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sintese acarreta no deslocamento do quencher presente na
extremidade 3', o que resulta na identificacdo da fluorescéncia,
como representado na parte B (Adaptado de Yaren et al., 2017).

Figura 34. Representagdo das etapas de fabricagdo de dois
diferentes microdispositivos rotativos de PS-T. A e B) dispositivo
para analise unica. A e C) layout e alinhamento das partes que
compdéem os microdispositivos incluindo: reservatorios, parte
intermediaria e valvula de PS-T. C e D) Representagcao das 9
camaras que compde o microdispositivo para multi-analise em
formato de CD.

Figura 35. Representacdo da amplificacdo e deteccdo RT-LAMP
em microdispositivos rotativos de PS-T em quatro etapas. Etapa:
A) adicao do intercalador de DNA e da mistura reacional contendo
os primers DENV-1, ZIKV e CHIKV e incubacédo da mistura RT-
LAMP; sendo DN - controle negativo do iniciador DENV; DP-
controle positivo do iniciadores DENV; DA — Amostra em
iniciadores DENV; 3-6) Iniciadores ZIKV, sendo DN - controle
negativo do iniciador ZIKV; ZP- controle positivo do iniciadores
ZIKV; ZA — Amostra em iniciadores ZIKV; 7-9) Iniciadores CHIKV;
sendo CN — controle negativo do iniciador CHIKV; CP- controle
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RESUMO

Em muitos lugares ao redor do mundo, infecgcdes virais transmitidas por
artropodes como a dengue, zika e chikungunya e infecgbes virais
respiratorias, tal como o SARS-CoV-2 (sindrome respiratoria aguda grave de
coronavirus 2) tornou-se um grave problema de saude publica. Assim como
para todas as doencas de grande impacto social, o diagnostico preciso e
rapido da infeccéo, pode ser um grande aliado no tratamento e controle
adequado da doenca. A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP)
emergiu no ano 2000 como uma importante alternativa para simplificar o
diagnéstico de doencas infecciosas. Além disso, uma vantagem da LAMP é
qgue ela permite uma leitura facil do resultado através da detecc¢éo visual. No
entanto, esta etapa deve ser realizada com cautela para evitar contaminagao
e resultados falso-positivos, especialmente nos casos em que ha necessidade
de abrir o tubo ao final da reacdo. Neste sentido, a LAMP realizada em
plataformas microfluidicas pode minimizar resultados falso-positivos, além de
ter potencial para aplicacbes no point-of-care. Neste estudo, descrevemos
dispositivos microfluidicos centrifugos de poliestireno (PS-T) controlados por
hand-spinner para diagnéstico molecular da COVID-19, dengue, zika e
chikungunya por RT-LAMP, com deteccdo colorimétrica integrada e
automatizada. Os testes RT-LAMP on-chip foram realizados com dois tipos de
deteccao diferentes: i) adicdo automatizada de SYBR Green pds-amplificacédo
(RT-LAMP-SG), ii) e adicdo do indicador de pH, vermelho de cresol, pré-
incubacédo (RT-LAMP-VC). A amplificacao no teste RT-LAMP-SG foi realizada
em uma microcamara com capacidade de 5 pL e o SG foi adicionado em outra
camara com capacidade para 3 L, e a reacao foi controlada termicamente
com um termobloco. Ao final do tempo de incubacgéo (10 min), a deteccao foi
realizada diretamente no dispositivo por detec¢do visual apds rotacdo do
dispositivo por um hand-spinner. Nossos resultados para os testes com
deteccao via SYBR Green | demonstram que é possivel detectar com sucesso
SARS-CoV-2, DENV-1, ZIKV e CHIKV nos microdispositivos e o limite de
deteccdo foi de aproximadamente 103, 660, 30 e 48 coépias do RNA pL?
respectivamente. Amostras clinicas de COVID-19 foram testadas utilizando o
protocolo RT-LAMP-SG, bem como pelo RT-gPCR, demonstrando
desempenho comparavel ao ensaio CDC para detec¢cédo do SARS-CoV-2 RT-
gPCR. Para a amplificagdao RT-LAMP-VC apenas a deteccdo de arboviroses
foi avaliada e apresentou limite de deteccédo de 1050, 15 e 72,5 copias pL*
para deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV, respectivamente. Dispositivos em
formato de CD foram utilizados com sucesso para realizacédo dos trés testes
simultaneamente (dengue, zika e chikungunya) para ambos os métodos de
deteccdo (RT-LAMP-SG e RT-LAMP-VC). As metodologias descritas neste
estudo representam métodos simples, utilizadas aqui para diagndsticos
moleculares rapidos de doencas virais infecciosas em microdispositivos
descartaveis, ideais para sistemas de teste no point-of-care.

Xi



Palavras-chaves: RT-LAMP, microdispositivos de PS-T, valvulas hidrofébicas
de toner, hand-spinner.

xii



ABSTRACT

Infections caused by the new coronavirus (SARS-CoV-2) and arthropod-borne
viral infections such as dengue, zika and chikungunya have become a severe
public health problem. As all diseases have a significant social impact, the
accurate and rapid diagnosis of the infection can be instrumental in treating
and adequately controlling the disease. Loop-mediated isothermal
amplification (LAMP) emerged in 2000 as an essential alternative to simplify
the diagnostics of infectious diseases. An advantage of LAMP is that it allows
a straightforward reading of the final result through visual detection. However,
this step must be performed with caution to avoid contamination and false-
positive results, especially in cases where there is a need to open the tube. In
this sense, LAMP performed on microfluidic platforms can minimize false-
positive results and have potential for point-of-care applications. Here, we
describe a polystyrene (PS-T) centrifugal microfluidic device manually
controlled by a hand-spinner for molecular diagnosis of COVID-19, dengue,
zika and chikungunya by RT-LAMP, with integrated and automated colorimetric
detection. The confirmatory and discriminatory on-chip RT-LAMP test was
performed with two types of detection: i) automated addition of SYBR Green
fluorescent dye post-amplification (RT-LAMP-SG), and ii) addition of the pH
indicator, cresol red, pre-incubation (RT-LAMP-CR). RT-LAMP-SG
amplification was performed in a microchamber with a capacity of 5 uL, and
the SG was inserted in another chamber with a 3 uL. The reaction was
thermally controlled with a thermoblock. At the end of the incubation time (10
min), the detection was performed directly on the device by visual detection
after the microdevice spun with a hand-spinner. Our results for the endpoint
detection system for LAMP (RT-LAMP-SG) demonstrate that it is possible to
detect SARS-CoV-2, DENV-1, ZIKV and CHIKV in the microdevices with a
detection limit of approximately 10-3, 660, 30 and 48 RNA copies pL-1
respectively. Clinical samples of patients infected with COVID-19 were tested
using our RT-LAMP protocol as well as by conventional RT-gPCR,
demonstrating comparable performance to the CDC SARS-CoV-2 RT-qPCR
assay. For the RT-LAMP-CR amplification, only the detection of arboviruses
was evaluated and presented a detection limit of 1050, 15 and 72.5 copies per
ML for detecting DENV-1, ZIKV and CHIKYV, respectively. Devices in CD setup
were successfully handled performing the three tests simultaneously (dengue,
zika and chikungunya) for both detection methods (RT-LAMP-SG and RT-
LAMP-CR). The methodologies designated in this study represent simple
methods for rapid molecular diagnostics of infectious viral diseases on
disposable microdevices, ideal for point-of-care test (POCT) systems.
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Prefacio

Este prefacio se faz necessario para esclarecer sua configuracao final.
Esta Tese apresenta o desenvolvimento de metodologias analiticas
associadas a deteccdo de virus de RNA em microdispositivos a base de
poliestireno-toner (PS-T).

O presente trabalho é um estudo que parte desde o desenvolvimento
de microdispositivos rotativos de PS-T, até a aplicacdo no diagnostico de
doencas virais infecciosas. O estudo visa desenvolver testes moleculares
baseados em LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) em plataformas
microfluidicas a base de filme de poliestireno, o microdispositivo de PS-T. O
microdispositivo de poliestireno-toner rotacionalmente controlado por um
hand-spinner combina o emprego de valvulas de baixo custo (valvulas
hidrofébicas) e a utilizacdo de um sistema centrifugo livre de energia, hand-
powered, adequados para aplicacdes no point-of-care. Esse sistema manual
giratorio é simples, facil de aplicar e acessivel, ndo necessitando de fonte de
alimentacao (baterias) ou microcontroladores.

Os testes desenvolvidos neste estudo tém um carater inovador em
relacdo ao método tradicional de diagnostico molecular baseado em RT-
LAMP (em microtubos), que requer a adicdo manual do intercalador de DNA
apos o término da etapa de incubacdo (etapa com maior risco de
contaminacgao).

Inicialmente, o estudo tinha como objetivo geral o desenvolvimento de
um dispositivo integrado e automatizado para o diagndstico molecular de
arboviroses com altos riscos epidemiolégicos como dengue, zika e
chikungunya. A amplificacdo RT-LAMP e deteccao visual seria realizada em

dispositivos com custo quase zero utilizando um sistema centrifugo manual a
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base de um hand-spinner. Até a data de qualificacdo, realizada em 18 de
fevereiro de 2020, o presente trabalho ja havia avancado no desenvolvimento
do dispositivo rotativo e da metodologia RT-LAMP com deteccédo de endpoint
utilizando o intercalador de DNA SYBR Green | para o diagnéstico de infecgéo
por zika virus.

No entanto, vinte e dois dias ap0s a qualificacdo, no dia 11 de marco
de 2020, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) classificou a COVID-19
como pandemia e medidas restritivas comegaram a vigorar com o intuito de
conter a propagacao do virus.

Mesmo diante do cenario desconhecido e assustador de uma
pandemia, mas tendo em vista a experiéncia adquirida desde 2015 no
desenvolvimento de testes baseados em LAMP, nosso grupo de pesquisa
decidiu utilizar a experiéncia com os testes moleculares e desenvolver um
teste baseado em RT-LAMP para o diagnostico da COVID-19. A intencéo era
ajudar a testar a populacdo, desejo impulsionado devido a escassez de testes,
que foi um grande problema para o Brasil no inicio da pandemia,
especialmente em pequenos centros.

Assim, o desenvolvimento dos testes baseados em RT-LAMP para o
diagnéstico da COVID-19 comecou em marcgo de 2020. Desta forma, todos os
integrantes do laboratério de Biomicrofluidica interromperam seus projetos e
passaram se dedicar integralmente ao projeto da COVID-19 juntamente com
dois integrantes do Laboratério de Genética Molecular e Citogenética — LGMC
da UFG. Sendo assim, o projeto de desenvolvimento de metodologias RT-
LAMP para detecgéo das arboviroses foi temporariamente interrompido.

O objetivo era oferecer a populagédo um teste simples e de baixo custo
para a o diagnéstico da COVID-19 em locais com pouca infraestrutura
laboratorial. Vale ressaltar que o projeto da COVID-19 foi iniciado sem
nenhum recurso financeiro, sendo inicialmente um grande desafio. A pequena
quantidade de reagentes disponiveis naquele momento (menos de um frasco
de enzima) era um fator limitante para a continuidade da pesquisa.

Para o desenvolvimento inicial dos testes uma amostra de cultivo

inativado foi fornecida pelo Laboratorio de Virologia Clinica e Molecular do
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ICB-USP. Posteriormente, a parceria com a Tenda Triagem COVID-19 —
UFG, lancada em 20 de maio de 2020, auxiliou na obtencdo das amostras
reais.

Testes RT-LAMP para deteccdo do SARS-CoV-2 foram inicialmente
conduzidos em microtubos. Cerca de dois meses apdés o inicio dos
experimentos, o dispositivo de poliestireno toner que ja havia sido
desenvolvido e otimizado no trabalho das arboviroses, foi utilizado para
realizar testes para deteccdo da COVID-19. Os resultados com os
microdispositivos foram promissores. No entanto, a escassez de insumos para
dar continuidade a pesquisa se tornou um problema real

Diante disso, a pesquisa foi divulgada em midias locais da capital. Com
isso, surgiram algumas oportunidades de financiamento que permitiram a
continuidade das pesquisas para o0 desenvolvimento de testes para
identificacdo do novo coronavirus. Os auxilios financeiros (FAPEG, CNPq e
Ministério Publico do Trabalho) permitiram tanto adquirir os insumos quanto
estruturar o laboratério, que até entdo era precario em termos de
infraestrutura. Desta forma, os resultados do teste COVID-19 em dispositivos
rotativos de poliestireno-toner foram obtidos rapidamente, uma vez que toda
arquitetura do dispositivo ja estava pronta, e vinha sendo desenvolvida desde
o inicio do doutorado.

Os resultados com o teste rapido para deteccao da COVID-19 nos
dispositivos rotativos foram publicados na revista Analyst como o titulo: Rapid
molecular diagnostics of COVID-19 by RT-LAMP in a centrifugal polystyrene-
toner based microdevice with end-point visual detection.

Com o avanco da pesquisa, outros métodos de detecc¢do visual foram
explorados, como o uso de indicadores de pH para deteccdo visual dos
resultados. Inicialmente o0s testes realizados em escala convencional
(microtubos) foram intitulados, sistema closed-tube. Esse sistema closed-tube
foi utilizado em varias campanhas de testagem da populacdo na cidade de
Goiania (mais de 2000 testes) e também em dois hospitais da Capital, na
modalidade point-of-care, sendo eles o Hospital do Policial Militar (HPM) e

Hospital das Clinicas (HC). Os resultados foram bastante satisfatérios em
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relacdo a especificidade (94,20%) e sensibilidade (88,89%) oferecendo a
populacdo um diagnostico qualitativo (SARS-CoV-2 detectado e nao-
detectado) da doenca. Os dados obtidos nessas testagens foram publicados
em duas revistas cientificas: Analytical Methods e Journal of the Brazilian
Chemical Society.

Durante esses dois anos de pandemia, o grupo desenvolveu varias
campanhas de testagem usando os testes RT-LAMP. A participacdo nessas
campanhas de testes me proporcionou aprendizado e realizag&o profissional.
Todo pesquisador tem este sonho, de ver o que desenvolveu na bancada do
laboratorio sendo atil para as pessoas.

Além das campanhas de testagem populacional, uma transferéncia de
tecnologia do teste rapido para deteccao da COVID-19 foi realizada em 2021,
disponibilizando amplamente a tecnologia RT-LAMP desenvolvida neste
projeto. Como resultado, o teste esta atualmente disponivel no mercado.

Foram aproximadamente um ano e meio (marco de 2020 a agosto de
2021) dedicados exclusivamente aos testes para diagnostico da COVID-19
que incluiram: participagdo em campanhas de testagem, transferéncia de
tecnologia e publicacdo de artigos cientificos.

Os estudos para deteccéo de arboviroses on-chip foram retomados nos
altimos seis meses do doutorado. Além disso, o conhecimento para a
realizacdo de testes RT-LAMP com detecc¢éo visual envolvendo indicadores
de pH (adquirido durante os testes da COVID-19) foram aplicados em
microdispositivos rotativos PS-T, fornecendo novos caminhos para
instrumentacédo simples, que permitiria portabilidade, integracéo e automacao
no desenvolvimento de um ensaio molecular RT-LAMP.

Assim, como resultado do desenvolvimento do diagndstico on-chip para
deteccdo de COVID-19 (nao previsto inicialmente), e visando incluir na Tese
tanto os testes para arbovirus quanto o teste para COVID-19, a Tese foi
intitulada: “Microdispositivos de poliestireno-toner rotacionalmente
controlados por hand-spinner para aplicagdes no diagndstico molecular

de doencas infecciosas.” Desta forma, esta tese foi dividida em quatro



capitulos, e um resumo do que sera apresentado em cada capitulo segue
abaixo:

Capitulo 1, Desenvolvimento e otimizagdo de microdispositivos
centrifugos controlados por hand-spinner; apresenta a fundamentacao
tedrica e o processo de microfabricacdo para producdo dos microdispositivos
rotativos. Este capitulo descreve a fabricacdo e otimizacdo de todos os
dispositivos rotativos utilizados neste estudo. Os capitulos posteriores
apresentam as aplicacdbes dos dispositivos rotativos, através das
metodologias RT-LAMP para diagndstico de diferentes doencas infecciosas.

Capitulo 2, Diagnostico molecular da COVID-19 on-chip com
deteccdo endpoint utilizando SYBR Green; apresenta a técnica de
amplificagdo de DNA utlizada neste estudo, nomeada, Loop Mediated
Isothermal Amplification (LAMP), bem como os parametros operacionais para
aplicacdo dessa técnica em dispositivos rotativos de PS-T. De modo geral
esse capitulo culmina em dois temas principais: i) o uso do teste RT-LAMP
em microdispositivos com deteccéo endpoint utilizando intercalador de DNA
SYBR Green | e ii) o diagndstico rapido da COVID-19.

Capitulo 3, Diagnostico molecular de arboviroses on-chip com
deteccdo endpoint utilizando SYBR Green; apresenta as metodologias
baseadas em RT-LAMP para deteccdo de dengue, zika e chikungunya em
dispositivos rotativos de PS-T operados por um hand-spinner para
automatizar a deteccéo visual utilizando SYBR Green |. Este capitulo também
apresenta um lab-on-a-disc capaz de realizar os trés testes simultaneamente.

Capitulo 4, Diagnostico molecular de arboviroses com deteccéo
visual on-chip utilizando o indicador de pH vermelho de cresol; apresenta
as metodologias baseadas em RT-LAMP para deteccdo de dengue, zika e
chikungunya em dispositivos de PS-T utilizando indicador de pH detecgéo
visual. Este capitulo também apresenta um lab-on-a-disc capaz de realizar os
trés testes simultaneamente. Este capitulo também apresenta uma breve
comparacao entre os dois métodos de deteccao utilizados nesta Tese (SYBR

Green e indicador de pH) aplicados na deteccao on-chip.






CAPITULO 1

DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO
DE MICRODISPOSITIVOS
CENTRIFUGOS CONTROLADOS POR
HAND-SPINNER



1. INTRODUCAO

1.1.2 Microdispositivos rotativos e manipulacao dos fluidos
atraveés de valvulas

O conceito de microssistemas de analise total (Micro total analysis
systems, WTAS) ou também conhecido como [ab-on-a-chip (LoC) foi
introduzido na década de 90 por Manz e colaboradores (1990) e representa
um marco para o desenvolvimento de sistemas analiticos microfluidicos por
exibirem a possibilidade de integrar duas ou mais etapas de uma analise em
um dispositivo unico miniaturizado. De modo geral, grande parte dos
componentes essenciais para o processamento automatizado de uma analise
podem ser acoplados na plataforma LoC (COLTRO et al., 2007;
STROHMEIER, et al., 2015; KONG, et al., 2016).

Uma subcategoria dos sistemas LoC, o Lab-on-a-disc (LoD) ou
também denominado sistema microfluidico centrifugo, tem emergido nos
ultimos anos por propiciarem novos caminhos para uma instrumentagéo mais
simples, permitindo portabilidade, integracdo e automatizacdo das analises.
Essa subcategoria ndo requer bombas e interfaces externas para controle dos
fluidos e por esse motivo apresentam potenciais para o desenvolvimento de
plataformas no point-of-care (POC) (KONG, et al., 2016).

Normalmente as plataformas LoD assumem o formato de um CD e
permitem a realizagdo de diversas etapas em um unico dispositivo atraves de
um mecanismo simples: o bombeamento de fluidos através da adigdo de uma
forga centrifuga (KONG et al., 2016). A forga centrifuga atua como uma bomba
de liquido e impulsiona o fluido radialmente para fora do centro do disco, o

que permite o bombeamento do fluido para diferentes cAmaras a partir de uma
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taxa de rotacao estabelecida (STROHMEIER, et al., 2015; JACKSON, et al.,
2016; KONG, et al, 2016). Na grande maioria dos dispositivos LoD, o
bombeamento do fluido (por centrifugacéo) € iniciado ou encerrado em um
ponto especifico dos microcanais através da presenga de valvulas de
interrupcdo, categorizadas como valvulas ativas (exigem acionadores
externos) ou passivas (acionadas pela velocidade de rotagdo) (STROHMEIER,
et al., 2015; JACKSON, et al., 2016; ZHU, et al., 2018).

As valvulas passivas (dentre elas, as hidrofobicas ou capilares)
apresentam um meétodo simples para manipulagao dos liquidos por direcionar
e bloquear o fluxo dos fluidos através de um mecanismo simples de
mobilizacdo: o diferencial de pressdo (KAZEMZADEH, et al., 2015). A forga
centrifuga atua como um mecanismo de propulsdo ultrapassando a pressao
capilar e impulsionando o fluido no sentido contrario ao centro de rotagao (KIM,
et al., 2008; KAZEMZADEH, et al., 2013). De um modo geral as valvulas
passivas sofrem agdo da for¢ca centrifuga, na qual, a pressdo de
bombeamento estabelece a mobilidade do fluido (GREENWOOD &
GREENWAY, 2002; FENG, et al., 2003; EZKERRA, et al., 2011).

A partir do momento que a dindmica dos fluidos passa a ser
direcionada pela aceleracao centrifuga, as pseudoforcas ou forgas dos corpos
inerciais passam a agir sob o plug do fluido sendo elas: a pseudoforga, de
Euler (momento angular causado pela aceleragdo e desaceleragao,
velocidade angular) e pseudoforca de Coriolis (perpendicular ao vetor
velocidade). A pseudoforgca de Coriolis permite o controle e direcionamento
(em uma diregao especifica) para o bombeamento do fluido. Ja a pseudoforga
de Euler, associada a Lei de Newton proporciona a turbuléncia do plug durante
a mistura, pois esta diretamente associada a velocidade angular obtida
durante a rotagao, logo caso a velocidade angular do disco ndo mude em
relagdo ao tempo, essa forca ndo é gerada. De acordo com Kong e
colaboradores (2016) essas pseudoforgas afetam a dindmica dos fluidos
mediante as diferentes posi¢des radiais, conforme mostrado na Figura 1 (REN
& LEUNG, 2013A; REN & LEUNG, 2013b; KONG, et al., 2016; BORBA, 2017).



Rotagao
Capilaridade ~ /
F, x w?

Figura 1. Movimento giratorio e as principais for¢gas que agem sobre o plug do fluido.
Py= pressao de bombeamento (gerada pela forga centrifuga) e sentida pelo fluido.
Fe- forca de Euler (proporcional a aceleragdo angular), Fc= forga de Coriolis
(perpendicular a frequéncia de rotagao angular e a velocidade do fluido) e F= forca
centrifuga (agindo radialmente para fora) (Borba, 2017).

P, = pw2rAr

De modo geral, a operagdo do dispositivo rotativo consiste
basicamente em manipula-lo de modo que, a medida que o dispositivo é
girado, o fluido seja empurrado no sentido contrario ao centro de rotacao,
podendo ser transportado entre diferentes camaras através de microcanais. A
instrumentacdo utilizada neste tipo de dispositivo pode ser simplificada e
normalmente o bombeamento centrifugo € realizado utilizando um motor (que
possui rotacdo controlada), que, por meio de sua rotagdo, movimenta 0s
fluidos na direcéo radial, afastando-o do centro de rotacdo. A taxa de fluxo dos
fluidos dentro dos microcanais depende da velocidade de rotagdo, tamanho
do canal, posicdo da camara e viscosidade do fluido. Nesse seguimento, o
fluxo em microescala é dominado pela largura e layout do canal, geometria da
camera de mistura e pressao induzida via rotacao (rota¢des por minuto, RPM)
(REN & LEUNG, 2013B; STROHMEIER, et al., 2015; JACKSON, et al., 2016;
BORBA, 2017).

Além disso, segundo Reng e Leung (2013a) a qualidade da vazéo e
disperséo dos fluidos por difusdo em dispositivos rotativos esta atribuida a
duas variaveis: i) o efeito da aceleracdo e desaceleracdo do disco rotativo
(modo de agitacdo) por induzir diretamente na obtencdo de uma mistura
uniforme e a ii) dimensdo do microcanal visto que o fluxo do fluido pode ser
interrompido, dado que canais estreitos dificultam a mistura, o que torna a

mistura por difusdo ineficaz (REN & LEUNG, 2013B).
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1.1.1.1 Dispositivos centrifugos livres de eletricidade

Uma das vantagens associadas aos microdispositivos centrifugos
LoDs incluem o controle do fluxo do fluido através da velocidade de rotagao
do disco. Nesse contexto, a busca por metodologias e diferentes abordagens
para o controle da rotagdo do disco tornou-se um dos principais alvos dos
pesquisadores da area. Na literatura diferentes sistemas centrifugos séo
descritos, dentre eles, a utilizagcdo de sistemas mecanicos composto por
motores e monitorados por softwares (KAZEMZADEH, et al., 2015; JACKSON
etal.,, 2016) e também a utilizacao de sistemas giratérios livres de eletricidade
(manuais) (ZHANG, et al., 2018).

Sistemas centrifugos monitorados por softwares apresentam
vantagens como propiciar a rotagao do disco de maneira controlada e estavel,
no entanto requer um sistema controlador (aparelho) atuando como sistema
de controle do motor. Por outro lado, os sistemas manuais a base de hand-
powered sao simples, de facil aplicabilidade e acessiveis, nao necessitando
de fonte de alimentagéo (baterias) nem microcontroladores, além de serem
facilmente aplicaveis para uso no POC (ZHANG, et al., 2018; LIU, et al., 2019).

Recentemente, pesquisadores vem descrevendo sistemas
microfluidicos centrifugos que nao requerem eletricidade, ou seja, nao
recorrem a uma fonte de alimentagéo para operar o motor centrifugo. Em 2018,
Zhang e colaboradores (2018) fabricaram e personalizaram um sistema
centrifugo similar a um peao, totalmente manual, acionado a méo, para
deteccado multiplexada de acidos nucleicos de diferentes bactérias (ZHANG,
etal., 2018).

Atualmente, existe na literatura alguns trabalhos que utilizam
giradores de mao (conhecido como hand-spinner) como sistemas centrifugos
para manipulacgao de fluidos (LIU et al., 2018; LI et al., 2020; MICHAEL et al.,
2020). O trabalho descrito por Liu e colaboradores (2018) descreve um
mecanismo de separagao de componentes do sangue (separando plasma e
glébulos vermelhos) através da forga centrifuga aplicada pelo movimento de

rotacao imposto pelo hand-spinner. Os trabalhos descritos por Michael e
11



colaboradores (2020) e Li et al., (2020) descrevem um mecanismo de forga
centrifuga para concentrar patdégenos bacterianos em amostra de urina
(MICHAEL et al., 2020).

Neste trabalho iremos demonstrar a utilizacdo de um hand-spinner,
para controle de valvulas passivas de toner afim de automatizar etapas
analiticas, uma vez que esse dispositivo centrifugo € simples, apresenta
simplicidade de manuseio e funcionamento, alta eficiéncia de rotagdo e néo

requer eletricidade para manuseio.

Em sua grande maioria esses giradores comerciais sdo equipados
com trés asas que apresentam pesos igualmente distribuidos em relagao ao
centro de rotagao (KOO & TAMURA, 2018). Acentrifugacgéao € iniciada atraves
de um impulso gerado a mao (for¢ca externa) na regido das asas do hand-
spinner. Esse impulso induz as asas a girarem em torno do eixo central
através de um mecanismo de rolamento de esferas presente no centro da
estrutura plana. Essas esferas promovem a regulagéo do atrito, reduzindo o
atrito durante a rotacdo, desse modo, embora o impulso seja pouco a
velocidade de rotagdo permanece alta, em decorréncia do baixo atrito entre o
anel externo e o interno (Figura 2) (COHEN, et al., 2018).

i R(,),/amé’l‘lto

> Anel interno

@ é ~—Bolas de ceramica
(070)

Qo3
“20

o @ Tampa

I
-

Retentor de Bola
Anel externo

Figura 2. Design e componentes do hand-spinner. Adaptado de (Cohen, et al.,
2018).
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1.1.1.2 Microdispositivos rotativos de PeT

Os filmes comerciais de poliéster (Pe) classificado como, materiais
poliméricos, receberam destaque na microfluidica em 2003 quando
pesquisadores da Universidade de Sao Paulo (USP, Brasil) descreveram pela
primeira vez a fabricagdo de um microdispositivo de poliéster-toner (PeT) (DO
LAGO et al., 2003). Esse dispositivo apresentou uma fabricagdo simples e
facil, por ser manufaturado a partir do processo de impressédo a laser ou

também descrito como xerografico (impressao direta).

Na fabricacdo desses dispositivos, o toner como matéria prima,
apresenta carater hidrofébico e proporciona um aspecto bifuncional: i) define
a geometria ou arquitetura fluidica, bem como a criagdo de microcanais
determinados pela regido que o toner ndo é depositado no substrato de Pe e
ii) e apresenta propriedade adesiva quando submetido a temperaturas que
variam de 100-150 °C (DO LAGO et al., 2003; OUYANG 2013; THOMPSON
et al., 2015).

A profundidade dos canais dos dispositivos descritos por Do Lago et
al., (2003) dependiam de parametros de impressdo. Em dispositivos
fabricados via camada simples de toner (CTS), os canais apresentam uma
profundidade de 6 ym. Ja em dispositivos fabricados via camada dupla de
toner (CTD) os canais apresentam uma profundidade com valores
aproximados de 12 um (DO LAGO et al., 2003; OUYANG et al., 2015).

Visando obter canais mais profundos, em 2011, Duarte et al.,
modificaram o processo de fabricagcdo anteriormente proposto por Do Lago et
al. (2003), descrevendo um novo método de fabricagdo para os dispositivos
de PeT: o método PCL (Print-Cut-Lamination ou Impresséo, corte e laminagao).
Esse método propiciou a criagdo de camaras e canais mais profundos
(superiores a 200 um) através da utilizagao de multiplas camadas de PeT, com
layouts dos canais definidos por uma cortadora a laser. Na etapa de fabricagéo
desses dispositivos canais mais profundos passaram a ser definidos por
empilhamento de filmes de poliésteres revestidos com uma camada de toner

(DUARTE et al., 2011). Diversos dispositivos fabricados pelo processo de
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fabricacdo PCL vem sendo relatados na literatura, variando de trés a sete
camadas totais de filmes de poliéster (DUARTE et al., 2011; OUYANG et al.,
2013; OUYANG et al., 2015; THOMPSON et al., 2015; DUVALL et al., 2016;
DE OLIVEIRA et al., 2017; GIMENEZ et al., 2017; GABRIEL et al., 2018;
MENDES et al., 2019).

Visando aumentar as funcionalidades dos dispositivos de PeT, em
2013, Ouyang e colaboradores descreveram um microdispositivo de PeT com
capacidade de integracao fluidica através da microfabricagdo de valvulas
hidrofébicas de toner. O protocolo descrito por Ouyang et al., (2013) manteve
o processo de fabricacdo PCL descrito por Duarte et al. (2011), porém propés
a fabricacdo de valvulas hidrofobicas modeladas por litografia a laser
(impresséo direta) (OUYANG et al., 2013).

O funcionamento das valvulas hidrofdbicas de toner baseou-se em
alteragbes do angulo de contato do substrato de Pe através da deposi¢cao de
diferentes densidades de toner. Originalmente as superficies dos filmes de
poliéster sao hidrofilicas, com dngulo de contato de 51° para agua. No entanto,
a deposicao de toner nesse filme torna a superficie hidrofébica, apresentando
um angulo de contato de 96-111° (dependendo da escala de cinza, cor e
composi¢cao do cartucho de toner impressa na superficie do Pe). Essa
modificagcdo da superficie do Pe, permite a mobilizacido de solugcbes por
intermédio das interagdes hidrofébicas fluido-superficie, o que leva ao
bloqueio do fluxo do fluido dentro de um microcanal (OUYANG et al., 2013).

As valvulas de toner sao classificadas como valvulas passivas
hidrofébicas e provaram ser eficazes com solugdes aquosas. Essas valvulas
apresentam capacidade de fecho, porém sao faciimente abertas pela
aplicagao de uma forga centrifuga (frequéncia de ruptura). As frequéncias de
ruptura sdo controladas através da arquitetura das valvulas (geometria,
tamanho, posicao e também da escala de cinza impressa no substrato de Pe).
A mistura passiva dos fluidos dentro de um microcanal é acionada pelo
bombeamento centrifugo que origina a mobilizagdo do fluido (OUYANG et al.,
2013; OUYANG et al., 2015; THOMPSON et al., 2015; DUVALL et al., 2016).

