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RESUMO

A dengue e a zika sdo doengas infecciosas virais de ocorréncia nos paises de clima
tropical e subtropical no qual vivem cerca de 3,6 bilhGes de pessoas, estimando-se,
no caso da dengue, que 50 a 100 milhdes de novos casos da doenga ocorram
anualmente, gerando impactos econdémicos, sociais e de saude publica. A dengue e a
zika tém sido usualmente diagnosticadas por métodos sorolégicos que sdo em geral
de baixa confianca, pois podem gerar resultados falso-positivos, que estdo
relacionados a presenca de anticorpos produzidos contra infeccbes anteriores do
virus. Os métodos moleculares sdo mais precisos, porém o método molecular mais
utilizado atualmente (PCR) requer longo tempo de realizacdo e necessita de
instrumentacao sofisticada e de alto custo, dificultando sua aplicacdo no ponto de
atendimento, especialmente em paises em desenvolvimento. Este trabalho apresenta
0 desenvolvimento de uma metodologia de diagndstico molecular em uma
plataforma a base de papel que permitiu a detec¢do do virus por meio da reacao de
transcricdo reversa seguida pela amplificacdo isotérmica mediada por loop (RT-
LAMP). As reacOes foram realizadas em discos de papel FTA com 6 mm de
didmetro, confinado em dispositivo multicamadas de poliéster-toner, incubados a 65
°C por 45 minutos em banho seco e posteriormente realizado a detecgdo visual on-
chip, atraves da utilizacdo do intercalador SYBR Green. As reagdes positivas foram
identificadas pela fluorescéncia verde emitida apds a adicdo do intercalador. Os
resultados foram registrados por meio da captura das imagens por uma
fotodocumentadora e/ou por camera de celular e posteriormente analisados pelo
software ImageJ, permitindo a comparacdo entre reacGes negativas e positivas. A
metodologia desenvolvida para a detec¢do do virus por RT-LAMP em substrato de
papel apresentou-se sensivel, sendo capaz de detectar o virus em concentracdes
iniciais de 0,1 pg uL™ de RNA na mistura reacional. Além disso, foi possivel detectar
0 virus diretamente em amostras complexas (soro de pacientes infectados) sem a
necessidade da etapa prévia de extracdo do RNA viral. A eliminacdo da etapa de
extracdo do RNA juntamente com a realizacdo da deteccdo visual no préprio papel
proporcionou a obtencdo do resultado final em 46 minutos. Os resultados
demonstraram que a detec¢do do virus por RT-LAMP em substrato de papel é uma
importante ferramenta para o diagndstico molecular de doencas infecciosas,
apresentando grande potencial para aplicagdes no ponto de atendimento tanto para
diagndsticos quanto para estudos epidemioldgicos, especialmente em paises em
desenvolvimento.
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ABSTRACT

Dengue and zika are viral infectious diseases occurring in countries with a tropical
and subtropical climate in which around 3.6 billion people live. It is estimated that in
50 to 100 million new cases of dengue occur annually, generating economic, social
and public health impacts. Dengue and zika have usually been diagnosed by
serological methods which are generally of low confidence, as they can generate
false-positive results, which are related to the presence of antibodies produced
against previous infections of the virus. The molecular methods are more accurate,
however the molecular method most commonly used (PCR) requires a long time of
reaction and requires sophisticated instrumentation and high cost, making point of
care applications difficult,, especially in developing countries. This work presents the
development of a molecular diagnostic methodology in a paper-based platform that
allowed the detection of the virus through the reverse transcription -loop mediated
isothermal amplification (RT-LAMP). The reactions were carried out on 6 mm
diameter FTA paper discs, confined in a multi-layered polyester-toner device,
incubated at 65 ° C for 45 minutes in a dry bath and then performed visual detection
using the SYBR Green intercalator. Positive reactions were identified by the green
fluorescence emitted after the addition of the intercalator. The results were recorded
through the capture of the images by a photodocumentator and/or by smartphone and
later analyzed by the software Imagel, allowing the comparison between negative
and positive reactions. The methodology developed for the detection of the virus by
RT-LAMP in paper substrate was sensitive, being able to detect the virus in initial
concentrations of 0.1 pg puL™ of RNA in the master mixture. In addition, it was
possible to detect the virus directly in complex samples (serum of infected patients)
without the need of previous viral RNA extraction step. Elimination of the RNA
extraction step together with the visual detection on the paper produce the final result
in 46 minutes. The results demonstrated that the detection of the virus by RT-LAMP
in paper substrates is a valuable tool for the molecular diagnosis of infectious
diseases, presenting great potential for point-of-care applications for both diagnostics
and epidemiological studies, especially in developing countries.
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1. INTRODUCAO
1.1 Dengue

A dengue é uma doenga infecciosa viral, de elevada importancia mundial,
transmitida por mosquitos do género Aedes, como o Aedes aegypti, Aedes albopictus
(LU et al., 2012) e Aedes polynesiensis (GURUGAMA et al., 2010) que sdo vetores
primarios e mantém-se por meio do ciclo humano-mosquito-humano, embora
também tenha sido relatado a participacdo de primatas no ciclo infeccioso
(GUBLER, 1998; WHO, 2016). As infeccbes pelo virus da dengue (DENV) podem
ser assintomaticas, mas também podem apresentar um amplo quadro clinico
incluindo sintomas simples como febre, cefaleia, mialgia e nauseas (HENCHAL &
PUTNAK, 1990), mas que podem evoluir para casos mais graves e fatais como a
Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e a Sindrome do Choque Hemorragico (SCH)
(TEOH et al., 2013).

Os primeiros casos epidémicos da dengue no Brasil foram relatados no estado
do Rio de Janeiro em 1845-46 (FIGUEIREDO, 2003; FARES et al., 2015), porém o
vetor ja era considerado um problema pois era também responsavel pela transmisséo
da temivel febre amarela, que sé foi controlada por medidas realizadas pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude (PAHO) entre os anos de 1947-1970,
erradicando o vetor Aedes aegypti do pais e extinguindo os casos de dengue nesse
periodo (MACIEL et al., 2008; DICK et al., 2012; MURRAY et al., 2013). Contudo,
no inicio da década de 1970 houve a queda do programa gerido pelo PAHO,
ocasionando a reintroducdo do vetor no pais 0 que levou a epidemias no estado de
Roraima e Rio de Janeiro e, posteriormente, a disseminacdo da doenca para todos
estados brasileiros (SERUFO et al., 1996; FIGUEIREDO, 2003; TEIXEIRA et al.,
2013; FARES et al., 2015).

De acordo com os dados disponibilizados pela PAHO em 2017, o Brasil se
encontrou entre os paises com 0s maiores nimeros de casos da dengue, totalizando
aproximadamente 460 mil casos da doenca, que corresponde a uma incidéncia de
217,4 casos da doenca para cada 100 mil habitantes (Figura 1), gerando impactos
sociais e econémicos (GUBLER, 2012).
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Figura 1- Incidéncia da Dengue nos Pan-americanos. Adaptado de PAHO 2017.

Atualmente, estima-se que no mundo 50-100 milhGes de novos casos da
dengue ocorram anualmente, pois cerca de 3,6 bilhGes de pessoas vivem em paises
endémicos (GUBLER, 2012; WHO, 2016). Em 2012 a Organizacdo Mundial de
Salde (OMS) classificou a dengue como a doenca infecciosa viral de maior
importancia mundial (WHO, 2012; ANNE et al., 2013), devido o elevado nimero de
casos da doenca e aos aproximados 9 bilhdes de ddlares gastos anualmente com
hospitalizacGes, atendimentos ambulatoriais, medicamentos e programas de
prevencdo a doenca (SHEPARD et al., 2016; SILVA et al., 2018).



O DENV é um arbovirus do género Flavivirus e familia Flaviridae, existindo
sob a forma de quatro sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (TEOH et
al., 2015), que se diferem quanto ao comprimento genémico viral (ANEZ, et al.,
2016). Estes sorotipos ndo se restringem a uma regido especifica, mas tem livre
circulagdo nas zonas tropicais e subtropicais do mundo (Figura 2) (WHO, 2016). No
Brasil, os primeiros sorotipos identificados foram o0 DEN-1 e 0 DENV-4 no estado de
Roraima em 1981, seguido pelo DENV-2 (1990) e DENV-3 (2000) no estado do Rio
de Janeiro e, posteriormente, em 2010 foram identificados simultaneamente todos os
sorotipos pelo pais, prevalecendo majoritariamente 0 DENV-1 (83,3%), seguido pelo
DENV-4 (15,1%), DENV-2 (1,3%) e DENV-3 (0,3%) (FIGUEIREDO, 2003; FARES
etal., 2015).
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Figura 2 — Distribui¢do da ocorréncia dos sorotipos DENV nas zonas tropicais e subtropicais do
mundo. Adaptado de Guzman et al., 2010.

