvo (0,2-2000 nM), utilizou-se 45,5 ng de
DNA plasmidial total e proporcéo 1:3 entre os médulos de deteccao e resposta. Foram realizados trés
ensaios bioldgicos independentes (R1-R3). Os valores apresentados correspondem a luminescéncia
corrigida pela subtragédo do sinal médio do controle negativo (0 nM) de cada ensaio.

64



R R2 @ R3

~ 12800

E

= 10000

=

=

£ 7500

(=]

(K]

(]

£ 5000

=

k]

@ 2500

£

g 0 R - Y F -

= 0 nmM 0,2 N 2 nm 20 nw 200 n 2000 nMm
Concentragdo de RNA (nM)

Figura 15. Curvas de resposta do switch N1-f. Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia (0 nM) e na
presenga de concentragcdes crescentes de RNA sintético alvo (0,2-2000 nM), utilizou-se 33 ng de
DNA plasmidial total e proporcéo 2:1 entre os médulos de deteccao e resposta. Foram realizados trés
ensaios bioldgicos independentes (R1-R3). Os valores apresentados correspondem a luminescéncia
corrigida pela subtragéo do sinal médio do controle negativo (0 nM) de cada ensaio.

Além disso, observou-se um aumento sistematico do sinal no controle sem
RNA (0 nM) ao longo das trés réplicas (Figura 16), indicando crescimento anormal
do ruido de fundo. Esse conjunto de achados € incompativel com um biossensor
estavel e levou a suspeita de contaminagao ou degradacédo de reagentes. A partir
desse diagndstico, os dados dessa fase passaram a ser considerados apenas de
forma descritiva, e o foco experimental foi redirecionado para testes pontuais com o

switch N1-f, empregando o novo protocolo de preparo e manuseio dos reagentes.
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Figura 16. Variagdo do sinal de fundo (0 nM de RNA) dos switches H5-b e N1-f ao longo das réplicas
bioldgicas. Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia de RNA sintético alvo (0 nM) em trés ensaios
biolégicos independentes (R1-R3). Para o switch H5-b (azul), foram utilizados 45,5 ng de DNA
plasmidial total na proporgdo 1:3 entre os médulos de deteccdo e resposta; para o switch N1-f
(vermelho), 33 ng de DNA total na proporgédo 2:1. Cada ponto representa a média das réplicas
técnicas dentro de cada ensaio bioldgico.
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Em conjunto, esses resultados indicam que, nas condigdes inicialmente
testadas, o sistema ainda ndo apresentava robustez suficiente para uso como ensaio
diagnostico, uma vez que variagdes sutis na manipulagdo dos reagentes impactaram
tanto o sinal especifico quanto o ruido de fundo. Esse comportamento é compativel
com a natureza sensivel de sistemas baseados em RNA em reacdes livres de
células, nos quais pequenas contaminacdes ou degradacéo parcial de componentes
podem comprometer significativamente a reprodutibilidade. Nesse contexto, Boyd et
al. (2023) investigaram o uso de vesiculas como estratégia para proteger
biossensores baseados em RNA em reagdes de expressao livre de células. Os
autores demonstraram que esses sistemas sao altamente suscetiveis a acao de
RNases, posto que a coencapsulacdo da endonuclease com o sensor levou a
completa extingao da atividade ribossomal, resultando na perda de sinal associada a
degradacgédo dos componentes do riboswitch. Por outro lado, quando os sensores
acelulares foram encapsulados exclusivamente com o analito de interesse, sua
integridade foi preservada, evidenciando a robustez das vesiculas, capazes de
proteger o sensor da degradagdo e, simultaneamente, permitir a ativagdo do
sistema. Esses achados fornecem uma base conceitual para interpretar as
limitagbes observadas neste estudo e apontam para estratégias promissoras de
protecdo molecular, ampliando o potencial de aplicacdo de biossensores baseados

em RNA em ambientes com elevada carga de contaminantes e condi¢goes adversas.

A estabilizagdo do controle negativo foi confirmada ao utilizar aliquotas unicas
de DNA, mantendo o sinal da amostra sem RNA (0 nM) consistentemente baixo em
todas as combinagdes testadas dos modulos totais e suas proporgdes (Figura 17).
Com o objetivo de verificar se as concentracdes inicialmente otimizadas
correspondiam a valores suboétimos, novas condicbes experimentais foram
avaliadas. No entanto, ndo se observou melhora significativa no desempenho,
indicando que a resposta ao RNA sintético (20 nM) permaneceu dependente dos
parametros de DNA ja estabelecidos. Esse comportamento € consistente com os
achados de Piorino et al. (2023), que demonstraram que concentragdes elevadas de
plasmideo repérter (>30 nM) podem levar a saturagao e ao acumulo de subprodutos
toxicos, resultando na interrupgao precoce da expressao e na alteragao da dinamica

do sinal.
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Figura 17. Avaliacao pontual do switch N1-f em diferentes concentragbes totais e proporgdes entre os
médulos de deteccdo e resposta. Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia (0 nM) e na presenca (20
nM) de RNA sintético alvo, utilizando diferentes quantidades totais de DNA plasmidial e proporgdes
entre os moédulos de detecgéo e resposta: 60 ng (1:5), 20 ng (1:1), 70 ng (2:5) e 120 ng (1:5). As
barras representam a média das trés réplicas técnicas por condicdo. Dados referentes a um ensaio
bioldgico independente.

Dessa forma, os testes foram mantidos nas condigbes previamente
otimizadas para o switch N1-f (33 ng de DNA total, proporgao 2:1). A implementagao
do novo protocolo de preparo dos reagentes resultou em um ensaio pontual com
baixo sinal basal na auséncia de RNA (0 nM) e elevada resposta luminescente na
presenca de 20 nM de RNA sintético (Figura 18), com o switch N1-f exibindo
intensidade 22 vezes superior ao controle negativo. Esse resultado evidencia o
funcionamento adequado do sistema quando utilizadas exclusivamente aliquotas de
DNA purificado, destacando que a qualidade e padronizagdo dos reagentes sao
criticas para a reprodutibilidade em sistemas cell-free baseados em RNA. Os valores
correspondem as meédias das réplicas técnicas, sem correcdo, uma vez que 0O
objetivo deste ensaio foi verificar especificamente a estabilidade do controle (0 nM) e

a capacidade de resposta em 20 nM sob o novo protocolo.
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Figura 18. Avaliagdo da luminescéncia do switch N1-f sob novo protocolo e condigbes previamente
otimizadas de DNA. Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia (0 nM) e na presenca (20 nM) de RNA
sintético alvo, utilizando 33 ng de DNA plasmidial total na propor¢ao 2:1 entre os modulos de
deteccdo e resposta. As barras representam a média das trés réplicas técnicas por condicdo. Dados
referentes a um ensaio biolégico independente.

4.6 Efeito de RNase e recuperacao do sinal com inibidor

Em uma tentativa de réplica sob as mesmas condi¢cdes, nao foi observada
diferenca entre as concentragdes de 0 e 20 nM, sugerindo possivel degradagao do
RNA por RNases (Figura 19).
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Figura 19. Tentativa de réplica do ensaio do switch N1-f sob as condi¢cdes otimizadas de DNA.
Luminescéncia (RLU) obtida na auséncia (0 nM) e na presenga (20 nM) de RNA sintético alvo,
utilizando 33 ng de DNA plasmidial total na proporgao 2:1 entre os modulos de detecgéo e resposta,
sob o novo protocolo experimental. As barras representam a média das trés réplicas técnicas por
condicdo. Dados referentes a um ensaio biolégico independente conduzido como tentativa de
reprodugao das condi¢des previamente estabelecidas.
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No ensaio subsequente, a adicdo de inibidor de RNase resultou na
recuperacao da resposta em 20 nM em mais de 4 vezes, com manutengao de baixo
sinal em 0 nM (Figura 20), reforcando a ideia de que a perda de sinal estava

associada a acado de RNases, e n&o a instabilidade intrinseca do switch.
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Figura 20. Ensaio pontual do switch N1-f com adicdo de inibidor de RNase. Luminescéncia (RLU)
obtida na auséncia (0 nM) e na presenca (20 nM) de RNA sintético alvo, utilizando 33 ng de DNA
plasmidial total na proporcéo 2:1 entre os médulos de detecgao e resposta, sob o novo protocolo
experimental com adigao de inibidor de RNase. As barras representam a média das trés réplicas
técnicas por condigdo. Dados referentes a um ensaio biolégico independente.

Esse padrdo de perda e posterior recuperacao de sinal apds a adicdo de
inibidor de RNase é coerente com o papel central da degradacdo de RNA na
performance de dispositivos baseados em RNA. Revisdes recentes destacam que a
estabilidade do RNA alvo e do proprio switch € um dos determinantes criticos da
robustez dessas metodologias, motivando o desenvolvimento de estratégias
especificas para mitigar a acdo de RNases, como os “degradation tuning RNAS”
(dtRNAs), que prolongam a vida util do transcrito ao incorporar estruturas %'
otimizadas para evitar degradagao por RNase, por exemplo. Ao mesmo tempo, tais
abordagens ilustram que aumentar demais a estabilidade pode levar a maior
vazamento no estado OFF e a falsos-positivos, exigindo um equilibrio cuidadoso
entre estabilidade e degradagao (Ekdanhl et al., 2022).

Embora a degradacdo enzimatica tenha impedido a obtencdo de réplicas
biolégicas estatisticamente robustas, o sinal de cerca de 22 vezes acima do branco
obtido com o sensor N1-f, aliado a recuperacido de sinal com inibidores de RNase,

fornece uma evidéncia de prova de conceito do sistema. Nesse contexto, os
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resultados sugerem que a presenca de RNases atuou como um dos fatores
limitantes, contribuindo para a variabilidade entre ensaios, ainda que a integridade

do RNA néo tenha sido avaliada diretamente.

4.7 Investigagao in silico dos sensores

Para elucidar as bases moleculares relacionadas a diferenga de robustez
observada entre os switches, foi realizada uma analise termodinamica retrospectiva,
correlacionando predicdes de estabilidade estrutural com o desempenho
experimental. Buscou-se determinar se as limitacbes de reprodutibilidade eram
atribuiveis ao design molecular ou exclusivamente as condigbes adversas de

laboratodrio.