Os objetivos das valvulas de toner sdo controlar, liberar e direcionar o
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fluxo dos fluidos em microcanais interconectados a diferentes camaras
presentes nos microdispositivos de PeT (OUYANG et al., 2013; THOMPSON
et al., 2015). De modo geral, as valvulas de toner atuam como um método de
manipulagédo fluidica, através da criacdo de barreiras hidrofobicas, cujo
processo visa interromper a mobilidade do fluido congruente ao rompimento
da pressao capilar. A pressao capilar que o fluido exerce na barreira é
ultrapassada através da adigdo de uma forga centrifuga que age radialmente
para fora, propiciando a ruptura da valvula e posterior mobilidade do fluido no

sentido contrario ao centro de rotagao (BORBA, 2017).

Na literatura encontram-se alguns trabalhos envolvendo a utilizagao
de valvulas impressas de toner para integragcdo de etapas analiticas em
dispositivos microfluidicos de poliéster-toner. Em todos eles o controle da
entrada e saida de solugbes através das valvulas, baseiam-se em motores
centrifugos governados por software (OUYANG et al., 2013; THOMPSON et
al., 2015; JACKSON et al., 2016; OUYANG et al., 2016; DUVALL et al., 2016;
BORBA, 2017; ARJMAND, et al., 2018). Diante disso, este estudo teve como
objetivo utilizar um sistema centrifugo livre de eletricidade (hand-spinner) para
controle de valvulas hidrofébicas de toner. Pela primeira vez esse aparato de
facil manuseio foi utilizado com a finalidade de automatizar diferentes etapas

para aplicagdes no diagnostico molecular em dispositivos microfluidicos.

Ademais, neste estudo o filme de poliéster (Pe) foi substituido por
filme de poliestireno (PS) devido a sua maior transparéncia, facilitando a etapa
de deteccao visual on-chip. Embora o filme de transparéncia tenha sido
trocado neste trabalho, o conceito dos dispositivos de PeT e PS-T séo os

mesmos, sendo validas as mesmas consideracoes.
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver e otimizar layouts de dispositivos centrifugos de
poliestireno-toner (PS-T) que melhor se enquadrem nas aplicagbes em testes
moleculares baseados na reacdo isotérmica de amplificacdo de DNA (RT-
LAMP) com deteccéao visual on-chip para deteccéo de diferentes patdégenos.
Os dispositivos deverdao apresentar facil manipulacdo uma vez que serao

controlados por sistemas centrifugos manuais a base de hand-spinner.

1.2.2 Objetivos especificos

)] Avaliar diferentes designs do dispositivo para o seu melhor
funcionamento, evitando evaporacéo das solu¢des e promovendo a
homogeneidade das misturas.

1)) Otimizar os parametros das valvulas hidrofébicas de toner
controladas por bombeamento centrifugo.

1)) Integrar e automatizar duas etapas (amplificacdo de DNA e deteccao
visual) em um dispositivo de PS-T através de forca centrifuga gerada
por um hand-spinner.

iv) Desenvolver o otimizar layouts de dispositivos para dois tipos de
deteccdo visual da reacdo RT-LAMP: i) com SYBR Green pos-
amplificacdo (RT-LAMP-SG), ii) com indicador de pH, vermelho de
cresol, pré-incubagédo (RT-LAMP-VC).

V) Desenvolver e otimizar dispositivos em formato de CD para realizagéo

de multiplas analises RT-LAMP simultaneamente.
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1.3 MATERIAIS E METODOS

1.3.1 Caracterizacao dos filmes de transparéncias por
espectroscopia naregido do UV-vis

As medidas de transmitancia dos substratos foram efetuadas no
espectrofotometro UV-Vis (Lambda 45 da PerkinElmer). Os filmes analisados
(Poliéster e Poliestireno) foram cortados a 1 cm?. O espectro foi produzido
fazendo uma varredura de 200 a 800 nm, de forma a caracterizar a

transmitancia de cada filme.

1.3.2. Fabricag&o dos microdispositivos de PS-T para
analise unica
Filmes de poliestireno (Filipaper InkJet Light, FP02603) recobertos
com toner foram utilizados na fabricagcao dos microdispositivos. Os microchips
PS-T foram fabricados usando o protocolo de impressao, corte e laminagao
(PCL) previamente descrito (DUARTE et al., 2011). No entanto, com o intuito
de simplificar o processo de fabricacdo e reduzir custos, neste trabalho a
cortadora a laser foi substituida por uma cortadora Plotter de recorte

(Silhouete Cameo, Brasil) para criar as arquiteturas multicamadas.

O primeiro dispositivo desenvolvido neste trabalho foi um dispositivo
rotativo para integragdo e automatizagao da etapa de amplificacdo de DNA e
deteccao visual endpoint utilizando SYBR Grenn |. Para fabricagao deste
dispositivo de PS-T foram utilizados 4 filmes de poliestireno, divididos em: topo,
base e duas partes intermediarias. A camada inferior (base) e superior (topo)
do microdispositivo sao peliculas de poliestireno com espessura média de 100

pm com valvulas hidrofébicas modeladas por impressdo a laser. Ja nas

17



camadas intermediarias os filmes de poliestireno foram recobertos com toner
em ambos os lados usando uma impressora a laser (Brother HL-1212W) e
com as regides recortadas pela cortadora, afim de criar as estruturas

desejadas.

A impressora foi usada para imprimir as partes intermediarias (dupla
camada de toner em cada lado, 100% da escala de cinza) e as valvulas no
filme de poliéster (topo e base). A valvulas foram otimizadas utilizando
diferentes escalas de cinza (de 80% a 100% em incrementos de 2%) operando
a 600 pontos por polegada (ppp). Somente na camada superior (topo) do
dispositivo, furos de acesso foram cortados para criar reservatorios de entrada

e saida de solucgdes.

O Jayout das cémaras e canais do dispositivo foram projetados
usando o software Silhouete Studio®. Posteriormente, as cdmaras e canais
das camadas intermediarias do dispositivo foram recortados com auxilio de
uma Plotter de recorte (Silhouete Cameo, Brasil). Todas as camadas foram
alinhadas e laminadas juntas usando uma laminadora de escritério (230c - A4)

a 160 °C. A Figura 3 mostra as etapas de fabricagdo do microchip.
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Figura 3. Representacao das etapas de fabricacao do dispositivo rotativo de PS-T. I)
superficie de Pe sendo revestida com uma camada dupla de toner, para fabricagao
da parte intermediaria e impressdo da valvula de PS-T; Il) Recorte do /ayout e
reservatorios microdispositivo via Silhouette Studio®; I11) Alinhamento das valvulas e
das 4 folhas de PS-T:; IV) Dispositivo pronto (p6s-laminagao).

Conforme observado na Figura 3 (1V), cada dispositivo acomodou trés
camaras com profundidade de ~248 pM, sendo uma camara de reagcao RT-
LAMP, uma camara para SYBR Green | e uma camara de detecgdo. A
geometria das camaras foi projetada para conter diferentes volumes de
solugdo. A camara de reagcdo RT-LAMP (Camara 1) foi projetada para conter
5 uL da mistura principal, a camara de SybrGreen | (SG) foi projetada para
conter 3 uL (cadmara 2) e a camara de deteccgao foi projetada para conter 8 L

da mistura.

Outro layout de dispositivo foi desenvolvido neste estudo com o
objetivo de realizar multiplas analises RT-LAMP utilizando indicadores de pH
para deteccdo visual. Entretanto, para a otimizacdo das condigcbes
experimentais para cada alvo utilizou-se inicialmente um dispositivo para
analise unica. A prototipacao das estruturas microfluidicas deste dispositivo
de analise unica foram realizadas de maneira similar a Figura 3, alterando a
profundidade (~372 uM) e o layout das camaras criadas via plotter de recorte

(Silhouette Cameo, Brasil), conforme pode ser observado na Figura 4.

A) B)
25 mm
Camara M

Valvulas .
Reservatorios

V4 (1,93 x1,48 mm)
Camara N

Camadas V1 (1,93x1,48
Intermediarias V2 (2,8 x5,65m

V3(1933.3mm)
V5 (2,8x13,7 mm) mm

CamaraE

CamaraR

Figura 4. Representacdo das partes que compdem os dispositivos de PS-T. A)
Fabricacao de placas de PS-T contendo topo, base e 3 camadas intermediarias. B)
Representagdo esquematica das cémaras (M,N,E,R) e valvulas (V1-V5) do
dispositivo integrado de PS-T apds laminagéo do dispositivo.

19



A Figura 4 ilustra o design de um dispositivo integrado, utilizando
valvulas para a liberagao e controle de solugdes. A valvulas foram otimizadas
em relagao as posigdes e escalas de cinza na impressao (de 80% a 100% em
incrementos de 2%) operando a 600 pontos por polegada (ppp). O dispositivo
integrado acomodou quatro camaras com geometrias variadas para a
manipulacdo de diferentes volumes de solugcdo. As camaras M e R
apresentaram como figura geométrica uma circunferéncia, com raios que
equidistavam a 2,5 e 1,5 mm, com capacidade de 10 e 7 pL de solugao

respectivamente. Ja as camaras de reacgao E e N foram projetadas para 3 L.

1.3.3 Fabricacé&o dos dispositivos multi-analises

O processo de fabricagdo do dispositivo em formato de CD de
poliestireno-toner para multi-analise apresentou dois layouts diferentes, a

depender do método de detecgao visual utilizado.

O primeiro layout, utilizado para deteccao utilizando SYBR Green |,
foi similar ao descrito anteriormente no topico 1.3.1 (Figura 3) (DE OLIVEIRA
et al., 2021) para analise unica, modificando apenas a quantidade de camara
reacionais, que ao invés de 1 camara reacional esse dispositivo conteve 9
camaras (Figura 5) para realizagcao de 3 testes simultdneos. As 9 camaras
foram distribuidas ao longo de uma semicircunferéncia de 118 mm de
didametro (Figura 5C e D). O CD microfluidico foi composto por 4 camadas,
como pode ser observado na Figura 5C. Dentre as quatro camadas, duas
camadas incluem filmes de poliestireno com valvulas de toner impressas que
foram otimizadas na superficie do filme (topo e base) e duas camadas
intermediarias contendo o /layout das camaras e canais recordados em filmes
de poliestireno recobertos uniformemente com duas camadas de toner nos

lados superiores e inferiores da transparéncia.
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Figura 5. Representacdo das etapas de fabricagdo do microdispositivo rotativo de
PS-T multi-andlise. A) layout e alinhamento das partes que compbem os
microdispositivos incluindo: reservatérios, parte intermediaria e valvula (6x3 mm). B)
Imagem real do dispositivo contendo a representacdo das camaras que compde o
microdispositivo para realizacdo de multi-analises e imagem real do hand-spinner
utilizado.

O segundo layout, utilizado para detecgao visual com indicador de pH,
foi similar ao descrito anteriormente no topico 1.3.1 (Figura 4), entretanto, ao
invés de conter uma unica camara reacional esse dispositivo contém 9
camaras interconectadas por uma camara de distribuicdo central para
distribuicdo automatizada da mistura principal, visando a realizagdo de 3
testes simultaneos (Figura 6). O dispositivo em formato de CD microfluidico
foi composto por 5 camadas de poliestireno e apresentou 9 camaras
independentes (Camaras N1-N9) e uma camara de distribuicdo da mistura
principal que interconectou 9 camaras individuais (M) no centro do dispositivo
através um canal semi-circular. Ao lado das camaras de adigdo da mistura
principal encontram-se as camaras de adi¢ao dos iniciadores especificos para
cada teste juntamente com a amostra (cdmara N). Resumidamente, o
dispositivo contou com 9 cadmaras reacionais (R), distribuidas ao longo de uma
semicircunferéncia de 118 mm de didmetro, como pode ser observado na

Figura 6.
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Figura 6. Esquema representativo do CD microfluidico. A) Arquitetura microfluidica
para fabricagdo do CD rotativo. B) Dispositivo integrado contendo a representagao
das camaras e valvulas e a representacdo das 9 camaras interconectadas por um
canal no centro do dispositivo. C) Imagem real do dispositivo e do hand-spinner
utilizado.

1.3.4. Hand-spinner para gerar a forca centrifuga

Utilizamos um girador de méo para fornecer uma forca centrifuga
continua, com apenas o toque de um dedo, fornecendo a abertura da valvula

e promovendo a mistura entre solugdes.

1.3.4.1 Avaliacdo da eficiéncia da mistura entre a
solucdo contendo as moléculas de DNA amplificadas e o
SYBR Green em diferentes tempos de rotacao
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A eficiencia da mistura entre as solucdes foi avaliada através da
uniformidade da cor fluorescente na camara de deteccdo do dispositivo de
PS-T. A uniformidade da cor foi avaliada com base nos valores dos desvios
padrées da intensidade da cor verde obtida ap6s a abertura da véalvula e
mistura das solucdes (amplicons RT-LAMP e SG). Ap6és o final da rotacao, as
imagens foram obtidas com o auxilio da camara de celular. As imagens foram
analisadas pelo programa ImageJ, e a intensidade da cor verde foi medida
utilizando os canais de cores RGB (red,green,blue).

1.3.4.2 Otimizagao da mistura no microdispositivo
centrifugo

Um estudo preliminar foi realizado para investigar o desempenho do
hand-spinner para fornecer uma mistura homogénea das solugdes no
microdispositivo na etapa de deteccdo visual endpoint, permitindo a leitura
correta dos resultados. Utilizamos como padréo de referéncia a homogeidade
da cor da solucdo quando a mistura foi realizada em microtubos (completa
homogeneidade da solucédo). Para isso, realizou-se a mistura entre as
solugBes (amplicons RT-LAMP e SG) em um microtubo e apds a agitacdo em
vortex inseriu-se a mistura na camara de deteccdo do dispositivo
microfluidico. A eficiéncia da mistura foi avaliada por analise de cor
(fluorescéncia verde) da solucdo do amplicon ap6s a mistura com o
intercalador de DNA (SYBR Green 1), através de capturas de imagens por
smartphone. As imagens capturadas foram avaliadas pelo software ImageJ,
calculando a intensidade da cor presente na camara de deteccdo (em 3
regides distintas da microcamara) utilizando a intensidade do verde nos
canais de cores RGB (vermelho, verde, azul). Com os dados de intensidade
de verde dos trés pontos na camara de deteccao calculou-se o desvio padrao
da intensidade de cor. Valores de desvios obtidos no padrdo de referéncia
foram de ~1 e foram considerados como homogeneidade completa.

Posteriormente, para avaliar a eficiéncia da mistura no microdispositivo

on-chip, 5 pL de solugcdo de produtos RT-LAMP foi inserido na camara 1,
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enquanto 3 pL de SYBR Green | foram adicionados a camara 2. Diferentes
protocolos de rotacéo foram testados usando girador de méao até que a melhor
condi¢cdo de homogeneidade das misturas fosse encontrada. A eficiéncia da
mistura foi avaliada pelo célculo do desvio padréo da intensidade da cor verde
em diferentes posicoes da camara de deteccédo ao final das etapas de mistura.
Um total de cinco microdispositivos por teste foram analisados. Os valores
foram comparados com um desvio padrao da cor verde obtido dos reagentes
pré-misturados (em um tubo) introduzidos na cdmara de deteccédo (~1).

Para obter um desvio padrdo similar ao valor do desvio padrdo
referéncia, diferentes parametros foram avaliados incluindo: taxa de rotacéao
(300-1200), tempo de rotacdo (5-20 s) e sentido de rotacdo (horario e anti-
horério).

Apbs o final da rotacdo, as imagens foram obtidas com o auxilio da
camara de celular. As imagens foram analisadas pelo programa ImageJ, e a
intensidade da cor verde foi medida utilizando os canais de cores RGB

(red,green,blue).

1.3.4.3 Contagem das rotacdes por minuto (RPM) de um
hand-spinner utilizando o recurso slow-motion (camera lenta) de
um smartphone

Para contagem de rotacdes por minuto do hand-spinner, foi utilizado
o recurso slow-motion aplicado em uma camera do smartphone Moto Z 2 Play
(Motorola, Brasil). Os videos foram gravados em resolugao full HD (1080p) a
60 quadros por segundo (FPS), resolugcao que permitiu capturar e traduzir em
multiplos quadros todos movimentos obtidos durante a rotagdo do hand-

spinner.

Para a gravacdo do video slow-motion alguns parametros para
concentrar as observacdes da rotacdo do dispositivo foram estabelecidos.
Inicialmente estabeleceu-se a posic¢ao inicial do movimento. Para esse fim, o

dispositivo de PS-T foi fixado a uma das asas do girador funcionando como
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uma asa marcada para concentrar as observagdes. Em seguida, um ponto

fixo foi anexado e alinhado a sete centimetros (7 cm) da asa marcada.

ApOs estabelecer o ponto fixo, a gravacéo foi iniciada e finalizada em
um tempo especifico monitorado por cronometro. O video posteriormente foi
analisado, e a quantidade de rotagcbes em um intervalo de tempo eram
proporcionais a quantidade de voltas que o dispositivo de PS-T ultrapassava

o ponto fixo, ou seja, retomava a posi¢ao inicial.
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1.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

1.4.1. Composicdo do Toner da impressora Brother HL-
1212W

De acordo com a ficha de dados de seguranca (Safety data sheet)
fornecida pela industria Brother, Ltd., o cartucho de toner preto (TN-1060),
apresenta em sua composicao, 1) 5-10 % de Sal de N, N-dietil-N-metil-2 - [(2-
metil-1-oxo-2- propenil) oxi] etanaminio com polimero de acido 4-
metilbenzenossulfénico (1: 1) com 2-propenoato de butila e etenilbenzeno
(N,N-Diethyl-N-methyl-2-[(2-methyl-1-oxo-2- propenyl)oxyJethanaminium salt
with 4-methylbenzenesulfonic acid (1:1) polymer with butyl 2-propenoate and
ethenylbenzene); 2) 2,5-5,5% de carbono preto (ligado); 3) 1-2,5 % de Rosin,

fumarated e 4) uma porcentagem nao classificada de resina de poliéster.

1.4.2 Caracterizagcdo dos filmes de transparéncias por
espectroscopia naregidao do UV-vis

Neste estudo, substituimos os filmes de poliéster, comumente
utilizados para a fabricacdo de microdispositivos, por filmes de poliestireno.
Essa troca foi realizada visando a etapa de detecc¢éo visual da reacdo RT-
LAMP no microdispositivo, uma vez que os filmes de poliestireno sdo mais
transparentes a radiagdo UV a 320 nm do que os filmes de poliéster, como
mostrado na Figura 7, aumentando a sensibilidade da detecg¢ao visual on-

chip.
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Figura 7. Espectro de transmitancia no UV-vis de diferentes filmes de transparéncia.
Pe) Poliéster; PS) Poliestireno.

Através do espectro de transmitancia UV-Vis (Figura 7), foi observado
qgue o filme de poliestireno mostra um espectro de transmitancia significativo
acima de 290 nm, enquanto as transparéncias de poliéster mostram um
espectro de transmitancia significativo apenas acima de 340
nm. Provavelmente o filme de transparéncia de poliéster funciona como um
filtro, ndo permitindo que a luz ultravioleta atinja a solucdo de forma efetiva,
ndo causando excitacdo efetiva e, assim, reduzindo o percentual de
transmitancia na regiao visivel do espectro. Desse modo, 0 espectro mostrado

na Figura 7 demonstraram que 90,42% da radiacdo € transmitida por
poliestireno em um comprimento de onda de 320 nm em vez de ~50% como
observado para o filme de poliéster.

Afim de fornecer uma melhor visualizagao da fluorescéncia transmitida
diretamente na cadmara do microdispositivo € promover um aumento na
emissao de fluorescéncia apds a excitacao, substituimos o filme de poliéster

por filme de poliestireno. Em relagdo ao desempenho da reagdo RT-LAMP, o
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filme de poliestireno apresentou a mesma compatibilidade com os reagentes

RT-LAMP que os filmes de poliéster.

1.4.3 Funcionamento das valvulas passivas de toner

Na plataforma microfluidica centrifuga, o fluxo e a mistura de fluidos
séo estabelecidos por um bombeamento centrifugo. Na falta de uma pressao
centrifuga, o fluido ndo é movimentado (valvula de fecho). No entanto, uma
vez que a velocidade de rotacdo € acionada, a pressao centrifuga supera a

pressédo capilar e ocasiona a ruptura da valvula (abertura da valvula).

A Figura 8 representa o funcionamento da valvula passiva de toner.
As valvulas hidrofébicas de toner (regido 2) interrompem o fluxo direto do
fluido delimitado pelas regides hidrofilicas, 1 e 3. Inicialmente, os fluidos sédo
inseridos na regido 1, esses percorrem toda regido hidrofilica finalizando na
barreira hidrofébica, a valvula de toner (regiao 2) (Figura 8A). Posteriormente
o dispositivo € submetido a centrifugacéo, utilizando um hand-spinner, desse
modo, uma pressao induzida (presséo centrifuga) é gerada e ultrapassa a
pressdo capilar do sistema, o que ocasiona a ruptura (abertura) da valvula
(Figura 8B). Apds essa etapa de abertura da véalvula, os diferentes fluidos
acessam a camara de deteccéo (Figura 8C) e a etapa de mistura entre dois

reagentes € iniciada.
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Figura 8. Representacéo do funcionamento da valvula hidrofébica. A) Pré-rotacao —
valvula de fecho; B) pos-rotagdo — ruptura e abertura da valvula; C) pés-rotagao -
reagentes acessando a camara de deteccao. A capacidade de reter o fluxo dos fluidos
€ possivel devido a presenga de uma superficie hidrofébica (valvula imprimivel de
toner) entre duas superficies hidrofilicas (cAmaras e canais de PS). Regides: 1 e 3)
regides hidrofilicas; 2) regido hidrofébica-valvula de toner; 4) cAmara de deteccéo.

E importante relatar que, uma vez que a valvula de toner é rompida,
a mesma nado tem capacidade de fecho novamente, logo o dispositivo &
considerado descartavel e de uso unico (MOHAMMADZADEH et al., 2018;
JACKSON et al., 2016).

1.4.4 OtimizacOes do microdispositivo de PS-T com deteccao
endpoint

1.4.4.1 Densidade de toner das valvulas e desempenho da
barreira hidrofobica

Segundo Ouyang et al., 2013, filmes de transparéncia apresentam
caracteristicas hidrofilicas, com angulos de contato de 51° para agua. No
entanto, a deposicdo de toner nessa mesma transparéncia modifica a
propriedade hidrofilica do material e, portanto, altera o &ngulo de contato em
uma faixa de 96-111° o que torna esse material hidrofobico (OUYANG et al.,

2013). Essa modificagéo de baixa complexidade permite tanto a delimitagéo
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de microcanais e microcamaras quanto a interrupcao do fluxo do fluido. Além
disso, o controle da intensidade de toner depositada no filme, influencia
diretamente na frequéncia de rotacdo necessaria para ruptura dessas

barreiras hidrofébicas.

Nesse trabalho, a eficiéncia da barreira hidrofébica da valvula foi
verificada mediante a deposicao de diferentes densidades de toner (87-100%)
na superficie dos filmes de poliestireno. Niveis de escala de cinza, inferiores
a 99,4% e resolucéo inferior a 600 dpi, ndo apresentaram boa retencdo dos

fluidos (dados néo apresentados).

Ao variar os niveis de escala de cinza, os melhores resultados que
garantiram o bom desempenho das valvulas passivas e interromperam de
forma eficiente o fluxo dos fluidos dentro dos microcanais, foram: resolugao
600 dpi e 100% da escala de cinza, similar aos resultados obtidos por

Thompson et al., 2015 e Jackson et.et al., 2016.

A porcentagem de toner fixada a 100% teve como objetivo assegurar
gue o fluxo dos fluidos seria direcionado apenas via rompimento por presséao
adicional (centrifugacédo) e ndo por capilaridade (THOMPSON et al., 2015;
JACKSON et al, 2016; BORBA, 2017). Hipoteticamente essa alta
porcentagem de toner (100%) pode estar relacionada a composi¢cdo dos
cartuchos da marca Brother, considerados cartuchos puramente poliméricos
(85-87% de copolimero estireno-acrilato) (OUYANG et al., 2013).

1.4.4.2 Dimens®es da valvula de ruptura

As valvulas hidrofébicas foram construidas baseadas no estudo
conduzido por Ouyang et al., 2013 e Thompson et al., 2015. As valvulas
impressas de toner presentes no topo e base devem ser alinhadas como uma
imagem especular e devem conter uma geometria que exiba no minimo o
comprimento do canal, para garantir a interrup¢ao do fluido (THOMPSON et
al., 2015).

Em nossos experimentos optamos por uma valvula com comprimento
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superior ao canal, para evitar qualquer ruptura ou vazamento do fluido no
decorrer do canal. Este dispositivo foi composto por uma unica valvula com
comprimento de 6 mm. Essa dimenséo foi baseada nas dimensdes dos
respectivos canais (0,85 mm) que encontram-se separados a uma distancia

de 2,5 mm (distancia total: 4,20 mm), conforme representado na Figura 9.

1) 2)

0,85/ mm VY Emm/

Figura 9. Dimensdes dos canais e valvula do dispositivo de PS-T. 1) Dimensdes e
distancias totais dos canais; 2) Dimensdes da valvula impressa de toner.

A largura da valvula também foi avaliada, uma vez que a eficiéncia
das valvulas passivas é altamente dependente de sua geometria (BAUER et
al., 2019). Apesar da simplicidade de execucédo, que a torna atraente para
dispositivos POCT, problemas relacionados a boa retencéo dos fluidos podem

normalmente ocorrer durante a operacéo do dispositivo.

Visando avaliar a retencdo de fluidos em funcdo da geometria da
valvula de toner, diferentes larguras foram testadas (2-4 mm). Foi verificado
que valvulas com largura igual a 2 mm ndo sdo adequadas para reter 0os
fluidos. A Figura 10 mostra o movimento do fluido no microcanal, verificado
apos 1 min de incubacgéo quando se utilizou uma valvula com 2 mm de largura.
Conforme observado na Figura 10, o efeito da presséo capilar na superficie
dessa valvula foi o suficiente para abri-la. Ndo obstante esse rompimento
acarretou ao esvaziamento completo da camara, visto que o liquido continuou

a fluir na dire¢éo do microcanal.
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A)

Figura 10. Fotografia de um dispositivo contendo uma vélvula de toner com largura
de 2 mm. A) dispositivo sem ser submetido a incubacao; B) dispositivo submetido a
incubacao e rompimento da valvula por capilaridade.

A fim de controlar e manipular o fluxo de fluido por acédo da presséo
centrifuga e ndo por capilaridade, os seguintes parametros da valvula foram
fixados neste dispositivo: largura a 3,3 mm, comprimento 6 mm e escala de

cinza a 100 %.

1.4.4.3 Posicionamento das valvulas de toner

Para obter uma boa retencao do fluido, o posicionamento das valvulas
passivas foi examinado, visou-se estabelecer a mobilidade do fluido via
pressao centrifuga, e ndo por vazamentos ou rompimentos por capilaridade.
Avaliou-se o movimento do fluxo de dois liquidos (solugéo contendo amplicons
e intercalador SG) posicionando a valvula em diferentes distancias do centro

de rotac&o, conforme mostra a Figura 11.
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Rompimento da valvula Rompimento da valvula

Figura 11. Avaliacdo do posicionamento das valvulas de toner a diferentes distancias
do centro de rotacdo para controle do fluxo dos fluidos. Captura de imagens do
dispositivo apés ser submetido a aquecimento. hl) 30 mm; h2) 35 mm e h3) 40 mm,
distancia calculada do centro de rotacao do dispositivo ao inicio da valvula. Altura hl
sem ruptura da valvula; h2 e h3 com ruptura das valvulas por capilaridade.

Conforme observado na Figura 11, valvulas mais distantes do centro
de rotacdo geraram alta pressao capilar e de modo consequente promoveram
a ruptura (exploséo) da valvula. Com intuito de evitar que a forca capilar
atuasse com um mecanismo de propulsdo (impulsionando o fluido para a
camara de deteccédo) as valvulas foram posicionadas logo abaixo da camara

reacional (entre o final da camara e o inicio do microcanal) (Figura 11, h1l).

1.4.5 Layout dos dispositivos

Neste estudo, diversos layouts foram testados com o objetivo de
automatizar a mistura entre as solugdes contendo os amplicons e o SYBR
Green | ao final da reacdo. A Figura 12 mostra a evolugdo dos layouts
testados. Para avaliar o melhor design do dispositivo de PS-T, alteracdes na

geometria das camaras reacionais e alteracdes no canal foram realizadas.
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Figura 12. Diversos layouts testados para fabricacdo do dispositivo de PS-T com
deteccéo endpoint.

Parametros como o layout e geometria dos canais, influenciaram
fortemente na eficiéncia da mistura dos fluidos. Os modelos iniciais
apresentavam canais que ndo se conectavam antes de atingir a camara de
deteccado (Figura 12, chips 3-11). O processo consistia em direcionar cada
solucdo individualmente até a camara de deteccdo onde era realizada a
mistura entre elas. Embora essa metodologia seja simples e facilmente
reprodutivel, os modelos de microdispositivos 3-11 (Figura 12) foram
descartados pois ndo apresentaram boa eficiéncia de mistura entre as

solugdes.

Alternativamente, na tentativa de obter uma maior homogeneidade da
cor gerada na camara de deteccéo, utilizamos a estratégia de conectar em “Y”
0s canais que direcionavam os fluidos antes de chegarem a camara de
deteccdo. Desse modo, os dois liquidos passaram a acessar a camara de
detecgdo de forma simultanea, iniciando a mistura por difusdo no caminho

fluidico entre a valvula e a cAmara de deteccao (Figura 13).
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mistura
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mistura
Figura 13. Otimizacado do layout dos canais que conduzem as solugfes até a camara

de deteccao, alterando-o para a forma de jungdo em Y. Mistura dos reagentes pos-
rotacdo, pos-ruptura da valvula de toner que da acesso a camara de detecc¢éo.

1.4.6 Mobilidade e mistura automatizada dos reagentes

Demonstramos neste estudo a utilizagdo de um hand-spinner como um
sistema centrifugo para controle de valvulas hidrofébicas. A mobilizagéo e
homogeneizacéo de dois reagentes induzidos e controlados pela rotacédo do
girador de méo encontra-se ilustrada na Figura 14. Os fluidos presentes nas
camaras 1 e 2 foram mobilizados simultaneamente. Ambos acessaram a camara

de deteccdo através de uma juncdo em “Y” interconectado a uma distancia

radial com Ar de 18 mm (Figura 14).

Centro de rotacao

r1

Capilaridade Ar{
r2

Sentido do
Fluido mediante
a rotacgdo

Ar=18 mm

Distancia radial
percorrida pelo
fluido

Mistura

PRE-ROTAGAO POS-ROTAGAO

Figura 14. Demonstracao do centro de rotacao, capilaridade, sentido do fluido pré e
pés-rotacao e distancia radial percorrida pelos fluidos apds a ruptura da valvula. Pré-
rotacao, fluidos retidos. Pés-rotacdo, mistura dos fluidos on-chip.
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Para monitorar a eficiéncia da homogeneizacdo dos reagentes em
microdispositivos de PS-T, diferentes parametros de rotacdo foram avaliados,
dentre eles: i) a velocidade em rotagdes por min (RPM), ii) o sentido e iii) 0
tempo de rotagéo. A Figura 15 apresenta todos esses parametros otimizados.

Medimos a velocidade de rotacdo do hand-spinner por meio de videos
slow-motion e observamos que a velocidade maxima chegava a 1200 rpm,
variando, em média, entre 600 RPM na velocidade baixa e 1200 RPM na
velocidade alta. Os experimentos demonstraram que a rotagdo necessaria
para abrir a valvula hidrofébica com escala de cinza 100% e largura de 3,3
mm foi de 300 RPM, ou seja, essa valvula pode ser facilmente rompida

utilizando o bombeamento centrifugo por um hand-spinner (Figura 15A).
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Figura 15. Avaliagdo da homogeneidade da mistura através da distribuicdo da cor
verde pela aplicacdo de rotagdes consecutivas em diferentes direcdes de rotacao
(movimento de rotagdo no sentido horario [H] e anti-horario [AH]). (A) Valor do desvio
padrdo do tom em diferentes velocidades de rotacdo, a 600 e 1200 RPM por 5 s em
cada direcdo. (B) Avaliacdo da mistura em diferentes tempos de rotacéo, 5, 10 e 15
s. (C) Avaliagdo da mistura por bombeamento centrifugo via hand-spinner, sem
controle da taxa de rotacao, utilizando 3 operadores diferentes.
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Diferentes velocidades rotacionais foram utilizadas para avaliar a
homogeneidade da mistura na camara de deteccdo. A homogeneidade da
mistura foi avaliada através do desvio padréo da cor verde na camara de
deteccdo em trés pontos distintos. Uma solucdo considerada completamente
homogénea foi misturada em um tubo e a seguir inserida na camara de
deteccéo, obtendo-se um desvio padrédo da cor de ~1. A Figura 15A mostra
gue a baixa velocidade (600 rpm) e a alta velocidade (1200 rpm) fornecem em
microdispositivos uma homogeneiza¢do semelhante a mistura em tubos, apés
girar o dispositivo fixado no hand-spinner duas vezes no sentido horario (H) e
duas vezes no sentido anti-horéario (AH) por 5 segundos em cada direcdo. Isso
significa que mesmo o hand-spinner ndo possuindo uma rotacéo controlada,
€ possivel obter uma mistura eficiente das solucées, com diferentes rotacoes
aplicadas ao girador de méo.

