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RESUMEN

El virus del dengue (DENV) constituye una amenaza significativa para la salud publica.
Sus cuatro serotipos y la similitud de sintomas con otras infecciones virales complica su
diagnostico y control. En este contexto, la Epidemiologia Basada en Aguas Residuales
(WBE) emerge como una herramienta prometedora para el monitoreo del DENV, ya que
monitorea la circulacion a nivel poblacional sin la necesidad de examenes individuales y
contempla la excrecion tanto de pacientes sintomaticos como asintomaticos. Sin embargo,
la baja concentracion y la rapida degradacion del RNA viral en las muestras de aguas
residuales exigen plataformas de deteccién con una sensibilidad superior a las
metodologias convencionales. El objetivo de este proyecto fue desarrollar un sistema de
diagndstico molecular basado en DETECTR (CRISPR-Cas12a) para la deteccién sensible
y especifica del RNA del DENV en muestras de aguas residuales en la ciudad de Foz do
Iguacu, PR. Para ello, se disefiaron crRNAs especificos para DENV-2 y DENV-3, se
realizé la produccidn in vivo y la purificacion de la proteina AsCas12a, y se comprobd la
actividad catalitica del complejo ribonucleoproteico (RNP). Los resultados confirmaron la
funcionalidad del sistema in vitro, aunque demostraron una fuerte dependencia de las
condiciones del buffer de reaccion; se desarrollaron metodologias de extracciéon de
material genético viral de muestras de aguas residuales para la posterior validacion del
sistema DETECTR; asi también, fue disefiado un complejo in vivo para la deteccion
multiple del DENV. Se concluye que el sistema DETECTR es una herramienta viable y
sensible para la deteccidon del DENV en aguas residuales, en la cual son necesarias
optimizaciones en las condiciones de reaccion para mitigar la inhibiciéon de la matriz y
garantizar la robustez de deteccion.

Palabras clave: DENV; AsCas12a; vigilancia sanitaria; epidemiologia; WBE.
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RESUMO

O virus da dengue (DENV) constitui uma ameaca significativa a saude publica. Seus
quatro serotipos e a semelhanga de sinfomas com outras infecgbes virais complicam o
diagnostico e o controle da patologia. Neste contexto, a Epidemiologia Baseada em
Aguas Residuais (WBE) emerge como uma ferramenta promissora para o monitoramento
do DENV, uma vez que permite observar a circulagdo em nivel populacional sem a
necessidade de exames individuais, contemplando a excreg¢do de pacientes sintomaticos
e assintomaticos. Todavia, a baixa concentragdo e a rapida degradacdo do RNA viral em
amostras de esgoto exigem plataformas de deteccdo com sensibilidade superior as
metodologias convencionais. O objetivo deste projeto foi desenvolver um sistema de
diagndstico molecular baseado em DETECTR (CRISPR-Cas12a) para a detecgéo
sensivel e especifica do RNA do DENV em amostras de aguas residuais na cidade de Foz
do Iguacgu, PR. Para tanto, foram delineados crRNAs especificos para DENV-2 e DENV-3,
realizou-se a producéo in vivo e a purificagdo da proteina AsCas12a, e comprovou-se a
atividade catalitica do complexo ribonucleoproteico (RNP). Os resultados confirmaram a
funcionalidade do sistema in vitro, embora tenham demonstrado uma forte dependéncia
das condigbes do tampdo de reagédo; foram desenvolvidas metodologias de extragcado de
material genético viral de amostras de aguas residuais para a posterior validagdo do
sistema DETECTR; outrossim, foi projetado um complexo in vivo para a detec¢do mdltipla
do DENV. Conclui-se que o sistema DETECTR é uma ferramenta viavel e sensivel para a
detecgdo do DENV em aguas residuais, sendo necessarias otimizagbes nas condi¢bes de
reag&o para mitigar a inibicdo da matriz e garantir a robustez da detecgéo.

Palavras-chave: DENV; AsCas12a; vigilancia sanitaria; epidemiologia; WBE.
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ABSTRACT

The dengue virus (DENV) represents a significant threat to public health. The existence of
four distinct serotypes, coupled with symptomatic similarities to other viral infections,
complicates both diagnosis and disease control. In this context, Wastewater-Based
Epidemiology (WBE) emerges as a promising tool for DENV surveillance, as it monitors
population-level circulation without requiring individual testing, accounting for viral
shedding from both symptomatic and asymptomatic individuals. However, the low
concentration and rapid degradation of viral RNA in sewage samples necessitate detection
platforms with sensitivity superior to conventional methodologies. The objective of this
project was to develop a molecular diagnostic system based on DETECTR (CRISPR-
Cas12a) for the sensitive and specific detection of DENV RNA in wastewater samples from
Foz do Iguacgu, PR. To this end, specific crRNAs for DENV-2 and DENV-3 were designed;
the in vivo production and purification of the AsCas12a protein were performed; and the
catalytic activity of the ribonucleoprotein (RNP) complex was verified. The results
confirmed the in vitro functionality of the system, albeit demonstrating a strong
dependence on reaction buffer conditions. Furthermore, viral genetic material extraction
methodologies from wastewater were developed for subsequent DETECTR validation, and
an in vivo complex for multiplex DENV detection was designed. It is concluded that the
DETECTR system is a viable and sensitive tool for DENV detection in wastewater, though
optimizations in reaction conditions remain necessary to mitigate matrix inhibition and
ensure detection robustness.

Keywords: DENV; AsCas12a; health surveillance; epidemiology; WBE.
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1 INTRODUCCION
1.1 Marco teérico

1.1.1 Virus del Dengue

El virus del dengue (DENV) es considerada la enfermedad viral mas importante
transmitida por mosquitos en humanos (HARAPAN et al., 2020). Siendo un virus de RNA
monocatenario (ssRNA), pequefio y esférico (Figura 1) que pertenece a la familia
Flaviviridae y al género Flavivirus (KULARATNE & DALUGAMA, 2022). Su genoma de RNA
es de sentido positivo y de aproximadamente 10,7 kb, siendo conformado por tres proteinas
estructurales (capside, membrana y envoltura) y siete proteinas no estructurales (NS1,
NS2A, NS3B, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (MADHRY et al., 2023) descritas en la Tabla 1.

Figura 1. El virus del dengue y sus principales estructuras

Proteina de
membrana

Envoltura

I 3-"" (7/

RNA gendémico
Fuente: VIRALZONE 2025.

Tabla 1. Descripcion de las proteinas estructurales y no estructurales del DENV

Proteina Descripcion

C Participa en la encapsidacion del genoma.

prM/M Funciona como una estructura tipo tapon que protege al péptido de fusion E de una fusion
prematura antes de la liberacion del virus.

E Media la unién y fusion del virus con la membrana de la célula huésped (dominio Ill) y es
responsable de la determinacion del alcance del huésped, el tropismo y la virulencia (dominio
)

NS1 Participa en el complejo de replicacion del RNA viral, asi como en la defensa a través de la
inhibicién de la activacion del complemento.
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NS2A

NS2B

NS3

NS4A

NS4B

NS5

NS2A implica en la coordinacién del cambio entre el empaquetamiento del RNA y la replicacién
y el antagonismo del interferon (IFN).

NS2B se asocia con NS3 para formar el complejo de la proteasa del DENV y sirve como
cofactor en la activacion de la serina proteasa del DENV de la NS3.

La NS3 es una proteina multifuncional con actividad enzimética de serina proteasa similar a la
quimotripsina, RNA helicasa y RNA trifosfatasa (RTP/NTPasa). NS3 participa en la escision de
la poliproteina del DENV, asi como en la replicacién del RNA.

NS4A induce alteraciones en la membrana que son importantes para la replicacion del virus.

La NS4B ayuda a la replicaciéon del RNA viral a través de su interaccion directa con la NS3 'y
bloquea la transduccion de sefiales inducidas por el IFN.

NS5 es una enzima bifuncional con un dominio metiltransferasa y RNA polimerasa dependiente
de RNA.

Fuente: HARAPAN et al., 2020.

Existen cuatro serotipos antigénicos y genéticamente distintos (DENV-1, DENV-2,

DENV-3 y DENV-4) (AHMED et al., 2022). La transmisién de todos los serotipos del virus
hacia el hombre ocurre a través de la picadura de las hembras infectadas del principal

vector en Brasil y en el mundo: el mosquito Aedes aegypti (Figura 2) (CAMARA, 2024). No

obstante, en algunas regiones de Africa y Asia, la transmisién también ocurre a través de
Aedes albopictus (MEDEIROS et al., 2024).