1.2 Zika

A zika, assim como a dengue, é uma doenca infecciosa viral transmitida por
mosquitos do género Aedes (WINKLER; PETERSON, 2017), porém também pode
ser transmitido sexualmente e in Gtero, ou seja, da mae para o feto (GANGULI et al.
2017). O zika virus (ZIKV) pertence ao género Flavivirus e familia Flaviridae e foi
isolado pela primeira vez em 1947 em Uganda, na Africa, durante um estudo sobre a

febre amarela (CALVERT et al., 2017). Assim como a dengue, a zika ndo se restringe



apenas uma regido especifica, mas também circula pelos paises de clima tropical e
subtropical, que favorecem o desenvolvimento do mosquito vetor da doenca (Figura
3). No Brasil, os primeiros relatos sobre a ocorréncia da zika foram no ano de 2015,
0 qual rapidamente se disseminou para 0s paises vizinhos, circulando
simultaneamente com outras arboviroses como a dengue, a febre amarela e a
chikungunya (CHOTIWAN et al., 2017; YAREN et al., 2017).
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Figura 3 — Distribuicdo dos paises e territérios com transmissdo ativa do ZIKV e casos relatados.
Adaptado de Statista, 2016.
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As manifestacbes clinicas da infeccdo pelo ZIKV ndo sdo especificas e por
vezes sdo confundidas com os sintomas de doencas como a dengue e chikungunya. A
maioria dos casos da zika ndo apresentam sintomas (80% dos casos) e 0s sinais
tipicos sdo febre, dores nas articulacGes, mialgia e dores de cabeca (WINKLER;
PETERSON, 2017; YAREN et al, 2017). Contudo o surto da zika ocorrido em 2015
no Brasil revelou ligacdo entre ZIKV com casos mais graves ocasionando
anormalidades fetais (como microcefalia), cegueira congénita e sindrome de
Guillain-Barré (CARDENAS et al., 2017).



1.3 Estrutura do DENV e ZIKV

As particulas virais maduras (virions) (Figura 4) séo esferas de 40-50 nm de
didmetro, constituidas por uma fita simples de RNA positivo, cercado por um
nucleocapsideo icosaédrico ou isométrico (HENCHAL & PUTNAK, 1990;
GURUGAMA et al., 2010), envolto por uma bicamada lipidica (TEOH et al., 2013,
GUZMAN et al., 2010) com projecdes na superficie, de 5-10 nm, onde se encontram
glicoproteinas do envelope (E) (CHAMBERS et al., 1990).

C and RNA

Figura 4 — Estrutura Flavivirus, destacando a presenca da fita simples de RNA no interior do capsideo
(C), envolto pela camada lipidica, constituida pela membrana (M) e as glicoproteinas do envelope (E).
Fonte: HENCHAL & PUTNAK, 1990.

O RNA genémico do DENV e do ZIKV contém aproximadamente 11 kb
(quilobases) de comprimento, com Unica fase aberta de leitura (ORF, do inglés open
reading frame) (Figura 5), que codifica cerca de 3400 aminoéacidos residuais em uma
poliproteina precursora (LO et al., 2013). Esta poliproteina é clivada, por protedlise,
dando origem a 10 produtos virais (FALGOUT & MARKOFF, 1995), sendo trés
proteinas estruturais — o capsideo (C), proteina de membrana (M) e glicoproteinas do

envelope (E) — e sete proteinas ndo-estruturais (NS — nonstructural) (NS1, NS2A,



NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5) (GUZMAN et al., 2010; WEI & LI, 2017)
(GURUGAMA et al., 2010).
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Figura 5 — Genoma Flavivirus. Fonte: Virus Pathogen Database and Analysis Resource (ViPR), 2017.

1.3.1 Infecgéo e transmissao dos virus

A infeccdo das células saudaveis pelo DENV e ZIKV ocorre devido a
adsorcdo dos virions por meio da ligacdo da glicoproteina do envelope (E) ao
receptor celular, e posteriormente a penetracdo a célula por endocitose (SMIT et al.,
2011) (Figura 6). Depois de inserido na celula, o baixo pH fagossomal provoca a
fusdo das membranas do virus e da célula hospedeira, liberando o nucleocapsidio
viral e consequentemente o RNA gendmico, no citoplasma celular. O RNA genémico
liberado apresenta trés funcGes basicas, como atuar como RNA mensageiro (MRNA)
para traducdo das proteinas virais, molde para replicacdo e material genético para as
novas particulas virais formadas (LINDENBACH et al., 2007).
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Figura 6- Ciclo de replicacdo viral em células hospedeiras. Adaptado de LINDENBACH 2007.

Quando os virions sdo expelidos, a infeccdo se prolifera afetando
sucessivamente as células saudaveis até a infeccdo geral do organismo, causando a
viremia (presenca do virus no sangue) (MS, 2002). Apds se alimentar do sangue de
um humano infectado, os mosquitos fémeas Aedes contraem o virus, que se
multiplica no intestino médio, e posteriormente, num periodo de 4-10 dias (periodo
de incubacdo) (WHO, 2009), se espalha por outros tecidos celulares até chegar as
glandulas salivares. A partir deste momento, enguanto viver, 0 mosquito transmitird o
virus a outro humano ao se alimentar, completando o ciclo de transmissdo viral
(GURUGAMA et al., 2010).



1.3.2 Métodos diagndsticos

Diagnosticos eficientes e precisos de doencas infecciosas como a dengue e a
zika sdo de extrema importancia para permitir a deteccao precoce de casos graves, a
diferenciacdo de sorotipos de um mesmo virus e a diferenciacdo de doencas que
apresentam quadros clinicos semelhantes como dengue febre amarela, chikungunya,
encefalite japonesa, entre outras (WHO, 2009). Ap6s o periodo de incubacdo (4-5
dias) os virus podem ser detectados no soro, plasma, sangue e outros tecidos por
métodos diretos como isolamento viral, deteccdo genbmica e antigénica, ou indiretos
como os soroldgicos (Figura 6) e pode ainda ser detectado através da combinacgéo de
diferentes métodos (GUZMAN & KOURI, 2004; WHO, 2009; PEELING et al.,
2010).

Em geral, quanto mais acessivel é o meétodo diagnéstico menor a

confiabilidade nos resultados, como mostrado na Figura 7.
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Figura 7 — Métodos diagndsticos utilizados para confirmacédo de infecgdes virais, adaptado de WHO
20009.



O isolamento viral é utilizado principalmente para a identificacdo de
sorotipos do virus, usando amostras de sangue, soro ou plasma, coletados na fase
virémica da doenca, primeiros 3-5 dias de febre. Os virus podem ser isolados pela
inoculacdo em linhagem celular C6/36 (células dos mosquitos Aedes albopictus) ou
LLC-MK2 (células de mamiferos) e pela inoculacdo intracerebral nos ratos em
lactacio (GUZMAN & KOURI, 2004; WHO, 2009; GUZMAN et al., 2010;
PEELING et al., 2010). Apés um periodo de inoculacdo que permita a replicacao
viral, a identificacdo € feita por imunofluorescéncia, utilizando anticorpos
monoclonais especificos para os quatro sorotipos e por ensaios de PCR (GUZMAN
& KOURI, 2004; GUZMAN et al., 2010; PEELING et al., 2010). O tempo
necessario para obtencdo de resultados, compreendendo desde o isolamento viral a
imunofluorescéncia, € de 1-2 semanas, desde que o armazenamento e transporte

tenham sido feitos corretamente, preservando a viabilidade do virus (WHO, 2009).

Os metodos soroldgicos consistem na realizagéo de ensaios imunoadsorventes
enzimaticos (ELISA) para a deteccdo das imunoglobulinas (1gG, IgM e IgA), que séo
produzidas como resposta imune a infeccdo pelo DENV e pelo ZIKV e séo
especificas para a proteina do envelope (E) viral (PEELING et al., 2010). A resposta
imune geralmente é obtida de 5-14 dias apds o inicio dos sintomas e esta diretamente
relacionada ao tipo de infeccdo, primaria ou secundaria (DAUNER et al., 2015).
Infecgdes primarias tém, como resposta, maiores niveis de IgM em relacdo a IgG,
porém durante infec¢bes secundarias os niveis de 1gG sdo superiores e podem ser
explicados pelos estimulos gerados nas células de memoéria B (GUZMAN et al.,
2010). Sdo métodos rapidos (15-90 minutos), baratos e identificam provaveis casos
da doenca, porém os testes soroldgicos sdo de baixa confianca, pois geram resultados
falso-positivos, que estdo relacionados a presenca de anticorpos produzidos contra
infeccdes anteriores (PEELING et al., 2010; LAU et al., 2015) ou até mesmo pelos
grupos comuns de epitopos, presentes nos flavivirus e que favorecem as reacées
cruzadas (GUBLER, 1998).