Para avaliar o tempo de rotagcdo em cada dire¢cdo e quantas vezes
seriam necessarias para produzir uma mistura homogénea, uma série de
experimentos foram realizados em tempos diferentes (5—-15 s) em sentidos
alternados de rotacao no sentido horério (H) e anti-horario (AH) (Figura 15B).
De acordo com a Figura 15B, o tempo de rotacdo de 5 s demonstrou o melhor
desempenho da mistura de reagentes, observado pela reducdo do desvio
padrdo em cada sentido de rotacdo. Desta forma, uma mistura
consideravelmente homogénea (desvio padrédo de 1,35) pode ser obtida
aplicando 5 s em cada sentido de rotacéo (totalizando 4 rotagdes no sentido
horério e 4 rotacdes no sentido anti-horario), finalizando a etapa de rotacéo

em ~40 s.

Como ndo é possivel controlar manualmente a velocidade especifica
usando o hand-spinner e por ter pouca forca de energia dissipativa (baixo
atrito), a variacdo na taxa de rotacédo entre diferentes operadores é comum.
Desta forma, forcas centrifugas, criadas por rotacbes descontroladas e
operadas por diferentes usuarios, também foram exploradas a fim de
demonstrar que mesmo com as variagcdes existentes de operador para
operador € possivel chegar a resultados finais semelhantes. Para verificar a

reprodutibilidade com usuarios diferentes, escolhemos aleatoriamente trés
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adultos (duas mulheres e um homem) para girar o hand-spinner e avaliamos
a homogeneidade da mistura. De acordo com os dados mostrados na Figura
15C, mesmo com as variagcfes nas taxas de rotacdo de operador para
operador, o matiz de fluorescéncia mostrou uma distribuicdo uniforme
conforme a mistura foi girada alternadamente no sentido horario (H) e anti-
horéario (AH). A distribuicdo uniforme foi encontrada para os trés operadores
no quarto ciclo de rotacao por meio dos valores dos desvios-padréo de 1,31,
0,73 e 1,32 para os operadores 1, 2 e 3, respectivamente. Assim, mesmo em
velocidades de rotacdo diferentes, € possivel obter resultados semelhantes
de homogeneidade da mistura, comprovando que o teste pode ser realizado

independentemente do operador.

1.4.7 Layout do microdispositivo para detec¢cdo simultanea
de trés arboviroses envolvendo a deteccdo endpoint

Para realizagcdo de 3 testes simultaneos, um dispositivo contendo 9
camaras reacionais e 9 camaras para inser¢cdo do intercalador de DNA foi
utilizado. O sucesso desse sistema dependeu inteiramente de todos os
parametros testados e padronizados anteriormente, como: i) dimenséo das
valvulas com geometria retangular apresentando 6 x 3,3 mM de largura; ii)
parametros de impressao com resolucéo de 600 dpi e escala de cinza a 100%;
iii) e posicionamento das valvulas a 30 mm do reservatorio de entrada (Figura
16).
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I) Solugdes pré-rotagao Il) Movimentagao das solugées

Mix reacional

SYBR Green

Figura 16. Demonstracao do dispositivo contendo 9 cAmaras reacionais, para realizacao
de 3 testes RT-LAMP on-chip simultaneos, com detec¢do endpoint.

O mecanismo detalhado de operacéo desse dispositivo e sua aplicacao
para o diagnéstico molecular de dengue, zika e chikungunya encontra-se

apresentado no Capitulo 3.

1.4.8 OtimizacOes do microdispositivo de PS-T com deteccao
on-chip utilizando indicador de pH

1.4.8.1 Layout do microdispositivo

Com o objetivo de demostrar o processo de amplificacdo através da
adicdo sequencial de reagentes e alvos (iniciadores, amostra e mistura
reacional) descrevemos outro layout de dispositivo acionado por rotacéo.
Diferentemente dos microdispositivos com deteccdo endpoint, em que as
valvulas eram rompidas poés-incubacédo, nesse dispositivo, as valvulas foram

rompidas pré-incubacéo para distribuicdo dos reagentes. Os reagentes foram
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adicionados sequencialmente pré-incubacéo e a mistura dos diferentes fluidos

continuou sendo automatizada pela acao da forca centrifuga.

1.4.8.1 Orificios de ventilacao

De acordo com o estudo conduzido por Duvall et al., (2016) avaliar o
posicionamento dos orificios de ventilagdo € uma alternativa crucial para evitar
a evaporacdo das solu¢des. De acordo com os autores, os orificios de
ventilagdo (saida de ar) presentes na camara reacional devem ser
posicionados distantes dos reservatoérios de entrada das solucdes (DUVALL
et al., 2016).

Uma das maiores barreiras enfrentadas nos diversos layouts de
dispositivos com rompimento da valvula pré-incubacéo estava relacionada a
evaporacao da solucdo. Verificou-se que abertura de todas as valvulas de
toner, pré-incubacéo, possibilitava que durante a etapa de aquecimento as

solucdes saissem da camara reacional e evaporassem seguidamente.

Desse modo, para estabelecer o controle de fluidos e evitar que as
solucBes presentes na camara reacional evaporassem, diversos layouts de
orificios de ventilacdo foram avaliados (Figura 17). Dentre os diversos layouts
avaliados, o dispositivo que apresentou a melhor eficiéncia encontra-se

representado na Figura 17 (chip12).

40



Representacao dos Orificios de ventilagao

H
oo
W/

Figura 17. Diversos layouts de orificio de ventilagdo testados visando distanciar o
reservatorio de entrada das solugdes e o orificio de ventilagdo do dispositivo de PS-
T.

Embora a posicdo dos orificios de ventilacdo tenha sido uma alternativa
gue minimizou a evaporacgao das solugdes, em decorréncia do distanciamento
entre os reservatérios de entrada dos fluidos e do orificio de ventilagéo, outras
duas alternativas foram utilizadas para minimizar a evaporacao dos reagentes
durante o aquecimento. Para garantir o distanciamento entre os reservatorios
de entrada dos fluidos e a camara reacional ligada ao orificio de ventilacao,
uma camara foi adicionada e posicionada na regidao central do dispositivo
(Figura 18, camara E). A camara E funcionou como uma barreira fisica,

distanciando os reservatorios de entrada e a saida de ar.

Outra estratégia utilizada para minimizar a evaporacgao dos reagentes,
envolveu a adicdo de duas valvulas, V4 e V5 que permaneceram fechadas

durante toda etapa de incubacéo (Figura 18).
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Figura 18. Representacdo das camaras (M,N,E,R), reservatorios de entrada,
valvulas (V1-V5 com niveis de cinza igual a 100%) e orificios de ventilacdo do
microdispositivo.

Resumidamente, o microdispositivo acomodou 4 camaras, sendo 2
camaras utilizadas para a adicdo sequencial de reagentes (M e N), 1 camara
atuando como barreira fisica (E) e 1 camara utilizada para a realizacdo da
amplificacdo RT-LAMP (camara R). Os reagentes foram direcionados
sequencialmente por rotacao utilizando um hand-spinner. Para direcionar 0os
iniciadores e amostras, a camara N foi inicialmente preenchida com 2 L de
iniciador e 1 pL do alvo. Essa camara (N) possui um canal individual
bloqueado pela véalvula V1, que por rotacdo a 5s no sentido horéario foi

rompida.

Apbs a rotacdo do dispositivo, o desbloqueio do canal que da acesso a
camara reacional (camara R) foi iniciado, através do rompimento das valvulas
V1 e V2 (o fluido percorre os canais no sentido radial, e rompe as valvulas
presentes nesse percurso V1 e V2). As valvulas V3-V5, por ndo apresentarem
solugbes, encontravam-se seladas, o que permitiu a retencdo do segundo
fluido: a mistura reacional. Nessa etapa, 7 uL da mistura reacional foram

inseridos na camara M. O fluido percorreu por capilaridade toda area
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hidrofilica da camara e foi retido na barreira hidrofébica, valvula V3. Por
rotacdo a 5 s no sentido horério, a valvula V3 foi rompida por diferencial de
pressdo, e o fluido percorreu o canal desbloqueado pela valvula V2,
acessando a camara reacional (R).

Finalizado o rompimento das valvulas V1-V3 todos os reagentes
encontravam-se na camara reacional (R). Para promover a homogeneidade
da mistura, o dispositivo foi novamente rotacionado, por 40 s, com rotacdes
alternadas entre o sentido horario e anti-horario, totalizando 4 rotagées por 5
s no sentido horario e 4 rotagcfes por 5 s no anti-horério. Apos essa etapa a
incubacgéo da reagdo RT-LAMP era ent&o iniciada.

O mecanismo detalhado de operacgéo desse dispositivo e sua aplicagéo
no diagnostico molecular de arboviroses encontra-se apresentado no Capitulo
4.

1.4.9 Layout do microdispositivo para deteccdo simultanea de
trés arboviroses com deteccdo envolvendo indicador de
pH

Para o diagnéstico simultaneo e discriminatério de trés arboviroses
utilizando indicador de pH, um novo layout do dispositivo centrifugo foi
projetado. A plataforma Lab-on-a-disc, automatizada por rotacdo, apresentou
nove camaras de adicao da mistura principal interconectadas por uma camara
de distribuicéo, para adicdo automatizada de um mix reacional comum a todos
os testes. Esta mistura continha todos os reagentes necessarios ao teste
diagndstico, exceto os iniciadores especificos de cada teste e a amostra. A
estrutura do dispositivo foi constituida por um reservatorio de entrada
(insercdo dos iniciadores e o alvo na camara N) para cada teste, um
reservatorio unico de entrada (onde é distribuida a mistura reacional para
todos os testes) e um reservatorio para a saida do ar, presente em cada

camara reacional (Figura 19).
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Reservatério de
Entrada da camara N

Reservatoério Unico de entrada para 9 camaras M

Reservatodrio de
Saida de ar
(orificio de
ventilagéao)

Asa livre para rotagao

Figura 19. Representagéo dos reservatérios de entrada das camaras (M e N) que
compdem o dispositivo de PS-T e dos reservatérios de saida de ar presentes em
cada camara reacional.

O sucesso desse sistema dependeu inteiramente do layout do
dispositivo (Figura 20, chip 9). Uma variedade de layouts foi testada e parte
deles encontram-se apresentados na Figura 20. Os dispositivos iniciais
visavam a distribuicdo das camaras em cada asa do hand-spinner (Figura 20,

1-3), configuracéo que exibiu um menor de desempenho de distribuicao.
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B

Figura 20. Diversos protétipos testados para fabricacéo do dispositivo em formato de
disco.

A configuracdo que apresentou melhor desempenho de distribuicao
encontra-se apresentado na Figura 20 (chip 9). O mecanismo detalhado de
operacéo e aplicacdo desse dispositivo multi-analise encontra-se apresentado

no Capitulo 4.
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1.5. CONCLUSAO

Os dispositivos de poliéster-toner ja sdo bem descritos na literatura
para aplicacbes bioanaliticas. Neste estudo desenvolvemos dispositivos
confeccionados de forma similar, entretanto os filmes de poliéster foram
substituidos por filmes de poliestireno, devido a sua maior transparéncia na
regido UV. Essa maior transparéncia proporciona maior sensibilidade na
deteccao visual utilizando SYBR Green nos testes baseados em amplificacédo
isotérmica de DNA que foram utilizados neste trabalho para deteccdo de

patdégenos.

Todos os dispositivos apresentados neste trabalho sao dispositivos
rotativos que envolveram a integracdo e automatizacédo de etapas analiticas.
Para controle dos fluidos nos dispositivos rotativos, demonstramos neste
estudo, o uso de um hand-spinner como um sistema centrifugo bem-sucedido,
de baixo custo, livre de eletricidade e com alta eficiéncia de rotacbes para o
rompimento de valvulas hidrofébicas. Enquanto outros sistemas LOD
requerem software e equipamentos para automatizacdo por bombeamento
centrifugo (KAZEMZADEH, et al., 2015; JACKSON et al., 2016), o uso do
hand-spinner dispensou a necessidade de instrumentacdo, 0 que permitiu
uma simples e rapida automatizacdo do dispositivo, além de proporcionar
agilidade na obtencgéo do resultado.

As vélvulas hidrofébicas de toner foram otimizadas em relacdo a
intensidade de escala de cinza na impressao, sendo que em nhossas
condicbes experimentais a escala de cinza 100% foi a condicdao que
proporcionou melhores resultados em relagdo ao controle dos fluidos.
OtimizagOes na geometria e posi¢do das valvulas também foram realizadas
para cada layout de dispositivo desenvolvido neste estudo, e desta forma as
valvulas hidrofébicas de toner foram usadas com sucesso para controle dos

fluidos em todos os dispositivos.
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Diversos dispositivos foram projetados para diferentes aplicacoes,
todas elas envolvendo o diagndstico molecular rapido de doencas infecciosas.
Basicamente dois tipos de layouts foram desenvolvidos baseados no tipo de
deteccdo visual de interesse. O primeiro layout foi desenvolvido para
integracdo e automatizacdo da adicdo do intercalador de DNA ao final da
reacdo de amplificacdo de DNA. O segundo layout foi desenvolvido para
deteccdo visual utilizando indicador de pH e neste, a automatizacdo da
entrega da mistura reacional e dos iniciadores e amostra foi realizada com
sucesso. Nos dois layouts as valvulas foram controladas com sucesso atraves
do uso do hand-spinner e ndo apresentaram evaporacdo das solucdes
durante etapas de aquecimento, que sd0 necessarias para as reacdes de
amplificacdo de DNA. As integracbes e automatizacOes realizadas nos
dispositivos diminuem etapas de pipetagens, 0 que minimiza problemas com

contaminac¢do, que sao muito comuns em reacoes LAMP.

Dispositivos em formato de CD foram confeccionados e otimizados
para aplicacdes em multi-analises RT-LAMP, proporcionando a realizacéo de
multiplos testes de diagnéstico simultaneamente, o que acarreta uma
significativa economia de tempo. Os dispositivos aqui desenvolvidos séo
descartaveis, de baixo-custo e tem grande potencial para aplicacées no point-

of-care.
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CAPITULO 2

DIAGNOSTICO MOLECULAR DA
COVID-19 ON-CHIP COM DETECCAO
ENDPOINT UTILIZANDO SYBR GREEN
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2.1 INTRODUCAO

2.1.1 Novo Coronavirus, COVID-19

De modo geral, os coronavirus (ordem Nidovirales, familia
Coronaviridae, subfamilia Coronavirinae) sdo uma grande familia de virus de
RNA de fita simples de sentido positivo, com genomas variando de 26 Kb a
32 Kb (FIERABRACCI et al., 2020; LIU et al., 2020; HASOKSUZ et al., 2020).
Sao virus de origem zoonotica, transmitidos de animais para humanos, em
que mais de um animal pode agir como hospedeiro intermediario e facilitar a
transmissao viral. Um exemplo da ac&do zoondtica foi a Sindrome respiratoéria
do Médio Oriente (SRME ou MERS) ocasionada por coronavirus MERS
(MERS-CoV). Isolado pela primeira vez em 2012, o virus se espalhou de
morcegos para camelos e posteriormente de camelos para humanos

ocasionando uma infecgao respiratoria pelo virus MERS-CoV (LIU et al, 2020)

Em seres humanos, cerca de 6 cepas de coronavirus (CoVs), sao
capazes de infectar o trato respiratério superior e causar doencgas respiratorias
leves semelhantes a resfriado comum, sendo elas, HCoV-229E, HCoV-OCA43,
HCoV-NL63 e HKU1 (LIU et al., 2020). Apesar dessas cepas de coronavirus
humano (HCoV) desencadearem infec¢des leves no trato superior, outras
cepas, como SARS-CoV e MERS-CoV, sao consideradas cepas agressivas e
podem infectar o trato respiratério inferior e desencadear sintomas mais
graves, podendo levar o infectado a 6bito (HASOKSUZ et al., 2020; LIU et al.,
2020; FIERABRACCI et al., 2020).

A infecgao pelo novo coronavirus SARS-CoV-2 pode leve (resfriado
comum) ou grave e fatal. Ocasionalmente, a fatalidade esta atribuida a

infeccdo aguda do trato respiratdrio inferior, que reduz o nivel de oxigénio no

53



sangue e acarreta falha no suprimento das demandas metabdlicas do
organismo desencadeando a insuficiéncia respiratéria aguda. Esses casos
sdo considerados graves e procedimentos invasivos como intubacéo
orotraqueal e ventilagdo mecanica s&o formas de prevenir o agravamento
clinico e o 6bito do paciente (FIERABRACCI et al., 2020; HASOKSUZ et al.,
2020; LIU et al., 2020).

De modo geral o SARS-CoV-2 é classificado como um beta-
coronavirus (BCoV) [linhagem B] (LIU et al., 2020). Sdo virus de RNA de
cadeia simples e apresentam 4 proteinas estruturais: proteinas S (spike), E
(envelope), M (membrana) e N (nucleocapsideo) (Figura 20). Desse modo, o
genoma do virus codifica dois tipos de proteinas: as proteinas estruturais
(estrutura virica, formam o envelope do virus, proteinas S, M, E) e as néao-

estruturais (proteina N, atuando na replicagao viral).

» Membrana Lipidica

/—"' Proteina do Envelope (E)

> Proteina de Matriz ou Membrana (M)
> Proteina Spike ou Espicula (S)

> Proteina do Nucleocapsideo (N)
(envolvendo o RNA)

Figura 21. Representacdo dos principios que envolvem a composi¢cdo do virus
SARS-CoV-2. Fonte: Autoria Propria.

2.1.1.1 SARS-CoV-2

Em 31 de dezembro de 2019, um surto de casos com pneumonia
altamente infecciosa de causa desconhecida despertou preocupacado as

autoridades de saude publica na provincia de Wuhan, China. Sete dias depois,
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através de isolamento, sequenciamento e analise filogenética do virus a
doencga pode ser classificada pelo Comité Internacional de Taxonomia de
Virus, como sindrome respiratéria aguda grave (SARS) de coronavirus 2
(CoV- 2) ou infeccdo causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19)
(JIANG et al.,, 2020; LIU et al., 2020). De acordo com o comportamento
epidemioldgico da doenga, em menos de um més, no dia 30 de janeiro de
2020, a doenca foi classificada como doenga infecciosa com alto risco a
populacdo global, sendo declarada uma emergéncia de saude publica de

preocupagcao internacional (CANDIDO et al., 2020).

Em um curto periodo, o surto do SARS-CoV-2 se espalhou
rapidamente pelo mundo, afetando 266 paises em todos os continentes
(FIERABRACCI et al,, 2020). O aumento crescente do numero de casos
positivos diagnosticados, se tornou um grande problema de saude publica e
em menos de quatro meses, no dia 11 de margo de 2020, a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) classificou a doenga coronavirus (COVID-19) como
uma pandemia (SOHRABI et al., 2020; WHO et al., 2020).

A COVID-19 é uma infecgao respiratoria, e, por se tratar de um virus
respiratorio, a circulagao do virus foi facilitada pela circulagdo humana. A
transmissao via aerossois, goticulas de saliva de pacientes infectados e até
por superficies que continham o virus na forma viavel (potencial infectante)
fora das células vivas, por longos periodos de tempo (mais de 24 h) facilitaram
a disseminacao da doenca (Figura 22). Além disso, alguns dados estatisticos
sugerem que a transmissdao de SARS-CoV-2 advindas de individuos
assintomaticos ou pré-sintomaticos (cerca de 18 a 56% dos casos)
dificultaram a obten¢ao de dados para o planejamento de agdes de prevengao
e controle da doenga (CANDIDO et al., 2020).
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Camada Externa de
uma Mascara Médica

—

e

I
- 7 dias
I
1
I
SARS-CoV-2 I Tecido, Mafieira e
Plastico e Ago Papelao
L » inoxidavel 1 dia
3-4 dias

Figura 22. Tempo de sobrevida do SARS-CoV-2 em diferentes superficies. Dados
presentes no texto: Cleaning and disinfection of environmental surfaces in context of
COVID-19, 15 maio de 2020 WHO. Fonte: Autoria Propria.

Desse modo, uma necessidade de desdobramento de tecnologias de
enfrentamento para evitar que o virus se espalhe com facilidade e rapidez,
deu inicio a uma conscientizacdo mundial levando a medidas restritivas.
Entretanto, umas das principais estratégias para a contengdo da

disseminagao do virus é o diagndstico precoce da doencga.

2.1.2 Diagnéstico molecular da COVID-19

Como acontece com todas as doengas de grande impacto social, 0
diagnostico precoce e preciso da infecgdo causada pela COVID-19 é
fundamental para o correto tratamento dos pacientes e para o controle
epidemioldgico. A capacidade de detectar um agente infeccioso rapidamente
em uma pandemia é crucial para o sucesso dos esforcos de quarentena, além
de uma triagem sensivel e precisa para possiveis casos de infeccado em

pacientes em um ambiente clinico (CHU et al., 2020).

Um método de diagndstico rapido e sensivel, que pode ser realizado
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desde o primeiro dia dos sintomas, € vital para conter uma pandemia mundial.
Os testes de diagndstico baseados em reagcbes de amplificagdo de acido
nucleico podem atingir altos niveis de sensibilidade e especificidade (ZHANG
et al., 2020b; (ZHU et al. 2020a). A transcrigao reversa seguida da Reagdo em
Cadeia da Polimerase em tempo real (RT-qPCR) é o padrdo ouro para o
diagndstico molecular de COVID-19 (CORMAN et al., 2020). No entanto, a
demanda sem precedentes por reagentes de PCR, em um momento
pandémico, resultou em um efeito de gargalo, reduzindo substancialmente a
capacidade de teste a medida que os numeros de casos aumentaram (YELIN
et al. 2020). Além disso, RT-qPCR apresenta de alto custo e requer pessoal

altamente treinado e equipamentos de laboratério caros (ZHU et al., 2020b).

Atualmente, técnicas isotérmicas de amplificacdo de acido nucléico
surgiram para superar as limitagdes da PCR, proporcionando diagnésticos
moleculares mais rapidos e de menor custo, 0 que pode ser especialmente
util para paises em desenvolvimento ou na situacdo atual em que a falta de
reagentes de PCR se tornou uma questédo preocupante (UDUGAMA et al.,
2020). A amplificagao isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica de
amplificagdo que nao requer ciclos de aquecimento e resfriamento; portanto,

requer instrumentagao mais simples do que a PCR (NOTOMI et al., 2000).
A LAMP é baseada na atividade de deslocamento da fita de DNA, o

que elimina a necessidade de desnaturagcdo do DNA de fita dupla. O uso de
um conjunto de 4-6 iniciadores especificos que sdo capazes de reconhecer 6-
8 regides diferentes ao longo da sequéncia alvo fornece a LAMP uma melhor
especificidade do que a PCR, onde o alvo é reconhecido em apenas em duas
regides (NOTOMI et al. 2000; MORI e NOTOMI, 2009; PARIDA et al. 2008)
No entanto, por ser uma técnica de amplificagdo muito sensivel, um grande
numero de amplicons é produzido. Por esse motivo, a manipulagdo de LAMP
requer cuidado extra para evitar resultados falso-positivos (KIL et al., 2015).
Assim, diversos estudos relatam a importancia de realizar a LAMP em
ambiente fechado, sem manipular as solugdes apds o inicio da reacao
(TOMITA et al., 2008; HSIEH et al., 2014; KIL et al., 2015; WANG et al., 2015;
LIN et al., 2019).
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2.1.3 Amplificacdo isotérmica mediada por loop pés
Transcricdo reversa (RT-LAMP)

Os primeiros dados experimentais da amplificagdo LAMP e RT-LAMP
foram publicados no ano 2000 por Notomi e colaboradores (NOTOMI et al.,
2000). No entanto a técnica tornou-se popular em 2004, apos a deteccéo
rapida (11 minutos) de uma doenca respiratéria, com rapida disseminacéo, a
pneumonia viral, SARS (sindrome respiratéria aguda grave). Segundo o
estudo publicado por Thai et al., (2004) o diagnéstico molecular da SARS via
RT-LAMP, foi considerado 100 vezes mais sensivel que a RT-PCR e a
identificacdo do RNA viral foi possivel em 59 amostras clinicas (esfregacos
nasais e lavagens da garganta) coletadas de pacientes internados nos
hospitais do Vietna (CHIARI 2010; THAI et al., 2004).

Uma das grandes vantagens da LAMP s&o os diversos métodos de
deteccado desenvolvidos para identificacdo dos amplicons (cépias sintetizadas
do alvo). A LAMP permite que a deteccédo seja feita visualmente ao final da
reacao, dispensando a necessidade de uma etapa adicional de separacao dos
fragmentos amplificados. Dentre as metodologias endpoint disponiveis, estdo
a eletroforese em gel de agarose (MENDES et al, 2019), visualizacdo do
precipitado de pirofosfato de magnésio (IZADI et al., 2012), deteccéo por
cromatografia de fluxo lateral utlizando lateral flow dipstick,LFD,
(YONGKIETTRAKUL et al., 2014) e a detec¢ao dos produtos de amplificacéo
via adicao de intercaladores de DNA. Esta ultima tem demonstrado resultados
promissores por propiciar um aumento da sensibilidade quando comparado
aos outros métodos de deteccao endpoint (ZHANG et al., 2014; FISCHBACH
et al., 2015; ).

2.1.3.1 Mecanismo da LAMP

Para que a amplificacdo de fragmentos de DNA ocorra por LAMP sao

necessarios de quatro a seis iniciadores especificos, para reconhecer de seis
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a oito regiées complementares alvo presentes no molde inicial, a molécula de
RNA. Os sitios de hibridizacédo de cada iniciador encontram-se dispostos em
seis regides distintas do gene alvo, sendo denominadas regides, F3c, F2c,
Flc, B1, B2, B3. Os iniciadores externos (F3 e B3) sdo desenhados para
conter a sequéncia complementar especifica de duas regifes distintas no
fragmento do genoma (F3c e B3c). Ja os iniciadores internos FIP e BIP
(forward inner iniciador e backward inner iniciador) sdo desenhados para
hibridizarem as regifes, F2c e B2c. Além disso, os iniciadores internos (FIP e
BIP) apresentam em sua estrutura uma regido complementar aos sitios F1 e
B1, regibes que originardo os loops por serem complementares as regides
Flc e Blc.

De modo geral, a LAMP é uma técnica de amplificacdo enzimatica por
deslocamento da fita de DNA alvo (template). A fita é deslocada através da
hibridizacdo dos iniciadores juntamente com uma acgdo enzimatica,
proporcionada pela enzima Bst (Bacillus stearothermophilus) DNA
polimerase. O deslocamento sucede de duas etapas, denominadas: etapa
néo-ciclica e ciclica, que ocorrem isotermicamente através da hibridagdo dos
iniciadores internos e externos a uma temperatura fixa (NOTOMI et al., 2000).
Resumidamente, na etapa nao-ciclica é produzida uma fita DNA-molde
(intermediario haste-loop) e na etapa ciclica essa fita molde da origem a outras

fitas de DNA (cOpias inversamente alternadas da sequéncia alvo).

2.1.2.2.1 Etapa Néao-Ciclica

Como a LAMP é uma amplificacdo isotérmica mediada por loop, a
etapa principal para gerar os produtos LAMP é originar loops nas
extremidades da fita alvo. E € justamente na fase final da etapa néo-ciclica
que havera a formacdo de um intermediario haste-laco (loop em ambas
extremidades da fita). De modo geral, na etapa nao-ciclica a fita alvo sera

deslocada pela atuagdo dos pares de iniciadores externos F3 e B3 que
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deslocaréo as fitas sintetizadas pelos iniciadores internos, FIP e BIP (NOTOMI
et al., 2000)

A Figura 23 propde uma representacdo esquematica da etapa nao-

ciclica.
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Figura 23. llustracdo da primeira etapa da amplificacdo LAMP, a etapa nado-ciclica. A)
representacdo esqueméatica das seis regifes distintas do alvo, denominadas, F3c,
F2c,Flc, B1,B2 e B3 e dos sitios de hibridizacéo de cada iniciador, FIP e BIP, e externos,
F3 e B3. B) Amplificacdo enzimatica LAMP na etapa néo-ciclica para formacdo do
intermediario haste-laco (TOMITA et al., 2008).

7

A etapa nao-ciclica é iniciada logo apds a temperatura de
atividade da enzima ser atingida (65 - 72 "C). Em um primeiro momento, o
iniciador FIP hibridiza a sua regido complementar (F2c), presente em um
segmento especifico de fita dupla ou simples (DNA/RNA). Nessa regido
hibridizada, o iniciador direciona a enzima Bst para dar inicio a etapa de

sintese da fita no sentido 5— 3’ [1].

Posteriormente, o iniciador F3 hibridiza a sua sequéncia
complementar [2] (regido F3c) e direciona a enzima Bst DNA polimerase para

extens3o da fita no sentido 5— 3’. E nessa etapa que o deslocamento da fita
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€ iniciado, uma vez que a sintese da fita direcionada pelo iniciador F3 promove
o deslocamento da fita anteriormente sintetizada pelo iniciador FIP [3]. Uma
vez que a fita sintetizada pelo iniciador FIP € deslocada, o iniciador BIP
hibridiza ao seu sitio de hibridizacdo especifico (B2c) e direciona a enzima
para a sintese subsequente de sua regido complementar alvo (B2c).
Finalizada a extensédo da fita pelo iniciador BIP, o iniciador B3 reconhece sua
regido alvo (B3c) e direciona a enzima para a extensdo e posterior
deslocamento da fita anteriormente sintetizada pelo iniciador BIP. Nessa
etapa é formado um intermediario haste-laco (loop) que determina o final da

etapa ndo-ciclica.

2.1.2.2.2 Etapaciclica

A partir do momento que o intermediério haste-lago é formado,
a etapa ciclica é iniciada. Nessa etapa, somente 0s iniciadores internos
atuam. A funcéo do intermediario (loops nas extremidades 3’ e 5’ da fita) é
justamente de promover a auto-ativacdo (auto-primed) da sintese e o
subsequente deslocamento da fita anteriormente sintetizada pelo iniciador
interno (seja ele FIP ou BIP). A Figura 24 representa esquematicamente essa

etapa.
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Figura 24. A) Representacdo esquematica da etapa ciclica de amplificacdo
molecular LAMP. B) Exemplo de uma separacao eletroforética via gel de agarose,
apresentando as multiplas estruturas (diferentes tamanhos de fragmentos) formadas
ao final da LAMP (TOMITA et al., 2008).

Inicialmente o iniciador FIP que contem a sequéncia complementar da

regido F2c, hibridiza na regido F2c (presente no loop da extremidade 3’) e

direciona a enzima Bst DNA polimerase para sintese da fita. Posteriormente,

a fita sintetizada pelo iniciador FIP (7a) é deslocada em decorréncia da auto-

ativacao da sintese proporcionada pelo loop presente na extremidade 5’. Em

decorréncia da auto-ativacdo do loop uma fita com repeticdo invertida do

fragmento alvo é obtida (9 a).

Tanto na fita deslocada (7a), quanto na fita com repeticéo

invertida (9) o iniciador BIP reconhece sua regido complementar (B2c) e

direciona a enzima para sintese da fita. Da mesma forma o iniciador FIP, tanto

na estrutura intermediaria (5) quanto na repeticdo invertida do alvo (10) o

mesmo hibridiza ao seu sitio especifico (regido F2c).
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Apoés as hibridizacdes, multiplas estruturas da sequéncia alvo
sdo geradas uma vez que os iniciadores internos identificam seus sitios de
hibridizacdo tanto em estruturas com uma repeticao invertida do fragmento
alvo quanto em estruturas intermediarias (haste-laco). E por esse motivo, ao
final da etapa ciclica, varios fragmentos de tamanhos diferentes sdo obtidos,
uma vez que a hibridizacdo dos iniciadores internos é repetida durante todo

intervalo de incubacéao (5-12).