Figura 2. Mosquito Aedes aegypti

\

Fuente: SOZZA, 2025.

Cuando un mosquito pica a una persona infectada (Figura 3.1), ésta ingiere la

sangre infectada por DENV. Una vez el virus ingresa, se replica en el intestino medio del

mosquito (Figura 3.2) y posteriormente se propaga por el hemocele (Figura 3.3) hasta
infectar las glandulas salivales (Figura 3.4) (PERVEEN et al., 2023).
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Figura 3. Ciclo de incubacion del DENV en el mosquito

@ Diseminacion del virus El virus infecta el

El virus infecta las al hemocele intestino medio

glandulas salivales

Ingestidon de
sangre virémica

Transmision del virus al
huésped vertebrado

Fuente: PERVEEN et al., 2023.

Una vez que el mosquito hembra infectado pica a una persona sana, el virus es
transmitido por medio de su saliva (Figura 4.1) y replicado en los tejidos cercanos a la
picadura o en el ganglio linfatico (Figura 4.2), para luego propagarse a través de la sangre
infectando a los leucocitos (Figura 4.3). El virus sale de los leucocitos y circula por la
sangre (Figura 4.4) hasta que el sistema inmunolégico comienza a destruir las células
infectadas (Figura 4.6). Finalmente, otros mosquitos se alimentan de la persona infectada
(Figura 4.5) y pican a otra persona sana, propagando el virus en la comunidad e iniciando
el ciclo de contagio (LA VERDAD, 2018).

Se ha observado un incremento de casos por DENV en los ultimos afos,
estimando un contagio de 390 millones de personas por afio en el mundo (FREITAS et al.,
2024). Siendo Brasil uno de los paises con mayor incidencia, segun TREML et al. (2024).
Estas incidencias ocurren principalmente en ubicaciones geograficas tropicales y
subtropicales (ISLAM et al., 2023). Por su parte, la mayoria de los casos de dengue es
asintomatica (AGUILAR et al., 2024) y en casos sintomaticos se presentan sintomas
similares con chikungunya, zika y fiebre amarilla, pudiendo ser diagnosticado
erroneamente (CARABALI et al., 2021; TCHIBOZO et al., 2022). El numero de casos
confirmados y por confirmar en Brasil se observan en la Figura 5, donde se destacan mas
de 1 millébn de casos de contagios probables por DENV.

Por consecuencia, un diagnostico erroneo puede retrasar la atencién de los

pacientes (VICENTE et al., 2021). Principalmente cuando la fiebre del dengue (FD) puede
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ser causada por cualquiera de los serotipos y evolucionar a fiebre hemorragica del
dengue (FHD) y sindrome de choque por dengue (RAMYASOMA et al., 2020). En los

cuadros mas graves, las manifestaciones son muy complejas y no se comprenden

completamente (BHATT et al., 2020).
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Figura 4. Transmision del DENV
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Figura 5. Panel de monitoreo del DENV a nivel nacional - Brasil
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Fuente: MINISTERIO DA SAUDE, 2025.
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1.1.2 Vigilancia sanitaria

Hoy en dia, metodologias como Epidemiologia Basada en Aguas Residuales (WBE
por sus siglas en inglés Wastewater-Based Epidemiology) ofrece una alternativa no
invasiva y rentable a la vigilancia clinica tradicional (WOLFE et al., 2024). Permitiendo
monitorear un determinado patdégeno presente en una poblacién (CRONE et al., 2020),
estimando un aumento y/o disminucidn, circulacion en determinados periodos de tiempo
(PRADO et al., 2023) y la deteccion de posibles brotes (PARACCHINI et al., 2024). En la

Figura 6, se observa el desarrollo de la metodologia y principios de WBE.
Figura 6. Epidemiologia Basada en Aguas Residuales
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Fuente: STONY BROOK UNIVERSITY, 2025. Modificada por autoria propia.

Desecho de secuencias
patogénicas en heces

El uso de esta metodologia fue de gran apoyo para la vigilancia del COVID-19. En
Brasil, fue creada la Rede Monitoramento Covid Esgotos con el objetivo de ampliar la
disponibilidad de informaciones para el enfrentamiento de la pandemia de Covid-19
(INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS E TECNOLOGIA ETEs SUSTENTAVEIS, 2025).

En este mismo ambito, el genoma del DENV puede detectarse en aguas residuales
utilizando métodos moleculares sensibles, como la Reaccién en Cadena de la Polimerasa
en Transcripcion Inversa Cuantitativa en Tiempo Real (RT-qPCR) (THAKALI et al., 2022).
En donde, la cuantificacion del RNA viral en aguas residuales puede correlacionarse con
la carga viral en la poblacién y las tendencias de la enfermedad (SINGER et al., 2023).
Primeramente, ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD (2021) menciona que
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la carga viral se expresa en cg/L (copias gendmicas del virus por litro de aguas
residuales), para ello se consideran los volumenes de la muestra, concentrado (eluido),

extracto de acidos nucleicos y reaccion RT-gPCR, segun la siguiente formula:

Cd 1 _ rro. I RNAtotalmL ConcentradoTotal 1000
—=mL =N ° copias genomicas X X — X
L RNARTQPCR  ConcentradoExtraido  muestra

Para ello, el numero de copias gendmicas se calculan segun:

Ct-b

N ° copias genémicas = , donde

e Ct: valor del ciclo umbral medido para la muestra desconocida;

¢ b:interseccion del eje "y" de la curva estandar; y

e m: pendiente de la curva estandar.
El umbral de ciclos (Ct) en RT-gPCR indica el ciclo en que se detecta el virus en la
muestra (Figura 7). Es un valor inversamente proporcional, donde un numero bajo de Ct

indica una mayor carga viral (CUMPLIDO et al., 2021).

Figura 7. Amplificacién viral de RT-qPCR indicando el Ct
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Por otro lado, factores como el traslado de las muestras, pH, temperatura, caudal,
tiempo, concentracion viral en las heces, entre otros, comprometen los datos analizados
en laboratorio (HAN et al., 2024).

1.1.3 Uso de CRISPR-Cas para deteccion

El sistema CRISPR (Repeticiones Palindromicas Cortas Agrupadas vy
Regularmente Interespaciadas) (OMURA et al., 2025) corresponde al mecanismo de
inmunidad en arqueas y bacterias que actuan contra elementos genéticos invasores
(ITTIPRASERT et al., 2022). Estos se encuentran asociados a una proteina Cas
(CRISPR-Cas) las cuales se clasifican en las clases | y Il (VANGAH et al., 2020) y se
subdividen en 7 tipos y 46 subtipos (Figura 8) (MAKAROVA, 2025).

Figura 8. Clasificacion del sistema CRISPR-Cas
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Fuente: MAKAROVA et al., 2025.

Estudios realizados han demostrado que las proteinas Cas contienen dominios
caracteristicos de nucleasas, helicasas, proteasas y proteinas que se unen al RNA
(MAKAROVA, 2011). Esta caracteristica le permite a los sistemas CRISPR-Cas almacenar
informacion de los elementos genéticos moéviles (MGEs) (WANG et al., 2022)
almacenando una secuencia pequefa del genoma extrafio.

El sistema de inmunidad es generado por las fases de adaptacion, expresion e
interferencia (MOHANRAJU et al., 2022), resumidas en la Figura 9. Una vez que el

organismo detecta el genoma viral, produce un RNA unico que coincide con el virus
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invasor, creando un complejo ribonucleoproteico (RNP) con la capacidad de cortar el
genoma del virus (GRONOWSKI, 2018). Posteriormente, Cas reconoce un motivo
adyacente al protoespaciador (PAM) rico en timina (GENG et al., 2020) propio de genoma
invasor. Este reconocimiento permite la especificidad del sistema CRISPR (SWARTS et

al., 2017). Activando, finalmente la activa endonucleasa de Cas.

Figura 9. Mecanismos del sistema inmunolégico adaptativo CRISPR-Cas
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Fuente: WANG et al., 2022.

Esta caracteristica de las proteinas Cas para dirigirse a secuencias de acidos
nucleicos especificas las convierte en herramientas ideales para el diagnostico molecular
(ZAKIYYAH et al., 2022). Entre ellas, herramientas como DETECTR (Reportero Trans
CRISPR Dirigido a DNA Endonucleasa) (MUSTAFA & MAKHAWI, 2021) (Figura 10) utiliza
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CRISPR-Cas12 para detectar secuencias de DNA especificas mediante un crRNA (RNA
CRISPR) (CECCHETELLI, 2020).