A andlise de cada sensor foi fundamentada em cinco parametros
termodinamicos complementares que descrevem o comportamento estrutural dos
designs avaliados demonstrados na Tabela 8. A Energia livre minima isolada
(Minimum Free Energy - MFE isolada) corresponde a energia livre minima da
molécula na auséncia do alvo em reagao, sendo que valores mais negativos indicam
maior estabilidade intrinseca do RNA. A MFE do complexo representa a energia livre
minima do heterodimero toehold-trigger, similarmente, a negatividade reflete maior
afinidade estrutural. O ensemble do complexo descreve a energia média ponderada
de todas as estruturas possiveis desse heterodimero e funciona como métrica de
ruido conformacional; diferengcas pequenas entre MFE e ensemble indicam
comportamento mais previsivel e menor dispersdo estrutural. O AG de ligagéo
quantifica a energia de hibridizacdo entre toehold e trigger, com valores mais
negativos indicando maior afinidade e velocidade de ativacao. Por fim, a frequéncia
de MFE, expressa em porcentagem, corresponde a fracdo de moléculas do
ensemble que adotam exatamente a conformacdo de energia minima. Valores
elevados deste pardmetro estdo associados a um comportamento conformacional
mais robusto, com menor deslocamento estrutural e, consequentemente, menor
exposicao de regides de fita simples suscetiveis a degradagéo por RNases (Bernhart
et al., 2006; Lorenz et al., 2011).
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Tabela 8. Avaliagao das propriedades termodinadmicas dos biossensores baseados em foehold switch.
Valores de energia livre minima (MFE) da estrutura isolada do switch (MFE Isolada), do complexo
switch-RNA alvo (MFE Complexo) e da energia livre do conjunto de estruturas previstas (Ensemble
Complexo), bem como da variagdo de energia livre de ligacdo (AG Ligagao), para os biossensores
direcionados aos alvos H5 e N1. A coluna Frequéncia MFE indica a porcentagem de ocorréncia da
estrutura de energia minima no conjunto estrutural previsto.

Toehold Alvo MFE MFE Ensemble | AG Ligacao Frequéncia
Isolada Complexo Complexo MFE
a H5 -27.30 -65.70 -67.29 -38.21 7.53%
b H5 -31.80 -65.30 -66.83 -37.81 8.36%
c H5 -27.20 -65.30 -66.83 -37.81 8.36%
d N1 -38.70 -90.50 -92.27 -42.45 5.65%
e N1 -39.00 -92.50 -93.76 -43.63 12.85%
f N1 -35.50 -92.10 -92.97 -46.02 24.38%

A partir da analise dos parametros termodinamicos descritos acima,
verifica-se que, no grupo H5, o sensor H5-a apresenta afinidade de ligagéo
ligeiramente superior, enquanto H5-b e H5-c exibem rigidez estrutural marginalmente
maior (MFE isolada mais negativa e frequéncia MFE um pouco mais elevada); na
pratica, porém, os trés sensores podem ser considerados termodinamicamente
equivalentes e medianos. No grupo N1, observa-se um comportamento distinto: o
sensor N1-d apresenta boa estabilidade e afinidade, mas a baixa frequéncia da
estrutura MFE (5,65%) indica uma conformacéo relativamente flexivel, o que reduz a
previsibilidade funcional. O sensor N1-e constitui um candidato superior ao primeiro,
com aproximadamente o dobro da frequéncia MFE, além de ensemble e AG de
ligacdo mais favoraveis. Ja o sensor N1-f destaca-se de forma clara, combinando a
afinidade mais intensa de todo o conjunto com elevada rigidez estrutural e alta

recorréncia da conformacéo ativa (frequéncia MFE de 24,38%).

Notavelmente, N1-e e N1-f foram os dois sensores submetidos a engenharia
racional de sequéncia para remogao de stop-codons prematuros (Quadros 2e-f).
Embora essa alteracdo fosse motivada exclusivamente por necessidade
translacional, ela aparentemente exerceu um impacto favoravel sobre a estabilidade
conformacional do RNA. Essa observagdao corrobora com evidéncias de que
mutacgdes sinbnimas, embora neutras para a sequéncia proteica, podem remodelar a
estrutura secundaria do mRNA e alterar significativamente sua estabilidade

termodinamica e probabilidade de dobramento (Chamary; Hurst, 2005).
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4.8 Validagao experimental e correlagao in silicolin vitro

Para compreender a diferenga de robustez observada entre os sensores,
correlacionaram-se o0s parametros termodinamicos computacionais com o0
comportamento experimental sob degradagédo por RNases. A frequéncia elevada da
estrutura MFE do sensor N1-f (24,38%) em relagédo ao H5-b (8,36%) sugere que
uma propor¢do maior de moléculas deste sensor permanece estabilizada na

conformagao de minima energia (Figura 21).

H5-b waeny TRy N1-f " ™

Figura 21. Comparagado das estruturas secundarias preditas para os complexos H5-b e N1-f.
Estruturas de minima energia (MFE) previstas pelo software RNAfold para os sensores H5-b e N1-f. A
notacdo circular evidencia diferengas estruturais relevantes entre os sensores: H5-b apresenta
regides extensas de loops ndo pareados nas extremidades (regides destacadas em vermelho e azul),
enquanto N1-f exibe um stem predominante (regido verde) com loops menores e estruturalmente
mais protegidos. A frequéncia da estrutura de MFE foi de 8,36% para H5-b e 24,38% para N1,
indicando maior proporcdo de moléculas de N1-f estabilizadas na conformagdo de minima energia.
Predic¢des realizadas in silico utilizando parametros termodinamicos padréo. Fonte: RNAcofold (2025).

Essa geometria estrutural diferencial correlaciona-se fortemente com a
robustez experimental observada: o sensor N1-f, caracterizado por menor exposigcao
de regides de fita simples, manteve funcionalidade sob estresse enzimatico
moderado, enquanto o H5-b exibiu degradagao progressiva. A frequéncia MFE mais
elevada de N1-f € compativel com um ensemble mais estruturado, o que tende a
reduzir a fracdo de nucleotideos em fita simples, justamente os sitios preferenciais
de RNases (Zuo et al., 2006). Como observado, na réplica 2 (condigdo de estresse
moderado), a diferenga estrutural entre os sensores constitui uma explicagdo
plausivel para os desempenhos funcionais contrastantes: N1-f manteve um Fold
Change de 6,5 vezes, indicando persisténcia da capacidade detectora, enquanto

H5-b apresentou colapso acentuado com Fold Change reduzido a 2,2 vezes,
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praticamente inviabilizando a detecgao. A diferenga de robustez, ilustrada na Figura
22, mostra-se consistente com as predi¢gdes termodinamicas in silico, sugerindo que

a estabilidade estrutural predita pode contribuir para a resisténcia a degradagao por

RNases.
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Figura 22. Evolucdo do Fold Change dos sensores H5-b e N1-f ao longo das réplicas R1-R3 sob
degradacéao por RNases. Fold Change calculado a partir da razdo entre a luminescéncia na presenca
(200 nM) e na auséncia de RNA sintético alvo, para os sensores H5-b (azul, linha tracejada) e N1-f
(vermelho, linha continua), nas réplicas R1, R2 e R3. H5-b apresentou redu¢do acentuada do sinal
entre R1 (28,0) e R2 (2,2), sugerindo maior suscetibilidade a degradacéo, enquanto N1-f manteve
valores relativamente estaveis entre R1 (6,0) e R2 (6,5). Em R3, ambos os sensores apresentaram
colapso do sinal (valores <1), indicando perda funcional sob condigbes prolongadas de exposicdo a
RNases. Dados referentes a um ensaio biolégico sequencial (R1-R3).

A analise retrospectiva confirma que os sensores selecionados para validagao
experimental possuiam viabilidade termodinamica, porém com graus contrastantes
de robustez conformacional. A escolha do switch N1-f para aprofundamento
experimental revelou-se justificada pelas métricas in silico: este sensor combinava a
maxima afinidade de ligagao, a maior rigidez conformacional e a frequéncia de MFE
mais elevada, caracteristicas que se correlacionaram com a funcionalidade superior
e a resisténcia a degradagdo enzimatica observadas na bancada. Assim, o0s
resultados apontam para uma relacdo entre a estrutura termodinadmica predita e o
desempenho funcional sob estresse, reforcando o papel do design computacional

como ferramenta preditiva de robustez experimental.

Apesar das limitagdes associadas a degradagao enzimatica por RNases, o
conjunto de experimentos permitiu identificar pontos criticos do protocolo, como o

fracionamento de reagentes, o uso de aliquotas unicas, o controle rigoroso de
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RNase e a definicdo adequada da quantidade total de DNA, bem como da proporgao
entre os médulos de deteccao e resposta. A incorporacdo dessas melhorias indica
perspectivas favoraveis para a aplicagcdo da metodologia em cenarios diagndsticos
reais. Nesse contexto, abordagens baseadas em RNA ja demonstraram eficacia na
detecgao especifica de sequéncias virais, como observado para o virus Zika,
inclusive em sistemas estéreis, abidticos e com potencial uso em campo (Karlikow et
al., 2022). Dessa forma, um kit diagnéstico baseado em RNA voltado aos subtipos
mais contagiosos de IA poderia, em principio, viabilizar a detecc¢ao e a notificacdo da
doenca em poucas horas, reduzindo o intervalo entre a suspeita clinica e a

confirmacéo laboratorial (Figura 23).

<1 hora < 3 horas alguns minutos

Extragfio de RNA das amostras Reagdo livre de Leitura da_
células luminescéncia

Figura 23. Fluxo de trabalho para detecgdo de RNA viral via biossensores toehold switch. O diagrama
ilustra as trés etapas principais: (1) extragdo do RNA alvo (< 1 hora); (2) ativagdo do biossensor em
sistema livre de células (< 3 horas); e (3) quantificagdo do sinal por meio da leitura de luminescéncia
(alguns minutos). Fonte: Adaptada de Merle (2021). Produzida em BioRender.