Para aumentar exponencialmente a velocidade da amplificacéo,
a técnica LAMP tem sofrido algumas adaptacfes, como por exemplo, a
utilizacdo de iniciadores de loops (LF e LB) que tem a funcdo de aumentar
exponencialmente a quantidade de loops formados na etapa ciclica.
Basicamente, esses iniciadores contem a sequéncia complementar a regiao

loop formada nas extremidades 3’ e 5', entre a regido B1-B2 e F1-F2.

2.1.3.2 Diagnostico molecular da COVID-19 em microdispositivos
utilizando ensaios RT-LAMP

Os sistemas microfluidicos integrados apresentam alternativas
promissoras para a realizagdo de diagnosticos on-chip. A integragédo de duas
ou mais etapas em microdispositivos  permite  automatizar
as etapas laboratoriais em um unico dispositivo, além de proporcionar: i) uma
melhor manipulagao das solugdes; ii) a redugao do tempo total de analise; iii)
a redugao do contato manual com a amostra e reagentes (YANG et al. 2020;
COLTRO et al., 2007). Desta forma, a microfluidica oferece diversas
vantagens para os testes diagnosticos, faciltando a automagdo e a
portabilidade dos testes (COLTRO et al., 2007).

Recentemente, dispositivos microfluidicos construidos a partir de
diferentes substratos e protocolos de fabricagcdo diversificados tém sido
aplicados para técnicas moleculares de diagnéstico de COVID-19 (ZHU et al.,
2020c). Em um estudo publicado recentemente, Ji e colaboradores
desenvolveram um diagnéstico completo baseado em RT-gPCR em um disco
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microfluidico (dirRT-gPCR). O teste foi realizado em 1,5 horas e detectou o
SARS-CoV-2 com 2 x 10" copias de RNA por reagéo (JI et al., 2020). Soares
et al. desenvolveram uma plataforma microfluidica centrifuga de PMMA
modular integrada e econémica para realizar um ensaio LAMP de 30 min para
deteccao de SARS-CoV-2. Os autores alcancaram um limite de deteccao de
10 2 —10 3 cdpias de RNA por reacgdo (SOARES et al., 2020).

Neste estudo nds descrevemos o desenvolvimento de um dispositivo
microfluidico de poliestireno-toner (PS-T) que € controlado rotacionalmente
por um hand-spinner para diagnéstico molecular por RT-LAMP, capaz de
realizar deteccao visual on-chip por mistura automatizada da solugao
contendo os amplicons com o intercalador de DNA. O microdispositivo
integrado e automatizado com detec¢do endpoint via SYBR Green (SG)
descrito no Capitulo 1 foi utilizado aqui com o objetivo de desenvolver um
meétodo rapido, sensivel e automatizado para o diagndstico molecular de
COVID-19 por RT-LAMP. A reacado foi desenvolvida usando um bloco de
aquecimento simples e deteccdo visual no microdispositivo usando o
intercalador SYBR Green |, auxiliado por uma fonte de UV portatil. As imagens

foram obtidas com um smartphone.

Ademais, o bombeamento fluidico, utilizando um girador de méao, livre
de eletricidade automatizou com sucesso a etapa de amplificagdo com a
deteccao endpoint da RT-LAMP.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é utilizar um sistema portéatil para
analises no point-of-care composto por microdispositivos controlados por
sistemas centrifugos manuais a base de hand-spinner que integre e automatize
as etapas de amplificacdo de DNA e deteccao visual endpoint sem a
manipulacdo manual das solu¢cbes apds o inicio da reacdo. O dispositivo
desenvolvido foi aplicado aqui para o diagnostico molecular baseado em RT-
LAMP, da COVID-19.

2.2.2 Objetivos especificos

i) Otimizar os parametros operacionais do dispositivo de PS-T
controlado por forca centrifuga

i) Integrar e automatizar a etapa de deteccdo visual do método
molecular RT-LAMP em um dispositivo de PS-T através de forca
centrifuga gerada por um hand-spinner

iii) Otimizar as condi¢des experimentais para amplificacédo e deteccao do
SARS-CoV-2 via RT-LAMP em microdispositivos PS-T partindo de
RNAs de amostras clinicas de pacientes infectados.

iv) Demonstrar a funcionalidade dos dispositivos de PS-T operados por

bombeamento centrifugo para diagnostico da COVID-19.
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2.3 MATERIAIS E METODOS

2.3.1. Cultivo do virus

O virus foi cultivado em células VERO, concentrado com 1,6 x 10%?
PFU mL™* e inativado. O cultivo do virus foi doado pelo Laboratério de Virologia

Clinica e Molecular da Universidade de Sao Paulo.

2.3.2. Amostras clinicas

Swabs nasofaringeos foram obtidos de pacientes saudaveis e com
COVID-19 durante a pandemia no Brasil em abril de 2020. A confirmagao da
infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 foi obtida a partir dos resultados do RT-
qPCR. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Goias, com numero de protocolo 4.111.485. Todos
0s experimentos foram realizados em conformidade com as diretrizes exigidas
nacionalmente, seguindo as resolucdes CNS 466/12 e CNS 441/11, e em
conformidade com as diretrizes institucionais. Além disso, o consentimento foi
obtido de todos os pacientes. Todas as amostras foram manipuladas e
desativadas primeiramente em uma cabine de nivel de biossegurancga 2, além

do uso de equipamentos de protecao individual.

2.3.3. Extracdo de RNA e RT-qPCR

Todas as amostras foram submetidas a extragcdo de RNA utilizando o
kit BioGene® K204 DNA / RNA Extraction (produzido pela Bioclin, Quibasa
Quimica Basica LTDA; Registro ANVISA: 10269360296), seguindo protocolo

fornecido pelo fabricante.

O kit US CDC SARS-CoV-2 foi usado nos ensaios RT-qPCR.

Resumidamente, uma mistura reacional foi feita com um volume de reacéo de
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20 uL contendo: 5 pL de RNA, 13 puL de mix RT-PCR, 2 pL de iniciador
marcados com sonda FAM. As misturas de PCR foram incubadas 55 por 15
min, posteriormente a 95 °C por 10 min, com 40 ciclos de 95 °C por 15 se 60
°C por 1 min, utilizando o sistema de PCR em tempo real Applied Biosystems
Life technologies. A diluicdo em série de plasmideos de controle contendo o
gene completo do nucleocapsideo do SARS-CoV-2 (Integrated DNA
Technologies, IA, EUA) foi usada para gerar uma curva padrdo para
quantificacdo absoluta (5 a 2 x 10° cépias de RNA viral) e para obter valores
de limite de ciclo (Ct). Os dados em tempo real foram analisados usando o

sistema StepOnePlus ™ fornecido pela Applied Biosystems (Califérnia, EUA).

2.3.4. Fabricacdo do microdispositivo centrifugo PS-T

Como descrito no Capitulo 1, os microchips PS-T foram fabricados
usando um protocolo de impressdo, corte e laminado (PCL) descrito
anteriormente (DUARTE et al, 2011). Figura 25 mostra as principais etapas

do processo de fabricagcédo do dispositivo centrifugo PS-T.
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Figura 25. Representacéo das principais etapas do processo de fabricacéo. I) Filme
de poliestireno revestido com toner em ambos os lados para compor a camada
intermediaria (a) e (b) valvula de toner impressa na superficie do topo e base dos
filmes de poliestireno. 1) Layout do microdispositivo definidos pelo Silhouette
Studio®. lll) Alinhamento das vélvulas e todas as camadas para laminacao do
microdispositivo PS-T.
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Como descrito anteriormente, as camadas do topo e base dos
microdispositivos séo filmes de poliestireno com valvulas de toner hidrofobicas
(3,3 mm de largura) impressas em escala de cinza 100% por impresséao a
laser (Brother HL-1212 W) utilizando um cartucho de toner preto (TN-1060)
para definir as barreiras. E as camadas intermediarias sdo folhas de
poliestireno cobertas totalmente com toner em ambos os lados utilizando uma
impressora a laser (Brother HL-1212 W), contendo o layout de cada camara
definido pelo software Silhouete Studio® e recortado pela plotter de recorte

(Silhouete Cameo, Brasil).

O projeto do dispositivo conteve trés camaras: i) camara para
realizacdo da RT-LAMP de aproximadamente 5 uL (cdmara 1), ii) cAmara para
insercao do intercalador de DNA SYBR Green | (1: 70) de aproximadamente
3 uL (cédmara 2) e iii) uma camara de deteccdo, com capacidade de
aproximadamente 8 pL, para misturar as solugdes 1 e 2 apés finalizado o

tempo de incubacéo.

2.3.5. Amplificacdo RT-LAMP de SARS-CoV-2 em um
microdispositivo PS-T centrifugo

As sequéncias de iniciadores usados para RT-LAMP para deteccao de
SARS-CoV-2, que foram descritas por Zhang et al. 2020 (ZHANG et al. 2020b)

e sao mostrados na Tabela 1.

Tabela 1. Sequéncias de iniciadores para deteccdo da COVID-19 por RT-
LAMP.

Iniciador Sequéncia5'a 3’

F3 CTGCACCTCATGGTCATGTT

B3 AGCTCGTCGCCTAAGTCAA

FIP GAGGGACAAGGACACCAAGTGTATGGTTGAGCTGGTAGCA
GA

BIP CCAGTGGCTTACCGCAAGGTTTTAGATCGGCGCCGTAAC
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LF CCGTACTGAATGCCTTCGAGT

LB TTCGTAAGAACGGTAATAAAGGAGC

Primeiro, a mistura reacional RT-LAMP foi preparada em um microtubo
contendo: 0,2 yM de cada iniciador externo (F3 e B3), 1,6 uM de cada iniciador
interno (FIP e BIP), 0,4 uM de cada iniciador de loop (LF e LB ), 6 mM MgSOu4,
1,0 MM dNTP, 0,48 U uL™* de Bst 3.0 DNA polimerase, 0,5 uL de 10x tampao
de amplificacdo isotérmico [20 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO 4,
2 mM MgSOg, Triton X-100 a 0,1%, 0,11 mg mL "' BSA e quantidades variaveis
de RNA. Antes do uso, as microcamaras foram passivadas com BSA (5 mg
mL™1), conforme descrito em trabalhos anteriores (DE OLIVEIRA et al., 2017,
Mendes et al.,, 2019). Em seguida, os reagentes foram inseridos no
microdispositivo, sendo 5 pyL da mistura reacional RT-LAMP adicionados a
camara de reagao (1) e 3 yL de SYBR Green | (1: 70) adicionados a camara
2. Para as reagdes positivas, 0,5 yL de RNA de paciente contaminado com
SARS-CoV-2 foram adicionados a camara 1. Para realizacdo do controle
negativo (auséncia de RNA do SARS-CoV-2) 0,5 uL de RNA extraido de
paciente saudavel foi inserido na camara 1 do dispositivo, totalizando 5 uL de
volume de reacdo. ApOs pipetar os reagentes, a parte superior do
microdispositivo foi selada com papel adesivo contatc transparente para evitar

a evaporacao das solucdes durante o tempo de incubacao.

O microdispositivo foi colocado em termobloco (Major Science,
Saratoga, CA) a 72 °C durante 10 minutos. No final do tempo de incubacéo
da reacédo, o papel de contato transparente foi removido da parte superior do
microdispositivo e, em seguida, fixou-se o microdispositivo em uma das asas
do hand-spinner e submeteu-o a rotacdo manual. Apds a rotacdo,a valvula
hidrofébica de toner se rompeu, o que permitiu o fluxo das solu¢cdes contendo
os produtos RT-LAMP e da solucéo do intercalador de DNA SYBR Green |l em
direcdo da camara de deteccdo (camara 3). Em seguida, a camara de
deteccdo foi exposta a luz ultravioleta por meio de um transiluminador
ultravioleta (KASVI, Sdo José do Pinhais, PR), contendo uma lampada com
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comprimento de onda de 320 nm, e as imagens foram obtidas com um
smartphone (Ml 8 Lite, M1808D2TG), com o auxilio de um suporte de acrilico
preto para controlar a iluminacdo arbitraria da sala. O suporte tem formato
cubico (130 x 100 x 100 mm?) com abertura na parte superior para promover

acesso a camera do smartphone e visualizacao do chip.

As principais etapas operacionais do microdispositivo RT-LAMP

centrifugo para deteccéo de SARS-CoV-2 sdo ilustradas na Figura 26.

1)
Papel
adesivo
(contact)

——
Adicao das amostras e reagentes Incubagao
Iv) V)
=
Luz UV
Reagdo Negativa Reacgao Positiva
Forca centrifuga e mistura dos reagentes Resultados

Figura 26. llustragdo esquematica da amplificacdo e deteccdo RT-LAMP em
microdispositivos PS-T centrifugos: (1) adicédo de reagentes e selagem com papel de
contato transparente; (2) incubagdo em um termobloco; (3) centrifugagéo por hand-
spinner para ruptura da valvula e (4) deteccao visual por radiagdo UV.

Posteriormente para comprovar que a fluorescéncia obtida na reacéao
positiva era de amplificacdo especifica, a solugcdo foi removida da camara de
detecgdo e submetida a separagao eletroforética em gel de agarose 3% em
tampéao Tris-borato-EDTA (TBE). A corrida eletroforética foi realizada de 115 min
em tampao TBE a 90 V. Em seguida, os fragmentos de DNA foram visualizados

em um transiluminador UV (Figura 27).
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A) ON-CHIP B) OFF-CHIP

PACIENTE SAUDAVEL PACIENTE INFECTADO
COMA COVID-19

Figura 27. Deteccdo dos produtos de amplificacdo RT-LAMP. A) on-chip
visualizando os resultados diretamente na camara de deteccao do dispositivo. B) off-
chip por separacéo eletroforética em gel de agarose 3%.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste estudo demonstramos um importante avanco em relagdo ao
trabalho anteriormente publicado por nosso grupo de pesquisa (DE OLIVEIRA
et al., 2017; MENDES et al., 2019). Em nosso artigo anterior sobre RT-LAMP
em microdispositivos descartaveis, a detec¢ao visual era feita diretamente na
camara do microdispositivo, no entanto era necessario a adicdo do
intercalador de DNA SG manualmente, com auxilio de uma pipeta. A adicao
do intercalador era realizada apés a reacao de amplificacéo, inserindo 0,5 pL
de SG | (1:10 em agua) na camara reacional. Essa etapa final de manipulacéo
dos fluidos, apos término da reacdo de amplificacdo, requeria a abertura dos
reservatérios para acessar a camara reacional, momento em que grande
quantidade de amplicons eram formados, proporcionando boas chances de

contaminacgdao entre reacoes.

Este trabalho buscou superar esse problema através da integracdo e
automatizacdo da mistura dos amplicons com o SYBR Green. Para permitir
essa integracdo e automatizacdo mais funcionalidades foram incorporadas ao
microdispositivo, as valvulas hidrofobicas de toner descritas anteriormente por
Ouyang et al. (2013).

As valvulas hidrofébicas proporcionaram com sucesso o controle do
processo de manipulacdo de dois diferentes fluidos conforme descrito
anteriormente no Capitulo 1. Em nosso trabalho as valvulas de toner
permitiram confinar a mistura dos amplicons e o SYBR Green desde 0 inicio

da reacéo.
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2.4.1. RT-LAMP em microdispositivos de PS-T

2.4.1.1 Otimizacéao das condi¢cdes reacionais da RT-
LAMP em microdispositivos de PS-T

Para detectar pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 no
microdispositivo centrifugo PS-T, inicialmente otimizamos a composi¢cdo da
mistura reacional. As concentracdes de enzima, iniciadores e dNTP foram
otimizadas. Conforme demonstrado em estudos anteriores (DE OLIVEIRA et
al., 2017; MENDES et al., 2019) a LAMP realizada em dispositivos
microfluidicos requer uma concentracdo maior de enzima devido a grande
relacdo area/volume da cadmara de reacdo. Neste estudo, observamos que a
concentragdo minima de enzima para o sucesso da reagao foi de 0,48 U puL™2,
e essa concentracao foi suficiente para o sucesso da reagdo mesmo com
pequenas copias de RNA. As concentracfes otimizadas de dNTPs e
iniciadores que demonstraram uma melhor eficiéncia do RT-LAMP foram: 1,0
mM de dNTP e 0,2 uM de cada iniciador externo (F3 e B3), 1,6 uM de cada
iniciador interno (FIP e BIP), e 0,4 uM de cada iniciador de loop (LF e LB).

2.4.1.2. Tempo de incubacdo da reacdo RT-LAMP em
microdispositivos de PS-T

Para a obtencdo de um teste rapido para o diagnostico de COVID-19,
mantendo alta sensibilidade, o tempo de incubacéao foi otimizado testando os
periodos de 5, 10, 15, 20 e 30 min de aquecimento a 72 °C. Os resultados da
otimizacdo do tempo de incubagdo mostraram que 10 minutos foi 0 menor
tempo que produziu quantidades detectaveis de fragmentos na deteccdo
visual e no gel de agarose (Figura 28B). Resultados falso-positivos foram
observados com tempos de incubacdo superiores a 20 min (Figura 28A).
Portanto, todos os ensaios foram realizados com 10 minutos de tempo de

incubacéao.
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Figura 28. Avaliagdo do tempo de incubagdo do RT-LAMP em microdispositivo
centrifugo. Nos painéis A: reagcdes NTC (controle ndo padrédo) e B: reacdes de
controle positivo. Em ambos os painéis: M: marcador de peso molecular.

Na maioria dos trabalhos que realizaram a deteccdo de SARS-CoV-2
por RT-LAMP em microtubos, o tempo 6timo de reacao variou de 30 a 60
minutos (LAMB et al., 2020; PARK et al., 2020; YANG et al., 2020; Zhu et al.,
2020c; SILVA et al., 2021; SANTOS et al., 2021). Na maior parte desses
artigos os autores utilizaram a versao Bst 2.0, e isso explica o tempo mais
longo de RT-LAMP. Em nosso estudo anterior, demonstramos que a enzima
DNA polimerase Bst 2.0 precisa de mais tempo de aquecimento do que a Bst
3.0 (MENDES et al., 2019). Além disso, o0 uso da enzima Bst 3.0 diminuiu o
custo da reacdo, pois ndo requer o uso de uma enzima transcriptase extra e
fornece resultados em tempos de analise mais curtos. Uma vez que Bst 3.0
fornece o tempo de amplificacdo mais rapido, e apresenta um alto
desempenho, essa € um reagente ideal para uso em métodos de amplificacéo

para o diagnéstico rapido de COVID-19.

2.4.1.3. Limite de deteccdao, sensibilidade e especificidade

A sensibilidade da RT-LAMP em um PS-T centrifugo foi determinada
por diluicdo em série de RNA de SARS-CoV-2. As reacdes foram realizadas
com quantidades iniciais de RNA variando de 107 a 10 cépias de RNA. A

plataforma PS-T centrifuga permitiu a deteccdo de amplicons no gel de
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agarose em reacées que comecam com 1074 cépias puL* de copias do genoma

viral (Figura 29).
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Figura 29. Deteccdo visual de produtos de amplificacdo SARS-CoV-2 via RT-LAMP
em diferentes quantidades de copias iniciais do alvo (10 ” -10 ® cépias de DNA). (A)
Deteccéo visual; (B) andlise digital das imagens das reacdes realizadas em triplicata,
pelo software Imaged, para correlacdo quantitativa com a intensidade da
fluorescéncia. (C) Separacéo eletroforética em gel de agarose dos produtos de
amplificacao off-chip. NTC, ndo contém RNA alvo.

A avaliagdo visual da tonalidade do verde e a analise da intensidade do
verde no canal RGB coincidem com os resultados apresentados por

separacao eletroforética em gel de agarose (Figura 29C).

Uma grande vantagem da reacdo LAMP ¢é a possibilidade de realizar
deteccado visual sem a necessidade de eletroforese, permitindo uma leitura

facil e rapida dos resultados. A utilizacdo de reagentes intercaladores de DNA
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como estratégia de deteccdo na LAMP, ja € bem explorada na literatura
(PARIDA et al.,, 2008; OSCORBIN et al., 2016; WONG et al., 2018). A
intensidade de fluorescéncia para reacdes positivas varia de acordo com o
namero de coépias de RNA inicial, como pode ser visto na Figura 29A.
Mostramos aqui que a andlise da intensidade da cor verde na camara de
deteccao, pode ser usada para quantificacdo semi-quantitativa da carga viral.
As imagens foram obtidas com camera de celular e avaliadas no programa
ImageJ. A intensidade da cor foi medida usando o canal verde dos canais de
cores RGB (vermelho, verde, azul). A Figura 29B mostra o comportamento
linear razoavel, com R? = 0,9647, da intensidade de fluorescéncia em relagdo
ao numero de copias iniciais de RNA. Os valores do desvio padréo de cor (n=
3) foram calculados e variaram de 0,017 a 6,69. Considerando a captura da
imagem pelo celular, os valores de desvio foram satisfatorios, revelando um
bom potencial para semi-quantificacdo da carga viral envolvendo amostras

reais.

Ademais, a andlise de regressdo probit considerando 8 réplicas
independentes para cada concentragdo de RNA, revelou que o limite de
deteccdo com 95% de probabilidade foi de 102 (-2,91 logio) copias do RNA
SARS-CoV-2, com intervalo de confianca de - 3,58 a -1,29 logio das copias
iniciais do SARS-CoV-2 (Figura 30).
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Figura 30. Limite de detec¢do do ensaio SARS-CoV-2. A) Tabela obtida a partir de
8 réplicas de diluicdes seriais para avaliar o limite de deteccdo (LOD) do ensaio
SARS-CoV-2 RT-LAMP. B) A curva de andlise de regresséo de probit obtida a partir
de 8 réplicas de diluigBes seriais. A andlise de regressao Probit foi calculada usando
o software MedCalc (versdo 18.11), dando um valor C95 (concentracdo detectavel
95% do tempo) de -2,91 log 10 das cdpias iniciais do SARS-CoV-2.

Esse baixo limite de deteccdo de RT-LAMP significa que a técnica &
capaz de detectar a presenca de SARS-CoV-2, mesmo em pacientes com
baixa carga viral, permitindo o diagndstico precoce de COVID-19. Atualmente,
alguns estudos relatam a deteccao molecular de SARS-CoV-2 por LAMP em
tubos com um limite de deteccédo de 0,1-10 copias uL* (EL-THOLOTH et al.,
2020; LU et al., 2020). Um estudo publicado recentemente por Soares et al.
relata um ensaio de LAMP executada em uma plataforma de microfluidos com
base em PMMA com um limite de deteccdo de 102-10° copias por reacéo em
um tempo de analise de 30 minutos (SOARES et al., 2020).

Rodriguez-Manzano e colaboradores descreveram um ensaio LAMP
em um dispositivo microfluidico de cartucho para a deteccédo de amostras de
RNA de SARS-CoV-2 mostrando um limite de deteccdo de 10 copias de RNA
por reacdo em menos de 20 minutos (RODRIGUEZ-MANZANO et al., 2021).
Em um estudo relatado por Tian et al. (2020) um sistema microfluidico
centrifugo totalmente automatizado foi usado para detectar SARS-CoV-2
através de um ensaio RT-LAMP de 70 min com um limite de detec¢éo de 2

copias por reacao (TIAN et al., 2020).
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O limite de deteccdo encontrado no presente estudo é inferior aos
relatados na literatura, que apresenta grande potencial para o diagnoéstico de
COVID-19, mesmo no inicio da infeccdo. Em um estudo com amostras
coletadas durante o curso clinico do COVID-19, Wodlfel et al., (2020)
demonstrou uma alta carga média de RNA do virus no inicio dos sintomas, na
fase aguda (que compreende até 5° dia de infeccdo) é de 6,76 x 10° copias
em amostras de swab nasofaringeo. Considerando que o valor é
substancialmente superior ao limite de detecc¢do obtido neste estudo, nossa
metodologia apresenta a possibilidade de detectar o virus desde os primeiros
dias de infeccdo. O limite de detecgdo de 10 ~3(-2,91 log 10) cépias de RNA
encontrado aqui para a detecgcdo de SARS-CoV-2 foi semelhante ao limite de
deteccdo encontrado em nosso estudo anterior para detec¢ao do virus Zika
utilizando a Bst 3.0 com 10 minutos de reacdo (ESTRELA et al., 2019).

Devido ao limite de deteccdo impressionantemente baixo, nossa
metodologia e plataforma provaram ser uma ferramenta importante que pode
ser usada em amostras coletadas imediatamente apos o inicio dos sintomas,
permitindo o diagnostico nos estagios iniciais da infeccdo quando a deteccao
de anticorpos ainda é negativa.

A especificidade dos iniciadores usados neste estudo para a detecgao
de SARS-CoV-2 também foi avaliada, utilizando amostras de virus influenza,
amostra de pacientes saudaveis para COVID-19 e amostras de pacientes
infectados com SARS-CoV-2. A fluorescéncia s6 foi verificada em amostras
que continham o SARS-CoV-2 e ndo verificada com outras amostras de virus
ou amostras humanas saudaveis (Figura 31), demonstrando o alto nivel de
especificidade de RT-LAMP.
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Figura 31. Avaliacéo da especificidade e analise de amostras clinicas por RT-LAMP
para deteccdo de SARS-CoV-2. (A) Deteccao visual no chip. (B) Detecgéo fora do
chip: gel de agarose.

Esses resultados revelaram que a RT-LAMP em microdispositivo
centrifugo PS-T contém alta sensibilidade e especificidade para o diagnostico
de COVID-19, além do grande potencial para aplicacbes em pontos de
atendimento (POCT).

2.4.4. Avaliagcdo de RT-LAMP em um ensaio de microdispositivo
PS-T centrifugo em amostras clinicas

Avaliamos o desempenho do microdispositivo centrifugo PS-T para o
diagnéstico de COVID-19 em amostras clinicas reais. Como prova de conceito
da capacidade de nossa plataforma no diagnéstico de COVID-19, utilizamos
20 amostras reais previamente testadas por RT-gPCR. Destas 20 amostras,
dez foram negativas e dez testadas como positivas pelo RT-LAMP (Figura
32).
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Figura 32. Avaliacdo da especificidade por RT-LAMP on-chip, avaliando 10 amostras
positivas e 10 amostras negativas para infec¢éo por SARS-CoV-2.
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As amostras confirmaram 100% de concordancia entre o teste baseado
em RT-LAMP realizado no dispositivo centrifugo PS-T (com 10 minutos de
reacdo) com o0s ensaios qPCR, que é considerado o padrdo ouro para o
diagndstico molecular de COVID -19.
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2.5 CONCLUSAO

NOés relatamos aqui um ensaio de 10 minutos para a deteccdo de
SARS-CoV-2 com base em uma reagdo RT-LAMP realizada em um
microdispositivo centrifugo descartavel. A integracdo e automatizacdo da
reacdo RT-LAMP com a detecc¢ao visual no dispositivo centrifugo permitiu que
todo o processo fosse realizado em ambiente fechado, evitando
contaminacdes e resultados falso-positivos. Além disso, a vantagem da
deteccao visual integrada e automatizada fornecida por uma plataforma de
centrifugacdo sem eletricidade movida a méao, usando um hand-spinner
proporcionou a obtencdo de resultados rapidos, eliminando as etapas de
pipetagem manual para insergéo do intercalador de DNA.

Nos testes realizados no microchip PS-T, foi possivel detectar
amplicons em reagcdes que comegaram com —-2,91 log 10 cépias do RNA
SARS-CoV-2 (~10 2 coépias por reacdo) com deteccdo diretamente na
camara de deteccdo do microdispositivo. Este limite de deteccdo é
significativamente menor do que estudos publicados recentemente que
descrevem LAMP em microdispositivos para o diagnostico de COVID-19
(SOARES et al., 2020; RODRIGUEZ-MANZANO et al., 2021; TIAN et al.,
2020).

O baixo limite de deteccdo encontrado neste estudo deve-se ao fato de
gue o uso do SYBR Green leva a um aumento da sensibilidade quando
comparado a outros métodos de deteccdo (ZHANG et al., 2014). No entanto,
o efeito inibitério do SYBR Green na reacdo LAMP esta bem estabelecido
(QUYEN et al., 2019). Por esse motivo, a etapa de adi¢cao do intercalador de

DNA ao final da reacdo € necessaria. Neste estudo, o dispositivo aqui
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desenvolvido permitiu a integracdo desta etapa, representando avangcos em
relacdo aos estudos anteriores (DE OLIVEIRA et al., 2017; MENDES et al.,
2019). Entretanto, a demanda por extracao fora do chip ainda sé&o limitagdes
a serem superadas para a obtencdo de um microchip totalmente integrado

para diagnoéstico molecular.

Também é importante considerar o custo do nosso teste, que € muito
menor do que o custo de um teste baseado em gPCR. Enquanto os reagentes
para diagnostico envolvendo a metodologia qPCR, custam, em média, R$
100,00 por teste, o diagnostico usando nossa metodologia e nosso dispositivo

custa menos de R$ 5,00 (incluindo microchips e reagentes).

Os testes baseados em RT-LAMP realizados em um microdispositivo
descartavel e de baixo custo representam o primeiro passo na aplicacdo de
diagndésticos moleculares para testes point-of-care. Todo o sistema pode ser
miniaturizado para ter um diagndstico molecular especifico e simples que
pode ser levado a um local remoto. Devido a sua operacéo simples e a falta
de instrumentacao sofisticada, o RT-LAMP realizado na plataforma centrifuga
PS-T pode ser uma ferramenta valiosa para o diagndstico molecular de

COVID-19, especialmente em regides do mundo com recursos limitados.
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CAPITULO 3

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
ARBOVIROSES COM DETECCAO
ENDPOINT UTILIZANDO
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3.1 INTRODUCAO

3.1.1 Arboviroses

As arboviroses sdo doencas causadas por virus transmitidos por
vetores artropodes. Sao assim designados ndo somente pela aquisicdo e
transmissdo, mas, principalmente, por parte do ciclo replicativo ocorrer nos
insetos. A expressao arbovirus vem do termo inglés athropod-borne virus,
adotada em 1942, que agrupa grupos de infec¢des virais cujo mecanismo de
transmissao ou veiculacdo do virus se da através de artrépodes hematofagos,
que ao picar um hospedeiro mamifero (seres humanos e outros animais)
transmite um agente infecioso ou patogénico (CONWAY et al., 2014; LOPES
et al., 2014). Em todo o mundo, cerca de 545 espécies de arbovirus foram
isoladas. Cento e cinquenta das 545 espécies pertencem a cinco familias:
Bunyaviridae, Togaviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae, e
causam doengas em humanos (LOPES et al., 2014).

No Brasil mais de 200 arbovirus foram identificados e isolados na
regido Amazodnica, uma das maiores reservas de arbovirus do mundo.
(CASSEB et al., 2013). Aproximadamente 40 desses causam doencgas aos
seres humanos e 6 vem alcancando uma ampla distribuicdo geogréfica,
estando envolvidos em epidemias, sendo esses: 0 complexo de dengue
(DENV I-1V), Febre Amarela (YFV), Rocio (ROCV), Oropouche (OROV),
Chikungunya (CHIKV), e Mayaro (MAYV) (CASSEB et al.,, 2013; ROSA,
2016).

Em geral, os arbovirus, possuem dois ciclos de transmisséo distintos,
0 ciclo enzodtico e o ciclo urbano. No ciclo enzodético, o virus circula entre os
animais silvestres e é transmitido por vetores artropodes a hospedeiros
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primatas ndo-humanos, circulando entre poucas espécies de vertebrados e
invertebrados. Nesse caso a circulacdo do virus pode acarretar surtos
silvestres, denominados epizootias, em que um numero elevado de primatas
ndo-humano € infectado ao mesmo tempo em uma mesma regido. Em
contrapartida, o ciclo urbano, consiste em arbovirus que sdo capazes de
infectar humanos ou animais domésticos, nesse caso esses hospedeiros sdo
considerados hospedeiros acidentais (DONALISIO et al., 2015).

O manejo de arboviroses urbanas transmitidas pelo Aedes aegypti
tém se constituido um dos principais problemas de saude publica no mundo,
no Brasil, s6 em 2016, um custo total de mais de R$ 2,3 bilhdes foram gastos
(TEICH et al., 2017). No mundo séo registrados em média de 100 a 400
milhdes casos novos de infecgdes por ano (KRAEMER et al., 2015; BRADY e
HAY, 2020). Esse elevado numero de casos se deve a rapida ascensao do
mosquito, em decorréncia de habitos sinantropicos do vetor (BRADY e HAY,
2020).