A deteccdo de antigenos por muito tempo foi comprometida em pacientes
com infeccdes secundarias, devido a preexisténcia de imunocomplexos virus-1gG.
Como alternativa, foram desenvolvidos novos ensaios ELISA baseados na deteccao

do antigeno a proteina ndo-estrutural 1 (NS1), sendo possivel a deteccdo de altas
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concentracdes deste antigeno no soro dos pacientes, na fase aguda das infecgdes
primarias e secundarias, até o nono dia apos inicio da doenca. Os testes antigénicos
sdo répidos (15-30 min) (PAL et al., 2014), altamente sensiveis e especificos, mas
também podem ser comprometidos devido a preexisténcia de complexos, neste caso
os imunocomplexos NS1-1gG presentes em infecces secundarias (NEERAJA et al.,
2015).

O diagnostico da dengue e da zika também pode ser realizado utilizando
metodologias de biologia molecular. Criada em 1983, a PCR (do inglés Polymerase
Chain Reaction) é a principal técnica utilizada na realizacdo de diagndsticos
moleculares, sendo uma importante ferramenta para diagnostico de doencas
infecciosas, como a hepatite e tuberculose, doencas hereditarias, mas foi empregada
principalmente no uso clinico em testes genéticos (CAO et al., 2017). A PCR se
baseia na utilizacdo de dois iniciadores, que hibridizam nas regibes complementares
do DNA alvo, e da enzima Taq DNA Polimerase, que por meio de ciclos sucessivos
de desnaturacdo, hibridizacdo e extensdo, sdo capazes de gerar milhdes de copias da
sequéncia alvo (ARROYO et al., 2008; NOTOMI et al., 2015).

No entanto, associado & PCR, ha um elevado custo envolvido devido a
necessidade de utilizacdo de ciclos precisos de aquecimento e resfriamento,
utilizados para garantir as etapas de desnaturacdo, hibridizacdo e extensdo,
conseguidos em escala convencional por meio de termocicladores (MA et al., 2017
a). Além disso, a PCR apresenta desvantagens relacionadas ao preparo da amostra,
sendo necessarias etapas de extracdo e purificacdo do material genético (DNA ou
RNA) de forma a eliminar a presenca de substancias que ocasionam sua inibicéo
como etanol, ureia, hemoglobina, melanina, proteinases, entre outros. Em adicdo, a

PCR requer uma etapa de eletroforese confirmar o resultado.

Em alternativa ao uso da PCR, recentemente tem surgido os métodos de
amplificacdo isotérmica, que tem grande potencial para simplificar os diagnosticos
moleculares. Dentre os métodos isotérmicos, um tem se destacado, a LAMP (Loop-
Mediated Isothermal Amplification), descrita pela primeira vez, no ano de 2000 por
Notomi e colaboradores. A LAMP ¢ técnica de amplificacdo de menor custo,

simples, réapida, eficaz e especifica e essas vantagens sdo conseguidas devido a
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utilizacdo da enzima Bacillus stearothermophilus (Bst) DNA Polimerase, que possui
atividade de deslocamento de cadeia, e um conjunto de 4-6 iniciadores, que
reconhecem de 6-8 regies do DNA alvo. A LAMP é realizada em condigdes
isotérmicas (60-65°C), ndo havendo necessidade da utilizacdo de termocicladores e
consequentemente, apresenta potenciais para aplicacbes em testes em campo (ou
point-of-care) (HUANG et al., 2017; LU et al.,, 2017; TEGEGNE et al., 2017,
WANG et al., 2017).

1.4 Amplificacio Isotérmica mediada por “Loop” (LAMP)

A LAMP baseia-se no deslocamento da dupla fita de DNA e sintese
complementar, proporcionado pela agdo da enzima Bst DNA polimerase que atua em
temperatura constante (60-65°C), capaz de amplificar o alvo com concentracdes tao
baixas como 1 atomolar (TIAN, et al., 2016) e produzir ao término da reacdo |,
aproximadamente 10°-10' cépias do DNA alvo (NOTOMI et al., 2000;
KALVATCHEV et al., 2010; LU et al., 2017).

Para a realizacdo das reacdes de amplificacdo por LAMP € necessario a
utilizacdo de um conjunto de 4-6 iniciadores (primers): 2 iniciadores externos F3
(forward outer primer) e B3 (backward outer primer); 2 iniciadores internos FIP
(forward internal primer) e BIP (backward internal primer); e, opcionalmente, 2
iniciadores de loop FLP (forward loop primer) e BLP (backward loop primer)
(Figura 8), que reconhecem seis ou oito regides distintas do gene ao qual se deseja
amplificar (NAGAMINE et al., 2002).
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Figura 8 — Representago dos iniciadores utilizados na LAMP e suas regifes de hibridizagdo no gene
de interesse. FIP contem a regido Flc, um espacamento constituido por 4 timinas (TTTT) e a
sequéncia F2, que é complementar a F2c. BIP contém a regido Blc, complementar a B1, um
espacamento TTTT e a sequéncia B2. Os iniciadores externos correspondem as regies F3 e B3, que
sdo complementares as regides F3c e B3c, respectivamente. Os iniciadores de loop FLP e BLP séo
constituidos por sequéncias que sdo complementares as regifes F1-F2 e B1-B2, respectivamente.
Fonte: PARIDA et al. (2008).

Os iniciadores utilizados na LAMP devem ser desenhados de forma a evitar a
formac¢ao de estruturas secundarias. Dessa forma a extremidade 3’ ndo deve ser rica
em Adenina e Timina (AT) e também ndo deve conter uma sequéncia que seja
complementar com os outros iniciadores. A constituicdo dos iniciadores deve ser de
50-60% de Guanina e Citosina (GC) e 40-50% de AT. Tipicamente as distancias entre
a extremidade 5 de F2 até B2 deve ser de 120-180 pares de bases (pb), enquanto que
as distancias entre F2 e F3, assim como B2 e B3, devem ser de 0-20 pb. As distancias
para formacdo dos loops, que compreendem desde 5’ de F2 a3’ de F1,ou5’de B2 a
3’ de B1, devem ser de 40-60 pb (PARIDA et al., 2008; SANCHEZ et al., 2014).

Apo6s a adicdo da enzima Bst DNA polimerase a solugdo contendo os
iniciadores e 0 DNA inicia-se a reacdo de amplificacdo, a temperatura constante.
Nesta fase, as hibridizac6es dos iniciadores as regides complementares proporcionam
o direcionamento da enzima para o deslocamento da fita dupla e, posteriormente da
sintese das fitas complementares. Os produtos de amplificacdo gerados pela reacéo
LAMP sdo obtidos por duas etapas, sendo elas a etapa ndo-ciclica e a ciclica (GILL
& GHAEMI, 2008; PARIDA et al., 2008; TOMITA et al., 2008; ZANOLI &
SPOTO, 2013; LI et al., 2016).
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1.4.1 Etapa nao-ciclica

E nessa etapa do processo de amplificacdo que sdo formados os loops, que
atuardo como estrutura de partida, garantindo a continuidade da reacdo durante a
etapa ciclica. Inicialmente, devido ao equilibrio dindmico proporcionado pela
temperatura constante, o iniciador FIP é capaz de hibridizar-se com sua regido
complementar F2c no DNA alvo, Figura 9 (1), direcionando a Bst DNA polimerase
para que possa realizar o deslocamento da dupla fita de DNA e sintese da nova fita,
sempre na dire¢do 5’—3’, com sequéncia complementar (2). O iniciador F3 hibridiza
com sua regido complementar F3c (3), ocasionando o deslocamento da fita formada
anteriormente, pela hibridizagdo do iniciador FIP. A sintese provocada pela
hibridizacdo do iniciador F3 faz com que novamente o DNA tenha aspecto de dupla
fita (4).

A fita simples gerada pelo iniciador FIP (5) contém, em sua extremidade 5°,
zonas que se complementam (F1c e F1), ocasionando a formacdo de um loop (6).
Ainda na estrutura (6), ocorre a hibridizacdo do iniciador BIP, a regido B2c, com
posterior sintese complementar. O iniciador B3 hibridiza com sua regido
complementar B3c, ocasionando o deslocamento da fita formada anteriormente, pela
hibridizacdo do iniciador BIP (8). A sintese provocada pela hibridizacao do iniciador

B3 tambem faz com que novamente o0 DNA tenha aspecto de dupla fita (7).