Figura 10. Sistema de deteccion DETECTR
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La activacion de la proteina Cas12 genera una actividad colateral que amplifica la
sefal de deteccion (YUAN et al., 2022). Esa actividad provoca un dafio colateral cuando
el complejo se forma y se activa la escisidén indiscriminada e inespecifica de acidos
nucleicos cercados (KADAM et al., 2023).

Las variantes como Cas12a son altamente versatiles, puesto que estas tienen la
capacidad de procesar sus propios crRNA precursores (pre-crRNA) independiente de
ARNasa lll del huésped (KURIHARA et al., 2022). A la vez, RNP escinden dianas de DNA
monocatenario (ssDNA) y bicatenario (dsDNA) especificos y complementarios al crRNA
(NALEFSKI et al., 2021).

Una vez unido, la guia de ARNcr invade el ADN objetivo, formando un bucle R que

activa el dominio nucleasa RuvC. Esta activacion secuencial y el estado de transicidon



25

tardio aseguran una alta especificidad en la escision del ADN (Figura 11) (STROHKENDL
et al., 2024).

Figura 11. Activacion proteina Cas12a
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Este sistema ha emergido como una plataforma prometedora para la deteccion
rapida y precisa de acidos nucleicos (ARAUJO et al., 2024). Ofreciendo una alta
sensibilidad, lo que permite la identificacion de patégenos incluso a bajas concentraciones
(Li et al., 2023), ademas presenta gran sensibilidad y especificidad (GONG et al., 2021).

El desarrollo de estas plataformas de diagndstico ha abierto nuevas vias para la
deteccion rapida y precisa de enfermedades (ARGARWAL, 2023), superando las
limitaciones de tiempo de los métodos convencionales como la Reaccién de la Cadena
Polimerasa Cuantitativa (QPCR) enfrentan limitaciones como el tiempo y deteccion
(CHENG et al.,, 2025). Las ventajas logisticas son claras, ya que el bajo costo y la
simplicidad de los ensayos basados en CRISPR los hacen accesibles para entornos con
recursos limitados (CURTI et al., 2020) y la capacidad de realizar todo el proceso de
deteccion a una temperatura constante simplifica significativamente los requisitos de
equipos (SU et al., 2022). Esto permite un tiempo de respuesta rapido y adaptable para su
uso en entornos con recursos limitados (PARK et al., 2021) dando como resultado una
deteccion muy sensible, mas rapida y rentable en el futuro (KELLNER et al., 2019).

Para la aplicacién en vigilancia sanitaria es fundamental la optimizacion de las
condiciones de reaccion para los ensayos (STROHKENDL et al., 2024) y la estabilidad de
los biosensores Cas12a en condiciones ambientales variables son cruciales para
aplicaciones de monitoreo a largo plazo (TRUJILLO et al., 2022). Las orientaciones de la
ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD (2022) enfatizan la necesidad de
pruebas precisas y oportunas para la vigilancia, el manejo clinico y la respuesta a brotes
en el diagndstico de laboratorio de arbovirus. En consecuencia, MANN & PITTS (2022),

sugiere que la integracién de la tecnologia CRISPR-Cas en dispositivos de punto de
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atencion podria transformar el monitoreo de patégenos en agua potable y aguas
residuales. GOOTENBERG et al. (2023) destaca que las innovaciones actuales en
diagnosticos basados en CRISPR-Cas se centran en mejorar la velocidad, la capacidad
de multiplexacién y la portabilidad de las pruebas para aplicacién en entornos clinicos y

de vigilancia.

1.2 Justificativa

El virus del dengue representa en la actualidad una amenaza para la salud publica
en Brasil. Tal es su magnitud, que existen sistemas de monitoreo a lo largo de todo el pais
mediante sistemas de vigilancia convencionales y campafas publicas sobre la vigilancia
del mosquito Aedes aegypti. En este contexto, la Epidemiologia Basada en Aguas
Radiales representa una de las fronteras mas prometedoras para la vigilancia sanitaria,
pues permite evaluar la circulacion viral en toda la comunidad de manera andénima y
rentable, incluyendo a los portadores asintomaticos, un eslabon clave en la cadena de
transmision. Sin embargo, la rapida degradacién del RNA significa un obstaculo en
técnicas como el RTg-PCR. Este proyecto aborda directamente dicha barrera tecnolégica
mediante el desarrollo de un sistema de deteccidn que aplica los principios de la
ingenieria genética. El proyecto se centra en la construccion y adaptacion de una
plataforma de diagndstico basada en la tecnologia CRISPR, disefiada especificamente
para identificar el RNA del virus del dengue con alta precision y sensibilidad. EI mérito
cientifico de este trabajo radica en la validacion e implementacion de nuevas

metodologias para laboratorios de analisis molecular en aguas residuales.

1.3 Pregunta norte

¢Es posible desarrollar y validar una plataforma de diagndstico basada en el
sistema DETECTR (CRISPR-Cas12) que alcance la sensibilidad y especificidad
requeridas para la deteccion fiable del RNA del virus del dengue en la compleja matriz de

las aguas residuales?.
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1.4 Hipétesis

Se postula que una plataforma de diagnéstico molecular, basada en el sistema
DETECTR puede ser desarrollada para alcanzar una alta sensibilidad y especificidad en
la deteccion del RNA del virus del dengue. Se hipotetiza que, mediante la optimizacién de
componentes clave como el disefio de crRNA y las condiciones de la reaccion, la
plataforma sera capaz de identificar de manera fiable secuencias virales en la compleja
matriz de las aguas residuales incluso en bajas concentraciones, validando su
funcionalidad como una herramienta efectiva y viable para la vigilancia epidemioldgica del

dengue.
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2 OBJETIVOS
2.1 General

Desarrollar un sistema de diagndstico molecular basado en el sistema DETECTR
(CRISPR-Cas12) adaptado para la deteccion sensible y especifica del RNA del
virus del dengue en muestras de aguas residuales de la ciudad de Foz do Iguagu,
PR.

2.2 Especificos

Identificar mediante analisis bioinformatico, secuencias del virus del dengue
(DENV) adecuadas para su reconocimiento especifico por el sistema de deteccién
en crRNAs;

sintetizar crRNAs a partir de moldes generados por amplificacién por PCR y
posterior transcripcion in vitro (IVT);

producir la proteina AsCas12a mediante expresion in vivo y establecer un protocolo
eficiente para su purificacion;

comprobar in vitro la formacion del complejo ribonucleoproteico AsCas12a—crRNA'y
caracterizar su actividad enzimatica;

utilizar métodos de extraccidn de material genético viral en aguas residuales,
garantizando su integridad y calidad para posterior detecciéon molecular; y

optimizar el sistema DETECTR implementado, ampliando su versatilidad y
mejorando las técnicas de formacibn y desempeino del complejo

ribonucleoproteico.
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3 METODOLOGIA
3.1 Diseno de crRNAs

3.1.1 Analisis bioinformatico y disefio de crRNAs in silico

Se realizé una busqueda mediante analisis bioinformatico de las secuencias
genéticas para los serotipos de DENV en el banco de genes NCBI (Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica). Fue verificada la conservacion de secuencias en cada
serotipo utilizando la plataforma Crustal Omega de EMBL-EBI (Instituto Europeo de
Bioinformatica), posterior busqueda de sitios PAM (TTTN) y verificacion de secuencia
propia de DENV mediante BLAST (nt-nt).

Se seleccionaron secuencias para los serotipos DENV-2 y DENV-3 y posterior
disefio de los crRNAs y control positivo para ser sintetizados utilizando la plataforma
Benchling, segun GARRIGOS et al. (2025).

3.1.2 Ampilificaciéon por PCR y transcripcion in vitro

Los oligonucledtidos iniciadores disefiados fueron suspendidos siguiendo las
instrucciones del fabricante (Exxtend), quedando en una concentracion final de 100
pmol/uL. Fue realizado PCR de ensamblaje utilizando JumpStart REDAccuTag LA DNA
Polymerase (Sigma-Aldrich), segun Tabla 2 en termociclador B960 Heal Force con una
configuracion de programa de 1 ciclo de 95°C por 2 minutos; 35 ciclos de 95°C por 15
segundos, 55°C por 15 segundos y 72°C por 1 minuto; 1 ciclo de 72°C por 5 minutos; y 1
ciclo de 4°C por tiempo «. Posteriormente se evalu6 en gel de agarosa 2%.