3.1.1.2 Aedes aegypti

O Aedes aegypti (Ae. aegypti) € um inseto da familia Cullicidae, de
acordo com Tabachnick (1991), o mosquito foi originario na Africa, e
posteriormente disseminado em todo mundo. E quase certo que o ancestral
da forma doméstica de Ae. aegypti viveu na Africa subsaariana. A entrada
do Ae. Aegypti no Brasil se deu no final do século 19 e inicio do século 20, e
desde entdo surtos de febre amarela passaram a ser registradas no Brasil.
Em 1849, grande parte da populacdo havia sido contaminada com febre
amarela, sendo notificados 90 mil casos em uma populagédo de 266 mil
(TABACHNICK, 1991; BENCHIMOL, 2021). Desde a introdugéo do mosquito
vetor o risco de surgimento de infec¢gbes urbanas passou a ser uma realidade
a ser enfrentada, a expansao do Ae. aegypti, implantou-se igualmente em
praticamente todo o territorio brasileiro, sendo observado o continuo
surgimento de surtos da doenca (SCHATZMAYR, 2001).
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Além da febre amarela, o Ae. Aegypti é principal vetor urbano de outras
doencas como Dengue, Zika e Chikungunya. Por se tratarem de doencas
transmitidas por um mesmo vetor, a circulagdo concomitante de dengue, zika
e chikungunya no Brasil, dificultou o manejo das doengas uma vez que 0S
pacientes infectados apresentavam quadros clinicos semelhantes, indo desde
infeccbes subclinicas (quadro infeccioso assintomatico) a infeccdes clinicas
(quadro infeccioso sintomatico). Nos casos sintomaticos, os quadros de
manifestagdes clinicas podem resultar em sintomas tipicos, como: encefalites,
febre, exantema, diarreia, mialgia, artralgia, erupcdo cutanea, entre outros,
variando a intensidade dos sinais e sintomas (MORRISON, 2014). Nos
quadros de manifestacdes clinicas atipicas, sintomas como: viruléncia com
casos de acometimento neurolégico, articular e hemorragico e caracteristicas
clinicas com desfechos mais graves em idosos, gravidas, neonatos e criancas
também podem ser encontrados (DONALISIO et al., 2017).

3.1.1.2.1 Dengue

A dengue é classificada no Brasil e no mundo, como uma doenca
emergente e reemergente que se constitui em um problema grave de salde
publica (ABE et al., 2012; TAUIL, 2002). No mundo os paises mais afetados
encontram-se nas Américas (Américas do Sul, Central e do Norte) além da,
Africa, Caribe, Australia, China, india, Sudeste Asiatico, llhas do Pacifico, e
Taiwan. Na América do Sul, Brasil, Paraguai, Bolivia, Colémbia, Venezuela,
Guiana Francesa, Suriname, e Equador sdo as areas mais atingidas com
maior incidéncia de casos, ademais, nesses paises cerca de 2,5 bilhdes de
pessoas encontram-se sob risco de se infectarem durante a proliferacdo do
mosquito vetor (SILVA E SCOPEL, 2008; TAUIL, 2002).

No Brasil a doenca foi introduzida no ano de 1981/82 no estado de
Roraima sendo declarada posteriormente a primeira grande epidemia em
1986, no estado do Rio de Janeiro: a epidemia de dengue (SCHATZMAYR,
2001).
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A dengue é uma doenca infecciosa, ndo contagiosa, de etiologia viral,
com potencial para assumir formas graves e letais na fase aguda. O virus da
dengue (DENV) do género Flavivirus, composto por um filamento Gnico de
acido ribonucléico (RNA), pertencente a familia Flaviridae e apresenta quatro
sorotipos virais, imunologicamente distintos, intitulados DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4, vale destacar que apos a infeccdo por um dos sorotipos,
o individuo confere imunidade especifica duradoura aquele sorotipo
especifico, mas ndo para os outros sorotipos (LUPI et al., 2007). O quadro
clinico de pacientes infectados por DENV, vao desde casos assintomaticos a
casos sintomaticos graves. De acordo com Oliveira et al., (2009) nos casos
sintométicos definidos de dengue classica (DC) ou hemorragica (FHD), o
individuo apresenta febre abrupta e aguda, com duracao maxima de 6 dias,
seguida de pelo menos dois dos seguintes sintomas: exantema, mialgia,
cefaleia, cansaco, dor ao redor dos olhos e incomodo nas articulacdes
(OLIVEIRA et al., 2009). Em média 90% dos casos de dengue sdo casos
predominantes de dengue classica, contudo, segundo Casali et al., (2004), os
nameros de casos por dengue hemorragica sdo preocupantes, uma vez que
0 numero de Obitos por FHD é 34,75 vezes maior que o numero de 6bitos por
dengue classica (OLIVEIRA et al., 2009; CASALI et al., 2004).

3.1.1.2.2 Chikungunya

De acordo com Morrison (2014) o virus Chikungunya (CHIKV), é um
virus de RNA da familia Togaviridae (género Alphavirus), originario da Africa,
isolado pela primeira vez na Tanzania em 1953. A transmissao autdoctone foi
registrada em territorio brasileiro pela primeira vez no ano de 2014, com maior
incidéncia em duas Unidades Federativas: Amapa e Bahia (TAUIL, 2014;
HONORIO et al., 2015; PATTERSON et al., 2016).

Os sintomas causados por CHIKV sédo similares ao da dengue e &
caracterizado por um inicio abrupto de febre. A doenca chikungunya se traduz

como "doenca que dobra as articulagbes", podendo ser altamente debilitante

93



em casos cronicos (MORRISON, 2014). Os sintomas tipicos e caracteristicos
das infeccbes por CHIKV compreendem dores intensas nas articulagdes,
acompanhada de edema ou/e erupg¢des cutaneas. De acordo com Morrison
(2014) apenas 5-25% de individuos infectados por CHIKV apresentam

guadros assintomaticos.

Manifestacdes clinicas atipicas também séo relatadas, como encefalite
de tronco cerebral poés-infeccdo (GAURI et al.,, 2012), manifestacbes
neurolégicas e cardiacas graves (TENUTA et al., 2018), comprometimento
dos nervos periféricos da coluna ou também conhecida como mielite
transversa aguda (DOS SANTOS et al., 2021) e transmisséao vertical passada
da mée para o bebé durante o parto (LEITAO et al., 2016). O virus CHIKV
ndo causa ma formacdo nos fetos, no entanto, os recém-nascidos podem
apresentar, lesbes cutaneas bolhosas, encefalopatia e hiperpigmentacéo
periorbital (MORRISON, 2014; LEITAO et al., 2016).

3.1.1.2.3 Zika

Dentre os virus transmitidos pelo mosquito Ae. aegypti, o Zika virus
(ZIKV), surgiu como um problema significativo de salde publica nos dltimos
anos devido aos diferentes tipos de transmissao e seu impacto devastador no
desenvolvimento fetal de seres humanos. O ZIKV também foi associado a
uma séria de outras doencas como, uma possivel correlacdo ao
ressurgimento da sindrome de Guillain-Barré (GBS), bem como outros
problemas neurolégicos graves em recém-nascidos, como a microcefalia
(CALVERT etal., 2017; SONG et al., 2016; HERRADA et al., 2018).

De acordo com a Organizagao Mundial de Saude (OMS), o ZIKV é um
arbovirus da familia Flaviviridae, cujo principal vetor da doenca é o artrépode
hematofago Ae. aegypti. Todavia, a transmissdo do ZIKV pode ocorrer de
diversas formas, sendo elas, sexualmente, por transfusdo de sangue e
também da mae para o bebé durante o parto ou como resultado da
transmissao transplacentaria (BESNARD et al., 2014; HERRADA et al., 2018).
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A identificacdo do material genético, o RNA do ZIKV, pode ser detectado em
diferentes fluidos corporais como, sangue de 3-1 dias de infecgao (ROSSINI
et al., 2017), urina de 4 dias-3 semanas de infecgdo (CAMPOS, et al., 2016;
NICASTRI, et al, 2016), sémen até 6 meses apos inicio dos sintomas
(NICASTRI et al., 2016), saliva entre 29-91 dias apds inicio dos sintomas
(NICASTRI et al., 2016; BARZON et al., 2016), leite materno, tecidos neurais,
vaginais, intestinais, dentre outros (NICASTRI et al., 2016; VASCONCELOS
et al.,, 2018; CAGNO et al., 2019).

No Brasil, 0 aumento crescente dessas patologias esta diretamente
relacionado ao ciclo pluvial por propiciar criadouros do mosquito. Nesse
sentido, diversas estratégias para o combate da proliferacdo de mosquitos
tém sido desenvolvidas, como: a¢fes da vigilancia epidemiolégica, mitigacao
de resisténcia a inseticidas, avaliacdo da microevolucdo de mosquitos, dentre
outros, porém o combate ao vetor vem sendo um desafio, visto que os
mosquitos apresentam répidas disseminacdes. Desse modo, umas das
formas mais eficazes para o controle das doencas tem sido o diagnostico
precoce e correto da doenca (ACHEE et al., 2019; SUESDEK, 2019; SOUZA-
NETO, et al., 2019).

3.1.2 Métodos para diagndsticos das arboviroses

O tratamento adequado da doenga e a vigilancia epidemioldgica do
virus dependem de testes laboratoriais rapidos e precisos. O diagndstico pode
ser realizado por detec¢cdo de componentes virais (RNA ou proteinas virais),
por ensaios sorologicos através da detecgdo de imunoglobulinas G e M (IgG
e IgM) medindo a concentragao de anticorpos contra proteinas virais (resposta
imune do hospedeiro), por testes rapidos imunocromatograficos como o teste
de antigeno e também por testes de ELISA (Ensaio de Imunoabsorgao
Enzimatica), que permite a detec¢cdo de antigenos e anticorpos através de
uma reagao enzimatica (RODRIGUES et al., 2002).

Os testes de ELISA sdo testes referéncia, no entanto sdo

dispendiosos e demorados (4 a 6 h) além de exigir um profissional capacitado
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para operagao. Em contrapartida os testes imunocromatograficos apresentam
praticidade e nao requerem muita infraestrutura, nem profissionais altamente
qualificados para sua operagao (RODRIGUES et al., 2002; GOURINAT et al.,
2015).

Uma desvantagem dos testes imunocromatograficos e soroldgicos,
compreende o periodo de janela de detecgao do antigeno ou anticorpo. Para
testes soroldgicos através da deteccdo de IgG e IgM o paciente infectado deve

apresentar sintomas em um periodo compreendido entre 10 ou mais dias

antes da coleta de sangue (RODRIGUES et al., 2002; FUMAGALLI, 2018).

Ja para testes de antigeno, o paciente deve apresentar sintomas em
um periodo maximo 5 dias. A sensibilidade do teste de antigeno é
significativamente aumentada entre o 2° e 3° dia de sintomas (fase aguda),
muito embora, Acosta e colaboradores (2014) em seus estudos relatem
elevados numeros de resultados falsos-negativos para infecgdo por dengue
alcangados em testes de antigenos com coletas que compreendem o segundo
dia de infecgdo (ACOSTA et al., 2014),

Dentre os métodos de analises existentes atualmente, as técnicas
moleculares, também denominadas técnicas de amplificacdo de acidos
nucleicos (NAATSs), sdo conhecidas por sua alta sensibilidade e especificidade,
permitindo analises de virus intimamente relacionados, como por exemplo,
dengue, zika e chikungunya, que apresentam quadros clinicos semelhantes e
reatividade cruzada sorolégica (VASCONCELOS et al., 2018; HERRADA et
al., 2018). Nesse sentido, no campo de diagndstico, os testes mais confiaveis
para identificacdo e diferenciacdo dessas trés arboviroses intimamente
relacionadas tem sido a detecgdo molecular (VASCONCELOS et al., 2018;
YIN et al., 2019).

A reacado em cadeia da polimerase (PCR) é considerada o padréao
ouro para o diagndstico molecular das arboviroses (SONG et al., 2016;
VASCONCELOS et al.,, 2018; HERRADA et al.,, 2018). Os testes de PCR
quantitativa em tempo real (QPCR) apresentam alta especificidade e

sensibilidade e permitem quantificar o numero de produtos (copias) através
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da correlagao entre a intensidade do sinal de fluorescéncia com a quantidade
de copias de DNA geradas durante a amplificagdo, correlacdo denominada
Cycle Threshold. O Cycle Threshold (Ct) € definido como o numero de ciclo
no qual o sinal fluorescente € 10 vezes o desvio padrao do sinal fluorescente
da linha de base (sinal das amostras sem controle de modelo). Sendo esse

sinal fluorescente o ponto que determina o inicio da amplificagdo exponencial.

A carga viral de uma amostra pode ser determinada pelo valor do Ct
uma vez que o sinal de fluorescéncia é proporcional a quantidade de DNA.
Assim, quanto maior a carga viral do paciente, mais rapida ocorrera a
amplificagdo, mais rapidamente sera gerado o sinal de fluorescéncia, menor
sera o numero de ciclos PCR para amplificar esse alvo (menor Ct). E, portanto,
quanto menor a carga viral, maior sera o numero de ciclos PCR, menor a
intensidade de fluorescéncia, consequentemente maior o numero de Ct. Em
vista disso, a diminui¢ao do valor de Ct corresponde a um aumento do nimero
de coépias (GINZINGER, 2002).

Embora muito bem estabelecida, a PCR exige preparagao extensiva
de amostras (amostras purificadas livres de inibidores), infraestrutura
laboratorial adequada e equipamentos sofisticados, o que dificulta a
portabilidade da técnica e adequacdes para aplicagdes no point-of-care (POC)
(SONG et al., 2016).

Nesse sentido, as técnicas isotérmicas de amplificacdo de acidos
nucléicos surgiram para superar as limitagdes da PCR, proporcionando
diagndsticos moleculares mais rapidos e de menor custo, o que pode ser
especialmente util para paises em desenvolvimento. A amplificagao isotérmica
mediada por loop (LAMP) é uma técnica molecular que tem tido bastante
destaque. A LAMP ¢é baseada na atividade de deslocamento da fita, o que
elimina a necessidade de desnaturacao do DNA de fita dupla. O uso de um
conjunto de seis iniciadores, capazes de reconhecer seis regides diferentes
ao longo da sequéncia-alvo, fornece a LAMP uma alta especificidade
(NOTOMI et al., 2000). Além disso, a LAMP é menos afetada pelos inibidores
do que a PCR e pode ser realizada diretamente em amostras complexas, livre

de extragao do material genético (SONG et al., 2016; ESTRELA et al., 2019).
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Na literatura a aplicagdo da RT-LAMP em tempo real (QLAMP) para
diferenciagao de arboviroses ja é relatada (GANGULI et al., 2017; PRIYE et
al., 2017; YAREN et al., 2017; SEOK et al., 2020). Diferentemente da PCR em
tempo real (QPCR), que utiliza de etapas alternadas de aquecimento e
resfriamento da mistura reacional, para hibridizagao dos iniciadores marcados
com sondas fluorogénicas, A LAMP em tempo real (qLAMP) ocorre
isotermicamente com acdo de sondas inseridas em um dos seis
oligonucleotideos especificos. Yaren e colaboradores (2017) descrevem o
desenvolvimento da qLAMP para diferenciagdo de 3 arboviroses através da
utilizacao de sondas especificas inseridas no final da extremidade 5' do
iniciador LB. O mecanismo encontra-se apresentado na Figura 33. De modo
geral, assim como a RT-qPCR a quantificagdo dos acidos nucleicos decorre
dos sinais gerados pelo fluoréforo reporter durante a fase de extenséao da fita.
O nivel de fluorescéncia, quantificacdo, identificagdo e discriminagdo da
arbovirose especifica é resultante da hibridizacdo entre os iniciadores que
contem a sonda e as copias geradas no decorrer da reagédo (YAREN et al.,
2017).

A) Mecanismo LAMP B) Geragao do sinal Fluorescente
(Bl ){f2 {3 )=5' RNA alvo

s @ )—m) B B B s
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Figura 33. Representacdo da qLAMP utilizando sondas fluorescentes. A)
representagdo da etapa né&o-ciclica presente no mecanismo LAMP. B)
Representagdo da geracdo do sinal fluorescente, através do distanciamento do
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quencher presente no final da extremidade 3' do iniciador LB. O complexo Fluoréforo-
quencher é considerado um iniciador duplex incapaz de emitir fluorescéncia. Na
presenca da regido-alvo, o complexo se desfaz, emitindo fluorescéncia, na auséncia
do alvo o iniciador duplex encontra-se sobreposto/emparelhado ao quencher. A
geracao do sinal fluorescente s6 é iniciada apos o deslocamento do quencher em
relagéo ao fluoréforo (B). O mecanismo da gLAMP ocorre da seguinte forma: Apos a
producdo do intermediario haste-loop (A), o iniciador LB, hibridiza na sua regiao
complementar localizado entre a regido B1 e B2 e direciona a enzima DNA
polimerase (Bst) para sintese da fita (B). Posteriormente nessa fita sintetizada
contendo o fluordforo repérter, o iniciador FIP reconhecer sua regiao alvo F2c e
direciona a enzima para sintese da fita. Essa sintese acarreta no deslocamento do
quencher presente na extremidade 3', o que resulta na identificagao da fluorescéncia,
como representado na parte B (Adaptado de Yaren et al., 2017).

Para transpor a necessidade do uso de sondas fluorescentes que
requerem equipamentos de alto custo, algumas metodologias de detecgao
LAMP tém sido adaptadas para deteccao visual endpoint utilizando
intercaladores de DNA (DE OLIVEIRA et al., 2017; LAU et al., 2010; ESTRELA
et al., 2019; MENDES et al., 2019). As reagbes envolvem a adicao do
intercalador de DNA ao final do tempo de incubagao. O intercalador mais
amplamente utilizado é o SYBR Green | (DE OLIVEIRA et al., 2017; LAU et
al., 2010; ESTRELA et al., 2019; MENDES et al., 2019).

O SYBR Green (SG) é um intercalador de DNA, que ao ligar as cépias
da cadeia de DNA original gera fortes sinais de fluorescéncia sob incidéncia
de uma fonte de radiacdo UV, que exibe um aprimoramento de fluorescéncia
em média de 100 vezes, se comparado a outros intercaladores, como o
brometo de etidio (SINGER et al.,, 1999). Além de gerar fortes sinais de
fluorescéncia sob incidéncia de uma fonte de excitagao, luz UV, o mesmo é
claramente apropriado para deteccdo a olho nu (KARTHIK et al.,, 2014;
ESTRELA et al., 2019). De acordo com Karthik e colaboradores (2014) a
adicdo de SYBR Green para deteccdo de produtos LAMP apresenta uma
visualizagdo clara e sensivel dos resultados, sendo superiores a outros
métodos de detecgdo, como o uso de indicadores metélicos (KARTHIK et al.,
2014).
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3.2.2.1 Diagnostico molecular de arboviroses em
microdispositivos

O baixo consumo de reagentes, além da geragcdo de pequenas
quantidades de residuos, s&o vantagens que propiciam o desenvolvimento de
metodologias de diagndstico em dispositivos microfluidicos (Yin, et al. 2019).
Atualmente, o aumento da funcionalidade dos dispositivos microfluidicos, tém
beneficiado diversas areas do conhecimento, dentre elas a area de
diagndstico , que passou a se deslocar cada vez mais para analises e
aplicagdes no POC (BALL et al., 2016; GREENWOOD & GREENWAY, 2002;
YIN et al., 2019).

Na busca por diagnosticos remotos, as analises no POC surgiram
como uma excelente alternativa em decorréncia de vantagens como: i)
instrumentacao de baixo custo, ii) evita o transporte de amostras do paciente,
iif) disponibiliza acessibilidade e iv) viabiliza um processamento simples dos
testes laboratoriais (BALL et al., 2016; YIN et al., 2019).

Em 2016, apds o surto de infeccdo ocasionado pelo ZIKV na América
do Sul e Central, Song et al. (2016) foram os primeiros a propor um sistema
POC para deteccéo rapida do ZIKV via RT-LAMP. A deteccdo do RNA viral
ocorreu em 40 minutos, detectando o ZIKV em amostras de saliva via
deteccdo colorimétrica (adicdo do corante violeta de cristal leuco).
Posteriormente, diversos estudos relataram a amplificacdo especifica do RNA
in vitro via RT-LAMP como uma técnica molecular extremamente sensivel e
especifica para deteccdo do ZIKV (TIAN et al.,, 2016; LEE et al., 2016;
GANGULL, et al., 2017; KAARJ et al., 2018;).

Na literatura, testes baseados em LAMP vem sendo relatados para
discriminagéo qualitativa de dengue, zika e chikungunya (PRIYE et al., 2017).
Esses testes discriminatorios de arboviroses vém sendo realizados
comumente em plataformas convencionais, os microtubos de polipropileno
(PRIYE et al., 2017). Com o intuito de contornar problemas existentes em
escala convencional, como: i) o requerimento de manipulagdo manuais de

diferentes etapas para realizacdo de procedimentos analiticos completos e ii)
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a possibilidade de perdas de reagentes e contaminacdo durante a
manipulacdo; os dispositivos microfluidicos vém se destacando, sendo
excelentes ferramentas para evitar o erro manual. Ademais, a possibilidade
de integracdo e automatizacdo de duas ou mais etapas, vém permitindo a
realizacdo de diagndsticos moleculares completos, partindo desde o pré-

tratamento da amostra até sua deteccdo (GANGULI et al., 2017).

Na literatura, alguns trabalhos ja tém descrito a amplificagcao
molecular RT-LAMP para deteccdo de arboviroses em dispositivos
microfluidicos com diferentes substratos como: polimetiimetacrilato (PMMA)
(SONG et al.,, 2016), polidimetilsiloxano (PDMS) (KUTSUNA et al., 2020;
GANGULI et al., 2017), vidro (SABALZA et al., 2018) e papel (CALVERT et al.,
2017; KAARJ et al., 2018).

Recentemente, dispositivos de poliéster-toner (PeT), foram utilizados
para diagnostico molecular baseado em LAMP (DE OLIVEIRA et al., 2017;;
MENDES et al., 2019). Mendes et al., (2019) descrevem o diagndéstico em
dispositivos de PeT para detecgcdo da dengue, no entanto os dispositivos néo
dispunham de uma ferramenta para o controle de fluxo dos fluidos, e desta
forma, a detecgao visual envolvia a adigdo de um intercalador de DNA através
de uma etapa de pipetagem apods o final do tempo de incubagdo. O maior
problema de se realizar a detecgao visual no chip desta forma é a grande
probabilidade de contaminacdo gerada por aerossois apos a liberagdo do
reservatorio de entrada para adigdo do intercalador de DNA, SG(LAU et al.,
2010).

Sendo assim, buscou-se neste trabalho resolver esta falha através da
automatizagado da mistura das solugdes para a detecgéao visual, dispensando
etapas de pipetagem apods o inicio da reagao, utilizando layout similar ao
dispositivo de PS-T descrito anteriormente por De Oliveira e colaboradores
(2021) (DE OLIVEIRA et al., 2021). Inicialmente o objetivo do nosso trabalho
era desenvolver metodologias RT-LAMP on-chip para detecgao e
diferenciacao individual de trés arboviroses (dengue, zika e chikungunya). No

entanto, para simplificar e diminuir o tempo para o diagndstico diferencial das
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arboviroses, foi desenvolvido aqui um dispositivo de PS-T para multi-analises.
Este dispositivo incluiu 9 camaras reacionais para realizagdo de trés testes
em um unico dispositivo. O dispositivo foi capaz de integrar e automatizar trés
testes RT-LAMP simultaneos através do uso de valvulas passivas de toner e

um sistema centrifugo livre de energia, o hand-spinner
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3.2 OBJETIVOS

3.2.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologias RT-LAMP on-chip com deteccéo visual

endpoint utilizando SYBR Green, para aplicacdo no diagnéstico diferencial

entre trés arboviroses com sintomas clinicos muito semelhantes e com altos

riscos epidemiologicos, a dengue, zika e chikungunya.

ii)

3.2.2 Objetivos especificos

Otimizar as condi¢cbes experimentais para amplificacéo e deteccao de
DENV, ZIKV e CHIKV via RT-LAMP on-chip em amostras de RNA e
diretamente em amostras clinicas de soro.

Desenvolver testes RT-LAMP on-chip integrando e automatizando a
etapa de amplificacéo e deteccéo.

Otimizar as condi¢cbes experimentais para amplificacéo e deteccao do
CHIKV, ZIKV e DENV via RT-LAMP em amostras de RNA e amostras
clinicas de soro de pacientes infectados por arbovirus. Toda essa etapa
de otimizacao sera realizada em dispositivos de analise Unica.
Desenvolver um ensaio RT-LAMP on-chip para multi-analises em um
anico dispositivo de PS-T, para diagndstico diferencial simultaneo de
trés virus intimamente relacionados: dengue (DENV), zika (ZIKV) e
chikungunya (CHIKV). Esse ensaio devera realizar a deteccdo do
arbovirus especifico em amostras livres de extracdo, ou seja,

diretamente em amostras clinicas de pacientes infectados
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v) Demonstrar a funcionalidade dos dispositivos de PS-T operados por
bombeamento centrifugo para deteccdo multi-analises de acidos
nucleicos, incluindo etapas como: mobilizacdo de reagentes, mistura,
amplificacéo por RT-LAMP e detecc¢éao visual on-chip.
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3.3 MATERIAIS E METODOS

3.3.1. Amostras clinicas de pacientes infectados por

arbovirus

As amostras clinicas de pacientes infectados com ZIKV, DENV-1 e
CHIKV foram estocadas a -80 °C no Laboratério de Biomicrofluidica da
Universidade Federal de Goias. Os virus provenientes de amostras de soro
foram obtidos entre os anos de 2015 e 2021 de pacientes residentes no estado
de Sao Paulo e Goias catalogados pelo Hospital Sdo Paulo UNIFESP-HSP e

Hospital do Policial Militar de Goiania - Brasil.

Todas as experiéncias foram realizadas em conformidade com as
diretrizes exigidas nacionalmente, seguindo as resolugdes CNS 466/12 e CNS

441/11, e em conformidade com as diretrizes institucionais.

3.3.2. Extracao e purificacdo de RNA

O RNA viral foi extraido de amostras clinicas de soro utilizando o Kit
de Preparagao de RNA Viral + DNA (Cellco, Sao Carlos, Brasil), de acordo

com as instrugdes do fabricante. O RNA foi armazenado a -80 °C.

3.3.3. RT-qPCR

Para quantificar o RNA extraido,a PCR quantitativa (RT-gPCR) foi
realizada. A RT-qPCR foi realizada utilizando o kit GoTaq Probe 1-Step RT-

gPCR (Promega, Charbonniéres-les-Bains, Franga). A mistura reacional foi
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preparada para um volume de 10 uL contendo as seguintes concentragoes de
reagentes: 5 yL da GoTaq Promega, 10 uM de Syto 82 (Invitrogen, Eugene,
EUA), 400 nmol L' de iniciador direto (F) e 400 nmol L' de iniciador reverso
(R). As sequéncias dos pares de iniciadores encontram-se apresentadas na
Tabela 2.

Tabela 2: Sequéncia dos pares de iniciadores utilizados na qPCR para
deteccao de arboviroses e suas temperaturas de anelamento.

Iniciadores  Sequéncia 5'a 3’ Referéncia

F — ZIKV CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT LANCIOTTI et

R-ZIKV ~ CCGCTGCCCAACACAAG al., 2008

F-DENV1 CAAAAGGAAGTCGYGCAATA SANTIAGO et

R—-DENV1 CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC al, 2013

F — CHIKV ACGCAATTGAGCGAAGCAC Parida et al,
2007

R- CHIKV CTGAAGACATTGGCCCCAC

As misturas de RT-gPCR foram incubadas a 45 °C por 15 min
(incubagao de RT), 95°C por 2 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60 °C por
30 s, usando o equipamento termociclador de PCR em tempo real AriaMx

adquirido junto a Agilent (Santa Clara, CA).

3.3.4 Preparo da mistura reacional RT-LAMP

As sequéncias de iniciadores usadas para amplificagao por RT-LAMP

estao mostradas na Tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncia dos iniciadores usados para detecc¢ao de arboviroses por

RT-LAMP
Iniciadores Sequéncia dos iniciadores %’ Referéncia
— 3

F3 — ZIKV CGGATGGGATAGGCTCAAAC

B3 — ZIKV ATGGACCTCCCGTCCTTG

FIP- ZIKV CCTGAGGGCATGTGCAAACCTAG TIAN et al., 2016
AATGGCAGTCAGTGGAGAT

BIP — ZIKV ACCCTCAACTGGATGGGACAACTG
GAGCTTGTTGAAGTGGTG

LF — ZIKV CATCAATTGGCTTCACAACGC

LB — ZIKV GGGAAGAAGTTCCGTTTTGCTC

F3 — CHIKV ACGCAATTGAGCGAAGCAC

B3 — CHIKV CTGAAGACATTGGCCCCAC PARIDA et al., 2005

FIP- CHIKV CGGATGCGGTATGAGCCCTGTATT
TTTGGAGAAGTCCGAATCATGC

BIP —CHIKV  TCCGCGTCCTTTACCAAGGAAATT
TTTTTGGCGTCCTTAACTGTGAC

LF — CHIKV GCTGATGCAAATTCTGT

LB — CHIKV CCTATGCAAACGGCGAC

F3-DENV- 1 GAGGCTGCAAACCATGGAA

B3-DENV- 1 CAGCAGGATCTCTGGTCTCT

FIP-DENV-1  GCTGCGTTGTGTCTTGGGAGGTTT PARIDA et al.,
TCTGTACGCATGGGGTAGC 2007

BIP-DENV-1  CCCAACACCAGGGGAAGCTGTTTT
TTTGTTGTTGTGCGGGGG

LF-DENV- 1 CTCCTCTAACCACTAGTC

LB-DENV- 1 GGTGGTAAGGACTAGAGG
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Primeiro, uma mistura de iniciadores foi preparada a uma
concentragcado de 10X, com as seguintes concentragdes finais: 2 yM de cada
iniciador externo F3 e B3, 16 uM de cada iniciador interno FIP e BIP, 8 uM de
cada iniciador loop LF e LB. Posteriormente, uma mistura reacional RT-LAMP
foi preparada a uma concentragao de 2X contendo a seguinte concentragao
de reagentes: 4 mM dNTP, 0,22 mg mL - ' de BSA, 0,32 U yL~ 'de Bst
polimerase Ecra, 0,3 U uL™' RT-Ecra, 2X tamp&o de amplificagcdo isotérmico
(50 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, MgSO4 10 mM, 0,1% Triton X-100, 10%
glicerol, 30% DMSO).

Finalizada a etapa de preparado das duas misturas, uma mistura final
foi realizada adicionando: 2,5 pyL da mistura RT-LAMP a 2X, 1 yL da mistura
de iniciadores a 10X, 1 yL de agua nuclease-free e 0,5 yL da amostra alvo,

totalizando 5 uL de volume final.

3.3.5 Fabricagéao dos dispositivos PS-T

Todos os microdispositivos utilizados neste trabalho foram fabricados
através do processo de fabricacdo de impressao, corte e laminagédo (PCL,
Print-Cut-Lamination) anteriormente descrito por Duarte e colaboradores
(DUARTE et al.,, 2011; THOMPSON et al, 2015) Ademais, todas as
microcamaras das plataformas foram passivadas previamente com albumina
de soro bovino (BSA) a 5 mg mL™ !, antes da adicdo das solu¢gdes no

microchip, conforme descrito anteriormente por De Oliveira et al., 2017.

O processo de fabricagdo dos microdispositivos centrifugos de PS-T
com analise unica e multi-analises foi descrita anteriormente no Capitulo 1
(tépico 1.3.2, Figura 3 p. 20 e tépico 1.3.3, Figura 5 p. 22, respectivamente) e
encontra-se apresentado na Figura 34.
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Figura 34. Representagdo das etapas de fabricagdo de dois diferentes
microdispositivos rotativos de PS-T. A e B) dispositivo para analise unica. A e C) layout
e alinhamento das partes que compdem os microdispositivos incluindo: reservatérios,
parte intermediaria e valvula de PS-T. C e D) Representagdo das 9 camaras que
compde o microdispositivo para multi-analise em formato de CD.

3.3.6 Amplificacdo RT-LAMP on-chip e deteccéo visual

De modo geral, o processo de amplificagdo RT-LAMP on-chip multi-

analises do CD microfluidico foi similar ao dispositivo para analise unica.

Quatro microlitros e meio (4,5 yL) da mistura RT-LAMP foram
adicionados na camara 1 e 3 pL do intercalador de DNA SybrGreen | (1:70 ou
143X) foram adicionados na camara 2. Para as reagdes positivas, 0,5 uL de
RNA ou soro de paciente contaminado por arbovirus foram adicionados a
camara reacional. Para realizagao do controle negativo (auséncia de infecg¢ao

por arbovirus), 0,5 yL de RNA ou soro de paciente saudavel foi inserido na
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camara reacional do dispositivo, totalizando 5 uL de volume de reagdo. Para
impedir a evaporagao das solug¢des durante o aquecimento, um papel adesivo
(contact) foi usado como cobertura, cobrindo todos os reservatérios.
Finalizada essa etapa, os dispositivos de PS-T foram incubados a 68 °C de 5-

20 minutos.