O produto final obtido na etapa (8) possui nas extremidades 3’ ¢ 5’ a presenga
de regides complementares, permitindo a formacdo de loops e atuacdo como
estrutura de partida na etapa ciclica (NOTOMI et al., 2000; EIKEN CHEMICAL,
2005; PARIDA et al., 2008; SANCHEZ et al., 2014).
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Figura 9 — Mecanismo de amplificacdo por LAMP na etapa ndo ciclica. (1) Hibridizacdo do iniciador
FIP a sua regido complementar, direcionando a enzima para realizacdo da sintese da fita complementar
(2). (3) Hibridizacdo do iniciador F3 a sua regido complementar, provocando a sintese de uma nova
fita complementar (4) e deslocamento da fita gerada na etapa 2 (5). (6) Hibridizacdo dos iniciadores
BIP e B3 na extremidade 3', e formac&o de loop na extremidade 5', devido a complementaridade entre
F1 e Flc. (7) Formacdo dupla fita de DNA. (8) Formacéo de loops nas extremidades 3' e 5', devido a
complementaridade entre F1-F1c e B1-Blc, respectivamente. Adaptado de PARIDA et al. (2008).

1.4.2 Etapa ciclica

Esta etapa inicia-se a partir das estruturas de loops formadas na etapa nao
ciclica. Inicialmente, o iniciador FIP anela-se ao loop da fita simples por meio da
complementaridade entre F2 e F2c, Figura 10 (8), direcionando a enzima para
realizacdo da sintese. Ao mesmo tempo, a regido F1, que se encontra na extremidade
3’ do molde, atua como autoiniciador, induzindo a enzima para realizagdo da sintese
complementar, originando um novo loop, na extremidade 3', devido a presenca das
regibes B1 e Blc (9). A regido B1, presente no loop formado anteriormente, atuara
também como autoiniciador, direcionando a enzima para a sintese de uma nova
sequéncia complementar (10), e deslocando a fita formada anteriormente pela
hibridizacédo do iniciador FIP (11).

A formacdo da estrutura da etapa (10) permite que o iniciador BIP se anele a
sua regido complementar, B2c, fazendo com que a enzima continue sintetizando e
deslocando, sequencialmente, as fitas de DNA. Com isso, multiplas estruturas com

formas e tamanhos variados sdo formadas.. A estrutura originada na etapa (11) é
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similar aquela formada na etapa (8) e também atua como matriz de partida para a
etapa ciclica. Porém, nesta estrutura, BIP é o iniciador que atua para promover o
direcionamento da enzima, com realizacdo da sintese complementar, gerando, neste

caso, estruturas semelhantes a das etapas (9) e (10).
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Figura 10 — Mecanismo de amplificacdo na LAMP pela etapa ciclica. (8) Anelamento de FIP ao loop
na extremidade 3', que atua como auto-iniciador, ativando a enzima para realizacdo da sintese das fitas
complementares, originando a estrutura (9). O loop presente na estrutura (9) atua como autoiniciador,
direcionando a enzima & realizagdo da sintese complementar e deslocando a fita formada
anteriormente, originando as estruturas (10) e (11), respectivamente. A formacéo das estruturas (10) e
(11) permite o anelamento do iniciador BIP a sua regido complementar, no qual mediante sucessivas
etapas de sintese e deslocamento, origina estrutura de variadas formas e tamanhos. Adaptado de
PARIDA et al. (2008).
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A etapa ciclica envolve também a utilizacdo dos iniciadores adicionais, 0s
iniciadores de loop, FLP e BLP, que se hibridizam apenas nos loops onde n&o
estejam presentes os iniciadores internos, FIP e BIP (Figura 11). A utilizagdo de FLP
e BLP promove a aceleracéo da reacdo de amplificacdo, pois provocam o aumento do
namero de loops nos quais os iniciadores internos podem atuar, reduzindo o tempo
reacional para menos de 30 minutos em alguns casos (NAGAMINE et al., 2002;
PARIDA et al., 2008).

Blc B2e
- B2

< Bl
Ble
BIr

Figura 11 — Mecanismo de atuacdo dos iniciadores FLP e BLF. Adaptado de PARIDA et al., 2008.

1.5 Transcricdo Reversa seguida da Amplificacdo Isotérmica
Mediada por Loop (RT-LAMP)

A LAMP é uma técnica de amplificacdo de DNA, porém pode ser aplicada
em amostras que contem RNA como material genético, por meio da conversdo do
RNA a cDNA através da utilizacdo de uma enzima de transcricdo reversa,
denominando-se a técnica de Transcricdo Reversa seguida da Amplificacdo
Isotérmica mediada por Loop (RT-LAMP, do inglés Reverse Transcription Loop-
Mediated Isothermal Amplification) (NOTOMI et al., 2000; MORI & NOTOMI,
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2009; OCWIEJA et al., 2015). Neste caso, 0 mRNA atua como molde para atuagédo
da enzima transcriptase reversa, que sintetiza uma fita de DNA complementar
(cDNA) ao molde (Figura 12). Posteriormente tem-se a atuagdo da enzima DNA
polimerase, que sintetiza outra fita complementar ao cDNA, dando aspecto de dupla
fita da DNA (THERMOFISHER, 2018).

mENA

I —

Sintese da primeira
fita de cDNA

ENA - cDNA hibrido

Sintese da segunda
fita de cDNA

Dupla fita de e DNA

Figura 12 — Esquema de conversdo de RNA a DNA complementar (cDNA). O RNA ¢ utilizado como
molde para a sintese de uma fita de cDNA, formando uma estrutura hibrida RNA-cDNA.
Posteriormente uma nova fita de cDNA ¢é sintetizada, dando origem a dupla fita de cDNA. Adaptado
de ThermoFischer 2018.

1.6 Deteccéo dos Produtos Amplificados

Tipicamente, assim como na PCR, os produtos amplificados na LAMP sdo
detectados por meio da eletroforese em gel (MONAZAH et al., 2017; LU et al.,
2018). Essa técnica baseia-se na separacdo dos fragmentos de DNA, quando
submetidos a um campo elétrico que faz com que os fragmentos de DNA tenham
diferentes mobilidades na matriz porosa do gel, de acordo com o peso molecular de
cada fragmento (MAGNUSDOTTIR et al., 1994;: STELLWAGEN, 2009; LEE et al.,
2012).
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Diferentemente da PCR, que amplifica fragmentos de DNA de tamanho
especificos (Figura 13 A), os fragmentos de DNA obtidos pela LAMP apresentam
diferentes tamanhos devido a atuacdo das etapas ndo ciclica e ciclica, fazendo com
que os géis utilizados para deteccdo dos fragmentos exibam resultados singulares,
como representado na Figura 13 B (CHIARI, 2010). Desta forma, um gel de
eletroforese da LAMP tem um aspecto diferente de um gel de eletroforese da PCR,
como ilustra a Figura 13.

A deteccdo dos fragmentos por eletroforese em gel de agarose demonstra
algumas desvantagens devido a necessidade de utilizacdo de equipamentos proprios
para sua realizacéo, custo relativamente alto do gel de agarose e pelo elevado tempo
necessario para obtencao dos resultados, (aproximadamente 60 minutos) (TAN et al.,
2007).

(A) PCR gel (B) LAMP gel
M 1 M 1

15000 pb —— -
10000 pb —>
7500 pb —>

5000 pb —>
2500 pb —>
1000 pp —>
500 pb —>
500 pb —> P
400 pb —> -
250pb —

Figura 13 — Comparagdo entre analises em gel de agarose realizada para os ensaios de PCR e LAMP.
Em (A) observa-se o marcador de tamanhos de DNA (M) e os produtos de amplificacdo obtidos pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (1), apresentando fragmentos de um mesmo tamanho,
enquanto que em (B), observa-se também o marcador de tamanhos de DNA (M) e os produtos de
amplificacdo obtidos por meio da LAMP (1), apresentando diferentes tamanhos de fragmentos devido
atuacdo das etapas nao ciclica e ciclica. Adaptado de Liu et al., 2013

Além da deteccdo convencional por eletroforese em gel, a LAMP permite

também a deteccdo visual dos produtos amplificados. A deteccdo visual simplifica a
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obtencdo do resultado final e apresenta vantagens de economia de tempo e reagentes
e pode ser integrada com a etapa de amplificacdo. A detecgédo visual pode ser feita
através de intercaladores fluorescentes de DNA ou com o uso de indicadores

fluorescentes de ions metéalicos.

O uso de indicadores fluorescentes de ion metal baseiam-se no fato de que a
LAMP produze, além da grande quantidade de fragmentos de DNA, o pirofosfato
que € liberado durante a incorporacdo dos desoxirribonucleotideos fosfatados
(dNTP’s) na sintese das novas fitas de DNA. Na presenca do ion magnésio (Mg2+), 0
pirofosfato se precipita sob a forma de pirofosfato de magnésio, diminuindo a
concentracdo desse ion na sua forma livre (KUBOKI et al., 2003; MORI et al., 2001;
FISCHBACH et al., 2015), como representado abaixo:

(DNA)p + dNTPs + Mg —  (DNA)n+1 + Mg2P207

Com o intuito de realizar a detec¢do dos produtos de amplificacdo de forma
mais rapida e simples, corantes colorimeétricos baseados na deteccdo da alteracdo da
concentracdo de Mg?* foram desenvolvidos. Esses corantes, designados corantes de
deteccdo indireta possuem a capacidade de alteracdo da coloracdo da solucgéo,
perceptiveis a olho nu, quando se encontram quelatados ou ndo com o Mg**, como é
0 caso do Azul de Hidroxinaftol (HNB) que apresenta coloragdo violeta quando
complexado com o ion magnésio e coloracdo azul celeste conforme ocorre a
formacdo do pirofosfato de magnésio (Figura 14 A) (FISCHBACH et al., 2015;
SAFAVIEH et al., 2016; WANG et al., 2017).