La sintesis de los crRNAs se llevé a cabo HiScribe® T7 Quick High Yield RNA
Synthesis Kit (E2040S, BioLabs) mediante RNA Synthesis Protocols. La reaccién se
encuentra detallada en la Tabla 3. Se utilizé termociclador B960 heal force en
programacion de reaccioén 37°C por 16 horas.

Fueron cuantificados los dsDNA y ssRNA obtenidos de las reacciones en
NanoDrop Onec Thermo Scientific utilizando 2 uL por muestra en triplicata y blanco TE 1X.
Posteriormente se utilizd la plataforma NEBioCalculator version 1.17.4 para convertir

Mg/mL a moles.
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Tabla 2. Reaccién PCR para unién y amplificacion de primers ologonucleétidos

Diana/control positivo

Reactivo DENV-2 (dsDNA) DENV-3 dsDNA) (dsDNA)
H20 libre de RNasa 38,5 uL 38,5 uL 38,5 uL
Buffer 10X 5puL 5uL 5uL
MgCI2 (50mM) 3L 3uL 3L
primer UFO (ssDNA) 1uL 3uL -
primer denv-2 (ssDNA) 1L - -
primer denv-3 (ssDNA) - 1L -
primer ctrl-F (ssDNA) - - 1uL
primer ctrl-R (ssDNA) - - 1L
dNTPs (100 mM) 1L 1L 1L
Taq Polimerasa 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
Volumen total 50 uL 50 uL 50 uL

Fuente: autoria propia.

Tabla 3. Reaccion Transcripcion In Vitro

Reactivo

crRNA DENV-2 (ssRNA)

crRNA DENV-3 (ssRNA)

H20 libre de RNasa
Buffer 10X

ATP
GTP
CTP
uTpP

DENV-2 (dsDNA)
DENV-3 (dsDNA)
T7 Polimerasa

Volumen total

27 uL
4 uL
1,5 uL
1,5 uL
1,5 uL
1,5 uL
1uL
2L
40 pL

27 uL
4 uL
1,5 uL
1,5 uL
1,5 uL
1,5 uL
1uL
2L
40 pL

Fuente: autoria propia.

3.2 Produccioén proteina AsCas12a

3.2.1 Extraccion DNA plasmidico

Fue utilizado el plasmido para expresién de la proteina AsCas12a (#114071, Addgene).

Siguiendo las indicaciones del fabricante, fue replicada en medio sélido Luria-Bertani (LB) con

antibiotico kanamicina 50 ug/mL (Km) y cultivada en estufa a 37°C por 16hrs.

Posteriormente fueron preparados indculos cultivando colonias aisladas en 3 mL de

medio liquido LB con Km en agitacion 150 rpm a una temperatura de 37°C por 16 horas.

Del in6culo fueron realizadas preservaciones en glicerol 30% y extraccion de DNA
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plasmidico, transfiriendo 1 mL a un microtubo de centrifuga de 1,5 mL estéril, siendo este
centrifugado a 10.000 rpm por 3 minutos y descartado el sobrenadante. El pellet fue
suspendido en 350 pL de la solucion | (Tris base 50 mM, EDTA-2H20 10 mM, RNAsa 100
pug/mL, pH 8.0), aumentado con 350 pL de solucion Il (NaOH 0,2 Ny SDS 1%) para ser
incubado en bafo de hielo por 5 minutos. Fueron adicionados 400 pL de la solucion lli
(acetato de potasio 3 M y acido acético ~2 M, pH 5,5) y centrifugados a 12.000 rpm por 10
minutos a 4°C. Fueron transferidos 400 uL del sobrenadante a un microtubo de centrifuga
de 1,5 mL y aumentado el volumen con etanol puro 1 mL y congelados a -80°C por 20
minutos. Fue realizada una nueva centrifugacion a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C para
descartar el sobrenadante. El pellet fue lavado dos veces, suspendiendo el pellet con
etanol 70% 1 mL congelado y centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos a 4°C y
descartado el sobrenadante. Finalizado el segundo lavado, el microtubo fue dejado
abierto hasta la evaporacion total del etanol 70%. Al finalizar, fue adicionado TE 1X 50 pL
para suspender el pellet y realizadas lecturas de cuantificacion de ADN en NanoDrop

Onec Thermo Scientific utilizando 2 L en triplicata y utilizando como blanco TE 1X.

3.2.2 Produccion proteina recombinante

Para la produccién de la proteina AsCas12a se realizé una transformacion, siendo
colocados en un microtubo de centrifuga 1,5 mL de E. coli BL21 (DE3) 50 yL 'y 2 uL de
ADN plasmidico. Incubacién en baifo de hielo por 30 minutos y luego un choque térmico,
calentando el microtubo de centrifuga a 42°C por 40 segundos y posteriormente llevado a
bafo de hielo por 5 minutos. Fueron adicionados 900 yL de medio de cultivo SOC (Caldo
Superoptimo con Represion Catabdlica) y cultivados a 250 rpm a 37°C por 1 hora.

Se cultivaron 100 uL de la transformacion en placa Petri con medio LB con Km vy
distribuidos por toda la placa con ayuda de una espatula Drigalski. Las placas fueron
cultivadas en estufa a 37°C por 16 horas. Posteriormente fueron cultivadas colonias

aisladas, preservadas en glicerol 30% y almacenadas a -80°C.
3.2.3 Induccion por IPTG y purificacion
La induccién fue realizada segun QUINTERO et al. (2025), donde los cultivos

preservados fueron reactivados en cultivo sélido LB con Km en incubadora a 37°C por 16

horas. Posteriormente, fue realizado un pre-indculo cultivando una colonia aislada en
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cultivo liquido LB 3 mL con Km en agitacion 150 rpm a 37°C por 16 horas. Fue realizado
el inéculo en medio liquido Terrific Broth (TB) con Km 50 mL utilizando 500 pL del pre-
ino6culo y cultivados en agitacion 250 rpm a 37°C hasta llegar a OD 0,6 - 0,8.

Fue descendida la temperatura a 30°C por 30 minutos y adicionados 0,3 mM de
IPTG para dejar en cultivo por 9 horas. El cultivo fue transferido a un tubo de centrifuga
tipo Falcon 50 mL estéril previamente y centrifugado a 6.000 rpm por 10 minutos a 4°C.
Descartando el sobrenadante y almacenados a -80°C.

Fueron utilizados X20 volumen de buffer lisis (NaH2PO4*H20 5 mM, NaCl 300
mM, Imidazol 10 mM, glicerol 5%, Triton 0,03%, PMSF 100 mM, pH 7,2) para suspender
el pellet del cultivo inducido. Para el calculo de volumen de buffer lisis, fueron pesados
tubos de centrifuga tipo Falcon 50 mL en vacio y con el pellet de induccion con IPTG. Fue
utilizado un Disruptor QR850 (Ultronique) en configuracion de programa potencia 90%,
pulso/pausa de 2 segundos por tiempo de 15 minutos. Finalizado el sonicado, las
muestras fueron centrifugadas a 10.000 rpm por 10 minutos a 4°C. El sobrenadante y
sonicado fueron separados y almacenados a -80°C.

La purificacion fue realizada utilizando kit His-Spin Protein Miniprep™ (ZYMO
RESEARCH). Y posterior dialisis, utilizando membrana semipermeable y colocados los
150 uL de proteina eluida en la membrana, esta fue cerrada utilizando cierre hermético.
La membrana fue colocada en un Becker y adicionados 100 mL de buffer lisis (NaCl 1M,
acetato de sodio 40 mM, EDTA 0,2 mM, DTT 2 mM, pH 6.0). Se mantuvo en agitacion
suave, 4°C por 3 dias. Fue cambiando el buffer didlisis cada 24 horas. Finalmente, se
recuperé la fase interna de la membrana, colocados en un microtubo de 1,5 mL,

adicionado glicerol 50 % y almacenado a -20°C

3.2.4 Cuantificacion proteica

La proteina eluida y dializada fue cuantificada por medio de un ensayo Bradford en
el equipo NanoDrop One¢ Thermo Scientific. Para la curva fueron utilizadas las
concentraciones de proteina albumina 0, 10, 20, 30, 40, 50, 100, 200. Fue utilizada la

plataforma NEBioCalculator versiéon 1.17.4 para convertir ug/mL a moles.
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3.2.5 Gel SDS-page

Para comprobar la eficacia de los experimentos fue realizada corrida en gel SDS-
page 12% (H20 ultrapura 3.290 pL, Tris-HCI 1,5M pH 8,8 2.500 pL, poliacrilamida 30%
4.000 pL, SDS 10% 100 pL, persulfato de amonio 10% 100 yL y TEMED 10 pL) y gel de
apilamiento 5% (H2O ultrapura 2.740 pL, Tris-HCI 1,5M pH 6,8 500 uL, poliacrilamida 30%
4670 pL, SDS 10% 50 uL, persulfato de amonio 10% 50 uyL y TEMED 10 pL). Los
reactivos fueron desecados previamente por 20 minutos). Para la revelacion de las
bandas fueron utilizadas las soluciones de coloraciéon coomassie R250 (Brilliant Blue R
0,025%, metanol 40%, acido acético 10% y H20 ultrapura 50%) y solucion decoloracién
(metanol 40%, acido acético 10% y H20 ultrapura 50%).