Os resultados obtidos neste trabalho se inserem nesse esforco mais amplo.
Embora ainda em fase de prova de conceito e marcados por desafios técnicos, os
experimentos realizados indicam a viabilidade de adaptar a estratégia de foehold
switches acoplados a reagdes livres de células para a deteccdo de H5N1, ao mesmo
tempo em que evidenciam a necessidade de rigor no controle de RNases, no
manuseio de reagentes, na definicdo das condicoes de DNA e na preservagcao de
estruturas termodinamicamente estaveis frente a fatores externos. Além disso, os

dados reforcam a importancia de estudos sistematicos sobre o impacto de mutacdes

74



pontuais em biossensores, com vistas a selecdo de dispositivos simultaneamente
mais resistentes ao ambiente e com desempenho termodindmico otimizado, em
particular pela elevacédo da frequéncia de MFE, uma vez que este trabalho sustenta
a hipétese de que frequéncias mais altas se associam a biossensores mais robustos

e estruturalmente estaveis.

5. CONCLUSAO

Este trabalho apresentou a concepcao e a avaliacao inicial de um biossensor
baseado em toehold switches acoplado a reagdes livres de células para detecgao de
sequéncias-alvo do VIA H5N1. O estudo abrangeu o desenho de sensores a partir
de regides conservadas dos segmentos H5 e N1, a construgcdo e validagdo de
plasmideos correspondentes e sua aplicagdo em ensaios de prova de conceito.
Entre os dispositivos testados, os sensores H5-b e, sobretudo, N1-f demonstraram
desempenho inicial mais promissor, embora a reprodutibilidade tenha se mostrado
fortemente dependente de condi¢cbes experimentais estritamente controladas, com
destaque para a integridade do RNA e a minimizagdo da atividade de RNases.
Embora ainda distante de um teste diagndstico pronto para uso, o conjunto de
resultados configura uma prova de conceito consistente, identifica etapas criticas do
protocolo e oferece bases praticas para o refinamento futuro de biossensores
rapidos, adaptaveis e termodinamicamente mais robustos, incluindo o uso racional
de mutacdes de sequéncia para aumentar a estabilidade estrutural e a frequéncia de
MFE.

6. LIMITAGOES, PERSPECTIVAS FUTURAS E CONTRIBUIGAO DO TRABALHO

Uma limitagéo relevante deste estudo foi a auséncia, na fase inicial do projeto,
de uma etapa sistematica de triagem in silico para a priorizagdo de switches com
propriedades termodindmicas mais favoraveis antes da realizagcdo dos ensaios em
bancada. A analise retrospectiva conduzida neste estudo demonstrou que
parametros como frequéncia de MFE, MFE isolada, ensemble do complexo e AG de
ligacdo permitem identificar, de forma antecipada, candidatos estruturalmente mais

estaveis, como observado para o sensor N1-f na faixa mais elevada de frequéncia
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de MFE. A incorporacdo dessa abordagem de selecéo racional desde as etapas
iniciais poderia ter reduzido o numero de construgcdes avaliadas experimentalmente
e direcionado os esforcos para biossensores com maior probabilidade de

desempenho estavel.

Adicionalmente, em fungdo do numero reduzido de réplicas biolégicas e dos
problemas metodoldgicos identificados ao longo da padronizagédo, os resultados
apresentados devem ser interpretados como descritivos e exploratérios,

configurando uma prova de conceito do biossensor proposto.

Como perspectivas futuras, o trabalho abre caminho para a consolidagéao
experimental do biossensor por meio da ampliagdo do numero de réplicas bioldgicas
em condi¢gdes controladas. Nesse contexto, a validagcdo do sistema com RNA
proveniente de amostras bioldgicas reais constitui um passo fundamental para sua
implementagdo ao contexto diagndstico, ressaltando-se que esse material ja esta
disponivel no Laboratério de Biologia Sintética do Cenargen, tendo sido obtido por
meio de parceria institucional com o MAPA. Paralelamente, a adaptagao do ensaio
para formatos mais simples e portateis, como plataformas em papel ou dispositivos
de campo, devera ser explorada como estratégia para ampliar a aplicabilidade
pratica da metodologia. A avaliagdo de genes reporteres passiveis de deteccao
visual, como sfgfp ou lacZ, representa ainda uma linha promissora de investigagao

para viabilizar o uso do biossensor em ambientes descentralizados.
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GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCGAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCGAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACACCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCGAATCATC
GACCTCTGTTACCCAGGGAGTTTCAACGACTATGAAGAACTGAAACATCTATTGAGCAGAATAAACCATTTTGAGAAAATTCAAATCATC
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Figura A1. Alinhamento multiplo de sequéncias do gene HA (H5). Alinhamento multiplo correspondente ao segmento de 40 nucleotideos utilizado como alvo
para o desenho do médulo de detecgao dos switches H5-a,b,c. As sequéncias analisadas, provenientes de diferentes isolados virais, foram comparadas
quanto a conservagao da regido de interesse. As posigdes ndo conservadas estdo destacadas em branco no alinhamento. A regido selecionada apresenta
78% de sequéncias totalmente conservadas nesse segmento de 40 nucleotideos.
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DQ997514.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGOTGAGTTGOCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAA 1440

AY059484.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAG -~~~ ——————— - 1407

AY585410.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTG -~ ——— - 1414

GU186694.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTAGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAA 1428

GU052091.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAA 1428

AY059490.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAG -~~~ ——————— - 1407

AY221539.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTA -~ - - 1402

AF509095.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAG - - — - 1428

AY221541.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTA - —— - — - 1409

AY585403.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTCTG -~ ——— - 1414

AY075034.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAA 1424

AY221544.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTA - — - - 1409

AY221543.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTA - - - - 1402

AYS85401.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTCTGTTCA- - 1418 Crested: Last Modified:
GU052075.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAA 1428 sexta-feira, 9 de fon de 2026 sexta-feira, 9 de jan de 2026
GU052467.1 Influenza A virus (A TGTAAATAGTGACACTGTGGGTTGGTCTTGGCCAGACGGTGCTGAGTTGCCATTCACCATTGACAAGTAGTTTGTTCAAA 1428
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Figura A2. Alinhamento multiplo de sequéncias do gene NA (N1). Alinhamento multiplo correspondente ao segmento de 40 nucleotideos utilizado como alvo
para o desenho do moédulo de detecgcao dos switches N1-d,e,f. As sequéncias analisadas, provenientes de diferentes isolados virais, foram comparadas
quanto a conservagdo da regido de interesse. As posicdes ndo conservadas estdo destacadas em branco no alinhamento. A regido selecionada apresenta
78% de sequéncias totalmente conservadas nesse segmento de 40 nucleotideos
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Abaixo encontram-se as representagdes dos modulos de detecgédo seguido das suas respectivas sequéncias:

T7 promoter
| [Switch-a [rmB T1 terminator] (T7Te terminator|

[ Transiation 2161-3630
I [ Int 13 |

Figura A3. Mapa esquematico do primeiro plasmideo construido para o subtipo H5 (switch H5-a). Representagao grafica dos principais elementos genéticos
presentes no plasmideo, incluindo a origem de replicagao (rep pMB1), o marcador de resisténcia a cloranfenicol (CmR), o promotor T7, as regides BB prefix e
BB suffix, a sequéncia correspondente ao modulo do switch inserido na regido de tradugéo (nt 2161-3630), o terminador rrnB T1 e o terminador T7. O
esquema indica a organizagéo e a orientagao dos elementos no médulo de detecgéo.

Sequéncia da Figura A3. Sequéncia nucleotidica completa do primeiro plasmideo construido para o subtipo H5 (swifch H5-a). Sequéncia integral do
constructo plasmidial representado na Figura A3, incluindo o backbone e o inserto correspondente ao modulo do switch. A sequéncia é apresentada no
sentido 5’-3.

5" -ATATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTT
ATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG
AATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCT
GTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA
GAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTG
GTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAG
ATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCTCGAGGCTTGGATTCTCACCAATAAAAA
ACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAGATGGAGTTCTGAGGTCATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGCGAGCTCGATATCAA
ATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAAT
CGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCA
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AAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCA
CATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTA
ACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATA
AAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTG
ACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCC
TGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCCGATCAACTCGAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATCCTTAGCTTTC
GCTAAGGATGATTTCTGGAATTCCAGAAATCATCCTTAGCGATGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTAATACGACTCACTATAGGGAGAAAATGGTT
TATTCTGCTCAATAGGTGTTTCAGTTCTTCATGTATGTGGGAGAGAAGAGGAGATATGATGGAAGAACTGAAACACTTGGTCGACTCGACGGCAGCG
CAAAAGGCGGTTGGTATCTACATCCGTGTTTCTACCCAGGAACAGGCGTCTGAAGGTCACTCTATCGAATCTCAGAAAAAAAAACTGGCGTCTTACT
GCGAAATCCAGGGTTGGGACGACTACCGTTTCTACATCGAAGAAGGTATCTCTGGTAAAAACACCAACCGTCCGAAACTGAAACTGCTGATGGAACA
CATCGAAAAAGGTAAAATCAACATCCTGCTGGTTTACCGTCTGGACCGTCTGACCCGTTCTGTTATCGACCTGCACAAACTGCTGAACTTCCTGCAG
GAACACGGTTGCGCGTTCAAATCTGCGACCGAAACCTACGACACCACCACCGCGAACGGTCGTATGTCTATGGGTATCGTTTCTCTGCTGGCGCAGT
GGGAAACCGAAAACATGTCTGAACGTATCAAACTGAACCTGGAACACAAAGTTCTGGTTGAAGGTGAACGTGTTGGTGCGATCCCGTACGGTTTCGA
CCTGTCTGACGACGAAAAACTGGTTAAAAACGAAAAATCTGCGATCCTGCTGGACATGGTTGAACGTGTTGAAAACGGTTGGTCTGTTAACCGTATC
GTTAACTACCTGAACCTGACCAACAACGACCGTAACTGGTCTCCGAACGGTGTTCTGCGTCTGCTGCGTAACCCGGCGCTGTACGGTGCGACCCGTT
GGAACGACAAAATCGCGGAAAACACCCACGAAGGTATCATCTCTAAAGAACGTTTCAACCGTCTGCAGCAGATCCTGGCGGACCGTTCTATCCACCA
CCGTCGTGACGTTAAAGGTACCTACATCTTCCAGGGTGTTCTGCGTTGCCCGGTTTGCGACCAGACCCTGTCTGTTAACCGTTTCATCAAAAAACGT
AAAGACGGTACCGAATACTGCGGTGTTCTGTACCGTTGCCAGCCGTGCATCAAACAGAACAAATACAACCTGGCGATCGGTGAAGCGCGTTTCCTGA
AAGCGCTGAACGAATACATGTCTACCGTTGAATTCCAGACCGTTGAAGACGAAGTTATCCCGAAAAAATCTGAACGTGAAATGCTGGAATCTCAGCT
GCAGCAGATCGCGCGTAAACGTGAAAAATACCAGAAAGCGTGGGCGTCTGACCTGATGTCTGACGACGAATTCGAAAAACTGATGGTTGAAACCCGT
GAAACCTACGACGAATGCAAACAGAAACTGGAATCTTGCGAAGACCCGATCAAAATCGACGAAACCTACCTGAAAGAAATCGTTTACATGTTCCACC
AGACCTTCAACGACCTGGAATCTGAAAAACAGAAAGAATTCATCTCTAAATTCATCCGTACCATCCGTTACACCGTTAAAGAACAGCAGCCGATCCG
TCCGGACAAATCTAAAACCGGTAAAGGTAAACAGAAAGTTATCATCACCGAAGTTGAATTCTACCAGTAAGCTTGATGGGGGATCCCATGGTACGCG
TGCTAGAGGCATCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTA
GAGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTT-3"
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Figura A4. Mapa esquematico do segundo plasmideo construido para o subtipo H5 (switch H5-b). Representagao grafica dos principais elementos genéticos
presentes no plasmideo, incluindo a origem de replicagao (rep pMB1), o marcador de resisténcia a cloranfenicol (CmR), o promotor T7, as regides BB prefix e
BB suffix, a sequéncia correspondente ao médulo do switch inserido na regido de tradugao (nt 2161-3630), o terminador rrnB T1 e o terminador T7. O
esquema indica a organizagao e a orientacao dos elementos no médulo de detecgdo.