Os produtos amplificados na LAMP também podem ser detectados mediante
utilizacdo de corantes de deteccdo direta. Esses corantes sdo assim chamados, pois se
baseiam na intercalacdo do corante diretamente com os fragmentos de DNA
produzidos durante a reacdo e provocam, apds a intercalacdo, a emissdo de
fluorescéncia da solucdo quando submetida a radiacdo ultravioleta (UV) (Figura 14
B) (FISCHBACH et al., 2015). O SYBR Green | é um exemplo de corante
fluorescente utilizado para deteccdo direta dos produtos amplificados na LAMP
(SAFAVIEH et al., 2016). A utilizacdo desse corante permite a visualizacdo dos

resultados imediatamente apds a sua adicdo a solucdo, apresentando coloracdo verde
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fluorescente na presenca dos fragmentos de DNA amplificados na LAMP (ZIPPER,
et al., 2004; KALVATCHEYV et al., 2010; SALANT et al., 2012; LIU et al., 2013;
ZHANG et al., 2014; OSCORBIN et al., 2016).

Detecciio Indireta Detecciio Direta

SYBR Green |

HNB

Ma2* — + Mg,P,0; | ﬁﬁﬁ

7 UWVis

Figura 14 — Representacdo mecanismo de detec¢do visual. (A) Corante de deteccdo indireta, baseados
na interacdo com o Mg®* em solucdo. (B) Corante de deteccdo direta, baseado na intercalacdo a dupla
fita do DNA produzido. Adaptado de Fischbach et al., 2015.

1.7 Miniaturizacao dos sistemas analiticos

A miniaturizacdo dos sistemas analiticos proporcionou inumeros beneficios
em biologia molecular como a reducdo no volume de amostras e reagentes, reducéo
do risco de contaminacdo da amostra, curtos tempos de analises, reducdo de custos
por analise, separacbes e deteccGes com alta resolucdo e sensibilidade
(LINDSTROM & SVAHN, 2011). Esses fatores contribuiram para o
desenvolvimento de microdispositivos com capacidade de realizacdo de multiplas
etapas de analise, sendo conhecidos como uTAS (microsistemas de analises totais) ou
lab-on-a-chip (laboratério no chip), tornando possivel a aplicacdo da analise em
campo (point-of-care) (WHITESIDES 2006; YAGER et al., 2006; MARK et al.,
2010; CHEN et al., 2015).
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A utilizacdo dos UTAS para a realizacdo de analises bioldgicas demonstrou ser
uma importante ferramenta de diagnostico molecular, principalmente para analise de
acidos nucleicos (CULBERTSON et al., 2014). Existe uma infinidade de
informacBes que se pode obter através dos &cidos nucleicos ja que estes estdo
presentes em Vvarios processos bioldgicos como a progressdo de doencas
(FRIEDRICH et al., 2016). O grande sucesso dos UTAS para o diagnostico molecular
de doencas infecciosas foi conseguido pela possibilidade de integracdo de vérias
etapas de analise como extracdo, purificacdo, amplificacdo e deteccdo dos &cidos
nucleicos, reduzindo a possibilidade de contamina¢do durante o processo de analise
devido ao minimo contato que se requer do operador com as amostras e 0s reagentes
(ZHANG; XING, 2007; TOMITA et al., 2008).

Outro fator que contribuiu para grande utilizacdo dos UTAS para analises
genéticas e, consequentemente, facilitou sua aplicacdo no point-of-care foi a
combinacdo com técnicas isotérmicas de amplificagdo dos 4acidos nucleicos,
destacando-se a LAMP (AHMAD & HASHSHAM, 2012). LAMP tem sido
empregada na amplificacdo de varios tipos de patégenos como Escherichia coli
(WANG et al., 2012), Influenza A (H1N1) (LEE et al., 2010), Mycobacterium
tuberculosis (IWAMOTO et al., 2003), virus da Dengue (SHANI et al., 2013; LAU
et al., 2015), Zika virus (CALVERT et al., 2017) entre outros.

Desde o desenvolvimento da LAMP, em 2000, varios tipos de materiais tem
sido utilizados como substratos para realizacdo da reacdo de amplificacdo, dentre
eles polipropileno (IWAMOTO et al, 2003; NAHAR et al, 2015),
polimetilmetacrilato (PMMA) (HATAOKA et al., 2004; LEE et al., 2007), vidro
(WU et al., 2011; ZHANG et al., 2014), vidro/polidimetilsiloxano (PDMS) (GUO et
al., 2015; XIA et al., 2016), poliéster-toner (OLIVEIRA et al., 2017) e, tendo grande
destaque a utilizacdo do papel (CONNELLY et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2015).
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1.7.1 O Papel como substrato para as reacdes LAMP

O papel é um material bastante conhecido e de grande utilizacdo cotidiana,
principalmente na escrita, impressao e fabricacdo de embalagens. Contudo é também
considerado um substrato promissor para o desenvolvimento de dispositivos
descartaveis para diagnostico molecular, por ser de baixo custo, descartavel,
biodegradavel, compativel com amostras bioldgicas, insolivel em &gua e na maioria
dos solventes organicos (CONNELLY et al., 2015; RODRIGUEZ et al., 2015).

O papel € constituido principalmente por celulose, uma macromolécula linear
composta por repeticdes de monémeros de glicose, que se arranjam sob a forma de
fibras. A agregacdo das fibras hidrofilicas, na constituicdo do papel, provoca a
formacdo de poros, que permitem o movimento de fluidos, sem a necessidade da
acdo de forcas externas, apenas devido a acdo da capilaridade. Essa caracteristica
proporciona ao papel vantagens como 0 armazenamento seco de reagentes,
disponibilizacdo dos reagentes em etapas, mistura de amostras e processamento de
multiplas etapas (RODRIGUEZ et al., 2015; CHOI et al., 2016).

A elevada area superficial do papel permite a realizagdo de processos de
funcionalizacéo, alterando propriedades como hidrofilicidade, por meio da deposi¢édo
de agentes hidrofébicos a superficie do papel; a permeabilidade, por meio do
blogueio fisico dos poros do papel; e a reatividade, por meio da adicdo de agentes
reativos na matriz fibrosa (LIANA et al., 2012; HU et al., 2014; ROZAND, 2014;
CHOI et al., 2015; MEREDITH et al., 2016).

Neste cenério, a funcionalizacdo permitiu o desenvolvimento de tecnologias
aplicadas ao papel, destacando-se o papel FTA® (Flinders Technology Associates),
produzido pela Whatman, utilizado para coleta, transporte e armazenamento de
amostras bioldgicas (DOBBS et al., 2002; NDUNGURU et al., 2005). O papel FTA®
possui em suas fibras celuldsicas a presenca de reagentes quimicos, imobilizados,
que permitem a realizacdo da lise celular, desnaturacdo de proteinas e protecdo dos
acidos nucleicos contra a degradacdo, via nucleases, oxidacdo ou danos provocados
pela radiagédo UV (GUSTAVSSON et al., 2009; BUSH, 2011; SHAW et al., 2012).
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Vérios tipos de amostras biolégicas podem ser adicionados ao papel FTA®,
como sangue, células cultivadas, saliva, particulas virais, tecidos sélidos de animais
ou plantas, entre outros. Apds um curto periodo de secagem as mostras podem ser
transportadas ou armazenadas, a temperatura ambiente, por longos periodos de
tempo, podendo ser processadas a qualquer momento, mediante extracdo dos acidos
nucleicos aprisionados nas fibras de celulose com tampdes, solventes organicos ou
Kits comerciais (SMITH & BURGOYNE, 2004; GE HEALTHCARE, 2010; GE
HEALTHCARE, 2015; RAHIKAINEN et al., 2016).

A possibilidade de armazenamento de amostras e reagentes, na matriz de
celulose, faz do papel FTA® um importante material para aplicacio em testes de
diagnosticos moleculares no point-of-care, pois 0s reagentes necessarios para a
realizacdo da LAMP podem ser armazenados a seco no papel e ativados mediante
adicdo da amostra e aquecimento da solucdo, a faixa de temperatura requerida. A
deteccdo dos produtos de amplificagdo produzidos pela reagdo LAMP no papel, pode
ser realizada mediante o uso de corantes de detecgdo direta como 0 SYBR Green,
que apresenta fluorescéncia quando intercalado ao DNA e submetido a radiagédo
UV/Vis (SAMEENOI et al., 2013; DOU et al., 2014; CHOI et al., 2015; LINNES et
al., 2016).