3.3 Complejo ribonucleoproteico

Fueron realizados ensayos en termociclador CFX Opues 96 (BioRad) con
programa 37°C con lecturas de 1 minuto X30. Los complejos fueron ensamblados (Tabla
4) utilizando concentracion total (sin diluir) y concentracion diluida a 50 nM (1:1), tanto
para proteina como para crRNA. Se utiliz6 sonda P2_Denv FAM (Thermo Fisher) a una
concentracion 10 nM. A la vez, fueron utilizados buffer r2.1 y buffer 10X complejo (Tris-HCI
200 mM pH 7,5, NaCl 1 M, MgCI2 100 mM, DTT 100 mM, BSA 1 mg/mL).

Tabla 4. Ensamblaje del Complejo Ribonucleoproteico

Reactivo RNP control positivo RNP control negativo

H20 libre de RNasa 14 L 15 uL
Buffer 10X 2 uL 2 uL
AsCas12a 50 nM 1L 1uL
crRNA (ssRNA) 50 nM 1L -

Diana (dsDNA) 1L 1uL
Sonda FAM 10 nM 1uL 1uL
Volumen total 20 pL 20 pL

Fuente: autoria propia.

3.4 Extraccion RNA de muestras de aguas residuales

Son entregadas muestras de aguas residuales de puntos estratégicos en la ciudad

de Foz do Iguacgu, Parana. La colecta es realizada por la empresa SANEPAR en convenio
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con ltaipu Parquetec y entregada al Laboratorio de Biologia Molecular para analisis fisico-
quimico y molecular. Al tratarse de datos sensibles, los puntos de colecta seran
enumerados y solo sera presentada la informacion ct (RT-qPCR) de las muestras reales
utilizadas en el ensayo de validacién.

En un tubo tipo Falcon 50 mL fue colocado Polietilenoglicol (PEG) 800 4 g, cloruro
de sodio 0,9 g y muestra de aguas residuales hasta completar los 50 mL. Estos se
homogeneizaron hasta disolver todas los reactivos y dejarlos en reposo por 1 hora a 4°C.

Las muestras fueron centrifugadas a 15.000 g por 1 hora a 4°C, descartado el
sobrenadante y recuperado el pellet con PBS 1X 400 mL y aumentado con Fenol 1 mL.
Las muestras son homogeneizadas en vortex y centrifugadas a 12.000 g por 10 minutos
a 4°C. Para la extraccion de RNA fue utilizado el PureLink RNA mini kit utilizando 400 uL

de fase superior de la muestra previamente centrifugada.

3.5 Produccion de un complejo ribonucleoproteico in vivo

Se realizd una busqueda actualizada de secuencias genéticas para los serotipos
del virus del Dengue. Fue verificada la conservacién de secuencias por cada serotipo y
entre ellos por medio de plataforma Crustal Omega y posterior busqueda de sitios PAM
(TTTN). A la vez, fue realizada una busqueda bibliografica del sitio de repeticion de
Acidaminococcus sp. conservadas.

Fueron disefiados dos plasmidos para la produccion de crRNAs in vivo y sus

respectivos controles positivos.
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4 RESULTADOS
4.1 Diseino crRNAs

4.1.1 Anélisis bioinformatico y disefio de crRNAs in silico

Los crRNAs disefiados con las secuencias Promotor T7, Scaffold y secuencia
especifica de DENV (Figura 12), compuestos por las siguientes secuencias:
e Promotor T7: 5-CCCTAATACGACTCACTATAGG-3;
e Scaffold: 5-TAATTTCTACTCTTGTAGAT-3;
e Secuencia DENV-2: 5-AAACAGAGGATGGCGTGAACATG-3; y
e Secuencia DENV-3: 5-AAATCCAGCCATTCTTGGCTTTG-3.

Figura 12. Disefio crRNA para la deteccion del DENV

A CCCTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGAT

CCCTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGATAAACAGAGGATGGCGTGAACATG
GGGATTATGCTGAGTGATATCCATTAAAGATGAGAACATCTATTTGTCTCCTACCGCACTTGTAC
GATGAGAACATCTATTTGTCTCCTACCGCACTTGTAC

promotor T7 { scaffold i DENV-2

I I T T T T
19 28 38 48 =1 &2

B CCCTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGAT

CCCTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGATAAATCCAGCCATTCTTGGCTTTG
GGGATTATGCTGAGTGATATCCATTAAAGATGAGAACATCTATTTAGGTCGGTAAGAACCGAAAC
GATGAGAACATCTATTTAGGTCGGTAAGAACCGAAAC

promotor T7 ] harpin | DENV-3

I I I I I I
1@ 29 L) 4182 =) &

Descripcion: A corresponde al disefio de crRNA-DENV-2 y, B corresponde al disefio de crRNA-DENV-3.
Fuente: autoria propia, creada utilizando la plataforma Benchling.

La sintesis de primers oligonucleétidos fueron:
e Primers Oligonucleotideo UFO:
5-CCCTAATACGACTCACTATAGGTAATTTCTACTCTTGTAGAT-3;
¢ Primers Oligonucleotideo rev2a:
5-CATGTTCACGCCATCCTCTGTTTATCTACAAGAGTAG-3; y

¢ Primers Oligonucleotideo rev3a:
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5-CAAAGCCAAGAATGGCTGGATTTATCTACAAGAGTAG-3.

El disefio del control positivo/diana quedd conformado por las secuencias

especificas de DENV y su PAM correspondiente (Figura 13).

Figura 13. Disefio control positivo/diana

TTTAAAATCCAGCCATTCTTGGCTTTG

CATGTTCACGCCATCCTCTGTTTTAAATTTAAAATCCAGCCATTCTTGGCTTTG
GTACAAGTGCGGTAGGAGACAAAATTTAAATTTTAGGTCGGTAAGAACCGAAAC

GTACAAGTGCGGTAGGAGACAAAATTT

PAM
DENV-2 | DENV-3

10 20 30 40 50

Fuente: autoria propia creada utilizando la plataforma Benchling.

La sintesis de primers oligonucledtidos fue la siguiente:
¢ Primers Oligonucleotideo ctrl-F:
5-CATGTTCACGCCATCCTCTGTTTTAAATTTAAAATC-3; y
¢ Primers Oligonucleotideo ctrl-R:
5-CAAAGCCAAGAATGGCTGGATTTTAAATTTAAAACAG-3.

4.1.2 Amplificaciéon por PCR y transcripcion In Vitro

En el gel de agarosa 2% (Figura 14) se muestran la uniéon y amplificacion primers
oligonucledtidos sintetizados. Se puede observar la leve diferencia de tamafios, en donde
primer UFO 42 nt, primer denv-2 37 nt, dsDNA DENV-2 65 pb, dsDNA DENV-3 65 pb,
primer ctrl-R 37 nt y dsDNA diana 54 pb.
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Figura 14. Gel de agarosa 2% PCR de ensamblaje

1000 pb
900 pb
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Descripcion: UFO corresponde al primers oligonucleétido sintetizado de 42 nt; denv-2 corresponde al
primers oligonucledtido sintetizado de 37 nt; DENV-2 y DENV-3 corresponde al producto de PCR de
ensamblaje para los crRNAs disefiados con tamafio de 65 pb cada uno; ctrl-R corresponde al primers
oligonucleétido sintetizado para control positivo de 37 nt y; diana corresponde al producto de PCR de
ensamblaje para control positivo con tamafio de 54 pb.

Fuente: autoria propia.

La cuantificaciéon se detalla en la Tabla 5 y al realizar la conversién a moles se
obtuvieron los siguientes resultados:
e Diana: dsDNA, 54 nt, 1.640,13 pg =4926,19 nM;
e crRNA-denv2: ssRNA, 43 nt, 5.498,83 ug = 398,5 nM; y
¢ crRNA-denv3: ssRNA, 43 nt, 5.849,37 ug = 423,9 nM.