Sequéncia da Figura A4. Sequéncia nucleotidica completa do segundo plasmideo construido para o subtipo H5 (swifch H5-b). Sequéncia integral do
constructo plasmidial representado na Figura A4, incluindo o backbone e o inserto correspondente ao modulo do switch. A sequéncia é apresentada no
sentido 5’-3.

5" -ATATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTT
ATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG
AATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCT
GTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA
GAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTG
GTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAG
ATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCTCGAGGCTTGGATTCTCACCAATAAARA
ACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAGATGGAGTTCTGAGGTCATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGCGAGCTCGATATCAA
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ATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAAT
CGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCA
AAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCA
CATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTA
ACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATA
AAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTG
ACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCC
TGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCCGATCAACTCGAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATCCTTAGCTTTC
GCTAAGGATGATTTCTGGAATTCCAGAAATCATCCTTAGCGATGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTAATACGACTCACTATAGGGAGAAAATGGTT
TATTCTGCTCAATAGGTGTTTCAGTTCTTCATGCATGTGACGAGAGAGAGGAGATATGATGGAAGAACTGAAACACCTGGTCGACTCGACGGCAGCG
CAAAAGGCGGTTGGTATCTACATCCGTGTTTCTACCCAGGAACAGGCGTCTGAAGGTCACTCTATCGAATCTCAGAAAAAAAAACTGGCGTCTTACT
GCGAAATCCAGGGTTGGGACGACTACCGTTTCTACATCGAAGAAGGTATCTCTGGTAAAAACACCAACCGTCCGAAACTGAAACTGCTGATGGAACA
CATCGAAAAAGGTAAAATCAACATCCTGCTGGTTTACCGTCTGGACCGTCTGACCCGTTCTGTTATCGACCTGCACAAACTGCTGAACTTCCTGCAG
GAACACGGTTGCGCGTTCAAATCTGCGACCGAAACCTACGACACCACCACCGCGAACGGTCGTATGTCTATGGGTATCGTTTCTCTGCTGGCGCAGT
GGGAAACCGAAAACATGTCTGAACGTATCAAACTGAACCTGGAACACAAAGTTCTGGTTGAAGGTGAACGTGTTGGTGCGATCCCGTACGGTTTCGA
CCTGTCTGACGACGAAAAACTGGTTAAAAACGAAAAATCTGCGATCCTGCTGGACATGGTTGAACGTGTTGAAAACGGTTGGTCTGTTAACCGTATC
GTTAACTACCTGAACCTGACCAACAACGACCGTAACTGGTCTCCGAACGGTGTTCTGCGTCTGCTGCGTAACCCGGCGCTGTACGGTGCGACCCGTT
GGAACGACAAAATCGCGGAAAACACCCACGAAGGTATCATCTCTAAAGAACGTTTCAACCGTCTGCAGCAGATCCTGGCGGACCGTTCTATCCACCA
CCGTCGTGACGTTAAAGGTACCTACATCTTCCAGGGTGTTCTGCGTTGCCCGGTTTGCGACCAGACCCTGTCTGTTAACCGTTTCATCAAAAAACGT
AAAGACGGTACCGAATACTGCGGTGTTCTGTACCGTTGCCAGCCGTGCATCAAACAGAACAAATACAACCTGGCGATCGGTGAAGCGCGTTTCCTGA
AAGCGCTGAACGAATACATGTCTACCGTTGAATTCCAGACCGTTGAAGACGAAGTTATCCCGAAAAAATCTGAACGTGAAATGCTGGAATCTCAGCT
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GCAGCAGATCGCGCGTAAACGTGAAAAATACCAGAAAGCGTGGGCGTCTGACCTGATGTCTGACGACGAATTCGAAAAACTGATGGTTGAAACCCGT
GAAACCTACGACGAATGCAAACAGAAACTGGAATCTTGCGAAGACCCGATCAAAATCGACGAAACCTACCTGAAAGAAATCGTTTACATGTTCCACC
AGACCTTCAACGACCTGGAATCTGAAAAACAGAAAGAATTCATCTCTAAATTCATCCGTACCATCCGTTACACCGTTAAAGAACAGCAGCCGATCCG
TCCGGACAAATCTAAAACCGGTAAAGGTAAACAGAAAGTTATCATCACCGAAGTTGAATTCTACCAGTAAGCTTGATGGGGGATCCCATGGTACGCG
TGCTAGAGGCATCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTA
GAGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTT -3

T7 promoter

[B Translation 2161-3630
Il Int 13 |

|Switch-c [rmB T1 terminator|(T7Te terminator]

Figura A5. Mapa esquematico do terceiro plasmideo construido para o subtipo H5 (switch H5-c). Representagéo grafica dos principais elementos genéticos
presentes no plasmideo, incluindo a origem de replicagao (rep pMB1), o marcador de resisténcia a cloranfenicol (CmR), o promotor T7, as regides BB prefix e
BB suffix, a sequéncia correspondente ao moédulo do switch inserido na regido de traducdo (nt 2161-3630), o terminador rrnB T1 e o terminador T7. O
esquema indica a organizagéo e a orientagao dos elementos no médulo de detecgéo.

Sequéncia da Figura A5. Sequéncia nucleotidica completa do terceiro plasmideo construido para o subtipo H5 (switch H5-c). Sequéncia integral do
constructo plasmidial representado na Figura A5, incluindo o backbone e o inserto correspondente ao moédulo do switch. A sequéncia é apresentada no
sentido 5’-3'.

5" -ATATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTT
ATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG
AATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCT
GTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
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TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA
GAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAARAAAGAGTTG
GTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTITTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAG
ATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCTCGAGGCTTGGATTCTCACCAATARAARA
ACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAGATGGAGTTCTGAGGTCATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGCGAGCTCGATATCAA
ATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAAT
CGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCA
AAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCA
CATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTA
ACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATA
AAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTG
ACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCC
TGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCCGATCAACTCGAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATCCTTAGCTTTC
GCTAAGGATGATTTCTGGAATTCCAGAAATCATCCTTAGCGATGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTAATACGACTCACTATAGGGAGAAAATGGTT
TATTCTGCTCAATAGGTGTTTCAGTTCTTCATGATATTGAGGAGGAAGAGGAGAATATATGGAAGAACTGAAACACTTGGTCGACTCGACGGCAGCG
CAAAAGGCGGTTGGTATCTACATCCGTGTTTCTACCCAGGAACAGGCGTCTGAAGGTCACTCTATCGAATCTCAGAAAAAAARAACTGGCGTCTTACT
GCGAAATCCAGGGTTGGGACGACTACCGTTTCTACATCGAAGAAGGTATCTCTGGTAAAAACACCAACCGTCCGAAACTGAAACTGCTGATGGAACA
CATCGAAAAAGGTAAAATCAACATCCTGCTGGTTTACCGTCTGGACCGTCTGACCCGTTCTGTTATCGACCTGCACAAACTGCTGAACTTCCTGCAG
GAACACGGTTGCGCGTTCAAATCTGCGACCGAAACCTACGACACCACCACCGCGAACGGTCGTATGTCTATGGGTATCGTTTCTCTGCTGGCGCAGT
GGGAAACCGAAAACATGTCTGAACGTATCAAACTGAACCTGGAACACAAAGTTCTGGTTGAAGGTGAACGTGTTGGTGCGATCCCGTACGGTTTCGA
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CCTGTCTGACGACGAAAAACTGGTTAAAAACGAAAAATCTGCGATCCTGCTGGACATGGTTGAACGTGTTGAAAACGGTTGGTCTGTTAACCGTATC
GTTAACTACCTGAACCTGACCAACAACGACCGTAACTGGTCTCCGAACGGTGTTCTGCGTCTGCTGCGTAACCCGGCGCTGTACGGTGCGACCCGTT
GGAACGACAAAATCGCGGAAAACACCCACGAAGGTATCATCTCTAAAGAACGTTTCAACCGTCTGCAGCAGATCCTGGCGGACCGTTCTATCCACCA
CCGTCGTGACGTTAAAGGTACCTACATCTTCCAGGGTGTTCTGCGTTGCCCGGTTTGCGACCAGACCCTGTCTGTTAACCGTTTCATCAAAAAACGT
AAAGACGGTACCGAATACTGCGGTGTTCTGTACCGTTGCCAGCCGTGCATCAAACAGAACAAATACAACCTGGCGATCGGTGAAGCGCGTTTCCTGA
AAGCGCTGAACGAATACATGTCTACCGTTGAATTCCAGACCGTTGAAGACGAAGTTATCCCGAAAAAATCTGAACGTGAAATGCTGGAATCTCAGCT
GCAGCAGATCGCGCGTAAACGTGAAAAATACCAGAAAGCGTGGGCGTCTGACCTGATGTCTGACGACGAATTCGAAAAACTGATGGTTGAAACCCGT
GAAACCTACGACGAATGCAAACAGAAACTGGAATCTTGCGAAGACCCGATCAAAATCGACGAAACCTACCTGAAAGAAATCGTTTACATGTTCCACC
AGACCTTCAACGACCTGGAATCTGAAAAACAGAAAGAATTCATCTCTAAATTCATCCGTACCATCCGTTACACCGTTAAAGAACAGCAGCCGATCCG
TCCGGACAAATCTAAAACCGGTAAAGGTAAACAGAAAGTTATCATCACCGAAGTTGAATTCTACCAGTAAGCTTGATGGGGGATCCCATGGTACGCG
TGCTAGAGGCATCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTA
GAGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTT-3"