Levando em consideracdo os beneficios da utilizacdo do papel como
substrato, em 2015, Connelly e colaboradores descreveram em seu trabalho o
desenvolvimento de um dispositivo multicamadas, a base de papel, utilizado para a
deteccdo do gene malB de Escherichia coli em amostras de plasma humano. O
dispositivo integrou as etapas de preparacdo da amostra, amplificacdo isotérmica de
DNA por LAMP e deteccdo visual no ponto final da reacdo pela adi¢cdo de SYBR
Green diretamente na matriz de papel, apresentando limite de deteccdo de 5 células

de E. coli por reacéo
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Este trabalho tem por objetivo o desenvolvimento de metodologias para
diagndstico molecular da dengue e zika por transcricdo reversa seguida da
amplificacdo isotérmica de DNA (RT-LAMP) em uma plataforma a base de papel
capaz de realizar varias etapas do processo de diagnostico molecular, permitindo a
deteccdo visual e obtencdo rapida do resultado final.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a deteccdo visual diretamente no papel utilizando um intercalador de
DNA

e Otimizar as condi¢cdes experimentais para amplificacdo do DENV e ZIKV em

papel.

e Desenvolver um dispositivo multicamadas com fita deslizante de simples
operacdo e capaz de conter a evaporacao da solucdo durante o aquecimento

da reacdo de amplificacéo.
e Reduzir o tempo da reacdo utilizando a enzima Bst 3.0.

e Realizar a RT-LAMP diretamente em amostras complexa (soro de pacientes
infectados com o virus), eliminando a necessidade da etapa de extracdo do
RNA viral.

25



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais e Reagentes

O papel Whatman FTA® e a albumina de soro bovina (BSA) foram obtidos
junto a GE Healtcare (Amersham, UK). As folhas de poliéster foram adquiridas junto
a3 M (S&o Paulo, SP, Brasil). As enzimas SuperScript™™ Il Reverse Transcriptase e
RNase Out, o reagente DTT (ditiotreitol) e o0 marcador de tamanhos de DNA 100 pb
DNA ladder foram obtidos junto a Invitrogen/Life Technologies (Foster City, CA).
As enzimas Bst 2.0 e Bst 3.0, sulfato de magnésio (MgSO,) e o tampdo foram
obtidos junto & New England Biolabs (Ipswich, MA). Agua ultrapura (Progard®2
Millipore) foi utilizada no preparo das solugdes. Os ANTP’s foram obtidos junto a
Ludwig Biotech (Alvorada, RS). A betaina, o etanol, o Hidrocloreto de Guanidina
(GuHCI), a é&gua milipore, o Tris(hidroximetil)Jaminometano (Tris) e o
etilenodiaminotetracético (EDTA) foram obtidos junto a Vetec/Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). As particulas de silica magnéticas (Magnesil®) foram obtidas junto a
Promega (Madison, WI). A Proteinase K (20 mg mL-1) foi obtida junto a Qiagen
(Valéncia, CA). Triton X-100 foi adquirido junto a Usb Corporation (Cleveland,
OH).

3.2 Amostras

As amostras positivas de soro provenientes de individuos com suspeita de
infeccdo pelo DENV e ZIKV, em investigacdo epidemiolédgica de 2010 a 2013, foram
cedidas pelo laboratério de Virologia do Instituto de Patologia Tropical e Saude
Publica (IPTSP) da Universidade Federal de Goias (UFG). Os casos positivos foram
previamente confirmados por Transcricdo Reversa seguida da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (RT-PCR)
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3.2.1 Extracdo de RNA viral

Os experimentos iniciais foram realizados utilizando RNA pré-purificado de
DENV e ZIKV, obtido por meio da extragdo dindmica em fase sdlida em microtubo.
Inicialmente realizou-se a lise celular, no qual 3 pL de soro foram pipetados e
transferidos para um microtubo e posteriormente pipetou-se também 2,5 pyL de
proteinase K (20 mg mL™) e 8 L da solucdo GuHCI 6 mol L™ pH 6,0 com 1 % de
triton X-100. A solucdo resultante foi submetida a agitacdo em vdrtex e incubada a
56 °C por 10 minutos. Posteriormente, neste tubo foram adicionados 12 pL de
particulas de silica magnéticas em solucéo de GuHCI 6 mol L™ pH 6,0 e 10 pL da
solucdo de GuHCI 6 mol L™ pH 6,0 e submetido a agitacdo em vortex. Apds a
agitacdo, com o auxilio de um ima as particulas magnéticas foram retidas e o
sobrenadante foi removido e descartado com o auxilio de uma micropipeta. As
particulas foram lavadas com etanol 80% por duas vezes e submetidas ao
aquecimento a 56 °C, com o microtubo aberto, para a remocao de residuos de etanol.
Na sequéncia 15 pL de agua ultrapura foram adicionadas as particulas magnéticas,
que foram agitadas em vortex por 3 minutos e com o auxilio do ima o sobrenadante,
contendo o RNA purificado, foi coletado com uma micropipeta, transferido para um
novo microtubo e quantificado com a utilizacdo do espectrofotometro NanoDrop
2000 (Thermo Scientific).

3.3 Desenvolvimento dos dispositivos de poliéster-toner para
acomodacao do papel

3.3.1 Dispositivo provisorio

Inicialmente para a realizacdo da RT-LAMP para deteccdo do virus foi
desenvolvido um dispositivo de poliéster-toner capaz de acomodar o papel em seu
interior, de modo a evitar a evaporacdo da solucdo, permitindo a realizacdo dos

primeiros testes. Os dispositivos foram fabricados seguindo a metodologia proposta
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no trabalho de Duarte e colaboradores (2011), no qual utilizam impressora a laser
(HP laser Jet P4014n) para depositar toner sob a superficie das folhas de poliéster e
também faz uso de uma cortadora a laser de CO, (Red Sail laser, modelo M500) para
recortar a estrutura necessaria a fabricacéo do dispositivo.

Na Figura 15 observa-se a composicdo do dispositivo proposto, sendo a
camada (A) referente a base do dispositivo, constituida pelo filme de poliéster. Em
(B) tem-se a presenca de 3 filmes de poliéster recobertos com toner. Nessas camadas,
uma érea central de 64 mm? foi recortada com o auxilio de uma cortadora a laser de
CO,, permitindo a insercdo do disco de papel. Em (C) tem-se a tampa do dispositivo
constituido também de poliéster e contendo um orificio para permitir que a mistura
reacional seja adicionada ao papel. Apos o alinhamento das diferentes camadas, 0
disco de papel foi introduzido no local apropriado e entdo efetuou-se a laminacgéo, a
180 °C.

Orificio entrada de solucfo

(© / —— Filme de Poliéster

Laminacéo

. Papel FTA :>

- Poliéster recoberto com toner (X3)

®)

(A) .
> Filme de Poliéster

Figura 15 — Esquema de fabricacdo do dispositivo utilizado inicialmente nos testes da RT-LAMP
diretamente no papel. (A) filme de poliéster utilizado como base; (B) filmes de poliéster recobertos
com toner, com interior recortado para acomodacao do disco de papel; (C) filme de poliéster utilizado
como topo. As camadas foram alinhadas juntamente com o disco de papel e submetidas a laminacéo,
gerando o dispositivo pronto para uso.

3.3.2 Dispositivo de fita deslizante

Para facilitar a operacdo do microdispositivo, foi desenvolvido
posteriormente um dispositivo de fita deslizante. A fabricacdo do dispositivo de fita
deslizante foi seguido a metodologia de fabricacdo proposta por Duarte e
colaboradores (2011), necessitando de uma impressora a laser, para depositar o toner

nos filmes de poliéster, e de uma cortadora a laser de CO,, para recortar a area
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necessaria a fabricacdo do dispositivo. As camadas representadas em (B) sdo filmes
de poliéster recobertos com toner. Essas camadas foram recortadas com o auxilio da
cortadora a laser de CO, para criar o canal para insercdo da fita deslizante. Por fim, a
camada (C) corresponde ao topo do dispositivo, constituido por um filme de poliéster
com um orificio em sua superficie, para permitir a adicdo dos reagentes. A fita
deslizante representada em (D) é constituida por um filme de poliéster, fixado em sua
extremidade a um disco de papel FTA com 6 mm de diametro, onde sera realizada a
reacdo de amplificacdo de DNA. As camadas (A), (B) e (C) sdo alinhadas e
submetidas ao processo de laminagdo a 180 °C e, posteriormente, a fita deslizante é
adicionada ao espagamento gerado pelas camadas em (B), sendo representado em (E)

o dispositivo pronto.