Tabla 5. Cuantificacion producto PCR de ensamblaje e IVT

Muestras ug/mL A260/280 A260/230
DENV-2 (dsDNA) 1.640,13 1,83 1,87
DENV-3 (dsDNA) 1.239,43 1,84 1,85
Diana/control positivo (dsDNA) 1.209,60 1,83 1,74
crRNA-2 (ssRNA) 5.498,83 2,18 2,52
crRNA-3 (ssRNA) 5.849,37 2,21 2,55

Fuente: autoria propia.
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4.2 Produccién proteina recombinante

4.2.1 Extraccion DNA plasmidico y transformacion en E. coli BL21 (DE3)

La cuantificacion realizada de la extraccion DNA plasmidico fue de 216,8 ug/mL,
A260/280 1,89 y A260/230 1,89. Fueron transformadas de forma exitosa colonias de E.
coli BL21 (DE3) con el plasmido AsCas12a (#114071, Addgene) (Figura 15) obteniendo

colonias aisladas.

Fi

ura 15. Transformacién de cepas E. coli BL21 (DE3

Fuente: autoria propia.
4.2.2 Transformacion, induccioén y lisis celular

En la Figura 16 se observa la induccion por IPTG 0,3 mM en E coli. BL21 (DE3)
mediante SDS-page.

Fueron obtenidos 0,5468 g de en células inducidas (pellet) y utilizados 10,936 mL
de buffer lisis. Fue realizado un gel SDS-page (Figura 17), donde se observan muestras

de célula lisada y sonicada, tanto en pellet como en sobrenadante.
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Figura 16. Induccion con IPTG cepas E. coli BL21 (DE3) con plasmido AsCas12a
BL21 Induccion  BL21/Casl2

198 kDa

AsCasl2a
62 kDa

49 kDa

38 kDa
28 kDa

18 kDa
14 kDa

6 kDa

3kDa

Descripcion: BL21 corresponde al la cepa E. coli BL21 (DE3) utilizado como control negativo; Induccion
corresponde al resultado de la induccién por IPTG 0,3 mM donde se observa una granja destacada y
marcada, siendo el peso de AsCa12a 151,3 kDa y; BL21/Cas12 corresponde a la cepa E. coli BL21 (DE3)
transformada con el plasmido AsCas12a.

Fuente: autoria propia.

Figura 17. Sonicado celular

151,3kDa

Descripcién: muestra "sobrenadante sonicado" corresponde al producto de cepas inducidas, lisadas con
buffer y sonicado fase liquida; muestra "pellet sonicado" corresponde al producto de cepas inducidas,
lisadas con buffer y sonicadas fase sélida; muestra "sobrenadante lisis" corresponde al producto de cepas
inducidas y lisadas con buffer fase liquida y; muestra "pellet lisis" corresponde al producto de cepas
inducidas y lisadas con buffer fase sélida.

Fuente: autoria propia.
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4.2.3 Purificacion proteina AsCas12a

Fueron realizadas 3 purificaciones de AsCas12a. La primera de ellas (Figura 18),
AsCas12a fue dializada, la segunda (Figura 19) no se obtuvo proteina purificada y la
tercera (Figura 20) AsCas12a eluida fue utilizada para ensayo Bradford y union de

complejos.

Figura 18. Purificacion | proteina AsCas12a

Eluido Ftl Ft2 Ft3 Ft 4 Ft5 Lavadel Lavado2

198 kDa

62 kDa

49 kDa

33 kDa
28 kDa

18 kDa
14kDa

6kDa

FkDa

Descripcion: "Eluido" corresponde a proteina purificada mediante kit de purificacion en la etapa de elucion;
"Ft1" a "Ft5" corresponden a frow-through obtenida una vez pasada por la membrana; "Lavado 1"y "Lavado
2" corresponden al resultado de los lavados con buffer del kit.

Fuente: autoria propia.
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Figura 19. Purificacion Il proteina AsCas12a

L2-P1  Eluido P1 Eluido P2 L1-pP2 Ft P2

198 kDa

49 kDa

38 kDa
28kDa

18 kDa

14 kDa
6 kDa

ikDa

Descripcion: "L2-P1" corresponde a muestra del lavado 1 de la purificacion |; "Eluido P1" corresponde a
proteina AsCas12a purificada en purificacion |; "Eluido P2" corresponde a proteina AsCas12a purificada en
purificacion II; "L1-P2" corresponde al lavado 1 de la purificacion Il y; "Ft P2" corresponde al flow-through de
las muestras de la putificacion 1.

Fuente: autoria propia.

Figura 20. Purificacion Il proteina AsCas12a

Eido P3| Eldo P2 || EWido P1

151,3 kDa

Descripcion: "Eluido P3" corresponde a la proteina AsCas12a purificada en la purificacién Ill; "Eluido P2"
corresponde a la proteina AsCas12a purificada en la purificacion Il; "Eluido P1" corresponde a la proteina
AsCas12a purificada en la purificacion |; "L1-P3" corresponde a la muestra del lavado 1 de la purificacion ll;
"L1-P1" corresponde a la muestra del lavado 1 de la purificacién I; "L2-P3" corresponde a la muestra del
lavado 2 de la purificacion Il y; "L2-P1" corresponde a la muestra del lavado 2 de la purificacion I.

Fuente: autoria propia.
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4.2.4 Cuantificacion proteina AsCas12a

Mediante el ensayo Bradford, se obtuvo una concentracion de AsCas12a eluida de
13,361 pg/mL y al realizar la conversion de valores, se obtuvo 192,27 mM en

aproximadamente 150 pL.

4.3 Complejo ribonucleoproteico

4.3.1 Prueba de unién de complejos

Se comprobd la unién de AsCas12a con crRNA-DENV3 en concentracion total
(192,27:423,9) en buffer 10X complejo. La Figura 21 muestra la degradacion de la sonda
FAM en presencia de Diana a partir del minuto 12 y una estabilidad al minuto 13. Se
observa también, un pico al inicio de la formacion del complejo.

Los resultados de complejos a una concentracion final 50 nM utilizado buffer r2.1
se observa en la Figura 22 (DENV-2) e Figura 23 (DENV-3). En la cual no se observa la
formacion de curva de degradacion. En el caso del complejo para DENV-2, se observan
varios picos inestables durante el ciclo de reaccidn y en ambos complejos se observan

picos al inicio de la union del complejo.

Figura 21. Prueba de unién RNP para DENV-3

Amplification

T T T T T T T T T T T T T T T
200 1. AsCas12/crRNA-DENV3 +diana -
180 oo i ]
; 100 o
50 - ; : e . B
. AsCas12/crRNA-DENV3
0 — e T SO SO — -
1 1 1 1 1
T T

Cycles

Fuente: autoria propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.
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Figura 22. PNP 50 nM para deteccién de DENV-2 con buffer r2.1
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Fuente: autoria propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.

Figura 23. RNP 50 nM para deteccién de DENV-3 con buffer r2.1

\ ; : : - @PRNP-DENV3 + diana
o |
'S =
x
0 5 10 15 20 25 30

Cycles

Fuente: autoria propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.

Al realizar una una union de complejos en buffer 10X complejo se observa la
formacion de curvas. En el caso del complejo para DENV-2 (Figura 24), se observa
degradacion del control negativo (H20 free) en dos de las muestras en triplicata. Por otro

lado, en el complejo para DENV-3 (Figura 25), no se presentan picos en el control
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negativo, pero si al inicio de la union del complejo. Al igual, una de las muestras del

control positivo presenta una curva fuera del padron observado.

Figura 24. RNP 50 nM para deteccién de DENV-2 con buffer 10X complejo

gy i R e ncmaesnne: T s )
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Fuente: autoria propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.
Figura 25. RNP 50 nM para deteccién de DENV-3 con buffer 10X complejo
- @RNP-DENV3 + diana; : PR S W o W
[\ @rnP-DENV3 e gl : : : :
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Fuente: autoria propia. Software Bio-Rad CFX Maestro.

4.4 Complejo ribonucleoproteico in vivo

Al analizar las secuencias conservadas de un mismo serotipo y entre ellos, fueron

seleccionadas regiones de aproximadamente 200 nt. Aumentando la probabilidad de
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deteccion de RNA del DENV en muestras de aguas residuales. A la vez, se adicionaron
secuencias en comun entre los serotipos. Los tamanos de las secuencias seleccionadas
fueron para DENV-1 206 nt. (Figura 26), DENV-2 206 nt. (Figura 27), DENV-3 163 nt.
(Figura 28), DENV-4 160 nt. (Figura 29), DENV-1,2,4 206 nt. (Figura 30) y DENV-2,3 218
nt. (Figura 31).