T7 promoter
| [Switch-d (rmB T1 terminator|(T7Te terminator]

[ Translation 2161-3630
I [ Int 13 |

Figura A6. Mapa esquematico do primeiro plasmideo construido para o subtipo N1 (switch N1-d). Representagao grafica dos principais elementos genéticos
presentes no plasmideo, incluindo a origem de replicagao (rep pMB1), o marcador de resisténcia a cloranfenicol (CmR), o promotor T7, as regides BB prefix e
BB suffix, a sequéncia correspondente ao moédulo do switch inserido na regido de tradugdo (nt 2161-3630), o terminador rrnB T1 e o terminador T7. O
esquema indica a organizagéo e a orientagdo dos elementos no médulo de detecgéo.
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Sequéncia da Figura A6. Sequéncia nucleotidica completa do primeiro plasmideo construido para o subtipo N1 (swifch N1-d). Sequéncia integral do
constructo plasmidial representado na Figura A6, incluindo o backbone e o inserto correspondente ao modulo do switch. A sequéncia é apresentada no
sentido 5’-3.

5" -TATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTTA
TGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGA
ATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCTC
CGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCT
CCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTG
TAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTAT
CGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAG
AGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGG
TAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGAT
CCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGA
TCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCTCGAGGCTTGGATTCTCACCAATAAAAAA
CGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAGATGGAGTTCTGAGGTCATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGCGAGCTCGATATCAAA
TTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAATC
GCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCAA
AACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCAC
ATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTAA
CAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATAA
AGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTGA
CTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCT
GAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCCGATCAACTCGAGTGCCA
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CCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAARAATCCTTAGCTTTCG
CTAAGGATGATTTCTGGAATTCCAGAAATCATCCTTAGCGATGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTAATACGACTCACTATAGGGAGAAATGGCAAC
TCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGTATGTATGAGAAGAGAGGAGATATGATGGTGGGTTGGTCTTGGCCAGTCGACTCGACGGCAGCGC
AAAAGGCGGTTGGTATCTACATCCGTGTTTCTACCCAGGAACAGGCGTCTGAAGGTCACTCTATCGAATCTCAGAAAAAAAAACTGGCGTCTTACTG
CGAAATCCAGGGTTGGGACGACTACCGTTTCTACATCGAAGAAGGTATCTCTGGTAAAAACACCAACCGTCCGAAACTGAAACTGCTGATGGAACAC
ATCGAAAAAGGTAAAATCAACATCCTGCTGGTTTACCGTCTGGACCGTCTGACCCGTTCTGTTATCGACCTGCACAAACTGCTGAACTTCCTGCAGG
AACACGGTTGCGCGTTCAAATCTGCGACCGAAACCTACGACACCACCACCGCGAACGGTCGTATGTCTATGGGTATCGTTTCTCTGCTGGCGCAGTG
GGAAACCGAAAACATGTCTGAACGTATCAAACTGAACCTGGAACACAAAGTTCTGGTTGAAGGTGAACGTGTTGGTGCGATCCCGTACGGTTTCGAC
CTGTCTGACGACGAAAAACTGGTTAAAAACGAAAAATCTGCGATCCTGCTGGACATGGTTGAACGTGTTGAAAACGGTTGGTCTGTTAACCGTATCG
TTAACTACCTGAACCTGACCAACAACGACCGTAACTGGTCTCCGAACGGTGTTCTGCGTCTGCTGCGTAACCCGGCGCTGTACGGTGCGACCCGTTG
GAACGACAAAATCGCGGAAAACACCCACGAAGGTATCATCTCTAAAGAACGTTTCAACCGTCTGCAGCAGATCCTGGCGGACCGTTCTATCCACCAC
CGTCGTGACGTTAAAGGTACCTACATCTTCCAGGGTGTTCTGCGTTGCCCGGTTTGCGACCAGACCCTGTCTGTTAACCGTTTCATCAAAAAACGTA
AAGACGGTACCGAATACTGCGGTGTTCTGTACCGTTGCCAGCCGTGCATCAAACAGAACAAATACAACCTGGCGATCGGTGAAGCGCGTTTCCTGAA
AGCGCTGAACGAATACATGTCTACCGTTGAATTCCAGACCGTTGAAGACGAAGTTATCCCGAAAAAATCTGAACGTGAAATGCTGGAATCTCAGCTG
CAGCAGATCGCGCGTAAACGTGAAAAATACCAGAAAGCGTGGGCGTCTGACCTGATGTCTGACGACGAATTCGAAAAACTGATGGTTGAAACCCGTG
AAACCTACGACGAATGCAAACAGAAACTGGAATCTTGCGAAGACCCGATCAAAATCGACGAAACCTACCTGAAAGAAATCGTTTACATGTTCCACCA
GACCTTCAACGACCTGGAATCTGAAAAACAGAAAGAATTCATCTCTAAATTCATCCGTACCATCCGTTACACCGTTAAAGAACAGCAGCCGATCCGT
CCGGACAAATCTAAAACCGGTAAAGGTAAACAGAAAGTTATCATCACCGAAGTTGAATTCTACCAGTAAGCTTGATGGGGGATCCCATGGTACGCGT
GCTAGAGGCATCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTAG
AGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTT-3"
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T7 promoter
(BB prefix| | Switch-e [rmB T1 terminator| [T/ Te terminator]

I 1 Int 13 |

Figura A7. Mapa esquematico do segundo plasmideo construido para o subtipo N1 (switch N1-e). Representacao grafica dos principais elementos genéticos
presentes no plasmideo, incluindo a origem de replicagao (rep pMB1), o marcador de resisténcia a cloranfenicol (CmR), o promotor T7, as regides BB prefix e
BB suffix, a sequéncia correspondente ao modulo do switch inserido na regido de traducgdo (nt 2161-3630), o terminador rrnB T1 e o terminador T7. O
esquema indica a organizagéo e a orientagao dos elementos no médulo de detecgéo.

Sequéncia da Figura A7. Sequéncia nucleotidica completa do segundo plasmideo construido para o subtipo N1 (swifch N1-e). Sequéncia integral do
constructo plasmidial representado na Figura A7, incluindo o backbone e o inserto correspondente ao modulo do switch. A sequéncia é apresentada no
sentido 5’-3'.

5" -ATATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTT
ATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG
AATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC
TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCT
GTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA
GAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAARAAAGAGTTG
GTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTITTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAG
ATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCTCGAGGCTTGGATTCTCACCAATAAARA
ACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAGATGGAGTTCTGAGGTCATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGCGAGCTCGATATCAA
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ATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAAT
CGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCA
AAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCA
CATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTA
ACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATA
AAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTG
ACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCC
TGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCCGATCAACTCGAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATCCTTAGCTTTC
GCTAAGGATGATTTCTGGAATTCCAGAAATCATCCTTAGCGATGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTAATACGACTCACTATAGGGAGAAATGGCAA
CTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGTTATGAGGGAGAAAGAGGAGTAATGATGGTGGGTTGGTCTTGGCCAGTCGACTCGACGGCAGCG
CAAAAGGCGGTTGGTATCTACATCCGTGTTTCTACCCAGGAACAGGCGTCTGAAGGTCACTCTATCGAATCTCAGAAAAAAAAACTGGCGTCTTACT
GCGAAATCCAGGGTTGGGACGACTACCGTTTCTACATCGAAGAAGGTATCTCTGGTAAAAACACCAACCGTCCGAAACTGAAACTGCTGATGGAACA
CATCGAAAAAGGTAAAATCAACATCCTGCTGGTTTACCGTCTGGACCGTCTGACCCGTTCTGTTATCGACCTGCACAAACTGCTGAACTTCCTGCAG
GAACACGGTTGCGCGTTCAAATCTGCGACCGAAACCTACGACACCACCACCGCGAACGGTCGTATGTCTATGGGTATCGTTTCTCTGCTGGCGCAGT
GGGAAACCGAAAACATGTCTGAACGTATCAAACTGAACCTGGAACACAAAGTTCTGGTTGAAGGTGAACGTGTTGGTGCGATCCCGTACGGTTTCGA
CCTGTCTGACGACGAAAAACTGGTTAAAAACGAAAAATCTGCGATCCTGCTGGACATGGTTGAACGTGTTGAAAACGGTTGGTCTGTTAACCGTATC
GTTAACTACCTGAACCTGACCAACAACGACCGTAACTGGTCTCCGAACGGTGTTCTGCGTCTGCTGCGTAACCCGGCGCTGTACGGTGCGACCCGTT
GGAACGACAAAATCGCGGAAAACACCCACGAAGGTATCATCTCTAAAGAACGTTTCAACCGTCTGCAGCAGATCCTGGCGGACCGTTCTATCCACCA
CCGTCGTGACGTTAAAGGTACCTACATCTTCCAGGGTGTTCTGCGTTGCCCGGTTTGCGACCAGACCCTGTCTGTTAACCGTTTCATCAAAAAACGT
AAAGACGGTACCGAATACTGCGGTGTTCTGTACCGTTGCCAGCCGTGCATCAAACAGAACAAATACAACCTGGCGATCGGTGAAGCGCGTTTCCTGA
AAGCGCTGAACGAATACATGTCTACCGTTGAATTCCAGACCGTTGAAGACGAAGTTATCCCGAAAAAATCTGAACGTGAAATGCTGGAATCTCAGCT
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GCAGCAGATCGCGCGTAAACGTGAAAAATACCAGAAAGCGTGGGCGTCTGACCTGATGTCTGACGACGAATTCGAAAAACTGATGGTTGAAACCCGT
GAAACCTACGACGAATGCAAACAGAAACTGGAATCTTGCGAAGACCCGATCAAAATCGACGAAACCTACCTGAAAGAAATCGTTTACATGTTCCACC
AGACCTTCAACGACCTGGAATCTGAAAAACAGAAAGAATTCATCTCTAAATTCATCCGTACCATCCGTTACACCGTTAAAGAACAGCAGCCGATCCG
TCCGGACAAATCTAAAACCGGTAAAGGTAAACAGAAAGTTATCATCACCGAAGTTGAATTCTACCAGTAAGCTTGATGGGGGATCCCATGGTACGCG
TGCTAGAGGCATCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTA
GAGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTT -3

T7 promoter
[BB prefix| | Switch-f [rmB T1 terminator|(T7Te terminator|

Il Transiation 2161-3630
I 1 Int 13 |

Figura A8. Mapa esquematico do terceiro plasmideo construido para o subtipo N1 (switch N1-f). Representagéo grafica dos principais elementos genéticos
presentes no plasmideo, incluindo a origem de replicagéo (rep pMB1), o marcador de resisténcia a cloranfenicol (CmR), o promotor T7, as regides BB prefix e
BB suffix, a sequéncia correspondente ao moédulo do switch inserido na regido de traducdo (nt 2161-3630), o terminador rrnB T1 e o terminador T7. O
esquema indica a organizagéo e a orientagao dos elementos no médulo de detecgéo.