Orificio para entrada de solugio
N

(©) ——= Filme de poliéster Filme de policsier
\\
‘_ Filmes de poliéster D) =
(B) - J recobertos com toner
v

- Papel FTA

—= Filme de poliéster
(A)

Laminagdo

" R—

Figura 16 — Esquema de fabricacdo do dispositivo de fita deslizante. (A) base do dispositivo; (B)
camadas de poliéster recobertas com toner, com corte no interior para insercdo da fita deslizante; (C)
topo do dispositivo; (D) composicdo da fita deslizante e (E) dispositivo pronto, obtido ap6s
alinhamento e laminacéo das camadas (A), (B) e (C) com posterior inser¢do da fita deslizante.
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3.4 Transcricdo reversa seguida pela Amplificacdo Isotérmica
Mediada por Loop (RT-LAMP) em Unica etapa

A sequéncia dos iniciadores utilizados na realizagdo da RT-LAMP para

deteccdo do virus DENV-1 foi baseada no trabalho de Parida e colaboradores (2005),

enquanto que a sequéncia dos iniciadores para o ZIKV se baseou no trabalho de Tian

e colaboradores (2016), que descrevem os iniciadores externos, interno e de loop,

como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 — Sequéncia dos iniciadores utilizados na RT-LAMP para do DENV-1 e para 0 ZIKV

Iniciador

F3
B3
FIP
BIP
FLP
BLP

Iniciador

F3
B3
FIP

BIP
FLP
BLP

DENV-1
Sequéncia 8> -3’
GAGGCTGCAAACCATGGAA
CAGCAGGATCTCTGGTCTCT
GCTGCGTTGTGTCTTGGGAGGTTTTCTGTACGCATGGGGTAGC
CCCAACACCAGGGGAAGCTGTTTTTTTGTTGTTGTGCGGGGG

CTCCTCTAACCACTAGTC
GGTGGTAAGGACTAGAGG

ZIKV

Sequéncia 5> -3’

CGGATGGGATAGGCTCAAAC
ATGGACCTCCCGTCCTTG
CCTGAGGGCATGTGCAAACCTAGAATGGCAGTCAGTGGAGAT

ACCCTCAACTGGATGGGACAACTGGAGCTTGTTGAAGTGGTG
CATCAATTGGCTTCACAACGC
GGGAAGAAGTTCCGTTTTGCTC

A mistura reacional utilizada para amplificacdo do DENV-1 e do ZIKV, via
RT-LAMP, foi feita contendo 0,2 UM de cada iniciador externo (F3 e B3); 1,6 uM de
cada iniciador interno (FIP e BIP); 0,8 uM de cada iniciador de loop (LF e LB); 1
UM betaina; 8 mM de MgSQOy; 0,2 mM de cada dNTP; 2 mM DTT,; 1,6 U/uL
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SuperScriptTM 111 Reverse Transcriptase; 0,16 U/puL Rnase Out; 1 U/uL Bst 2.0
DNA polimerase; 0,64 U/pL Bst 3.0 DNA polimerase; 1X Tampéao de amplificagdo
isotérmica (20 mM Tris-HCI, 10 mM (NH,)2SO4, 10 mM KCI, 2 mM MgSQq, 0,1%
Triton® X-100). Nas reacOes positivas adicionou-se RNA pré-purificado em
concentracdes variadas ou soro de pacientes infectados no volume de 1 pL. Nos
controles negativos substituiu-se 0 RNA ou soro por agua ultrapura. Em cada ensaio,
10 pL da mistura reacional foram adicionados ao disco papel, com 6 mm de
didmetro, e submetidos ao banho seco em um termobloco (Major Science, Saratoga,
CA) a 65 °C durante 60 minutos.

3.5 Extracao dos fragmentos de DNA do papel

Para a realizacdo da extragdo dos fragmentos de DNA amplificados, o papel foi
retirado do chip apés o final da reacdo de RT-LAMP e inserido em um microtubo do
tipo Eppendorf com capacidade para 0,2 mL. Posteriormente, ao tubo foi adicionado
15 pL de &gua ultrapura, efetuando-se a maceracdo do papel com a ponteira utilizada
na adicdo da agua, submetendo-o a 2 minutos de vortex. Na sequéncia, perfurou-se o
fundo do microtubo com uma agulha e o inseriu a um microtubo de maior
capacidade para realizacdo da centrifugacdo. A perfuracdo do microtubo juntamente
com a centrifugacdo permitiu o deslocamento da solugdo em contato com o papel
para 0 outro tubo contendo os fragmentos de DNA em solucdo, possibilitando a

analise desta solucdo por eletroforese em gel de agarose.

3.6 Deteccdo dos fragmentos de DNA amplificados por RT-LAMP

3.6.1 Eletroforese em gel de agarose

A analise por eletroforese em gel de agarose foi realizada de acordo com o

protocolo proposto por Lee e colaboradores 2012. Dessa forma, o gel foi preparado a
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2 % (m/v) em Tris-EDTA-Borato (TEB) 0,5 %, e aquecido em micro-ondas em
intervalos de 15 segundos para a completa dissolugédo da agarose. Posteriormente,
adicionou-se GelRed -Biotium® a uma concentragédo de 65X.

Apds a polimerizagdo, o molde foi retirado e o gel foi adicionado a uma cuba
eletroforética na presenca do tampdo TEB 0,5% em volume suficiente para cobrir 0
gel. Em seguida as amostras e o marcador de tamanhos de DNA foram adicionados
aos respectivos pogos e submetidos a aplicacdo de uma diferencga de potencial de 100
volts durante aproximadamente 60 minutos para a separacdo dos diferentes tamanhos
de fragmentos. Na sequéncia, o gel foi retirado da cuba eletroforética e submetido a
um transiluminador UV (GE Healthcare lifesciences) para visualizacdo dos
fragmentos produzidos pela RT-LAMP.

3.6.2 Deteccéo visual on-chip com SYBR Green

A deteccdo visual dos fragmentos de DNA amplificados pela RT-LAMP foi
realizada diretamente no papel pela adi¢cdo de SYBR Green na diluicdo de 1:100 em
agua ou polietilenoglicol (PEG), adicionando 10 uL da solucéo ao disco de papel ao
final das reacbes. ApoOs ser submetido a radiacdo UV e emitir fluorescéncia, as
imagens foram capturadas por meio de cameras de smartphone ou pelo
fotodocumentador (GE Healthcare lifesciences) e posteriormente foram analisadas a

olho nu e/ou pelo software ImageJ.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo do tipo de papel utilizado como substrato para a reagao
de amplificacéo isotérmica de DNA

A primeira etapa deste trabalho consistiu na avaliacdo de diferentes tipos de

papéis para o desenvolvimento da RT-LAMP. Foram testados desde papéis de filtro

32



comuns até papéis especificos para biologia molecular. Avaliou-se papeis de uso
comum em laboratorio, como os papeis-filtro quantitativo JP 40, 41 e 42, o papel
cromatogréfico 1Chr e avaliou-se também a utilizagdo de um papel proprio para
colheita, transporte, e isolamento de &cidos nucleicos, o papel FTA® (Figura 17).
Todos os papeis foram cortados em forma de discos com 6 mm de diametro e sobre
cada um foi adicionada a solucgéo do intercalador SYBR Green na diluigéo de 1:40

em &gua.

Figura 17 — Avaliagdo da interacdo do intercalador SYBR Green com diferentes tipos de papeis. (1)
papel cromatografico 1 Chr, (2) papel FTA e papeis filtro-quantitativo JP 40, 41 e 42, correspondendo
a(3), (4e(5).

Como pode ser observado na Figura 17, dentre os papeis avaliados apenas o
papel FTA ndo apresentou fluorescéncia na presenca apenas do intercalador. Dessa
forma, para a realizacdo das préximas etapas do estudo de desenvolvimento da RT-

LAMP diretamente no substrato de papel, optou-se pela utilizagdo do papel FTA.

4.2 Deteccdo dos produtos de RT-LAMP no papel FTA

A deteccdo visual a partir da fluorescéncia gerada pela adicdo do SYBR
Green ap0s o término da reacdo no ensaio positivo realizado no papel FTA, seria
capaz de fornecer resultados referentes a interacdo intercalador-DNA, uma vez que
neste papel foi constatado a auséncia de interacdo do substrato com o intercalador
SYBR Green. Dessa forma, foram realizadas reacbes positivas e negativas
diretamente no papel FTA inicialmente inseridos dentro de um microtubo que foi
fechado e levado a aquecimento em termobloco por 60 min. Apés o final da reacéo,

os discos de papel foram retirados do microtubo e adicionado a cada um 5 pL do
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intercalador de DNA (na diluicdo de 1:40 em &gua) para realizacdo da deteccdo
visual.