Para microdispositivos de multi-analises a mistura RT-LAMP contendo
iniciadores especificos para diferentes patdogenos foram inseridas em
diferentes camaras do dispositivo, camaras: 1-3 iniciadores para detecc¢ao do
DENV-1, 4-6 iniciadores para deteccdo do ZIKV e 7-9 iniciadores para
deteccdo do CHIKV, conforme observado na Figura 35A. Apos inserir a
mistura RT-LAMP em cada camara especifica, 3 uL de SG foram inseridos em

todas as nove céamaras do dispositivo a destinadas a ele (camara 2).

Finalizada a adicdo dos reagentes e dispositivo foi selado com um
adesivo (papel contact) para evitar a evaporagao dos reagentes durante a
incubagédo. Ao final do tempo de incubagédo da reagdo (15 min a 68 °C), o
microdispositivo foi submetido a quatro etapas: i) retirada do termobloco e
fixacdo em um hand-spinner com auxilio de uma fita adesiva; ii) rotacao do
hand-spinner aplicando a forca manual na asa livre; iii) remogao do CD
microfluidico do hand-spinner e iv) inser¢ao do dispositivo a uma iluminagao

UV, como demonstrado na Figura 35.
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Figura 35. Representacdo da amplificacdo e deteccdo RT-LAMP em
microdispositivos rotativos de PS-T em quatro etapas. Etapa: A) adicdo do
intercalador de DNA e da mistura reacional contendo os primers DENV-1, ZIKV e
CHIKV e incubacéo da mistura RT-LAMP; sendo DN — controle negativo do iniciador
DENV; DP- controle positivo do iniciadores DENV; DA — Amostra em iniciadores
DENV; 3-6) Iniciadores ZIKV, sendo DN — controle negativo do iniciador ZIKV; ZP-
controle positivo do iniciadores ZIKV; ZA — Amostra em iniciadores ZIKV; 7-9)
Iniciadores CHIKV; sendo CN — controle negativo do iniciador CHIKV; CP- controle
positivo do iniciador CHIKV; CA — Amostra em iniciadores CHIKV. B) Encaixe e
fixacdo do microdispositivo ao hand-spinner com auxilio de fita adesiva e posterior
centrifugacao via hand-spinner aplicando uma forca manual em uma das asas livre
para rotacdo; 4) deteccdo visual on-chip mediante iluminagdo UV e captura da
imagem por smartphone. Fonte: autoria propria.

A deteccgao visual dos produtos RT-LAMP foi realizada on-chip. As
reagdes positivas e negativas puderam ser confirmadas diretamente na
camara de deteccdo do dispositivo, avaliando a resposta de excitacdo do
intercalador de DNA SG ao ser exposto a iluminacao UV (320 nm). Reacdes
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positivas foram confirmadas pela fluorescéncia verde gerada por interagao do
intercalador fluorescente de DNA com as bases nitrogenadas das moléculas
de DNA, enquanto as reagdes negativas nao exibiram fluorescéncia, devido a

auséncia de moléculas de DNA amplificadas (Figura 36).

Realizou-se a captura da imagem utilizando uma cémera de
smartphone (Redmi Note 8, Xiaomi) inserida na parte superior da camara

escura de acrilico (130 x 100 x 100 mm?3), que bloqueia a luz externa.
1) Solugdes pré-rotagao Il) Movimentagao das solugoes

Mix reacional

SYBR Green

Mistura pds-rotagao

lll) Leitura dos resultados

Smartphone

100 mm
' Camara Escura

-

100 mm 130 mm Luz UV

Reacao
Negativa

Figura 36. Representacdo das etapas necessérias para realizagdo da leitura visual
RT-LAMP on-chip em CD microfluidico de PS-T. I) Solugbes pré-rotacdo, pos-
incubacao a 68 °C por 10 min. 1) Movimentacdo das solu¢cbes por bombeamento
centrifugo utilizando um girador de mao; C) Leitura e interpretacdo dos resultados
on-chip mediante uma iluminacédo UV. Fonte: autoria prépria.
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3.3.7 Deteccéo off-chip por separacéo eletroforética em
gel de agarose 3%

Para demonstrar que a cor verde fluorescente obtida através da
detecgéo visual era de fato proveniente dos fragmentos de DNA amplificados
a partir do RNA alvo, foi realizada a detecgéo através da eletroforese em gel.
Para isto a solugéo foi recolhida da camara de detecg¢ao do dispositivo e os
produtos de amplificacdo (4 pL) foram sujeitos a eletroforese em gel de
agarose a 3% em tampéao Tris-borato-EDTA (TBE). A corrida eletroforética foi
realizada em 160 min em tampé&o TBE a 90 V. Em seguida, os fragmentos de
DNA foram visualizados em um transiluminador UV (KASVI, Sédo José do
Pinhais, PR).

3.3.8 Sensibilidade e especificidade

Os testes de sensibilidade e especificidade foram realizados

empregando-se a RT-LAMP em dispositivos de analise Unica.

Para determinar o limite de deteccdo dos testes LAMP, diluicbes
seriadas das amostras foram realizadas e posteriormente quantificadas por
RT-gPCR. As diluicbes partiram tanto do RNA extraido de amostras clinicas
(diluicBes seriadas em agua) quanto diretamente em amostra de soro humano
(diluicbes seriadas em amostra negativa de soro humano). Os numeros de
copias inseridos na camara reacional do dispositivo variaram de 10% - 50
copias pL?, sendo o limite de deteccdo determinado em fungéo dos resultados
positivos obtidos referentes as diluicbes testadas. Para avaliar a sensibilidade,
especificidade, valor preditivo positivo e valor preditivo negativo do teste em
amostras clinicas, RNAs foram extraidos e sujeitos a técnica molecular RT-
LAMP on-chip e a técnica padrdao outro RT-gPCR. Os valores de cycle
threshold (Ct) das amostras foram determinados por RT-gPCR
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Posteriormente, realizou-se o calculo estatistico do teste, utilizando o software

gratuito MedCalc, disponivel em https://www.medcalc.org.calc/, comparando

o resultado do diagnostico molecular por RT-LAMP on-chip com o resultado
do método padrédo-ouro RT-qPCR.

Um total de 33 amostras clinicas foram testadas, sendo 18 positivas e
15 negativas para arboviroses. Dentre as amostras positivas, 7 eram de
pacientes infectados por DENV, 10 de pacientes infectados por ZIKV e 1 de
paciente infectado por CHIKV (para esse alvo especifico, diluicbes seriadas
(1:10 em soro humano) foram realizadas, totalizando 6 amostras positivas
(spike). Em decorréncia de haver apenas uma amostra clinica de paciente
infectado por chikungunya, com alta carga viral confirmada por RT-gPCR (3,5
x 10° cépias pL?), outras amostras clinicas com cargas virais inferiores foram
simuladas. As amostras foram simuladas utilizando soro humano
contaminado com RNA do CHIKV. Através de diferentes diluicdes seriadas foi
possivel obter diferentes concentragées do alvo: 1 x 104, 2,05 x10%; 2,5 x 10?;
72,5; 15,8 e 10 copias pL™.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 RT-LAMP em microdispositivos com amplificacdo e deteccao
integrada

Para a obtencdo de um teste RT-LAMP répido, simples, integrado e
automatizado por uma forca centrifuga, exploramos o projeto arquiteténico
(layout), as dimensdes e a funcionalidade do microdispositivo de PS-T com
detecgéo endpoint descritos anteriormente por nosso grupo de pesquisa (DE
OLIVEIRA et al., 2020).

Neste Capitulo, dois formatos de dispositivos intitulados: i)
dispositivos de analise Unica, e ii) dispositivo multi-analise, foram abordados
para deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV. O funcionamento dos dois
dispositivos foi o0 mesmo descrito por De Oliveira (2021) e consistiu
basicamente no transporte de duas diferentes solucdes: i) os produtos de
amplificacdo RT-LAMP e ii) o intercalador de DNA. O direcionamento desses
fluidos foi determinado por ruptura da valvula de toner, através da adicédo de
uma forga centrifuga gerada por um hand-spinner. A mistura homogénea das
duas diferentes solucbes pdde ser obtida em ~40 s utilizando 4 rotacdes por
5 s no sentido horario e 4 rota¢des por 5 s no sentido anti-horério (alternadas

entre sentido horario e anti-horario), como descrito no Capitulo 1.

Toda otimizagdo das condi¢des reacionais RT-LAMP on-chip para
deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV foram realizadas no formato de

dispositivo de analise Unica (que contém apenas uma camara reacional).

O funcionamento do microdispositivo centrifugo para multi-analises foi

avaliado, comprovando que é possivel distinguir com sucesso trés infec¢des
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transmitidas pelo mesmo vetor, 0 mosquito Aedes aegypti, simultaneamente
em um dispositivo Unico. O teste rapido para deteccao simultanea do DENV-
1/ZIKV/CHIKV foi obtido apds 10 minutos de incubagé&o do dispositivo a 68 °C
e ~2 min de leitura (~1 min de rotagdo e ~1 min para analise dos resultados).
O teste era considerado invalido se as reacdes controles falhasse, e
considerado valido se as reacfes controles apresentassem 0s seguintes
resultados: controle negativo auséncia de fluorescéncia e controle positivo
presenca de fluorescéncia. O resultado era lido visualmente on-chip. Se a
camara gque continha a amostra apresentasse fluorescéncia, significava que o
resultado era positivo e 0 paciente esta infectado com o virus. Em
contrapartida, se a camara que continha a amostra ndo apresentasse
fluorescéncia, o resultado era negativo e 0 paciente nao estava infectado com
0 virus. A leitura do resultado era realizada diretamente na camara de
deteccdo do microdispositivo (on-chip) logo apés o microdispositivo ser

submetido a uma iluminagéo UV.

3.4.1.2 Otimizacao da temperatura de incubacéo

Um fator importante do teste LAMP esta atribuido a necessidade de
desenvolver condicdes e otimizagbes reacionais que proporcionem uma
especificidade analitica suficientemente alta para eliminar produtos nao
especificos (CRAW e BALACHANDRAN, 2012).

Experimentos utilizando gradientes de temperatura, 65, 68, 70, 72 °C
foram realizados (dados nédo apresentados). Os resultados demonstraram que
as reacbes conduzidas a temperaturas iguais a 68 °C possibilitaram a
minimizacdo da obtencdo de produtos inespecificos em reacdes que néo
continham o alvo, desse modo a temperatura Otima da reacéo foi definida a
68 °C e foi utilizada em todos experimentos aqui apresentados. Ademais, esse
resultado corrobora com Wang et al., (2015) que afirmam em seus estudos
gue os desenhos e a temperatura de hibridizacao dos iniciadores representam

um fator essencial para a especificidade da amplificagdo (WANG et al., 2015).
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3.4.1.3 Tempo de incubacéo dareacdo RT-LAMP

Para avaliar o tempo minimo necessario para amplificacdo e
deteccdo dos RNASs virais por RT-LAMP on-chip, os microdispositivos de PS-
T foram submetidos a diferentes tempos de incubagéo, no periodo de 5 a 15
minutos. Os fragmentos de DNA obtidos por amplificagcdo RT-LAMP on-chip
foram avaliados por deteccdo visual e confirmados por separacao

eletroforética em gel de agarose (off-chip).

Com base nos resultados apresentados na Figura 35, o periodo de
5 minutos foi insuficiente para a geracdo de amplicons LAMP. O acréscimo de
mais 5 minutos, totalizando 10 min de incubacéo, foi considerado suficiente
para amplificagcdo por RT-LAMP dos 3 alvos avaliados. No tempo de 15
minutos foram observados os resultados falso-positivo em controles

negativos, como pode ser observado na Figura 37.

Os dados corroboram com os estudos conduzidos por Wang et al.,
(2015) e Tang et al., (2011) que frisam a avaliagdo de um periodo minimo de
incubacdo para a reducdo de amplificacbes ndo-especificas em controles
negativos nas reacdes LAMP. De acordo com as informacdes verificadas na
Figura 37, com 10 minutos de incubacdo foi observado a auséncia de
fluorescéncia na reacdo negativa e a presenca de fluorescéncia on-chip na
reacao positiva. A fluorescéncia corresponde aos fragmentos LAMP,
verificadas pelos padrdes de bandas em escadas dos fragmentos de DNA.
Desse modo, todos os experimentos com RT-LAMP on-chip passaram a ser

incubados por 10 minutos.
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Figura 37. RT-LAMP em diferentes tempos de incubacéo, 5, 10 e 15 min. Avaliagédo
das reacdes negativas (agua) e positivas (RNA 10 copias por reacéo) a diferentes
tempos de incubacdo. Deteccéo realizada visualmente on-chip e via separagéo
eletroforética em gel de agarose a 3 % off-chip. A) Iniciadores para deteccdo do
DENV-1; Z) Iniciadores para deteccdo do ZIKV; C) Iniciadores para deteccdo do
CHIKV. M) Marcador de DNA, 100 pb.
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Na literatura o tempo médio para amplificacdo e deteccdo das
arboviroses em escala convencional (microtubos de polipropileno) utilizando
0S mesmos iniciadores descritos nesse trabalho, ocorreram em 30 minutos
(Parida et al., 2005), 27 minutos (Tian et al., 2016) e 60 minutos (Parida et al.,
2007) para deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV, respectivamente. A
implantacdo do sistema automatizado RT-LAMP on-chip desenvolvido em
plataformas de PS-T, proporcionou uma diminui¢do de 2 a 5 vezes no tempo
de amplificacé@o e deteccdo, promovendo o diagndstico final em ~ 11 min (10
min de amplificacdo e 40 s para etapa de automatizacdo da deteccédo e

leitura).

3.4.1.4 Sensibilidade e especificidade

Para determinar a sensibilidade do ensaio RT-LAMP on-chip em
diferentes matrizes, realizamos a amplificacdo diretamente em amostras
clinicas de soro e amostras de RNA purificado. O desempenho da
amplificagéo foi avaliado para os trés diferentes conjuntos de iniciadores
utilizados neste trabalho (DENV-1, ZIKV e CHIKV). Por ser menos sensivel a
inibidores, a LAMP permite a realizacdo direta em amostras complexas. Afim
de comparar a sensibilidade da técnica diretamente em amostras de soro
humano com a sensibilidade em amostras de RNA purificado, realizou-se as
reacoes RT-LAMP para as 3 arboviroses utilizando amostras de soro e RNA
com cargas virais variaveis, a partir de diluicbes seriadas, afim de obter um
ndamero de copias mais baixo das amostras, conforme esta apresentado na

Figura 38.

A Figura 38 mostra a quantidade minima detectavel para DENV |
(Figura 38 A-C), ZIKV (Figura 38 D-F) e CHIKV (Figura 38 G-I) por RT-LAMP
on-chip (deteccéo visual) e off-chip (gel de agarose).
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Figura 38. Limite de deteccdo do ensaio RT-LAMP on-chip por detec¢éo visual e off-
chio. Amplificacdo RT-LAMP utilizando diferentes conjuntos de iniciadores. A-C)
iniciadores DENV |. D-F) iniciadores ZIKV. G-I) iniciadores CHIKV. A, D, G)
amplificacdo on-chip de amostra de RNA . B, E, H) amplificacdo on-chip de amostra
de soro. C, F, | Reagéo off-chip avaliados por separacédo eletroforética em gel de
agarose 3%.

Para fins comparativos, o método RT-LAMP on-chip realizado
diretamente em amostras clinicas de soro, mostrou-se pratico por nao
necessitar de equipamentos, reagentes ou kits para extragdao do RNA viral,
sendo necesséria apenas a adicdo direta de 0,5 pL da amostra na camara
reacional. Os valores de limite de deteccdo para RT-LAMP on-chip

122



encontrados em amostras clinicas foram respectivamente 660, 30 e 48 copias
do RNA pL* para deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV respectivamente. Em
amostras de RNA purificado, esse numero foi inferior, sendo respectivamente,
380, 10 e 15,8 copias do RNA viral por microlitro para detec¢cédo do DENV-1,
ZIKV e CHIKV. A reducéo do limite de deteccdo em amostras complexas de
soro, pode estar relacionada a quantidade de interferentes n&do eliminados por
purificacdo, sendo estes: proteinas, antigenos, anticorpos, hormonios,
eletrdlitos, microorganismos, dentre outros, que podem minimizar 0 acesso
dos iniciadores e da enzima ao substrato (DA SILVA et al., 2021; MOREIRA
e AGOSTINHO, 2021). Portanto, uma alternativa para analises mais sensiveis
seria a adicdo de uma etapa na analise: a extragdo do material genético
(KLEIN et al., 2020).

O limite de deteccao encontrado neste estudo para deteccéo viral, a
depender do tipo de amostra inserida (RNA purificado ou soro) estd em uma
faixa de respectivamente, 10-30 cépias pL* e 15,8 - 48 copias do RNA pL*
para detecgéo do ZIKV e CHIKV. Considerando que a carga viral estimada de
pacientes infectados descrita na literatura varia de 10 a 6 x10* copias de RNA
uL* do virus ZIKV (MATHEUS, et al., 2017; BESNARD, et al., 2014) e 1, 7 x
10% a 9,9 x 10° copias de RNA pL* do CHIKV (PATEL et al., 2019), o método
RT-LAMP on-chip poderia ser utilizado com sucesso para detec¢ao de

pacientes infectados pelo virus zika ou chikungunya.

Em contrapartida, o teste RT-LAMP on-chip para deteccdo do
DENV-1, por apresentar um limite de deteccao superior, 380-660 cOpias de
RNA pL?, ndo possui sensibilidade suficiente para detectar o virus em
pacientes com carga viral muito baixa (caracteristico em pacientes em inicio
ou final de infecg&o), mas em pacientes na fase aguda da infec¢éo essa carga
viral é mais alta, estando em uma carga entre 3,4 x 10%a 5 x 10° copias de
RNA pL?t (ROMEIRO et al., 2016; CORMAN et al.,, 2016). No teste de
avaliacao de sensibilidade, encontramos valores inferiores na literatura como
100 copias (NEERAJA et al., 2015; TEOH et al., 2013) e 200 cépias de RNA
uL* (MENDES et al, 2019), o que corresponde que nosso teste esta de 3 a 6
vezes menos sensivel. No entanto, é importante destacar, que nenhum
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desses testes citados podem detectar pacientes com niveis de carga viral
minima préximo a 10 cépias de RNA pL?! (ROMEIRO et al., 2016; CORMAN
et al., 2016). De forma geral, o teste apresentado seria capaz de diagnosticar
pacientes na fase aguda da infeccéo.

Com intuito de avaliar a especificidade do teste, os trés conjuntos de
iniciadores foram submetidos as mesmas condicdes de amplificacdo
anteriores (Figura 38), inserindo amostras de soro ndo-alvos. O sucesso da
especificidade dos iniciadores foi verificado com base na diferenciagédo dos
patdgenos, que foi suficiente neste caso para discriminar e confirmar os
agentes causadores das arboviroses. Conforme observado na Figura 38 (B,
E e H), o conjunto de iniciadores para deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV
amplificaram apenas o RNA alvo. Na presenca de outros RNAs nao-alvos, a
inobservéancia de fluorescéncia foi verificada, sendo confirmada a auséncia de
produtos de amplificacdo por separacdo eletroforética em gel de agarose
(Figura 38 C, F, I). Analisando os dados de especificidade dos iniciadores
verificou-se o sucesso na diferenciacdo entre o DENV-1, ZIKV e CHIKV por
RT-LAMP on-chip.

De acordo com a literatura o diagnéstico clinico diferencial entre as
arboviroses DENV e ZIKV é um desafio, uma vez que ambas pertencem a
mesma familia e género (Flaviviridae, Flavivirus). Desse modo, testes por
sorologia rapida (entre os anticorpos dos flavivirus) devem ser evitados por
apresentarem forte reatividade cruzada e acarretar a resultados falso-
positivos em testes especificos (GOURINAT et al., 2015). Em contrapartida, a
reatividade cruzada por sorologia é minimizada para distincdo da infeccéo
ocasionada por virus que pertencem a outras familias e géneros, como a
infec¢@o ocasionada pelo virus da Chikungunya (familia Togaviridae e género
Alphavirus). Muito embora a reatividade cruzada dos testes sorolégicos entre
0s anticorpos do género alfavirus também sao identificadas, como é o caso
do CHIKV e o Mayaro virus (alfavirus MAYV) (FUMAGALLI, M. J., 2018).
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3.4.15 Teste de desempenho do ensaio RT-LAMP on-chip em
amostras clinicas

Como prova de conceito da aplicacado do teste em amostras reais
para deteccdo do DENV-1, utilizou-se nesse estudo 12 amostras testadas
previamente por RT-qPCR. Dessas amostras, 7 eram positivas e 5 negativas.
Os dados estatisticos do teste neste universo amostral demonstram
sensibilidade de 84,62 %, especificidade de 85,71 %, valores preditivos
positivos (VPP) e negativos (VPN) elevados: VPP 90% e VPN 75%.
Comparando RT-LAMP on-chip com dois testes rapidos
imunocromatogréaficos como Bioeasy® e Bio-Rad® disponiveis para deteccéo
do DENV-1, que apresentam respectivamente sensibilidade de 44,2% e
16,6%, especificidade de 97,1% e 99,0%, VPP 92,2% e 92,6% e VPN de
69,9% e 60,1% (MATA et al., 2014), o teste RT-LAMP on-chip apresentou
desempenho superior, podendo ser evidenciado a elevada especificidade e

sensibilidade.

Em relacdo ao teste de desempenho para deteccdo do ZIKV, foram
avaliadas 12 amostras testadas previamente por RT-qPCR sendo 7 amostras
positivas e 5 negativas. Neste universo amostral, o teste RT-LAMP on-chip
demonstrou valores de 100% de especificidade, precisao, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo. O teste on-chip apresenta desempenho
superiores aos valores de sensibilidade e especificidade dos kits de sorologia
disponiveis nos SUS (Sistema Unico de Satde) como o kit BahiaFarma com
especificidade de 90%, sensibilidade de 78%, VPP 86,49% e VPN 83,34%
(PERSONA, 2018).

Em relacao ao teste de desempenho para detecgao do CHIKV, foram
avaliadas, 11 amostras, 6 amostras positivas e 5 amostras negativas. Nesse
universo amostral, o teste RT-LAMP on-chip para deteccdo do CHIKV
apresentou 100% de sensibilidade, especificidade, precisédo, valor preditivo
positivo e valor preditivo negativo. Os valores encontrados encontram-se
similares a testes imunoenzimaticos como o teste de ELISA (Ensaio de
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Imunoabsorcdo Enzimatica), que permite a deteccdo de antigenos e
anticorpos, com 89,66 % de sensibilidade e 100% de especificidade
(FUMAGALLLI, 2018).

Os testes RT-LAMP on-chip para detec¢cdo do DENV-1, ZIKV e
CHIKV apresentaram desempenho satisfatorio, podendo ser evidenciado a
elevada especificidade e sensibilidade, aléem do baixo custo por reacdo. O
custo do teste levando em conta os materiais para confecgéo do dispositivo e
os reagentes ficam em torno de R$ 5,00.

3.4.1.6 Deteccdo discriminatéria e simultanea de arboviroses em um
Unico dispositivo multi-anélise

O CD para diagnostico completo RT-LAMP (lab-on-a-disc), utilizando
uma plataforma PS-T com detecc¢&o endpoint visou o desenvolvimento de um
ensaio molecular RT-LAMP para deteccao discriminatoria de trés arboviroses
intimamente relacionadas com quadros clinicos semelhantes. O dispositivo
para a tecnologia LAMP on-chip utilizado neste estudo € composto por 9
reacoes que ocorrem simultaneamente, sendo 3 reagOes para cada alvo
(DENV-1, ZIKV e CHIKV), que compreende: 1 reacdo de controle positivo, 1

reacao de controle negativo e 1 reacdo contendo a amostra a ser analisada.

Para o diagnostico discriminatério das arboviroses 0 ensaio
envolveu a insercdo de iniciadores especificos em trés camaras, camaras 1-
3 (iniciadores para deteccdo do DENV), 4-6 (iniciadores para detecgédo do
ZIKV) e 7-9 (iniciadores para deteccdo do CHIKV). Conforme observado na
Figura 39, o dispositivo foi utilizado como prova de conceito para caracterizar
e discriminar uma amostra, inserida em trés camaras distintas do disco. A
amostra de soro do paciente foi adicionada nas camaras 3, 6 e 9, que contém
os iniciadores especificos para deteccdo material genético de cada
arbovirose, sendo eles respectivamente iniciadores de dengue, zika e

chikungunya. No restante das camaras, controles internos foram adicionados
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e permitiram confirmar a eficiéncia da reacdo RT-LAMP on-chip, o que implica

na seguranca para esse tipo de diagnadstico.

Como prova de conceito que o dispositivo para multi-analises pode
distinguir trés infeccdes transmitidas pelo mesmo vetor, 0 mosquito Aedes
aegypti, uma amostra foi utilizada por vez, para realizacdo de 3 testes
simultaneos. Os resultados estao apresentados na Figura 39, como segue: na
Figura 39A utilizou-se uma amostra positiva para DENV-1, a amostra foi
inserida em 3 camaras reacionais (3,6 e 9). Como pode ser observado na
Figura 39A, apenas o teste que utilizou os iniciadores para DENV-1

apresentou fluorescéncia.

Da mesma forma, na Figura 39B utilizou-se uma amostra positiva
para infecgao por ZIKV, essa amostra foi inserida nas 3 cAmaras reacionais
(3,6 e 9) do dispositivo. O resultado foi lido visualmente on-chip. Como pode
ser observado na Figura 39B, apenas o teste que utilizou os iniciadores para
ZIKV apresentou fluorescéncia, o que significa que o0 paciente estava
contaminado por ZIKV e saudavel para os virus DENV-1 e CHIKV.

Por fim, na Figura 39C utilizou-se uma amostra positiva para CHIKV,
a amostra foi inserida nas camaras reacionais 3,6 e 9. Como pode ser
observado na Figura 39C, apenas o teste que utilizou os iniciadores para
deteccdo do CHIKV apresentou fluorescéncia. O que significava que o
paciente estava positivo para infeccéo transmitida por CHIKV e negativo para
infeccéo viral transmitida por DENV-1 e ZIKV.
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Figura 39. CD de diagnéstico multi-analise RT-LAMP on-chip com detec¢éo endpoint
para discriminacgdo do tipo de arbovirose presente na amostra clinica. A) detecgdo do
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DENV-1 em amostra de clinica de DENV-1; B) deteccao do ZIKV amostra de clinica
de ZIKV; C) detec¢do do CHIKV amostra de clinica de CHIKV; 1-3) Iniciadores DENV-
1, sendo 1) DN — controle negativo do iniciador DENV; 2) DP- controle positivo dos
iniciadores DENV; 3) DA — Amostra em iniciadores DENV; 4-6) Iniciadores ZIKV,
sendo 4) DN — controle negativo do iniciador ZIKV; 5) ZP- controle positivo do
iniciadores ZIKV; 6) ZA — Amostra em iniciadores ZIKV; 7-9) Iniciadores CHIKV;
sendo 7) CN — controle negativo do iniciador CHIKV; 8) CP- controle positivo do
iniciador CHIKV; 9) CA — Amostra em iniciadores CHIKV.

O diagnostico multi-analises RT-LAMP on-chip no CD microfluidico com
deteccdo especifica de um Unico alvo, levou em média de 12 minutos,
contados apos adicdo das amostras e reagentes no dispositivo. Comparado a
outros tipos de deteccdo endpoint dos amplicons LAMP como: i) eletroforese
em gel em média 1-3 h (MENDES et al, 2019); ii) visualizacao do precipitado
de pirofosfato de magnésio seguido de centrifugacdo, em média 30 s, no
entanto requer aparelho para separar o sobrenadante do precipitado e a
utilizacdo de amostras que nao alterem a turbidez do meio (IZADl et al., 2012);
e iii) deteccao por cromatografia por fluxo lateral utilizando lateral flow dipstick
(LFD), que apresentam elevados custos e preparo de sondas
(YONGKIETTRAKUL et al., 2014), o teste RT-LAMP on-chip, através da
aquisicdo de imagens, apresentou facil leitura, os resultados foram lidos e
interpretados visualmente on-chip, por meio da incidéncia de uma luz UV. Na
presenca de RNA alvo, a fluorescéncia era observada, na auséncia de RNAs

alvos, a inobservéncia da fluorescéncia era observada (Figura 39).

De modo geral, a técnica aqui proposta, com adicdo automatizada de
intercaladores de DNA fluorescentes, propiciou: i) facil leitura, ii) deteccéo
visual finalizada em menos de 2 minutos, iii) ndo requereu aparelhos ou
profissionais altamente qualificados para operagéo e iv) eliminou a etapa de
pipetagem manual do intercalador de DNA o que reduziu a probabilidade de

contaminagdes pos-amplificagéo.
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3.5 CONCLUSAO

O diagnéstico das arboviroses, utilizando metodologias baseadas na
amplificacdo isotérmica de acido nucleico e deteccdo visual em um uUnico
dispositivo portatil, de baixo custo, acessivel e de facil manipulacdo possui um
carater inovador em relacdo aos meétodos tradicionais de diagndstico das
arboviroses, como isolamento viral, testes sorolégicos para a deteccédo de
imunoglobinas (IgM e 1gG), identificacdo da proteina viral através da captura
especifica dos anticorpos ou métodos moleculares como o RT-PCR, que
demandam longo tempo de reacdo e necessitam obter amostras com
alto grau de pureza, além de apresentam custos elevados de

instrumentacao.

O desenvolvimento do dispositivo de poliestireno-toner (PS-T),
fabricado por PCL (print, cut and laminate) com valvulas hidrofébicas
controladas por rotacdo através de um hand-spinner (girador de méao) um
sistema centrifugo comercial, livre de eletricidade, de facil acessibilidade e de
baixo custo, permitiu desenvolver um método rapido (12 minutos) para a
diagndstico de arboviroses, partindo de RNA purificado ou diretamente em
amostras complexas de soro de pacientes.

O teste confirmatdério e discriminatério da infeccdo por DENV, ZIKV e
CHIKYV foi realizado on-chip em menos de 12 minutos de forma integrada e
automatizada e com baixo consumo de amostras e reagentes. A deteccéo
visual, on-chip dos produtos de amplificacdo obtidas através da aquisi¢ao de
imagens via smartphone simplificou ainda mais o0 método de detecgéo,
dispensando etapas convencionais de deteccdo como, separagéo

eletroforética.

Os valores dos limites de detecgcao para o ensaio RT-LAMP on-chip
foram de 380, 10 e 15,8 copias do RNA pL* para deteccéo do DENV-1, ZIKV
e CHIKV respectivamente em amostras de RNA purificado, indicando uma
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sensibilidade superior ao ensaio RT-LAMP on-chip utilizando amostras de
soro humano livres de extracdo que apresentou limite de deteccao de 660, 30
e 48 copias pL*. Muito embora, seja possivel obter melhores valores de
sensibilidade em ensaios RT-LAMP partindo de RNA purificado, ensaios RT-
LAMP realizados diretamente em amostras clinicas de soro (amostras livres
de extracdo do RNA) representam uma metodologia simples, de facil
aplicabilidade, de baixo custo e rapida para o diagnostico molecular das
arboviroses, ideal para sistemas de teste no ponto de atendimento (POCT) ou
para triagem de grandes grupos por dispensar etapas convencionais de
extracdo de RNA e nado requerer muita infraestrutura para aplicacdo dos
testes. Otimizacdes nos desenhos dos iniciadores podem ser realizadas para
aumento da sensibilidade dos testes, especialmente no teste de deteccao de
DENV.