Sequéncia da Figura A8. Sequéncia nucleotidica completa do terceiro plasmideo construido para o subtipo N1 (switch N1-f). Sequéncia integral do
constructo plasmidial representado na Figura A8, incluindo o backbone e o inserto correspondente ao médulo do switch. A sequéncia é apresentada no
sentido 5’-3'.

5" -ATATACTAGTAGCGGCCGCTGCAGTCCGGCAAAAAAGGGCAAGGTGTCACCACCCTGCCCTTTTTCTTTAAAACCGAAAAGATTACTTCGCGTT
ATGCAGGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAG
AATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCACAGGCT
CCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGC

TCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCT
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GTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTA
TCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACA
GAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAARAAAGAGTTG
GTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGA
TCCTTTGATCTITTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAG
ATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGCTCGAGGCTTGGATTCTCACCAATAAAAA
ACGCCCGGCGGCAACCGAGCGTTCTGAACAAATCCAGATGGAGTTCTGAGGTCATTACTGGATCTATCAACAGGAGTCCAAGCGAGCTCGATATCAA
ATTACGCCCCGCCCTGCCACTCATCGCAGTACTGTTGTAATTCATTAAGCATTCTGCCGACATGGAAGCCATCACAAACGGCATGATGAACCTGAAT
CGCCAGCGGCATCAGCACCTTGTCGCCTTGCGTATAATATTTGCCCATGGTGAAAACGGGGGCGAAGAAGTTGTCCATATTGGCCACGTTTAAATCA
AAACTGGTGAAACTCACCCAGGGATTGGCTGAGACGAAAAACATATTCTCAATAAACCCTTTAGGGAAATAGGCCAGGTTTTCACCGTAACACGCCA
CATCTTGCGAATATATGTGTAGAAACTGCCGGAAATCGTCGTGGTATTCACTCCAGAGCGATGAAAACGTTTCAGTTTGCTCATGGAAAACGGTGTA
ACAAGGGTGAACACTATCCCATATCACCAGCTCACCGTCTTTCATTGCCATACGAAATTCCGGATGAGCATTCATCAGGCGGGCAAGAATGTGAATA
AAGGCCGGATAAAACTTGTGCTTATTTTTCTTTACGGTCTTTAAAAAGGCCGTAATATCCAGCTGAACGGTCTGGTTATAGGTACATTGAGCAACTG
ACTGAAATGCCTCAAAATGTTCTTTACGATGCCATTGGGATATATCAACGGTGGTATATCCAGTGATTTTTTTCTCCATTTTAGCTTCCTTAGCTCC
TGAAAATCTCGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCCGATCAACTCGAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCAGAATTTCAGATAAAAAAAATCCTTAGCTTTC
GCTAAGGATGATTTCTGGAATTCCAGAAATCATCCTTAGCGATGAATTCGCGGCCGCTTCTAGAGTTAATACGACTCACTATAGGGAGAAATGGCAA
CTCAGCACCGTCTGGCCAAGACCAACCCACAGGATGTAAGAGAGAGAGAGGAGTAATGATGGTGGGTTGGTCTTGGCCAGTCGACTCGACGGCAGCG
CAAAAGGCGGTTGGTATCTACATCCGTGTTTCTACCCAGGAACAGGCGTCTGAAGGTCACTCTATCGAATCTCAGAAAAAAAAACTGGCGTCTTACT
GCGAAATCCAGGGTTGGGACGACTACCGTTTCTACATCGAAGAAGGTATCTCTGGTAAAAACACCAACCGTCCGAAACTGAAACTGCTGATGGAACA
CATCGAAAAAGGTAAAATCAACATCCTGCTGGTTTACCGTCTGGACCGTCTGACCCGTTCTGTTATCGACCTGCACAAACTGCTGAACTTCCTGCAG
GAACACGGTTGCGCGTTCAAATCTGCGACCGAAACCTACGACACCACCACCGCGAACGGTCGTATGTCTATGGGTATCGTTTCTCTGCTGGCGCAGT
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GGGAAACCGAAAACATGTCTGAACGTATCAAACTGAACCTGGAACACAAAGTTCTGGTTGAAGGTGAACGTGTTGGTGCGATCCCGTACGGTTTCGA
CCTGTCTGACGACGAAAAACTGGTTAAAAACGAAAAATCTGCGATCCTGCTGGACATGGTTGAACGTGTTGAAAACGGTTGGTCTGTTAACCGTATC
GTTAACTACCTGAACCTGACCAACAACGACCGTAACTGGTCTCCGAACGGTGTTCTGCGTCTGCTGCGTAACCCGGCGCTGTACGGTGCGACCCGTT
GGAACGACAAAATCGCGGAAAACACCCACGAAGGTATCATCTCTAAAGAACGTTTCAACCGTCTGCAGCAGATCCTGGCGGACCGTTCTATCCACCA
CCGTCGTGACGTTAAAGGTACCTACATCTTCCAGGGTGTTCTGCGTTGCCCGGTTTGCGACCAGACCCTGTCTGTTAACCGTTTCATCAAAAAACGT
AAAGACGGTACCGAATACTGCGGTGTTCTGTACCGTTGCCAGCCGTGCATCAAACAGAACAAATACAACCTGGCGATCGGTGAAGCGCGTTTCCTGA
AAGCGCTGAACGAATACATGTCTACCGTTGAATTCCAGACCGTTGAAGACGAAGTTATCCCGAAAAAATCTGAACGTGAAATGCTGGAATCTCAGCT
GCAGCAGATCGCGCGTAAACGTGAAAAATACCAGAAAGCGTGGGCGTCTGACCTGATGTCTGACGACGAATTCGAAAAACTGATGGTTGAAACCCGT
GAAACCTACGACGAATGCAAACAGAAACTGGAATCTTGCGAAGACCCGATCAAAATCGACGAAACCTACCTGAAAGAAATCGTTTACATGTTCCACC
AGACCTTCAACGACCTGGAATCTGAAAAACAGAAAGAATTCATCTCTAAATTCATCCGTACCATCCGTTACACCGTTAAAGAACAGCAGCCGATCCG
TCCGGACAAATCTAAAACCGGTAAAGGTAAACAGAAAGTTATCATCACCGAAGTTGAATTCTACCAGTAAGCTTGATGGGGGATCCCATGGTACGCG
TGCTAGAGGCATCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCTACTA
GAGTCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTT-3"
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Abaixo encontra-se a representacdo do mdédulo de resposta referente ao plasmideo que contém a luciferase como gene

reporter:

UTR1
Intl3 atth
T500 double terminator| |

T7 promoter| | '.
Int13 attP| | | Terminator pMB1 Origin| Kanamycin

. | |
ses ﬁjH| | Epic Firefly Luc F - - oo

Figura A9. Mapa esquematico do plasmideo construido para a leitura da luciferase. Representagéo grafica dos principais elementos genéticos do plasmideo,
incluindo os sitios de recombinagao Int13 attB e attP, a regidao UTR1, o promotor T7, o terminador T500 duplo, o gene repoérter luciferase, o terminador
transcricional, a origem de replicacdo pMB1 e o marcador de resisténcia a canamicina. O esquema indica a organizagéo e orientagdo dos elementos no
modulo de resposta.

Sequéncia da Figura A9. Sequéncia nucleotidica completa do plasmideo construido para a leitura da luciferase. Sequéncia integral do constructo plasmidial
representado na Figura A9, incluindo o backbone e o inserto correspondente ao gene repérter luciferase. A sequéncia é apresentada no sentido 5-3’.