Figura 26. Secuencia DENV-1 en el disefio de locus CRISPR

CAACATATTAGTAGAGGTCCAAGATCATGCAACTATCAAAATAAAAGAT CAAGAGAGGCATGACACACTCACTATACTCCT TAAAGCAACTTTGCTGGCAGTCTCAGGAGTGTALCT
CTTGTATAAT AT T CAGGT T TACTACCTTGATACT T T TAT TT TCTACT TCTCTCCCTACTCTCTGAGTGATATGAGGAATTTCOT TGAAACGACCGTCAGAGTCCTCACATGG
DENV-1

28 48 6@ Be ee

CAATGTCAATACCAGCAACTCTTTTTGTGTGGTACT T T TGGCAGAAAMAGAAACAGAGATCAGGAGTGT TATGGGEACACACCCAGCCCTC
GTTACAGTTATGGTCGT TCAGAAAMACACACCATGAAAACCETCTTTTTCTTTGTCTCTAGTCCTCACAATACCCTGTGTGEGETCGGEAG

I T I T T
128 148 6@ l8e 288

Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.

Figura 27. Secuencia DENV-2 en el disefio de locus CRISPR

CCATTTCCTCAGAGCAAT GLACCAATCATGCATCAGCAAACAGAAATCCCTGAGCGT TCATGEAAT TCAGCACATCAATGECTCACGEAT T TTAAAGGEAAGACTETTTGETTTGT
GETAAAGGAGTCTCETTACGTGET TAGTACCTACTCCTTTCTCT T TAGGGACTCGCAAGTACCT TAAGTCCTGETACT TACCCAGTGCCTAAMATTTCCCTTCTCACAAACCAAACA
DENV-2

T
28 42 68 88 1ee

TCCAAGTATAAMAGCAGGAAATCACATAGCAGCTTCTCT TAGGAAAAATCEAAAGAAAGT GATACAACTCAGTAGGAAGACTTTTEACTC
AGCTTCATATTTTCGTCCTTTACTGTATCETCGAACAGAATCCTTTTTACCTTTCTTTCACTATGTTCGAGTCATCCTTCTGAAMACTGAG

I I T T T
128 148 6@ l8e 288

Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.

Figura 28. Secuencia DENV-3 en el disefio de locus CRISPR

GTGAAAACCTGCACATGGCCAAAATCACACACTCTTTGGAGCAACGGTGTGCTAGAGAGTGACATGATCATTCCAAAGAGTCTAGCTGGT
CACTTTTGGACGTGTACCGGTTTTAGTGTGTGAGAAACCTCGTTGCCACACGATCTCTCACTGTACTAGTAAGGTTTCTCAGATCGACCA

I ! I I ! I I ! I
18 ] EL 48 @ Ga T8 1] k]

CCTATTTCGCAACACAACTACAGGCCCGGGTACCACACCCAAACGGCAGGACCCTGGCACTTAGGAAAATTGG
GLATAAAGCGTTGTGTTGATGTCCGGGCCCATGGTGTGGGTTTGCCGTCCTGGGACCGTGAATCCTTTTAACC
DENV-3

I ! I I ! I I
a8 118a 128 138 148 158 168

Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.



Figura 29. Secuencia DENV-4 en el disefio de locus CRISPR

TCTTTGTCCTAAT AT GCTGGTCOCCCCATCCTACGLAAT GOGATGLCTAGGAGT AGGAAACAGAGACT TTOTGCAAGCAGTCTCAGCTGLAGCATEG
ACAAA A GCAT TACT A GACCAGC GGG ET AGEAT GLCT TACGCTACGCATCCTCATCCTTTETCTCTCAAACACCTTCCTCAGAGT CCACCTCGTACT

DENV-4

I T I T I I T I T
18 28 3e 42 5@ i 7e Ba 98

GTCGACCTGETECTAGAACATCEAGCATGOETCACAACCATGECCCAGGEAAAACCAACCTT
CAGCTGCACCACGATCTTETACCTCCTACGCAGTGT TGETACCGEETCCCTTTTEET TEEAA

! ! ! I ! ! !
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Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.

Figura 30. Secuencia DENV-1,2,4 en el disefio de locus CRISPR

TOGGAAGCTTGCTTAACGTAGT TCTAACAGT TTTTTATTAGAGAGCAGATCTCTGATGAACAACCAACGEAAAAAGACGELTCCACCOTCTTTCAATATGCTGAAACGCGLGAG
AGCCTTCCAACCAAT TGCAT CAAGAT TETCAMAMAATAATCTCTCGTCTAGAGACTACTTGTTGETTGCCTTTTTCTGLCCAGCTGGECAGAAAGT TATACGACTTTGCGCGLTC

DENV-1.2.4

T T T T I
28 48 it a2 128

AAACCGCGTGETCAACTGGETTCACAGT TEECGAAGAGAT TCTCAAAAGGATTGCTTTCAGGCCAAGGACCCATGAAATTGGETCATGGCCTTCA
TTTGGCGCACAGTTGACCAAGTGTCAACCGLTTCTCTAAGAGTTTTCCTAACGAAAGTCCGETTCCTGROTACTTTAACCACTACCGGAAGT

T I T I T I T T I
128 138 148 158 168 178 188 198 288

Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.

Figura 31. Secuencia DENV-2,3 en el disefio de locus CRISPR

AAGAACGECAAAA A CCTCATTCAACT TAGT AGCAACGACT TT TCAAACACAATATCAGAAGACTALACT AMATCACTGECACTTTETGETCACAACTEAC
TTCTTGCCCTTTTTCCAGT AT TCAAT CAT T T T CAAAA LT TTCTCT TATAGTCT TCTGAT T TGAT T TACTCACCCTGAAACACCACTETTGACTG

I I I I I I I I I
e 28 e 42 =1 62 Te Ba 98

ATTTTCAGAAATGGOGGLCAATTTTAAAGCAGATAGAGT GATCGALCCAAGAAGATCTCTAAAACCAGT GATCCTGACAGAT GLACCAGAGTGLEETAAT
AT CT T TACCCCCGGT TAAAATTTCGTCTATCTCACTAGC TG T TCT TCTACAGAT TTTGET CACTAGEACTGTCTACCTGGETCTCGUCCATTA
DEMV-2,3

! ! ! ! ! ! I I I I
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CCTGGCTGGACCAATGCCAG
GGACCGACCTGGTTACGGETC

! !
209 21@

Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.
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A diferencia del sitio de repeticion o scaffold utilizado in vitro, se encontré6 una
region mayor en Acidaminococus intestini. Esta regién es la que permite la union del
crRNA a la proteina, por ello, la sintesis de locus CRISPR (multiplex-crRNA) fue incluida
al inicio, entre regiones de deteccion y al final. Debido a secuencias multiples, se
disefiados dos plasmidos para crRNAs siendo locus | (Figura 32) y locus Il (Figura 33). La

diana por otro lado, integra todas las secuencias conservadas con un tamafno de 1159 pb.

Figura 32. Disefio locus |

CCCTAATACGACTCACTATAGGET CAAAAGACCTTTTTAAT TTCTACTCT TGTAGATCTGGCAGTCTCAGGAGTCTACGTCAAAACACCTTTTTAATTTCTACTCTTCTAGATAAGGGAAGACTG
GECATTATGCTGAGTGATATCCCAGTTTTCT GERAAAAAT T AAAGATCAGAACATCTAGACCGTCAGAGTCCTCACATGCAGTTTTCTGGAAAAAT TAAAGATCAGAACATCTATTCCCTTCTGAC
promotor T7 scaffold in vivo crRNA DENV-1 scaffold in vivo crR... -2

T T T T T T
22 42 62 8o lee 128

TTTGETTTGGETCAMAAGACCTTTTTAATTTCTACTCTTGTAGATGCAACACAACTACAGGCCCGELTAGCATAACCCCTTGGGECCTCTAAMCGEETCTTGAGGGETTTTTTG
AAACCAAACCAGTTTTCTGCAAARAT TAAAGAT GAGAACATCTACGTTGTET TGATGTCCGEELCGATCGT AT TGGEEAACCCCGRAGATTTGLCCAGAACTCCCCAAAAAAL
scaffold in vivo | crRMA DENV-3 ) terminador T7

T T T T
148 168 188 288 228

Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.