Os dispositivos para multi-analises RT-LAMP on-chip demostraram ser
eficientes e rapidos para distinguir com sucesso trés infec¢des transmitidas
pelo mesmo vetor, 0 mosquito Aedes aegypti. Os trés testes rapidos foram
realizados simultaneamente em um Unico dispositivo e foram finalizados em
um curto periodo de tempo, 12 minutos, sendo 10 minutos para incubacéo do
dispositivo a 68 °C e ~2 minutos de leitura (~1 min de rotacdo e ~1 min para
analise dos resultados). O resultado foi facilmente visualizado, submetendo o
dispositivo a uma iluminacdo UV, e detectando a auséncia ou presenca de
fluorescéncia diretamente na camara reacional do dispositivo. Devido a
simplicidade do método de deteccdo (on-chip através da aquisicdo de
imagens via smartphone), baixo custo e eficiéncia do teste, os dispositivos
multi-analises poderiam dar o suporte as atividades de vigilancia

epidemiologica ou até mesmo agilizar o diagnostico diferencial de arboviroses.
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CAPITULO 4

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE
ARBOVIROSES COM DETECCAO
VISUAL ON-CHIP UTILIZANDO O
INDICADOR DE pH VERMELHO DE
CRESOL
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4.1 INTRODUCAO

A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) revolucionou a
forma de realizar a leitura do resultado final nos testes baseados em reacdes
de amplificacdo do acido nucleico. Ao contrario da PCR convencional que
requer meétodos de deteccdo mais complexos ou laboriosos, como a
eletroforese em gel, a LAMP utiliza um grande numero de métodos de
deteccao simples, definidos como deteccgéao visual (SCOTT et al., 2020). Estes
métodos vao desde a deteccdo das cédpias de DNA através do uso de
intercaladores de DNA (ensaios fluorescentes) até a avaliacdo de subprodutos
liberados durante a sintese de DNA, o precipitado de pirofosfato de magnésio
e o ion hidrogénio (TANNER et al., 2015; SCOTT et al., 2020).

Para transpor a necessidade de ensaios fluorescentes que requerem
fonte de luz de excitagao especifica, filtros dpticos e camara escura, algumas
metodologias de detecgdo LAMP tém sido simplificadas. Nessas estratégias,
o processo de amplificacado é conferido por meio da avaliagao de um dos dois
subprodutos gerados no decorrer da reagcao de amplificacdo: i) o ion
pirofosfato e o ii) ion hidrogénio. A inspecdo dos resultados por meio da
avaliagao desses subprodutos € muito simples e rapida, além de atender aos
quesitos de sensibilidade e especificidade (TANNER et al., 2015; KAARJ et
al., 2018; FU et al., 2021).

Os métodos de deteccéo visual avaliando o subproduto pirofosfato de
magnésio compreendem a interacao dos ions pirofosfato com o ion magneésio.
A grande quantidade de ions pirofosfato [P204]* gerados se deve ao processo

de extensao da fita de DNA (regido gene-alvo), no qual a enzima com acgao
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no sentido 5'—3" incorpora um trifosfato deoxiconucleosideo na regido alvo e
libera o anion [P204]* . Para adquirir estabilidade, esse anion reage com os
cations Mg?* presentes na mistura, e formam o produto insollGvel de cor

branca, o pirofosfato de magnésio.

Um estudo mais detalhado descrito por Tomita et al., (2008) e Goto et
al., (2009) descrevem que concentracdo de ions Mg?* diminuem a medida que
copias de DNA séo geradas, sendo assim, a adicdo de indicadores metélicos
colorimétricos como HNB (Hydroxy naphthol blue) e calceina foram uma das
estratégias proposta por esses autores. (TOMITA et al., 2008; GOTO et al.,
2009).

Ademais, o subproduto insolavel pirofosfato de magnésio, pode ser
quantificado por turbidez. O método de deteccdo por turbidez da solucéo,
apresenta distincdo visual entre a reacdo negativa e positiva. Na reacéo
positiva € verificada a presenca de turbidez branca, na reacéo negativa, uma
auséncia de turbidez é identificada. No entanto de acordo Fischbach et al.,
(2015) e Izadi et al., (2012) a turbidez é dificil de ser observada a olho nu, e
pode requerer um passo adicional, a utilizacdo de equipamentos como
centrifuga ou turbidimetro (FISCHBACH et al., 2015; IZADI et al., 2012).

Para facilitar a interpretacao a olho nu dos produtos amplificados, os
corantes indicadores de pH vém sendo aplicados com sucesso para detecgao
nas metodologias LAMP. Estudos conduzidos por Alhassan et al. (2016)
comparam indicadores de pH e indicadores metalicos, e concluem que os
indicadores de pH apresentam melhor visualizagao e maior sensibilidade para
detecgéo dos produtos LAMP (ALHASSAN et al., 2016). Atualmente, o kit de
ensaio colorimétrico comercializado pela New England Biolabs, WarmStart®
colorimetrix RT-LAMP utiliza o indicador de pH vermelho fenol, em que a
amplificacao e deteccdo do cDNA ocorrem em uma Unica etapa, com facil
leitura do resultado: cor amarela (reagao positiva), cor rosa (reagao negativa).
A popularidade desses kits de amplificacdo LAMP,comercializados pela New
England BiolLabs, WarmStart® colorimetric RT-LAMP (Ipswich, Estados

Unidos), vém crescendo e seu uso tem sido amplamente descrito na literatura
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(CRAW e BALACHANDRAN, 2012; THI et al., 2020, SANTOS et al., 2021 e
SILVA et al., 2021).

O método de detecgao por indicador de pH utilizando o vermelho de
fenol tem como objetivo identificar no decorrer da reacdo uma pequena
variagado do pH em um intervalo de transic&o de 7,3 (rosa) a 6,8 (amarelo). A
alteragcdo do pH é oriunda na etapa de polimerizagao através da enzima Bst
DNA polimerase, no qual a enzima com agao no sentido 5'—3' incorpora um
trifosfato deoxiconucleosideo na regido alvo e acarreta a liberagdo de dois
subprodutos: i) o ion pirofosfato juntamente com o ii) ion hidrogénio. A
interacédo entre os ions de hidrogénio (H +) e o indicador de pH acarreta a
mudanca de cor da molécula indicadora presente na mistura LAMP (Figura
40). Consequentemente, a identificacdo dos produtos de amplificagado
apresenta uma relagédo diretamente proporcional entre, o pH e a progresséo
da extensao da fita de DNA alvo. Logo, quanto maior a carga viral da amostra,
maior a quantidade de cépias geradas no decorrer da amplificacdo e mais
rapidamente o pH da solugao diminuira (SANTOS et al., 2021 e SILVA et al.,
2021).
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Figura 40. Representagao da LAMP utilizando indicador de pH vermelho de fenol. A)
representacao formagao de produtos e subprodutos presente no mecanismo LAMP.
B) Representacao da detecgao visual em reagdo que o DNA-alvo é detectado ou nao,
através halocromismo do indicador de pH. Fonte: autoria propria.

Neste Capitulo serd demonstrado o uso de dispositivos descartaveis de

PS-T para amplificacdo e deteccdo de DENV, ZIKV e CHIKV utilizando a

técnica molecular de amplificacao isotérmica (LAMP). O ensaio com detecc¢éo

visual on-chip sera baseado na adicao do indicador de pH vermelho de cresol,

com visualizacdo a olho nu para discriminacdo das reacdes positivas

(amarela) e negativas (rosa-violeta).
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4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Objetivo geral

Desenvolver metodologias RT-LAMP em dispositivos de PS-T com

deteccdo colorimétrica on-chip utilizando o indicador de pH vermelho de

cresol. As metodologias serdo utilizadas para deteccao dos virus da dengue
(DENV-1), zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV).

4.2.2 Objetivos especificos

ii)

Otimizar as condi¢des experimentais para amplificacéo e deteccao
de DENV-I, ZIKV e CHIKV via RT-LAMP on-chip em amostras de
RNA.

Avaliar o design de um microdispositivo de PS-T envolvendo a
adicao sequencial de reagentes, automatizadas por rotacéo.
Desenvolver um ensaio com multi-anélise em um Unico dispositivo
de PS-T controlado por rotacdo manual, para diagnostico diferencial
e simultineo de trés virus intimamente relacionados: dengue
(DENV), zika (ZIKV) e chikungunya (CHIKV).

Demonstrar a funcionalidade dos dispositivos de PS-T operados por
bombeamento centrifugo para deteccdo multi-analise de &cidos
nucleicos, incluindo etapas como: mobilizacdo, mistura,

amplificacéo por RT-LAMP e detecc¢éao visual on-chip.

Promover um estudo comparativo entre a detec¢ao visual utilizando

intercalador de DNA e indicador de pH.
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4.3 MATERIAIS E METODOS

4.3.1. Amostras clinicas de pacientes infectados por

arbovirus

As amostras clinicas de pacientes infectados com ZIKV, DENV-1 e
CHIKV foram estocadas a -80 °C no Laboratério de Biomicrofluidica da
Universidade Federal de Goias. As amostras de soro foram obtidas entre os
anos de 2015 e 2021 de pacientes residentes no estado de Sao Paulo e Goias
catalogados pelo Hospital Sdo Paulo UNIFESP-HSP e Hospital do Policial

Militar de Goiania - Brasil.

Todas as experiéncias foram realizadas em conformidade com as
diretrizes exigidas nacionalmente, seguindo as resolugcées CNS 466/12 e CNS

441/11, e em conformidade com as diretrizes institucionais.

4.3.2. Extracao e purificacdo de RNA

O RNA viral foi extraido de todas as amostras clinicas de soro
utilizando o Kit de Preparacao de RNA Viral + DNA (Cellco, Sao Carlos, Brasil),

de acordo com as instru¢des do fabricante.

4.3.3. RT-qPCR

Para quantificar o RNA e a carga viral de cada amostra, foi realizada
uma PCR quantitativa (RT-gPCR). A RT-gPCR foi executada utilizando o kit
GoTaq Probe 1-Step RT-gPCR (Promega, Charbonniéres-les-Bains, Franga).
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A mistura reacional foi preparada para um volume de 10 pL contendo as
seguintes concentragdes de reagentes: 5 uL da GoT Promega, 10 uM de Syto
82 (Invitrogen, Eugene, EUA), 400 nmol L-! de iniciador direto (F) e 400 nmol
L' de iniciador reverso (R). As sequéncias dos pares de iniciadores

encontram-se apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4: Sequéncia dos pares de iniciadores utilizados na qPCR e suas
temperaturas de anelamento.

Iniciadores  Sequéncia 5'a 3’ Referéncia

F - ZIKV CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT LANCIOTTI et

R - ZIKV CCGCTGCCCAACACAAG al., 2008

F-DENV1 CAAAAGGAAGTCGYGCAATA SANTIAGO et

R-DENV1 CTGAGTGAATTCTCTCTGCTRAAC 22013

F — CHIKV ACGCAATTGAGCGAAGCAC Parida et al,
2007

R- CHIKV CTGAAGACATTGGCCCCAC

As misturas de RT-gPCR foram incubadas a 45 °C por 15 min
(incubacgao de RT), 95°C por 2 min e 40 ciclos de 95°C por 15 s e 60 °C por
30 s, usando o equipamento termociclador de PCR em tempo real AriaMx

adquirido junto a Agilent (Santa Clara, CA).

4.3.4 Amplificacdo por RT-LAMP

As sequéncias de iniciadores usadas para amplificagao por RT-LAMP
estdo mostradas na Tabela 5.
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Tabela 5. Sequéncia dos iniciadores usados para RT-LAMP

Iniciadores Sequéncia dos iniciadores %’ Referéncia
-3

F3 — ZIKV CGGATGGGATAGGCTCAAAC

B3 - ZIKV ATGGACCTCCCGTCCTTG

FIP- ZIKV CCTGAGGGCATGTGCAAACCTAG TIAN et al., 2016
AATGGCAGTCAGTGGAGAT

BIP — ZIKV ACCCTCAACTGGATGGGACAACTG
GAGCTTGTTGAAGTGGTG

LF — ZIKV CATCAATTGGCTTCACAACGC

LB - ZIKV GGGAAGAAGTTCCGTTTTGCTC

F3 — CHIKV ACGCAATTGAGCGAAGCAC

B3 — CHIKV CTGAAGACATTGGCCCCAC PARIDA et al., 2007

FIP- CHIKV CGGATGCGGTATGAGCCCTGTATT
TTTGGAGAAGTCCGAATCATGC

BIP —CHIKV  TCCGCGTCCTTTACCAAGGAAATT
TTTTTGGCGTCCTTAACTGTGAC

LF — CHIKV GCTGATGCAAATTCTGT

LB — CHIKV CCTATGCAAACGGCGAC

F3-DENV- 1 GAGGCTGCAAACCATGGAA

B3-DENV- 1 CAGCAGGATCTCTGGTCTCT

FIP-DENV-1  GCTGCGTTGTGTCTTGGGAGGTTT PARIDA et al.,
TCTGTACGCATGGGGTAGC 2005

BIP-DENV-1 CCCAACACCAGGGGAAGCTGTTTT
TTTGTTGTTGTGCGGGGG

LF-DENV- 1 CTCCTCTAACCACTAGTC

LB-DENV- 1 GGTGGTAAGGACTAGAGG

Inicialmente, uma mistura de iniciadores foi preparada a uma

concentracado de 10X, com as seguintes concentragdes finais: 2 yM de cada

iniciador externo F3 e B3, 16 uM de cada iniciador interno FIP e BIP, 8 uM de
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cada iniciador loop LF e LB. Posteriormente, uma mistura reacional RT-LAMP
foi preparada a uma concentragao de 2X contendo a seguinte concentragao
de reagentes: 4 mM dNTP, 0,22 mg mL ' de BSA, 0,64 U uL™ "de LF Bst
polimerase Ecra, 0,6 U uyL~ ' RT-Ecra, 2000 uM do vermelho de cresol, 2X
tampao de amplificagao isotérmico (50 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, MgSO4 10
mM, 0,1% Triton X-100, 10% glicerol, 30% DMSO).

Finalizada a etapa de preparado das duas misturas, uma mistura final
foi preparada adicionando: 5 pL da mistura RT-LAMP a 2X, 2 yL da mistura de
iniciadores a 10X, 2 uL de agua nuclease-free e 1 yL da amostra alvo,

totalizando 10 pL de volume final.

4.3.4.1 RT-LAMP com leitura visual on-chip utilizando
indicador de pH

4.3.4.1.1 Fabricacdo dos microdispositivos

Para o desenvolvimento da RT-LAMP nos microdispositivos de PS-T
envolvendo a detecc¢ao por indicador de pH, trés designs de dispositivos foram
confeccionados. No primeiro momento, para a otimizagdo da reagédo RT-
LAMP, um design mais simples foi fabricado, sendo composto apenas por
camaras reacionais em formato de uma placa 4x3 de camaras com
capacidade para 10 pL de reacédo (Figura 41B). O segundo design de
dispositivo inseriu  mais funcionalidades ao dispositivo integrado,
automatizado por rotacdo utilizando diversas valvulas para a liberacdo dos
fluidos e controle de evaporacédo das solucdes (Figura 41D). Este dispositivo
foi descrito no Capitulo 1 foi utilizado aqui para deteccdo dos arbovirus

individualmente.
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A) Reservatorios B)

Camara unica

= Topo

Camadas 8 mm

Intermediarias

— Base 9.5 mm

25 mm
C) D)

Valvulas .
Reservatorios

Camara M

——— Topo V4 (1,93 x1,48 mm)

CamaraN
Camadas V1 (1,93x1,48
Intermediarias V2 (2,8 x5,65m

V3 (1,93x3,3 mm)

40
V5 (2,8x13,7 mm) mm

CamaraE

CamaraR

Figura 41. Representacdo das partes que compdem os dispositivos de PS-T. A)
Fabricacdo de placas de PS-T contendo topo, base e 3 camadas intermediarias. B)
Dispositivos de PS-T em formatos de placas contendo 12 ca&maras reacionais
distribuidas ao longo de 4 colunas e 3 linhas. C) Disposi¢cao das camaras, canais, e
véalvulas que compde o dispositivo integrado de PS-T para realizagdo da amplificacéo
e deteccdo indireta envolvendo a adicdo do indicador de pH. D) Representacéo
esquematica das camaras do dispositivo integrado de PS-T apés laminacdo do
dispositivo.

Em ambos os layouts, os dispositivos foram compostos por 3 camadas
intermediarias, base e topo, totalizando 5 camadas de filmes de poliestireno.
O dispositivo ndo-integrado apresentou uma Unica camara reacional enquanto
o dispositivo integrado apresentou 4 camaras totais, sendo 2 camaras
independentes (M e N) conectadas por dois canais as outras duas camaras
centrais E e R (Figura 41D).

Para a automatizacdo da etapa de adicdo dos reagentes na camara
reacional foram inseridas 5 valvulas dispositivo, V1-V5, contendo as seguintes
dimensdes: V1 (1,93 x1,48 mm), V2 (2,8 x 5,65 mm), V3 (1,93 x 3,3 mm), V4
(1,93 mm x 1,48), V5 (2,8 x 13,7 mm). O mecanismo de abertura das valvulas

encontra-se apresentado na Figura 42 C-D.

149



A) B)

Cémaras Valvulas

V4
Cémara M V3
Camara N
V1
Camara E V5
V2
Camara R

C) Valvulas que automatizam o processo de D) Valvulas que previnem a
liberagao de diferentes solugdes evaporagao das solugées

Camara N Camara M

V3
V4
V1
Etapa 1A: Pré-rotacdo || Etapa 2A: Pré-rotacéo
V3 — V5
V1
V2 «—Hll%

Etapa 1B: Pos-rotacao | | Etapa 2B: Pés-rotacao

Figura 42. Representacdo das camaras e valvulas do dispositivo integrado para
realizacdo do protocolo de liberacdo controlada das solugfes. A) Representacdo de
todas as camaras que compde o dispositivo rotativo. B) Representacdo de todas as
valvulas que compde o dispositivo. C) Representacdo esquematica do protocolo e
etapas de liberacdo das solug@es utilizando vélvulas hidrofébicas que automatizam
0 processo de entrega dos fluidos por movimento rotacional. D) Representacéao das
vélvulas (V4 e V5) que minimizam a evaporacgdo das solucoes.

A Figura 42 C descreve a ordem em que as soluc¢des séo inseridas no
dispositivo e as etapas de liberacdo das solugbes utilizando valvulas

hidrofébicas que automatizam o processo de entrega dos fluidos por
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movimento rotacional. Etapa 1A: solucao de iniciadores e amostra adicionada
a Camara N sem a rotacdo do dispositivo. Etapa 1B: acionamento da
mobilidade da solucdo presente na Camara N, pds-rotacdo do dispositivo,
nessa etapa a valvula V1 representa a primeira valvula a ser rompida, seguida
pelo rompimento da valvula 2 e acesso a camara reacional R. Etapa 2A:
Adicao da solucdo RT-LAMP na Camara M sem rotacao do dispositivo. Etapa
2B: Liberacéo da solucéo presente na Camara M para a Camara R através do
rompimento da terceira vélvula V3 em decorréncia do movimento rotacional

aplicado no sistema.

O terceiro design foi desenvolvido em formato de CD microfluidico lab-
on-a-disc para analises simultaneas dos trés virus. O design das camaras foi
similar ao dispositivo que continha uma camara unica de reacéo (Figura 41),
sendo composto por 5 camadas de poliestireno (Figura 43). No dispositivo em
forma de CD nove camaras foram distribuidas ao longo de uma
semicircunferéncia de 118 mm de diametro, como foi descrito no Capitulo 1 e

pode ser observado na Figura 43.

Valvulas

A) Reservatorios I B)

Camadas
Intermediarias

—, Base

Figura 43. Esquema representativo do CD microfluidico. A) Arquitetura microfluidica
para fabricagdo do CD rotativo. B) Dispositivo integrado contendo 9 cémaras
interconectadas no centro do dispositivo.
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4.3.4.1.2 Amplificagao e detecgéo visual on-chip

Os testes moleculares colorimétricos para analise unica e multi-
analises foram realizados utilizando a mesma mistura reacional descrita no
tépico 4.3.4 descrita neste Capitulo, modificando apenas o volume final da
reagao.

Para microdispositivos contendo camaras néo-integradas (Figura 44),
a mistura reacional foi preparada com seguinte composicdo 1X: 5 pyL da
mistura RT-LAMP a 2X, 2 uL da mistura de iniciadores especificos a 10X, 2
ML de agua nuclease-free e 1 uL de alvo totalizando 10 uL de volume final.
Com intuito de impedir a evaporacao das solu¢cbes durante o aquecimento, 1
uL de 6leo mineral (Needs, Pernambuco, Brasil) foi adicionado, cobrindo todos
0S reservatorios de acesso as camaras reacionais. As reacdes de RT-LAMP
foram incubadas a 68 °C por 15 minutos em bloco de aquecimento (Kasvi,
Parand, BR). Ao final do tempo de incubagéo o dispositivo foi retirado do bloco

de aquecimento para deteccéao visual através da coloracéo das solucgdes.

1) Adicao dos reagentes e amostras

Ole‘ v
w3

Mix reacional

1) Incubagao Ill) Detecgao Visual

Figura 44. Representacdo da etapa de amplificacdo a deteccdo RT-LAMP em
microdispositivos ndo-integrados de PS-T em trés etapas. Etapa: 1) adicdo dos
reagentes; Il) incubacéo; IIl) detec¢ao visual a olho nu.
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Para analises unicas em dispositivos com entrega automatizada de
solucdes, duas misturas foram preparadas separadamente, sendo elas, uma
mistura de iniciadores a 10X e uma mistura principal de 1,42X contendo todos
os reagentes exceto iniciadores e o alvo (Mistura M). A Mistura reacional (M)
foi preparada inicialmente em um microtubo, contendo os seguintes reagentes:
5 uL da mistura RT-LAMP a 2X, 2 pL de agua nuclease-free, totalizando 7 pL

de volume final.

A adicao das misturas seguiu uma ordem de insergéo. Primeiramente
adicionou-se na camara N: 2 uL da mistura de iniciadores a 10X e 1 uL do
alvo. Finalizada a adigao, a mistura contendo 3 pL foi mobilizada por rotagéo
por 5 s no sentido horario utilizando um hand-spinner e direcionada a Camara
reacional (Camara R). Posteriormente, adicionou-se 7 uL da Mistura Principal
LAMP 1,42X (Mistura M) a Camara M. Finalizada a adicdo da Mistura M, o
dispositivo foi rotacionado por 5 s no sentido horario e a mistura (7 yL) foi
mobilizada e direcionada a Camara reacional (R). Ap6s ambos os reagentes
serem mobilizados para a camara R, o dispositivo foi rotacionado por 40 s
(contendo ao total 4 rotacdes de 5 s no sentido horério e 4 rotacdes de 5 s no

sentido anti-horario).

Para impedir a evaporacao adicionou-se um papel adesivo (contact)
como cobertura, cobrindo todos os reservatorios e valvulas, exceto o
reservatério que continha a valvula V5. A representacdo de todas essas
etapas encontra-se ilustrada na Figura 45.

153



1) Adicao dos Primers e Alvo

Primers
+ Amostra
( S
S
Primers + Amostra
Cémara N

I) Adicao da Mistura Reacional

Papel Adesivo
Mix reacional Contact

-

Camara M

Figura 45. Representacdo da etapa de automatizacdo dos reagentes RT-LAMP em
microdispositivos integrados de PS-T. A automatizagé@o por rotagéo ocorre em duas
etapas. Etapa: ) adicdo dos iniciadores e amostra Il) adicdo da mistura reacional.

O processo de amplificacdo RT-LAMP on-chip para analise Unica teve
como objetivo testar a funcionalidade de duas camaras distintas (M e N) que
controlavam a inser¢ao de duas misturas diferentes: mistura 1) iniciadores e
amostra (camara N); e mistura 2) mistura reacional RT-LAMP (camara M).
Desse modo, testes preliminares e de desenvolvimento foram realizados em

dispositivos de analise Unica.

Apés otimizagcdo do carregamento das misturas no dispositivo,
protocolo de homogeneizacdo e manipulacdo das camaras em dispositivos de
analise Unica. O layout da camara M desse dispositivo péde ser facilmente
alterado para acomodar e interconectar 9 camaras M (M1-M9) em dispositivos

multi-andlises (Figura 46).
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O processo de amplificacdo RT-LAMP on-chip em dispositivos de
multi-andlises foi similar ao dispositivo integrado para analise Unica.
Inicialmente 3 pL foram adicionados em cada Camara N (N1-N9), sendo 2 pyL
da mistura de iniciadores a 10X e 1 pL do alvo. Para cada controle positivo, 1
ML de RNA alvo foi adicionado a Camara N. Para realizacdo do controle
negativo, 1 uL de RNA de um paciente saudavel foi inserido na Camara N do
dispositivo. A mistura contendo 3 pL foi movimentada por rotagdo a 5s no

sentido horario e direcionada a Camara R (Figura 46 A, C).

Posteriormente, adicionou-se 105 pyL da mistura principal LAMP 1,42X
(mistura M) a camara de distribuicdo que interconecta 9 camaras individuais
(M) no centro do dispositivo (Figura 46 A, D). A mistura M foi preparada com
seguinte composicao: 74,55 uL da mistura RT-LAMP a 2X, 30,45 yL de agua

nuclease-free.

Finalizada a adicao, o dispositivo foi rotacionado por 5 s no sentido
horario e a mistura foi direcionada para outras 9 caAmaras individuais R (R1-
R9) que ja continham os iniciadores e amostras. Apos direcionamento o
dispositivo foi novamente rotacionado por 40 s (4 rotacdes de 5 s no sentido
horario e 4 rotagbes de 5 s no sentido anti-horario) para obter uma mistura
homogénea. Para impedir a evaporacdo adicionou-se um papel adesivo
(contact) como cobertura, cobrindo todos os reservatérios e valvulas, exceto

0s reservatorios que continham o orificio de ventilacédo (Figura 46 B).
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A) CAMARAS INDIVIUAIS
N1-N9 PARA ADICAO DE
INICIADORES

CAMARAS M1-M9
INTERCONECTADAS POR UM
CANAL, PARAADICAO DA MIX

Reservatorio RT-LAMP

ESPECIFICOS

ZIKV

B)

CONTENDO INICIADORES E MIX RT-LAMP i das camaras

Papel contact R

R1 | R9
R2 |

R8

R3 —-—X.
R7
R4 R6
R5

Iniciadores
+ Amostra

Fita adesiva

Asa livre

Camaras N1-N9

D)

Camara de distribuicao Fita adesiva
Mix reacional

W

Asa livre

<

Figura 46. Layout do dispositivo de PS-T rotacionalmente controlado por hand-
spinner para detecgdo simultanea do: DENV, ZIKV e CHIKV. A) Intitulagdo das
camaras N e M que contém no dispositivo de multi-andlise. C) Vedacao das camaras

Céamaras R1-R9

Primers + Amostra + Mix
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reacionais R1-R9 e D e E) adicdo dos reagentes em duas etapas. D) adicdo dos
iniciadores e amostra e E) adi¢cdo da mistura reacional RT-LAMP.

Apos a adicao dos reagentes os dispositivos contendo as reacdes de
RT-LAMP foram incubadas a 68 °C por 15 minutos em bloco de aquecimento
(Kasvi, Parana, BR). Ao final do tempo de amplificacdo, dispositivos foram
retirados do termobloco e colocados sobre folhas de papel branco para
aguisicdo de imagens usando uma camera de smartphone (Redmi Note 8,
Xiaomi). A leitura dos resultados foi realizada a olho nu observando a

mudanca na cor de rosa (amostra negativa) para amarelo (amostra positiva).

4.3.5 Separacdo eletroforética off-chip em gel de agarose 3%

Para demonstrar que a cor amarela obtida através da deteccgao visual
era de fato proveniente dos fragmentos de DNA amplificados a partir do RNA
alvo, foi realizada a deteccédo através da eletroforese em gel. Para isto a
solucao foi recolhida da camara de deteccéo do dispositivo e os produtos de
amplificagao (4 pL) foram sujeitos a eletroforese em gel de agarose a 3% em
tampao Tris-borato-EDTA (TBE). A corrida eletroforética foi realizada em 160
min em tampédo TBE a 90 V. Em seguida, os fragmentos de DNA foram

visualizados em um transiluminador UV (KASVI, Sao José do Pinhais, PR).

4.3.6 Sensibilidade e especificidade

Para determinar o limite de deteccéo dos testes, varias concentracdes de
RNA previamente quantificados por RT-PCR, foram testados variando de 10°-

50 cépias por reacgao.

Para avaliar a sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor
preditivo negativo do teste em amostras clinicas, RNAs das amostras foram
extraidos e sujeitos a técnica molecular RT-LAMP on-chip e a técnica padréao

outro RT-gPCR. Os valores de cycle threshold (Ct) das amostras foram
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determinados por RT-qPCR. Posteriormente, realizou-se o calculo estatistico
do teste, utilizando o software gratuito MedCalc, disponivel em

https://www.medcalc.org.calc/. Desse modo, o teste de desempenho do

diagnostico molecular por RT-LAMP on-chip foi comparado ao método
padrao-ouro RT-qPCR.

Um total de 33 amostras clinicas foram testadas nos dispositivos, sendo 18
positivas e 15 negativas para arboviroses. Dentre as amostras positivas, 7
eram provenientes de pacientes infectados por DENV-1, 10 amostras de
pacientes infectados por ZIKV e 1 amostra de paciente infectado por CHIKV.
Em decorréncia de possuirmos apenas uma amostra clinica de CHIKV (com
carga viral de 3,5 10% copias pL?), cargas virais menores foram simuladas
atraves de diluicdes seriadas do RNA, totalizando a simulagdo de 5 amostras

positivas.
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste Capitulo podem ser divididos em dois tipos de
analises com deteccdo por indicador de pH: i) analise de um unico alvo,
usando um microdispositivo que contém apenas 1 camara reacional e ii) multi-
analises, utilizando um dispositivo que contém 9 camaras reacionais para 3

testes simultaneos.

A utilizagdo do dispositivo para analise de um unico alvo, teve como
objetivo: i) avaliar o projeto de funcionamento e a selegdo de layouts para
fabricagdo de um dispositivo descartavel para um unico teste e ii) otimizar as
condigbes reacionais RT-LAMP para detectar cada virus (DENV-1, ZIKV ou
CHIKV).

A detecgao visual on-chip dos produtos RT-LAMP descrita nesse
Capitulo utilizou a molécula indicadora de pH, vermelho de cresol
(C,1H17,NaOsS). Em decorréncia do halocromismo do vermelho de cresol, ou
seja, da propriedade de mudar de cor em fungao de alteragbes de pH do meio
reacional (mistura RT-LAMP), foi possivel realizar a deteccao e diferenciagao
visual on-chip entre reagdes positivas e negativas. A detecgcao colorimétrica
das copias de DNA amplificadas obteve o enfoque qualitativo, em que reagoes
negativas apresentavam cor rosa-violeta enquanto as reagdes positivas

apresentavam a coloragao amarela.

Essa deteccado colorimétrica se deve a alteracdo do pH na reagao
LAMP oriunda na etapa de sintese de novas cadeias de DNA com a
incorporagao dos desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTP) na regiao alvo.
Essa incorporagao libera o ion hidrogénio como subproduto, sendo, a
identificacdo dos produtos de amplificacdo uma relacdo diretamente
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proporcional entre, o pH e a progressao da extensao da fita de DNA alvo
(TANNER et al., 2015; JI et al., 2020; FU et al., 2021). A interacao entre os
ions de hidrogénio (H*) e o vermelho de cresol, acarreta a mudancga de cor da
molécula indicadora de rosa-violeta para amarelo. Resumidamente, o
indicador de pH identifica em um curto periodo de tempo (neste trabalho em
15 minutos), uma pequena variagdo do pH reacional abrangendo o intervalo
de transi¢ao de 8,1 (rosa-violeta) a 7,0 (amarelo). Comportamentos reacionais
analogos ao relatado neste trabalho s&o descritos na literatura em plataformas
convencionais (TANNER et al., 2015; KAARJ et al., 2018; FU et al., 2021).

4.4.2 Otimizacbes da RT-LAMP com deteccao visual
colorimétrica

As otimizagbes das condi¢gdes reacionais como, tempo de
incubacado, bem como a avaliagdo da sensibilidade e especificidade foram
realizadas para cada alvo individualmente em dispositivos com design de

placa (Figura 44).

4.4.2.1 Otimizacao do tempo de amplificagéo

A amplificacdo e detec¢cdo combinadas em uma Unica etapa permite
0 monitoramento visual do resultado em tempo real e acelera do tempo de
resultado. O uso de indicadores de pH como método de deteccéo
colorimétrica em reacbes LAMP sdo bastantes vantajosos por nao
apresentarem efeitos inibidores durante o processo de amplificacéo,
caracteristica que permite 0 monitoramento visual da reacédo no decorrer do

tempo de incubacéo (JI et al., 2020).