5" -TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCTTGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACA
AGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGTGTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCAAATGCGG
TGTGAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGG
CCTCATCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAAC
GACGGCCAGTGCAACGCGATGACGATGGATAGCGATTCATCGATGAGCTGACCCGATCGCCGCCGCCGGAGGGTTGCGTTTGAGACGGGCGACAGAT
TCTAGAGTATTCGGAGTTGTATTTATGTTACTAAAACAACTGGTCAAGTTCTACAAATACAACCGTTATTGTCTGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTA
TTAATTTCTACCGCCTTTGAGTGAGCTGATACCGCTCGCCGCAGCCGAACGACCGAGCGCAGCGAGTCAGTGAGCGAGGAAGCGGAAGAGCGCCCAA
TACGCAAACCGCCTCTCCCCGCGCGTTGGCCGATTCATTAATGCAGCTGGCTTATCGAAATTTAAAGAAAAAGGGCAGGGTGGTGACACCTTGCCCT
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TTTTTGCCGGAGCATACATTGTTIGTTGTTTTTCCAGATCCAGTTGGTCCTGTAAATATAAGCAATCCATGTGAGTCTGCAGAATAATTTTGTTTAAC
TTTAAGAAGGAGATATAATGGAGGACGCGAAAAACATCAAGAAAGGCCCAGCACCGTTCTATCCGCTGGAAGATGGTACCGCCGGTGAACAATTGCA
CAAAGCGATGAAACGTTATGCGCTGGTTCCGGGTACCATCGCATTCACGGACGCGCATATCGAGGTTAACATCACCTATGCCGAGTACTTCGAGATG
AGCGTTCGTCTGGCCGAGGCAATGAAGCGTTATGGTTTGAATACCAATCATCGCATCGTCGTCTGTAGCGAGAACAGCTTGCAGTTTTTCATGCCAG
TTCTGGGTGCACTGTTTATTGGTGTGGCAGTGGCGCCTGCGAATGATATCTACAACGAGCGTGAACTGTTGAATAGCATGAACATTTCGCAGCCGAC
GGTGGTCTTTGTGTCCAAGAAAGGTTTGCAGAAGATTCTGAATGTGCAAAAGAAGTTGCCGATCATTCAGAAAATCATCATCATGGACAGCAAGACC
GATTACCAGGGTTTCCAAAGCATGTACACTTTTGTGACGAGCCACCTGCCTCCGGGTTTTAACGAGTATGATTTCGTTCCGGAAAGCTTCGACCGTG
ATAAGACGATTGCACTGATTATGAACTCGTCCGGCTCTACCGGCCTGCCTAAAGGCGTGGCCCTGCCGCACCGTACTGCATGTGTCCGCTTCAGCCA
CGCGCGTGATCCGATCTTCGGTAACCAAATCATTCCGGACACCGCCATTTTGTCTGTCGTTCCGTTTCATCATGGCTTTGGTATGTTTACCACTCTG
GGTTACCTGATCTGTGGTTTCCGTGTTGTTCTGATGTACCGTTTCGAAGAAGAACTGTTCCTGCGTAGCCTGCAAGATTACAAGATCCAATCCGCGC
TGCTGGTGCCGACGCTGTTTAGCTTCTTCGCTAAATCCACCCTGATTGACAAATATGACTTGAGCAACCTGCACGAAATCGCGTCGGGCGGETGCGLC
GCTGAGCAAAGAAGTCGGTGAGGCCGTTGCGAAACGTTTCCATCTGCCGGGCATCCGTCAGGGTTATGGCCTGACGGAAACGACCAGCGCGATTTTG
ATTACCCCTGAGGGTGACGATAAACCGGGTGCCGTTGGCAAGGTGGTACCGTTCTTTGAGGCTAAAGTCGTGGACCTGGACACGGGTAAGACTCTGG
GTGTGAATCAACGTGGCGAGTTGTGCGTTCGTGGCCCGATGATCATGAGCGGTTATGTCAACAACCCGGAAGCAACTAATGCGTTGATCGATAAGGA
TGGCTGGCTGCACAGCGGCGACCTGGCGTACTGGGATGAGGATGAACACTTTTTCATCGTTGGTCGCCTGAAGAGCCTGATCAAGTACAAGGGCTAC
CAGGTGGCACCGGCTGAACTGGAGAGCATTCTGTTGCAACACCCTAATATCTTCGACGCGGGTGTTGCGGGTCTGCCTGATGATGATGCCGGTGAAT
TGCCAGCTGCGGTGGTCGTTCTGGAACACGGTAAAACGATGACTGAAAAAGAAATCGTGGACTACGTCGCCTCGCAGGTGACCACCGCTAAAAAGTT
GCGTGGTGGCGTGGTGTTTGTGGATGAAGTGCCGAAAGGCCTGACGGGTAAACGTGATGCACGTAAGATTCGTGAGATCTTGATCAAGGCGAAGAAA
GGTGGTAAATCCAAGTTGTAATAACGCTGATAGTGTAGATCGCTACCAAAGCCCGCCGAAAGGCGGGCTTTTCTGTACTAGTATCAGTTCTGGACCA
GCGAGCTGTGCTGCGACTCGTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGA
AGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGT
GCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGT
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CGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAA
GGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAA
GTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGTCGCTTAC
CGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAG
CTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGC
CACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAG
AAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGC
GGTGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGA
ACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTA
AAGTATATATGAGTAAACTTGGTCTGACAGTTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAGTGAAACTGCAATTTATTCATATCAGGATTATCAATACCATAT
TTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTC
CAACATCAATACAACCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGGTGAGAATGGCAA
GAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTCATCAAAATCACTCGCACCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGAT
TGCGCCTGAGCGAGACGAAATACGCGATCGCCGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCCAGCGCATCAA
CAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTCCCTGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACG
GATAAAATGCTTGATGGTCGGAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGCCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCTTTGCCA
TGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAATCGATAGATTGTCGCACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCAT
ATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATCGCGGCTTCAAGCAAGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATTTTAGCTTCCTTAGCTCCTGAAAATCT
CGATAACTCAAAAAATACGCCCGGTAGTGATCTTATTTCATTATGGTGAAAGTTGGAACCTCTTACGTGCCGATCACACATTTCCCCGAAAAGTGCC
ACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATCACGAGGCCCTTTCGTC-3"
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APENDICE B - DADOS BRUTOS DOS ENSAIOS EXPERIMENTAIS

Tabela B1. Dados brutos de luminescéncia da triagem dos switches H5-a, H5-b e H5-c em funcdo da concentracdo de RNA sintético (Figura 10). Valores
absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos para diferentes quantidades totais de DNA plasmidial (25 ng para H5-a e H5-b; 12 ng para H5-c) e proporgdes
entre os modulos de detecgao e resposta (1:5 para H5-a; 2:5 para H5-b; 2:1 para H5-c), nas concentragdes de RNA sintético de 0 a 2000 nM. Ajuste: valores
calculados ap6s subtragdo do sinal do controle negativo (0 nM) correspondente ao mesmo ensaio. Valores negativos resultantes dessa corregdo foram
substituidos por zero, por apresentarem auséncia de sinal detectavel acima do controle.

Concentragao
RNA switch-a (H5) | Corregcdo | AJUSTE |switch-b (H5)| Correg¢ao | AJUSTE | switch-c (H5) | Correcdao | AJUSTE
0 nM 115096 37493 29488
0,2nM 113016 -2080 0 45022 7529 7529 28525 -963 0
2 nM 57340 -57756 0 41019 3526 3526 33152 3664 3664
20 nM 98329 -16767 0 88973 51480 51480 27289 -2199 0
200 nM 24631 -90465 0 23011 -14482 0 59045 29557 29557
2000 nM 29266 -85830 0 27784 -9709 0 24081 -5407 0
DNA total (ng) 25 ng 25 ng 12 ng
Proporcao 1:5 2:5 2:1

Tabela B2. Dados brutos de luminescéncia da triagem dos switches N1-d, N1-e e N1-f em fungdo da concentragdo de RNA sintético (Figura 11). Valores
absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos para 16 ng de DNA plasmidial total e diferentes propor¢des entre os médulos de detecgéo e resposta (2:1 para
N1-d; 1:2 para N1-e; 1:5 para N1-f), nas concentracées de RNA sintético de 0 a 2000 nM. Ajuste: valores calculados apds subtracdo do sinal do controle
negativo (0 nM) correspondente ao mesmo ensaio. Valores negativos resultantes dessa corre¢édo foram substituidos por zero, por apresentarem auséncia de
sinal detectavel acima do controle.

Concentragao
RNA switch-d (N1) | Corre¢ao | AJUSTE | switch-e (N1)| Correcao | AJUSTE | switch-f (N1) [ Correcao | AJUSTE
0nM 191731 2022845 15112
0,2 nM 287717 95986 95986 2324215 301370 301370 34742 19630 19630
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2nM 139767 -51964 0 454529 -1568316 0 228286 213174 213174
20 nM 22872 -168859 0 88716 -1934129 0 134362 119250 119250
200 nM 1755 -189976 0 9830 -2013015 0 131192 116080 116080
2000 nM 699 -191032 0 44998 -1977847 0 254561 239449 239449
DNA total (ng) 16 ng 16 ng 16 ng
Proporg¢ao 2:1 1:2 1:5

Tabela B3. Dados brutos de luminescéncia do ensaio de refinamento das condigbes de DNA para o switch H5-b em fungdo da concentragcdo de RNA
sintético (Figura 12). Valores absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos para diferentes quantidades totais de DNA plasmidial (30, 60 e 72 ng) e propor¢des
entre os médulos de deteccao e resposta (2:5 e 1:3), na auséncia (0 nM) e na presencga (20 nM) de RNA sintético alvo.

Concentracdo de RNA (nM)

switch-b (H5) 0nM 20 nM
30 ng (2:5) 4756 5140
60 ng (1:3) 13323 20740
72 ng (1:3) 14256 12374

Tabela B4. Dados brutos de luminescéncia do ensaio de refinamento das condigdes de DNA para o switch N1-f em 0 e 20 nM de RNA sintético (Figura 13).
Valores absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos para diferentes quantidades totais de DNA plasmidial (16 e 32 ng) e proporgdes entre os modulos de
deteccgéo e resposta (1:5 e 2:1), na auséncia (0 nM) e na presencga (20 nM) de RNA sintético alvo.

Concentragao de RNA (nM)

switch-f (N1) 0nM 20 nM
16 ng (1:5) 15112 134362
16 ng (2:1) 75997 78668
32 ng (2:1) 10015 77959
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Tabela B5. Dados brutos de luminescéncia do ensaio de prova de conceito do switch H5-b em diferentes concentragcdes de RNA sintético (Figura 14).
Valores absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos em trés réplicas biolégicas independentes, utilizando 45,5 ng de DNA plasmidial total e propor¢céo 1:3
entre os modulos de detecgédo e resposta, na auséncia (0 nM) e na presenga de 0,2-2000 nM de RNA sintético alvo. Ajuste: valores calculados apos
subtragao do sinal médio do controle negativo (0 nM) correspondente ao mesmo ensaio. Valores negativos resultantes dessa corregédo foram substituidos por
zero, por apresentarem auséncia de sinal detectavel acima do controle.