Figura 33. Disefio locus Il

LT AT ACGACTCACTATAGGET CAAAAGACCTTT T TAAT TTCTACTCT TGTAGAT TCCAAGGAGTCTCAGGTGEAGET CAAAAGACCTTTTTAATTTCTACTCTTCTAGATAATATGCTGAAN
AT TAT G T GAGTGATATCCCAGT TTTCT GeAAAAAT TAAAGAT GAGAACAT CTAACCTTCCT CAGAGTCCACCTCCAGTTTTCTGRAAAAAT TAAAGAT CAGAACATCTATTATACGACTTT
promotor T7 scaffold in vivo CrRNA DEMV-4 scaffold in vivo | erR....4 =

T T T T T T
28 48 (it aa lae 12@

OGO G CAGAGT CAA A A CACCTTTT TAATTTCTACTC T TETAGATAGAAA T GEGEECCAATTTTAACTAGCAT AACCCCT TGEEECCTCTAMMCGEETCTTGAGGEETTTTTTG
GLGCGLTCTCAGTTTTCT GEAAAAA T TAAAGAT GAGAACATCTATCTTTACCCCCGET TAAAAT TGATCGTAT TEEGEEAACCCCGEAGATTTGLCCAGAACTCCCCAAAAAAC
I ) scaffold in vive | crRNA DENV-2,3 ) terminador T7

T T T T T
148 168 188 2ee 228

Fuente: autoria propia. Plataforma Benchling.
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5 DISCUSION

El DENV se caracteriza por su rapida propagaciéon (PRESCOTT et al., 2025),
donde factores como el crecimiento urbano y demografico se atribuyen a la propagacién
del mosquito Aedes aegypti en nuevas zonas geograficas (GOLDING et al., 2023).
Metodologias como la vigilancia por medio de aguas residuales permite comprender la
dinamica de transmision de un determinado virus o patégeno en una poblacién (LI et al.,
2024). A pesar de ello, en la actualidad existen pocos estudios de deteccion del DENV en
aguas residuales, esto se deberia a la baja carga de arbovirus en comparacion a otros
virus (HERNANDEZ et al., 2025). Entre los casos registrados, fueron monitoreadas 2,5
millones de personas en la ciudad de Miami, USA, donde se informaron 165 casos.
Fueron confirmados los serotipos DENV-2 y DENV-3, donde DENV-3 fue asociado a
viajes (71%) (WOLFE et al., 2023).

El presente estudio demuestra la factibilidad técnica de utilizar el sistema
DETECTR basado en AsCas12a para la deteccion del virus del dengue (DENV) en
matrices de alta complejidad como las aguas residuales (WOLFE et al., 2023). La
expresion recombinante de AsCas12a en E. coli BL21 (DE3) y su purificacion posterior
permitieron obtener una proteina cataliticamente activa, como lo evidenciaron tanto el
analisis por SDS-PAGE. Estos resultados concuerdan con reportes previos en los que
AsCas12a expresada en bacterias ha mostrado una actividad robusta y adecuada para
aplicaciones diagndsticas (QUINTERO et al., 2025), permitiendo ademas la reduccién de
costos en comparacion con la importacion de proteinas comerciales.

La formacion del complejo ribonucleoproteico (RNP) revel6 una marcada
dependencia de las condiciones de reaccion, particularmente de la composicion del buffer
y de la proporcion proteina:crRNA. Esta observacion es consistente con estudios
recientes que destacan que entre los componentes criticos en ajustes de Cas12a se
encuentran el crRNA, la proporcion y la concentracion éptima de la proteina (HE et al.,
2024). De hecho, la minima variacién en la concentracion de sal o en la disponibilidad
idnica del buffer resultd en fluctuaciones significativas en la intensidad fluorescente, lo
cual coincide con lo descrito por JANG et al. (2025) y VILLAVICENCIO, 2022, quienes
sefalan que la actividad trans-cleavage de Cas12a es altamente sensible al entorno
quimico, especialmente en sistemas one-pot o sin preamplificacion. Los ensayos de
deteccion utilizando dianas sintéticas de DENV-2 y DENV-3 mostraron que la eficacia de

corte no es homogénea entre serotipos, lo que puede atribuirse a diferencias en
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accesibilidad estructural de las regiones seleccionadas o a variaciones en el plegamiento
del crRNA. Esta variabilidad refuerza lo propuesto por NIMSAMER et al. (2021), quienes
recomiendan utilizar dianas de multiples genes estructurales para mejorar la robustez
diagndstica, especialmente en virus con genomas altamente variables como DENV.

La aplicacidon del sistema en muestras reales de aguas residuales constituye uno
de los resultados mas relevantes del trabajo. A pesar de las limitaciones inherentes a esta
matriz (presencia de inhibidores, fragmentacién del material genético y baja concentracion
viral) se detectd sefial asociada a muestras con valores de Ct cercanos a 35. Este
hallazgo se alinea con informes previos de vigilancia ambiental donde tecnologias
CRISPR han demostrado sensibilidad suficiente para detectar cargas virales bajas,
comparables al limite de deteccion de RT-qPCR, aun en muestras no ideadas para
ensayos isotérmicos (QUINTERO, 2024). La deteccion, aunque heterogénea, muestra el
potencial de utilizar DETECTR como una herramienta complementaria en la
epidemiologia basada en aguas residuales, un enfoque particularmente valioso
considerando las tasas de subdiagnostico de dengue reportadas en la regién (DA SILVA et
al., 2024; SECRETARIA DA SAUDE, 2025).

La presencia de escision inespecifica en algunos ensayos subraya la necesidad de
optimizar la estequiometria del complejo RNP y las condiciones del buffer, asi como de
reducir la actividad basal de Cas12a. Aqui cobra relevancia la propuesta de un sistema
multiplex-crRNA que apunte a la misma secuencia, el cual aumentaria la eficiencia de
corte sin la necesidad de preamplificacion y permitiria incluso la deteccion cuantitativa
(ZHANG et al., 2023). En este trabajo se avanzé hacia dicho enfoque mediante el disefio
conceptual de un locus CRISPR multiespaciador para expresion in vivo, o que podria
mejorar considerablemente la sensibilidad y reducir la variabilidad entre replicados.
Ademas, producir complejos RNP directamente en células bacterianas se alinea con
iniciativas recientes orientadas a democratizar el acceso a diagnésticos CRISPR de bajo
costo, aumentando la escalabilidad y reduciendo la dependencia de insumos importados
(RANANAWARE et al., 2025).

En conjunto, los resultados obtenidos indican que AsCasi12a y el sistema
DETECTR representan una plataforma prometedora para la deteccion de DENV en
contextos de vigilancia ambiental. No obstante, antes de considerar su implementacion en
rutina es necesario profundizar en la optimizacion de las condiciones de reaccion, evaluar
sistematicamente la inhibicion por matriz y estandarizar la preparacion de muestras,

posiblemente mediante un pretratamiento basado en RT-PCR con primers randémicos
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para garantizar reproducibilidad y disminuir falsos negativos. A pesar de estas
limitaciones, el presente trabajo constituye un avance significativo hacia el desarrollo de
metodologias diagnosticas sensibles, adaptables y econdmicamente viables para la
vigilancia epidemioldgica de arbovirus en la regidn, y abre el camino para futuras mejoras

basadas en multiplexacion, uso de nuevas dianas y optimizacion operativa del sistema

CRISPR-Cas12a.
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6 CONCLUSIONES

Se disenaron y sintetizaron crRNAs dirigidos a regiones gendmicas conservadas
del virus del dengue para los serotipos DENV-2 y DENV-3. Al igual, se realizd una
produccion y purificacion de la proteina AsCas12a funcional de manera eficiente.

Fue validada la union del complejo ribonucleoproteico, demostrando que el sistema
DETECTR es funcional, pero su actividad depende de las condiciones estequiométricas y
composicién del buffer de reaccion.

Fue desarrollada la metodologia de extraccion de RNA de aguas residuales en la
ciudad de Foz do Iguagu. Siendo evaluada la sintesis de primers randomicos especificos
para la previa amplificacion y evaluacion de las muestras.

Aunque el sistema DETECTR representa una alternativa prometedora y sensible
para la vigilancia ambiental del DENV, la implementacion de esta herramienta en rutina
laboratorial requiere de una optimizacion de reaccion y amplitud de deteccion.

Fue disefiado un sistema in vivo para la produccion de RNP Jlocus multiples. Esta

optimizacién permitiria la reduccion de costos y adaptabilidad a un sistema cuantitativo.
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