Para verificar o tempo minimo de amplificacdo LAMP utilizando o kit
desenvolvido nessa tese (com insumos 100% nacionais), o microdispositivo

de PS-T ndo-integrado, foi incubado sob um periodo de 10, 15 e 20 min. O
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ensaio colorimétrico apresentou interpretacao qualitativa a olho nu (presenca

ao

do alvo). A reacdo positiva foi interpretada pela colorag

ou auséncia

amarela (mudanca de pH, para 7,3) e a reacdo negativa pela coloracéo rosa-

violeta (pH 8,3). O tempo de amplificacao foi realizado por leitura visual on-

chip e confirmado por analise de separacao eletroforética em gel de agarose

3%, certificando que os produtos de amplificacdes obtidos eram provenientes

ZIKV

Z)

DENV-1

de fragmentos de DNA amplificados (Figura 47).
D)
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Reacgdes Negativas

Positivas
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Figura 47. Avaliacdo do tempo de incubacdo para amplificacdo por RT-LAMP on-

chip. Diferentes tempos de incubacdo foram avaliados, 5, 10,15 e 20 min. Alvos:
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reacGes negativas (RNA de um paciente saudavel) e positivas (RNA do alvo 10*
cOpias por reacdo). Os produtos amplificados foram confirmados por separagéo
eletroforética em gel de agarose a 3 % off-chip. D) Iniciadores para deteccdo do
DENV-1; Z) Iniciadores para deteccdo do ZIKV; C) Iniciadores para deteccao do
CHIKV. M) Marcador de DNA, 100 pb.

O surgimento de falso-positivo € uma ocorréncia comum para LAMP,
no entanto, a avaliagdo do tempo minimo de incubagdo vem sendo uma das
estratégias cruciais para realizagdo de um diagnostico seguro (WANG et al.,
2015; TANG et al., 2011). Conforme observado na Figura 47, concluiu-se que
os melhores resultados foram obtidos com 15 minutos de incubacao,
apresentando nitida diferenciagdo colorimétrica entre a reagao positiva e
negativa. Verificou-se- tanto por deteccao colorimétrica quanto por separagao
eletroforética, que o acréscimo de mais 5 minutos, totalizando 20 minutos de
incubacao interferia na leitura dos resultados, proporcionado resultados falso-

positivos, em decorréncia da amplificagao de fragmentos inespecificos.

Como se pode constatar por separacéao eletroforética, 10 minutos de
incubacao nao foi um tempo suficiente para amplificagao, obtendo uma menor
sensibilidade identificada pela diferenga de coloracéo entre a reacéo positiva
(laranja) e negativa (rosa-violeta), que compreende o intervalo de viragem do
indicador de pH. Desse modo 15 minutos foi considerado o tempo ideal para
amplificagdo. Este tempo foi utilizado em todos os experimentos apresentados

neste Capitulo.

E importante destacar que a utilizacdo de ensaios colorimétricos
LAMP disponiveis no mercado internacional e comercializados pela Eiken
Chemical Company (Toquio, Japao) e New England BioLabs, WarmStart®
colorimetric RT-LAMP (lpswich, Estados Unidos), também requerem
avaliagao do tempo de incubagao para cada conjunto de iniciador utilizado,
visando eliminar resultados nao-especificos (CRAW e BALACHANDRAN,
2012; SANTOS et al., 2021 e SILVA et al., 2021).
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4.4.2.2 Sensibilidade e especificidade

Para determinar o limite de detecg&o do ensaio RT-LAMP on-chip,

realizamos a amplificacdo em dispositivos integrados e nao-integrados.

Primeiramente, as reacdes de amplificacdo RT-LAMP para deteccéo
do RNA viral de trés arboviroses foram realizadas de acordo com as condi¢des
experimentais descritas no tépico 4.3.6, inserindo diferentes quantidades de
copias de RNA-alvo, em microdispositivos néao-integrados. Cada
concentracdo de RNA foi relacionada com um valor de Ct encontrado atraves
da quantificacdo por RT-qPCR. O sucesso na amplificacdo e deteccao do
RNA para cada arbovirus pode ser visualizado na Figura 48. Os valores
encontrados para o limite de deteccdo RT-LAMP on-chip com deteccéo
colorimétrica foram respectivamente 1050, 15 e 72,5 copias pL* para
deteccdo do DENV, ZIKV e CHIKV. A deteccdo das cOpias sintetizadas de
DNA, visualizadas através da alteracédo de cor da molécula indicadora de pH,
simplificaram o procedimento do ensaio LAMP e foram confirmadas por

separacao eletroforética via gel de agarose (Figura 48).

163



Figura 48. Limite de deteccdo do teste RT-LAMP em dispositivo placa 4x3. A)
deteccéo do virus DENV-1; B) detec¢do do virus ZIKV e C) detecc¢édo do virus CHIKV.

Para certificar a eficiéncia do método de amplificacdo LAMP on-chip
em um dispositivo integrado, com adicdo sequencial de dois reagentes
(iniciadores+amostra e mistura reacional), as mesmas amostras quantificadas
de RNA foram inseridas no microdispositivo PS-T integrado. Resumidamente
0 microdispositivo era composto por 3 camaras, sendo 2 utilizadas para a
adicdo sequencial de reagentes (M e N), e outra para a realizacdo da
amplificagdo RT-LAMP (R). Para direcionar os iniciadores e amostras,
inicialmente 2 pL de iniciador e 1 pL do alvo foram inseridos na camara N.
Ambos os fluidos foram direcionados para a camara (camara reacional, R) por
rotagéo obtida em 5 s no horario utilizando um hand-spinner. Posteriormente,
0 segundo reagente, a mistura RT-LAMP (7 pL) foi inserida em outra camara
(cdmara M) e direcionada por rotacdo ~5 s no sentido horario e 5 s no sentido

anti-horario, para a camara reacional (R).
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Os valores encontrados para o limite de deteccédo utilizando o
meétodo de adi¢do sequencial de reagentes foram os mesmos encontrados no
dispositivos néo-integrados (Figura 48) sendo respectivamente Ct 26, 33 e 28
ou 1050, 15 e 72,5 cépias pL* para deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV,

legitimando a eficiéncia do controle dos fluidos do dispositivo (Figura 49).

Figura 49. Deteccéo de arboviroses em dispositivos que integram a adicdo de dois
reagentes. Detecgdo colorimétrica on-chip e separagé@o Eletroforética dos produtos
LAMP obtidos a partir de diferentes valores de Ct do RNA viral. D) detec¢cdo do DENV-
1; Z) deteccao do ZIKV; C) deteccdo do CHIKV.

Como foi demonstrado neste estudo, o limite de deteccdo do DENV-1,
ZIKV e CHIKV pelo RT-LAMP on-chip é superior, se comparado ao método
padrdo-ouro RT-gPCR. Enquanto o limite de deteccao para o RT-gPCR é de
1 cépia pL?* para DENV-1 (CHEN et al., 2015), 1,26 copias pL* para ZIKV
(LANCIOTTI et al., 2008) e 0,76 copias pL* para CHIKV (EDWARDS et al.,
2017) o limite de detecgéao do RT-LAMP nos dispositivos de PS-T foi de 1050,
15 e 72,5 copias pL?! para deteccdo do DENV-1, ZIKV e CHIKV,
respectivamente No entanto o método de diagnéstico RT-LAMP on-chip

fornece uma resposta rapida e confiavel para a doenca na fase aguda da
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infeccdo. Na literatura, elevados niveis de carga viral sdo encontrados entre o
2° e 3° dia de sintomas da infeccdo por arboviroses (fase aguda), dentro
desses dias a confiabilidade diagnostica dos testes moleculares e de antigeno
NS1 sao significativamente aumentadas (ACOSTA et al., 2014).

Em relacdo ao diagnéstico para infeccdo por dengue, elevados
nameros de resultados falsos-negativos podem ser alcancados em testes de
antigenos (ACOSTA et al., 2014). No estudo conduzido por Acosta e
colaboradores (2014), 33 amostras positivadas por RT-qgPCR foram avaliadas
por teste de antigeno pela deteccdo do NS1-Ag, nenhuma das 33 amostras
foram positivadas, visto que 72% dessas amostras foram coletadas no
segundo dia de infeccdo (ACOSTA et al., 2014).

Em nosso trabalho de 6 amostras clinicas positivas para DENV-1, 5
foram positivadas apresentando carga viral média de 1,02 x10° (Ct 22) e uma
negativada por apresentar uma carga inferior ao limite de deteccao de 1,05
x10? (Ct 31) copias puL*(carga viral da amostra equivalente a 70 copias pL™?).
N&o existe uma relacdo direta entre carga viral do paciente e gravidade da
doenca (SILVA, 2008). Apesar disso, segundo Silva (2008) elevados niveis de
carga viral séo relatados em pacientes que desenvolveram a forma mais grave
da dengue (SILVA, 2008).

Desse modo, € importante destacar que o método RT-LAMP em
microdispositivos de PS-T poderia proporcionar um suporte de triagem
molecular, para o diagnoéstico da dengue. O diagndstico precoce poderia
proporcionar um melhor gerenciamento dos pacientes bem como, tratamentos
mais adequados, evitando que pacientes progredissem para casos graves, ja
que o numero de Obitos por dengue hemorragica € 34,75 vezes maior o

namero de Obitos que no dengue classico (CASALI et al., 2004).

Em relacdo ao teste para deteccdo do ZIKV, o limite de detecgéo
encontrado para o teste RT-LAMP colorimétrico on-chip PS-T para deteccao
do ZIKV, foi de 15 cépias pL?, sendo similares aos ensaios realizados em
microtubos de polipropileno e microdispositivo de PDMS, que obtiveram
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limites iguais a 20 copias pL* (WANG et al., 2016) e 10 copias/ Lt (GANGULI
et al., 2017) respectivamente. Em microdispositivos de papel, Calvert e
colaboradores encontraram um limite de detecgéo inferior ao microdispositivo
de PS-T, detectando 1,2 cépias de RNA uL! (CALVERT et al., 2017).

Em relacdo ao ensaio RT-LAMP para detec¢cdo do CHIKV, o limite de
deteccdo do ensaio em microdispositivos de PS-T encontrado em nosso
estudo é superior aos trabalhos publicados na literatura, 72,5 copias de RNA
uL1, no entanto o predominio de casos com alta carga viral em CHIKV (1, 7 x
102 a 9,9 x 10° copies de RNA pL) sugere que o teste aqui apresentado tem
potencial para o diagnéstico molecular da chikungunya para a maioria dos
casos de infeccdo (PATEL et al.,, 2019). Outros substratos de dispositivos
microfluidicos utilizando RT-LAMP para deteccdo do CHIKV tém sido
demonstrados na literatura. Um estudo publicado recentemente por Seok et
al., (2020) descreveu um ensaio de RT-LAMP em microdispositivos de papel
(Lab-on-paper) com limite de deteccdo de 5 cépias yL* do RNA viral em um
tempo final de analise de 60 minutos de incubacdo (SEOK et al., 2020).
Kutsuna e colaboradores descreveram um ensaio LAMP em um dispositivo
microfluidico de PDMS para a deteccao de amostras de RNA do CHIKV
apresentando um limite de detecgdo de 20 copias de RNA pLt em 45 minutos
de reacdo (KUTSUNA et al., 2020). Em nosso dispositivo, o tempo ideal para
deteccdo do CHIKYV foi de 15 minutos.

Com o objetivo de avaliar o teste de desempenho do ensaio RT-
LAMP on-chip com deteccdo colorimétrica, amostras clinicas, positivas e
negativas (ndo-alvo) foram avaliadas. O teste para deteccdo do DENV I, ZIKV
e CHIKV apresentaram o0s respectivos valores do teste de desempenho:
sensibilidade de 80, 100, 85,71%, especificidade de 94,12; 92,24; 100%,
valores preditivos positivos, VPP de 80%, 80% e 100%, VPN 94%; 94,12;
88,89%; e acurédcia de 90,91; 95,24 e 93,33%. De acordo com os valores
estatisticos obtidos, os testes para deteccdo do DENV, ZIKV e CHIKV em
dispositivos microfluidicos de PS-T apresentam grande potencial para testes

de triagem para arboviroses.
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4.4.2.3 RT-LAMP com deteccéo visual discriminatoria de trés
arboviroses em microdispositivos de PS-T em formato de CD

Neste estudo, descrevemos a deteccédo de trés arbovirus em um
anico dispositivo com deteccgao colorimétrica utilizando indicadores de pH. O
dispositivo PS-T para multi-analises foi projetado com 9 camaras,
apresentando layouts idénticos entre elas, capaz de realizar analises
simultaneas de 3 diferentes alvos. O dispositivo apresentou simplicidade,
portabilidade e baixo custo. O funcionamento do dispositivo foi similar ao
descrito no topico 4.4.2.2 (Figura 49) com uma Unica alteracdo: a adicdo de
uma camara de distribuicdo da mistura principal que interconecta 9 camaras

individuais no centro do dispositivo.

O microdispositivo para multi-analises, conteve 9 camaras reacionais
sendo 3 camaras destinadas para deteccdo de cada arbovirus especifico
(alvo). Camaras 1-3, destinadas para deteccdo do DENV-1; camaras 4-6
destinadas para detecgao do ZIKV e camaras 7-9 destinadas para detecgao
do CHIKV. Cada teste utilizou 3 cdmaras: uma para o controle negativo, 1 para

o controle positivo e 1 para amostra.

O teste rapido DENV-1/ZIKV/CHIKV em dispositivos multi-analises
permitiu agilidade no processo de detectar e discriminar simultaneamente 3
arboviroses. Os testes foram realizados a partir de amostra de RNA extraido
de soro de pacientes saudaveis ou infectados por arbovirus. A leitura do
resultado do teste foi baseada no comportamento das reagdes controles. Em
caso positivo, era possivel visualizar a cor amarela tanto na camara reacional
que continha a amostra quanto na camara que continha o controle positivo do
teste especifico. Em caso negativo, era possivel visualizar a cor rosa tanto na
camara que continha o controle negativo quanto na camara que continha a

amostra.

O ensaio para diagnostico diferencial da infec¢cdo ocasionada pelo

virus da dengue, zika ou chikungunya obteve o enfoque qualitativo, baseado
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na presenca ou nao do produto amplificado (positivo ou negativo). Para nao
obter resultados inconclusivos em decorréncia de falhas da reacao, controles
negativos e positivos, foram realizadas para cada conjunto de iniciador,
totalizando 6 reacdes controles. Os controles negativos encontraram-se nas
camaras 1,4 e 7, os controles positivos contendo a sequéncia-alvo nas
camaras 2,5 e 8 e a amostra (RNA extraido de uma amostra clinica de soro)

nas camaras 3, 6 e 9 (Figura 50).

Os resultados de trés testes RT-LAMP foram obtidos em
aproximadamente 16 minutos e foi capaz de identificar na amostra do paciente
qual das arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti o paciente encontrava-se
infectado. O resultado foi dado em funcdo do comportamento da amostra em
relacdo aos controles, as coloracdes rosa-violeta, indicavam as reacdes
negativas, regiées ndo-alvo. Ja as coloracfes amarelas indicavam as reacoes
positivas, ou seja, regides em que os iniciadores amplificaram a sua regido

alvo-complementar (Figura 50).
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D) 2)

Figura 50. Dispositivo utilizado para caracterizar e discriminar uma Unica amostra,
inserida em trés camaras distintas do disco. Camaras 1-3 (iniciadores para deteccéo
do DENV), 4-6 (iniciadores para detecc¢do do ZIKV) e 7-9 (iniciadores para detecgéo
do CHIKV). Camaras 1,4,7 controles internos negativos, camaras 2,5 e 8 (controle
positivo contendo a sequéncia-alvo), camaras 3, 6 e 9 (analito, RNA extraido de uma
amostra clinica de soro). 1-3) Iniciadores DENV-1, sendo 1) DN — controle negativo
do iniciador DENV; 2) DP- controle positivo dos iniciadores DENV; 3) DA — Amostra
de RNA em iniciadores DENV; 3-6) Iniciadores ZIKV, sendo 3) DN — controle negativo
do iniciador ZIKV; 4) ZP- controle positivo dos iniciadores ZIKV; 5) ZA — Amostra de
RNA em iniciadores ZIKV; 7-9) Iniciadores CHIKV; sendo 7) CN — controle negativo
do iniciador CHIKYV; 8) CP- controle positivo do iniciador CHIKV; 9) CA — Amostra de
RNA em iniciadores CHIKV.

7

Atualmente, o ensaio RT-qPCR € o teste padrédo ouro para o
diagnostico molecular diferencial de arboviroses. Esse sistema necessita de
sondas fluorescentes de DNA, um equipamento de alto custo (~ R$ 200 mil)

e requer no minimo 1 h para a reacao do diagnostico final (ARAI et al., 2019).
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A fim de alcancar uma ferramenta de diagndstico de baixo custo e eficiente, o
ensaio LAMP on-chip se destinou a discriminar de forma simultanea e rapida
(15 minutos de reacdo) as doencas causadas por 3 diferentes arbovirus.
Algumas caracteristicas como, simplicidade, portabilidade, baixo custo da
instrumentacédo e dos microdispositivos, oferecem grandes expectativas para

promover diagndstico diferencial com aplicacdo no POC.

4.4.3. Comparagéo entre os ensaios RT-LAMP on-chip utilizando o
intercalador de DNA SG e o indicador de pH vermelho de cresol

Neste trabalho dois sistemas de deteccao dos produtos de amplificacao
LAMP foram realizados em microdispositivos descartaveis de PS-T, sendo
eles, o0 i) sistema de deteccéo utilizando o intercalador fluorescente de DNA
SYBR Green | (RT-LAMP-SG); e ii) um sistema com detec¢ao colorimétrica,
utilizando indicador de pH vermelho de cresol (RT-LAMP-VC). Em ambos os
tipos de deteccéo, o objetivo principal foi desenvolver um sistema point-of-
care, visando possivel aplicacdo do teste em lugares remotos que nao

necessitem de estruturas laboratoriais complexas.

Informacdes importantes relacionadas ao desempenho do teste com
dois diferentes métodos de deteccdo, foram avaliadas. Ao utilizar métodos
distintos para deteccao, observou-se que o método endpoint, com insercao do
SG, apresentou limite de detec¢do mais baixo para deteccéo dos trés virus.
Segundo Zhang e colaboradores (2014), o baixo limite de deteccdo se deve
ao uso do intercalador de DNA SYBR Green | que leva ao aumento da
sensibilidade RT-LAMP quando comparado a outros métodos de deteccéo
LAMP (ZHANG et al., 2014). De acordo com Singer et al., (1999) esse corante
ao se ligar as copias de DNA, aumenta a fluorescéncia do meio em média de
100 vezes se comparados a outros intercaladores de DNA, como o brometo
de etidio (SINGER et al., 1999).

Adotando como referéncia o limiar de deteccéo (Ct) das amostras de
RNA obtidas por RT-gPCR, observou-se que o meétodo RT-LAMP-SG

apresentou limite de deteccéo baixos, detectando amostras de RNA de DENV,
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ZIKV e CHIKV com respectivamente 380, 10 e 15,8 copias ULt o que
corresponde a um Ct de 29, 35 e 32 respectivamente. As mesmas amostras
de RNA foram analisadas pelo método RT-LAMP-VC, no entanto o limite
minimo de deteccéo encontrado foi de 1050, 15 e 72,5 cépias pL?* com Ct de
26,33 e 28 para deteccdo do DENV, ZIKV e CHIKV, respectivamente (Figura
51A). Como pode ser observado na Figura 48A os resultados falso-negativos
foram obtidos em amostras com elevados valores de Ct. Para o teste de DENV
valores falso-positivos foram observados com Ct acima de 28 para o indicador
de pH e Ct acima de 29 para os testes que utilizaram intercalador de DNA.
Enquanto que para os testes de ZIKV e CHIKV os falsos-positivos ocorreram
para amostras com Ct acima de 35 e 38 para indicador de pH e SYBR Green
e Ct acima de 30 e 34 para indicador de pH e SYBR Green respectivamente.
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Figura 51. Comparacao do teste de desempenho de dois ensaios RT-LAMP on-chip.
A) Limite de detecgéo verificados pelo valor de Ct. B) Grafico contendo os valores
estatisticos em % dos ensaios RT-LAMP on-chip realizados pelo software MedCalc.
Dados do grafico: SG) deteccao visual utilizando o intercalador de DNA SYBR Green;
VC) deteccéo visual colorimétrica utilizando O indicador de pH, vermelho de cresol.
Universo amostral: 12 amostras de RNA para deteccdo do DENV-1 (7 positivas e 5
negativas); 13 amostras para deteccdo do ZIKV (8 Positivas e 5 negativas); 10
amostras para deteccdo do CHIKV (5 positivas e 5 negativas).

A sensibilidade e a especificidade de ambos os métodos de detec¢éo
foram avaliadas para amostras com Ct < 30 conforme também foi descrito em
trabalhos de outros autores, Thi et al., (2020), Santos et al., (2021) e Silva et
al., (2021). Em suma, para amostras com Ct < 30, o método RT-LAMP-SG
apresentou especificidade de ~ 85, 100, 100% e sensibilidade de ~ 84, 100,
100% para deteccdo do DENV, ZIKV e CHIKV respectivamente, enquanto
para o método RT-LAMP-VC, o teste apresentou resultados de desempenho
de especificidade de 94,12; 92,24; 100%, e sensibilidade de 80, 100, 85,71%
para o diagnéstico da dengue, zika e chikungunya respectivamente (Figura 51
B).
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Embora o teste utilizando SYBR Green seja mais sensivel que a
deteccdo utilizando indicador de pH, o primeiro apresenta algumas
desvantagens. A principal delas é o efeito inibidor na reacdo RT-LAMP, sendo
assim necesséria sua adicdo apenas ao final da reacdo de amplificacdo do
DNA. Isso requer mais funcionalidades no dispositivo para promover a mistura
entre SYBR Green e amplicons ao final da reacdo. Em decorréncia desse
efeito inibidor é necessario que a detec¢do seja endpoint, ou seja, apenas ao
final da reacdo, e desta forma n&o permite o acompanhamento visual do
resultado durante a reacdo. E por fim, o intercalador de DNA é um reagente
consideravelmente mais caro que o indicador de pH. Desta forma, embora o
teste utilizando indicador de pH seja ligeiramente menos sensivel quando
comparado ao uso de intercalador de DNA, ele apresenta vantagens

importantes que facilitam na pratica a realizacédo do teste.
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4.5 CONCLUSAO

Neste estudo descrevemos testes RT-LAMP com deteccéo visual
baseada em indicador de pH em dispositivos centrifugos de PS-T para
deteccdo de dengue, zika e chikungunya. A utilizacdo do indicador de pH,
vermelho de cresol, como forma de detec¢do dos produtos de amplificacéo
proporcionou uma facil manipulacdo (insercdo no inicio da reacéo)
apresentando assim grande potencial para a realizagéo de testes moleculares
rapidos. A facil leitura dos resultados on-chip, com deteccdo colorimétrica
realizada a olho nu, podera contribuir para a descentralizacdo do teste uma
vez que a deteccdo visual baseada em mudanca cor ndo requer um

profissional altamente treinado para interpretacao dos resultados.

Os valores de limite de deteccdo RT-LAMP on-chip com deteccéo
colorimétrica foram respectivamente 1050, 15 e 72,5 copias pL* para
deteccdo do DENV, ZIKV e CHIKV, demonstrando assim ser um teste
sensivel e capaz de realizar o diagndstico confiavel para maioria dos
pacientes com suspeita de contaminacao por arboviroses, os quais em geral

apresentam carga superior a estes valores na fase aguda da infecao.

De acordo com os testes estatisticos realizados nas amostras reais,
0s testes para deteccdo do DENV, ZIKV e CHIKV por RT-LAMP em
dispositivos descartaveis de PS-T apresentaram respectivamente
sensibilidade de 80, 100, 85,71%; especificidade de 94,12; 92,24; 100%;
acuracia de 90,91; 95,24 e 93,33. Esses valores sugerem uma boa

confiabilidade e precisao do teste molecular rapido aqui proposto.

Ademais, o teste rapido DENV/ZIKV/CHIKV em dispositivos multi-

analises proporcionou agilidade no processo de detectar e discriminar
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simultaneamente 3 arboviroses. Foi possivel a realizacdo dos 3 testes

simultaneamente em apenas 16 minutos apoés o inicio da reacéo.

Vantagens como: i) utilizar microdispositivo e equipamentos com baixo
custo; ii) realizar a deteccdo visual a olho nu, sem necessidade de um
equipamento para visualizacao; iii) realizar os testes em 16 minutos; iv) utilizar
insumos 100% nacionais e v) promover a automatizacao e miniaturizacao do
teste, reduzindo o volume dos reagentes e consequentemente o valor do
teste, sdo pontos que contribuem para a realizagdo de testes em massa, ja

gue o teste ndo requer muita infraestrutura.

Como resultado, os dispositivos de PS-T com diferentes tipos de
deteccéo (intercalador de DNA, SYBR Green ou indicador de pH, vermelho de
cresol) apresentaram testes de desempenho semelhantes, com boa
especificidade e sensibilidade para deteccdo do DENV, ZIKV e CHIKV.
Entretanto, ainda sdo necessarios esforgos para aumentar a sensibilidade do
teste, especialmente para aqueles que utilizam indicadores de pH como

meétodo de detecgado visual.
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4.6 CONCLUSAO GERAL

Este estudo descreveu o desenvolvimento de dispositivos descartaveis
de poliestireno-toner baseados em um sistema lab-on-a-disc (LOD). Todos os
dispositivos apresentados neste trabalho foram dispositivos rotativos que
envolveram a integracdo e automatizacao de etapas analiticas com agilidade
na obtencdo dos resultados através da aplicacdo do sistema LOD. Para a
obtencado de um teste RT-LAMP rapido, simples, integrado e automatizado por
uma forca centrifuga, exploramos o projeto arquitetbnico (layout), as

dimensdes e a funcionalidade do microdispositivo de PS-T.

No Capitulo 1, foi apresentada toda a fundamentacédo tedrica e o
processo de microfabricacdo para producédo dos microdispositivos rotativos.
Para controle de fluidos nesses dispositivos, demonstramos o uso de valvulas
hidrofébicas de toner, a 100% de escala de cinza governadas por forca
centrifuga utilizando o hand-spinner como sistema centrifugo, um dispositivo
de baixo custo, livre de eletricidade e com alta eficiéncia de rotacéo para o
rompimento e abertura de valvulas hidrofébicas. As integracdes e
automatizacdes foram realizadas para diminuir etapas de pipetagens, o que
minimiza problemas com contaminacédo, que Sd0 muito comuns em reacdes
LAMP.

Como prova de conceito, os Capitulos 2 ao 4, demonstraram a
utilizacdo da técnica molecular isotérmica RT-LAMP no dispositivo
microfluidico de PS-T com diferentes metodologias de deteccado visual para
diagnéstico de doencas virais infecciosas como dengue, zika e chikungunya
e a COVID-19 (cada capitulo forneceu o mecanismo detalhado para cada tipo
de deteccao). No geral, dois diferentes métodos de deteccao visual RT-LAMP
foram avaliados on-chip, sendo esses, o0 meétodo de deteccdo por
fluorescéncia, através da insercdo do intercalador de DNA, SYBR Green (RT-
LAMP-SG), e 0 método de deteccdo via halocromismo do meio reacional,
através da inser¢éo do indicador de pH, vermelho de cresol (RT-LAMP-VC).
O funcionamento dos dois dispositivos para os diferentes métodos de
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deteccao foi similar, em que o direcionamento dos fluidos foi determinado por
ruptura da valvula de toner, através da adicdo de uma forca centrifuga gerada
por um hand-spinner. A mistura homogénea das duas diferentes solugdes
pdde ser obtida em ~40 s utilizando 4 rota¢cBes por 5 s no sentido horario e 4
rotagcdes por 5 s no sentido anti-horéario (alternadas entre sentido horério e

anti-horario).

Basicamente os layouts dos dispositivos foram desenvolvidos
baseados no tipo de deteccdo visual de interesse. O primeiro layout do
dispositivo para amplificacdo RT-LAMP-SG, foi desenvolvido para integracéo
e automatizacdo da adicdo do intercalador de DNA ao final da reacdo de
amplificagéo de DNA. O segundo layout para amplificagdo RT-LAMP-VC foi
desenvolvido para deteccdo visual utilizando indicador de pH e neste, a
automatizacao da entrega da mistura reacional e dos iniciadores e amostra foi
realizada pré-incubacg&o. Nos dois layouts as valvulas foram controladas com
sucesso através do uso do hand-spinner e ndo apresentaram evaporacao das
solucBes durante etapas de aquecimento, que S80 necessarias para as

reacoes de amplificacdo de DNA.

Ademais, a parte experimental de ambos os ensaios, RT-LAMP-SG e
RT-LAMP-VC, foram realizadas em dois formatos de dispositivos intitulados:
i) dispositivos de analise Unica (uma camara reacional), e ii) dispositivo multi-
analise (nove camaras reacionais), abordados para deteccdo do DENV-1,
ZIKV e CHIKV. Os microdispositivos centrifugos de PS-T apresentaram um
carater inovador, uma vez que 0s materiais utilizados no processo de
fabricacdo e manuseio foram de baixo custo e operados a um modo simples,
rotacionando o dispositivo por 40 s, com rotagcdes manuais, fixando a forca
em uma das asas do hand-spinner. O funcionamento do microdispositivo
centrifugo para multi-andlises foi avaliado, demonstrando que foi possivel
detectar e discriminar com sucesso trés doencas infecciosas intimamente
relacionadas, transmitidas pelo mesmo vetor, o0 mosquito Aedes aegypti,

simultaneamente em um dispositivo Unico. A operacdo desse dispositivo
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dispensa profissionais altamente qualificados, 0 que mostra um enorme

potencial dos dispositivos de PS-T para aplicacées no POC.

O teste para deteccao simultanea do DENV-1/ZIKV/CHIKV em um
dispositivo Unico foi obtido ap6s 10-15 minutos de incubacéo do dispositivo a
68 °C e ~2 min de leitura para analise dos resultados, totalizando um tempo
de diagnéstico de 12 a 16 min para deteccdo on-chip por RT-LAMP-SG e RT-
LAMP-VC respectivamente. O teste era considerado invalido se as reacdes
controles falhasse, e considerado vélido se as reacdes controles
apresentassem 0s seguintes resultados: controle negativo (auséncia de
fluorescéncia para o ensaio RT-LAMP-SG e cor ROSA para o ensaio RT-
LAMP-VC) e controle positivo (presenca de fluorescéncia para o ensaio RT-
LAMP-SG e cor AMARELA para o ensaio RT-LAMP-VC). O resultado era lido
visualmente on-chip. A leitura do resultado era realizada diretamente na
camara de deteccdo do microdispositivo (on-chip) logo apés o

microdispositivo ser submetido a uma iluminacao especifica (UV ou branca).

Os Ensaios on-chip RT-LAMP-SG e RT-LAMP-VC provaram ser uma
alternativa rapida e simples para a deteccao de doencas virais infecciosas. Os
valores limites de detecc¢éo para o ensaio RT-LAMP-SG foram 380, 10 e 15,8
e 103 copias pL* para deteccdo de DENV-1, ZIKV, CHIKV, COVID-19
respectivamente, indicando uma sensibilidade ligeiramente maior ao ensaio
RT-LAMP-VC on-chip que mostrou um limite de deteccéo de 1050, 15 e 72,5
copias pL? para deteccdo de DENV-1, ZIKV e CHIKV respectivamente
acuracia de ~90%. Assim, em decorréncia do elevado desempenho do teste
RT-LAMP on-chip, essa metodologia poderia dar suporte as atividades de
vigilancia epidemioldgica ou até mesmo agilizar o diagnéstico diferencial de
arboviroses e outras doencas infecciosas, provando ser uma ferramenta

valiosa para o diagnostico molecular de doencgas emergentes.

Em relagéo a perspectiva futura do uso dos dispositivos rotativos a
base de poliestireno, este dispositivo tem grande potencial para ser usado no
diagnéstico molecular no POC. O uso destes dispositivos podera permitir a

realizacdo de um diagnostico molecular de doencas infecciosas de forma
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acessivel, sem grande necessidade de infraestrutura. A substituicdo dos
testes de analise Unica para testes de multi-analise poderia beneficiar o
diagnostico em laboratério clinico devido a sua capacidade de detectar e
discriminar trés ou mais doengas infecciosas intimamente relacionas em um
anico dispositivo. Além disso, os dispositivos multi-analise permitiiam a
realizacdo de varios testes de diagndstico simultaneamente, o que levaria a

uma economia de tempo significativa.

Todo o sistema tem excelente potencial para se tornar um produto Gtil na
avaliacao de infec¢cdes em testes no ponto de atendimento, uma vez que todos
0s componentes do sistema podem ser miniaturizados, sendo eles, Opticos
(Luz UV/branca), elétricos (placa de aquecimento) e interfaces como camera
(smartphone). Ademais, a obtencdo de uma plataforma portétil, livre de
energia, auxiliaria no tempo de diagnostico pois poderia ser levada

diretamente ao local de atendimento ou a locais com recursos limitados.
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