REPLICA | REPLICA | REPLICA | MEDIA )
RNA (nM) 1 2 3 DIA 1 DP DIA1 |CORRECAO| AJUSTE
0 nM 500 520 500 507 12
0,2 nM 960 960 1020 980 35 473 473
2nM 1370 1440 1410 1407 35 900 900
20 nM 1840 1830 1790 1820 26 1313 1313
200 nM 14330 14300 13990 14207 188 13700 13700
2000 nM 11600 11590 11140 11443 263 10937 10937
REPLICA | REPLICA | REPLICA | MEDIA )
RNA (nM) 1 2 3 DIA 2 DP DIA2 |CORRECAO| AJUSTE
0nM 2203 2104 2004 2104 100
0,2 nM 3467 3539 3464 3490 42 1386 1386
2nM 4539 4237 4096 4291 226 2187 2187
20 nM 3968 3623 3731 3774 176 1670 1670
200 nM 4932 4661 4497 4697 220 2593 2593
2000 nM 3245 3188 3008 3147 124 1043 1043
REPLICA | REPLICA | REPLICA | MEDIA )
RNA (nM) 1 2 3 DIA 3 DP DIA3 |CORRECAO| AJUSTE
0nM 8195 7998 7832 8008 182
0,2 nM 8919 8293 8217 8476 385 468 468
2nM 9051 8449 8549 8683 323 675 675
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20 nM 9205 9116 9096 9139 58 1131 1131
200 nM 7837 7089 6307 7078 765 -931 0
2000 nM 3318 2957 2999 3091 197 -4917 0

Tabela B6. Dados brutos de luminescéncia do ensaio de prova de conceito do switch N1-f em diferentes concentracées de RNA sintético (Figura 15). Valores
absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos em trés réplicas biolégicas independentes, utilizando 33 ng de DNA plasmidial total e propor¢ao 2:1 entre os
modulos de detecgdo e resposta, na auséncia (0 nM) e na presenga de 0,2-2000 nM de RNA sintético alvo. Ajuste: valores calculados apds subtracdo do
sinal médio do controle negativo (0 nM) correspondente ao mesmo ensaio. Valores negativos resultantes dessa corregcdo foram substituidos por zero, por
apresentarem auséncia de sinal detectavel acima do controle.

REPLICA | REPLICA | REPLICA | MEDIA )
RNA (nM) 1 2 3 DIA1 | DPDIA1 | CORREGAO | AJUSTE
0nM 792 777 745 771 24
0,2 nM 1393 1640 1660 1564 149 793 793
2nM 4861 4654 4025 4513 435 3742 3742
20 nM 5723 5242 5121 5362 318 4591 4591
200 nM 4514 4742 4709 4655 123 3884 3884
2000 nM 2853 2833 2743 2810 59 2038 2038
REPLICA | REPLICA | REPLICA | MEDIA )
RNA (nM) 1 2 3 DIA2 | DPDIA2 [ CORREGAO | AJUSTE
0nM 2279 2158 2084 2174 08
0,2 nM 2695 2738 2723 2719 22 545 545
2nM 3569 3262 3251 3361 181 1187 1187
20 nM 6371 6047 6087 6168 177 3995 3995
200 nM 14448 14496 13281 14075 688 11901 11901
2000 nM 3233 2998 2952 3061 151 887 887
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REPLICA | REPLICA | REPLICA | MEDIA )
RNA (nM) 1 2 3 DIA2 | DPDIA2 [ CORREGAO | AJUSTE
0nM 9986 9571 9520 9692 256
0,2 nM 4926 4720 4943 4863 124 -4829 0
2nM 3096 2900 2841 2946 133 -6747 0
20 nM 2501 2318 2332 2384 102 -7309 0
200 nM 2590 2504 2464 2519 64 7173 0
2000 nM 592 596 591 593 3 -9099 0

Tabela B7. Valores de luminescéncia do controle negativo (0 nM de RNA) para os switches H5-b e N1-f nas trés réplicas bioldgicas (Figura 16). Valores
absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos na auséncia de RNA sintético alvo, em trés ensaios biolégicos independentes (RB1-RB3). Para o switch H5-b,
foram utilizados 45,5 ng de DNA plasmidial total na propor¢do 1:3 entre os moédulos de detecgdo e resposta; para o switch N1-f, 33 ng de DNA total na
proporcao 2:1. As colunas de média correspondem a média das réplicas técnicas de cada ensaio bioldgico.

RNA O | REPLICA | REPLICA | REPLICA
(nM) 1 2 3 MEDIA RB
500 520 500 507 1
switches 22 2104 2004 2104 2
H5-b 03 0 00 0
8195 7998 7832 8008 3
RNA O | REPLICA | REPLICA | REPLICA
(nM) 1 2 3 MEDIA RB
792 777 745 771 1
switches
NA1-f 2279 2158 2084 2174 2
9986 9571 9520 9692 3
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Tabela B8. Dados brutos de luminescéncia do ensaio pontual de avaliagdo do novo protocolo para o switch N1-f em 0 e 20 nM de RNA sintético (Figura 17).
Valores absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos em trés réplicas técnicas para cada combinagao de quantidade total de DNA plasmidial e proporgéo entre
0s modulos de detecgao e resposta: 60 ng (1:5), 20 ng (1:1), 70 ng (2:5) e 120 ng (1:5), na auséncia (0 nM) e na presenca (20 nM) de RNA sintético alvo. As
colunas de média e desvio padrao (DP) correspondem, respectivamente, a média e a disperséo das trés réplicas técnicas de cada condigéo.

60 ng (1:5) REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 MEDIA DP
0 nM 100 110 110 107 5,77
20 nM 230 240 230 233 5,77
20 ng (1:1) REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 MEDIA DP
0 nM 2870 2950 2940 2920 43,59
20 nM 3270 3490 3550 3437 147,42
70 ng (2:5) REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 MEDIA DP
0 nM 600 570 570 580 17,32
20 nM 370 390 320 360 36,06
120 ng (1:5) REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 MEDIA DP
0 nM 130 140 120 130 10,00
20 nM 80 90 80 83 5,77

Tabela B9. Dados brutos de luminescéncia do ensaio pontual nas condigdes otimizadas de DNA para o switch N1-f em 0 e 20 nM de RNA sintético (Figura
18). Valores absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos em trés réplicas técnicas, utilizando 33 ng de DNA plasmidial total na proporgéo 2:1 entre os médulos

de detecgdo e resposta, na auséncia (0 nM) e na presenca (20 nM) de RNA sintético alvo. As colunas de média e desvio padrdo (DP) correspondem,
respectivamente, a média e a dispersao das trés réplicas técnicas de cada condigao.

33 ng (2:1) REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 MEDIA DP
0nM 400 420 410 10,00
20 nM 9270 9040 9040 9117 132,79
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Tabela B10. Dados brutos de luminescéncia da tentativa de réplica nas condi¢des otimizadas de DNA para o switch N1-f em 0 e 20 nM de RNA sintético
(Figura 19). Valores absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos em trés réplicas técnicas, utilizando 33 ng de DNA plasmidial total na proporgéo 2:1 entre os
modulos de detecgao e resposta, na auséncia (0 nM) e na presenga (20 nM) de RNA sintético alvo, sob o novo protocolo experimental. As colunas de média
e desvio padrao (DP) correspondem, respectivamente, a média e a disperséo das trés réplicas técnicas de cada condig¢ao.

33 ng (2:1) REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 MEDIA DP
0 nM 1200 1120 1140 1153 41,63
20 nM 1200 1140 1100 1147 50,33

Tabela B11. Dados brutos de luminescéncia do ensaio do switch N1-f com adigdo de inibidor de RNase, nas condi¢cdes de 0 e 20 nM de RNA sintético
(Figura 20). Valores absolutos de luminescéncia (RLU) obtidos em trés réplicas técnicas por condigao, utilizando 33 ng de DNA plasmidial total na proporgao
2:1 entre os modulos de detecgédo e resposta, na auséncia (0 nM) e na presenga (20 nM) de RNA sintético alvo, sob 0 novo protocolo experimental com
adicdo de inibidor de RNase. As colunas de média e desvio padrao (DP) correspondem, respectivamente, a média e a dispersao das trés réplicas técnicas de
cada condi¢ao. Dados referentes a um ensaio bioldgico.

33 ng (2:1) REPLICA 1 REPLICA 2 REPLICA 3 MEDIA DP
0 nM 650 620 640 637 15,28
20 nM 2670 2820 2880 2790 108,17

Tabela B12. Dados de Fold Change dos sensores H5-b e N1-f nas réplicas R1-R3 com 200 nM de RNA sintético alvo (Figura 22). Valores de Fold Change
calculados como a razao entre a luminescéncia obtida na presencga (200 nM) e na auséncia de RNA sintético alvo, para os sensores H5-b e N1-f, ao longo de
trés réplicas sequenciais (R1, R2 e R3). Os dados evidenciam redugao progressiva da resposta para H5-b entre R1 e R2 e estabilidade relativa para N1-f até
R2, seguida de colapso funcional de ambos em R3. Valores apresentados correspondem a um ensaio bioldgico.

Réplicas H5-b Razao N1-f Razédo
R1 28,02 6,04
R2 2,23 6,47
R3 0,88 0,26
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9. ANEXOS - SCRIPT NUPACK (Franco et al., 2023)
Material = RNA
Temperature = 37 ou 30
Trials =10a 20
- Model Options
Parameters = rna95
Ensemble = All stacking
Salts = Na + 1M
Mg ++ = OM
-> Algorithm settings
Stop condition = 0.05 Max
design time = 2h Random
seed = 0 integer
Wobble mutations = Allow
Target Tubes
Domains:
domain a = N40 (o reverso complementar da sequéncia escolhida apds o
alinhamento) domain b = N6

domain ¢ = N3VVVVVAGAGGAGWWWN2AUG (23 nucleotideos da regiao

RBS com cédon inicial)
domain d = N18
# a is the reverse complement of the trigger
# domain ¢ = RBS + codon initial
# RBS may be exchanged by a sequence of purines RRRRRRR

Strands:
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switch = a,b,c,d

Trigger = a*

Detect = a*,a,b,c,d

Target complexes:

Target complex - Strand order - Target structure
switch_structure - switch - U20D18(U3D5U15U3)
Trigger_struture - Trigger - U40
Detect_structure - Trigger, switch - D40+U47
Target Tube:

Tube 1

On-target complex - Target conc
switch_structure - 10 uM

Trigger_structure - 10 uM

Off-target = n&o preenchido

Tube 2

On-target complex - Target conc
Detect_structure - 10 uM

Off-target = n&o preenchido

-> Hard Constraints

Pattern constraints

Pattern set: AAAA, CCCC, GGGG, UUuUU
Scope: Global

- Defect Weights
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