Porém, observou-se que 0S ensaios positivos e negativos produziram
fluorescéncia apenas tardiamente (10 minutos apds adicdo do intercalador),
apresentando ainda indistingdo entre os ensaios, quando submetidos a radiacdo UV.
Além disso, observou-se que 0 aquecimento do microtubo provocou a evaporacgdo da
solugéo que havia sido adicionada ao papel, concentrando-se na tampa do tubo. Com
0 intuito evitar a evaporacao da solugéo presente no papel, utilizou-se um dispositivo
multicamadas de poliéster-toner para acomodar o papel em seu interior, desenvolvido
como descrito na Secdo 3.3.1. Nesse primeiro protétipo o papel era inserido dentro
do dispositivo antes da laminagé&o.

ApoOs o desenvolvimento deste primeiro prototipo do dispositivo, foram
realizadas reacOes positivas e negativas no papel, adicionando 10 uL da mistura
reacional através do orificio de entrada de solugdo, que foi posteriormente vedado
com fita adesiva, para evitar a evaporacdo da solucéo, e aquecido a 65 °C por 60
minutos. Ao término da reagéo o dispositivo foi aberto e 5 pL do intercalador SYBR
Green (diluicdo de 1:40 em agua) foram adicionados ao disco de papel, que foi em
seguida submetido a radiacdo UV, apresentado fluorescéncia tardia, observada
somente 10 minutos apos a adi¢do do intercalador, e ainda indistinguivel entre as
reacOes positiva e negativa.

O volume do intercalador utilizado para realizacdo da deteccdo visual ndo
permitiu observar a fluorescéncia em todo disco de papel, restringindo-se apenas a
regido central onde o intercalador foi adicionado. Para que fossem possiveis 0
recobrimento e a visualizacdo de fluorescéncia em toda a superficie do papel, optou-
se pela utilizacdo de um volume de 10 pL da solucdo do intercalador, na dilui¢do de
1:100, como proposto por Connelly e colaboradores (2015).

Apos efetuar a alteracdo do volume da solucdo do intercalador observou-se a
necessidade de um longo tempo de espera para a visualizacao de fluorescéncia. Para
verificar exatamente o tempo necessario para a emissdo da fluorescéncia nos discos
de papel apos a adicdo do SYBR Green, realizou-se novamente uma reacao positiva,
e ap6s o término da reacdo foi adicionado ao papel os 10 pL de SYBR Green.
Mediante a utilizacdo de um fotodocumentador, houve a possibilidade de aquisicdo

da fluorescéncia emitida pelo disco de papel, expressa em escala de cinza. A
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fluorescéncia foi observada durante 90 minutos, sendo registrada a cada 3 minutos, e
posteriormente analisada pelo software ImageJ, para avaliagdo do comportamento da
fluorescéncia em funcdo do tempo ap6s a adicdo do intercalador (Figura 18).

Intensidade (ui) Sybr (1:100)

100
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0
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Figura 18 — Comportamento intensidade da fluorescéncia mediante adi¢do do intercalador SYBR
Green ao disco de papel contendo DNA amplificado.

Pode-se observar que nos primeiros 30 minutos apos a adi¢do do intercalador
0 comportamento do papel permaneceu praticamente o mesmo, ndo sendo observada
fluorescéncia nesse intervalo de tempo. A partir do minuto 36, é possivel observar o
acréscimo do valor de intensidade, alcancando o valor maximo aos 63 minutos.
Dessa forma concluiu-se que a adi¢do de 10 pL do intercalador na diluicdo de 1:100
em agua nao permitiu a visualizacdo imediata de fluorescéncia no disco de papel.
Esse longo tempo de espera para o aparecimento da fluorescéncia no papel ndo é
interessante para deteccdo visual, uma vez que o intuito deste tipo de deteccdo é
justamente a economia de tempo necessario para obtencdo do resultado final. O ideal
é que a fluorescéncia seja visualizada imediatamente ap6s a adicdo do intercalador,
para gque seja possivel o desenvolvimento de uma metodologia rapida e sensivel de

deteccdo de patdgenos, que é o objetivo deste trabalho.
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4.2.1 Modificagdes na solucéo do intercalador

Com o intuito de observar a fluorescéncia imediatamente apds a adicdo do
intercalador foram realizados testes, baseado no trabalho de Dragan e colaboradores
(2012) que descreveram o aumento da intensidade da fluorescéncia, em até 200 vezes
quando solventes mais viscosos que a agua sdo utilizados no preparo das solugdes de
SYBR Green. Os autores relatam que o aumento da fluorescéncia em solventes
viscosos é conseguido devido a diminuicdo do nimero de colisGes das moléculas,
ocasionando a diminuicdo do efeito de supressdo colisional e, consequentemente,

aumentando a fluorescéncia.

Para verificar o efeito da viscosidade para obtencdo de fluorescéncia,
utilizou-se como solvente viscoso o Polietilenoglicol (PEG), que é 100 vezes mais
viscoso que a agua. Dessa forma, para variar a viscosidade das solucbes do
intercalador, foram preparadas solugdes do intercalador (mantendo a diluicdo de
1:100) alterando a propor¢do PEG/agua em 10/90, 30/70, 50/50, 70/30 e 100/0.
Posteriormente, foram adicionados 10 pL das respectivas solu¢des do intercalador
aos discos de papel que continham DNA proveniente da reacdo de amplificacdo e a
fluorescéncia foi obtido pelo uso do fotodocumentador, como apresentado na Figura

19, imediatamente ap0s a adi¢cdo das solugdes aos discos de papel.

1090 30/70 50/50 70/30  100/0

" o 0

Figura 19 — Avaliacdo do efeito do aumento da viscosidade da solucdo do intercalador SYBR Green
na deteccdo visual, por meio da alteragdo na propor¢do PEG/agua. Imagem obtida imediatamente apds
a adi¢do do intercalador.
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E possivel observar que o aumento da viscosidade da solugdo do intercalador
permitiu a obtencdo de fluorescéncia mais intensa. As solugdes do intercalador com
razdes 10/90 e 30/70 ndo permitiram a visualizagdo imediata da fluorescéncia, a qual
so foi observada nas solu¢des com razdes 50/50, 70/30 e 100/0. A partir do sinal mais
intenso obtido, mediante a utilizacdo da solucdo do intercalador mais viscoso,
efetuou-se uma reacdo de amplificacdo no papel e ap6s o término da reacdo foi
adicionado ao papel os 10 pL de SYBR Green em PEG (1:100). Mediante a
utilizagdo de um fotodocumentador, a fluorescéncia foi observada durante 90
minutos, sendo registrada a cada 3 minutos, e posteriormente analisada pelo software
ImageJ, para avaliacdo do comportamento da fluorescéncia em fungdo do tempo ap6s
a adicdo do intercalador (Figura 20).
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Figura 20 — Comportamento intensidade da fluorescéncia mediante adi¢do do intercalador SYBR
Green, diluido em PEG, ao disco de papel contendo DNA.

Nota-se que o a alteracdo da viscosidade do intercalador provocou tanto o
aumento da intensidade da fluorescéncia quanto a diminui¢cdo do tempo necessario
para visualizacdo da fluorescéncia. A partir desses resultados verificou-se que a
utilizacdo de SYBR Green diluido em PEG proporcionou um aumento de intensidade
apos da adicdo do intercalador, de aproximadamente 2 vezes, relativamente a
utilizacdo da dgua como solvente. A utilizacdo do PEG como solvente possibilitou a

deteccdo imediata do DNA presente no disco de papel, contudo, as reagdes positivas
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e negativas continuavam a apresentar resultados similares, os quais poderiam ser

ocasionados pela presenca de um resultado falso-positivo.

4.2.2 Verificagdo da ocorréncia resultados falso-positivos

A obtencdo de fluorescéncia nos ensaios positivos e negativos, excluida a
interacdo entre o papel e o intercalador, poderia estar relacionada a presenca de falso-
positivos, como mencionado anteriormente. As principais causas apontadas para o
problema dos falso-positivos, de acordo com Kil e colaboradores (2015), esta
relacionado a contaminacdo de reagentes, pipetas, superficies no espaco de trabalho,
ocasionados por aerossois de fragmentos de DNA oriundos de reacbes de
amplificacdo anteriores. (JOON, et al., 2017; MA et al., 2017 a). Dessa forma,
realizou-se a troca de todas as aliquotas dos reagentes que estavam em uso por
aliquotas novas, além de efetuar as reagcdes positivas e negativas em ambientes
diferentes, de modo a evitar a contaminacdo com produtos de amplificacdo dispersos

no ar.

Apesar da mudanca de todos os reagentes e cuidados na manipulacdo das
solugdes o problema do falso-positivo persistiu. Desta forma, buscou-se a otimizacéo
da composicdo quimica da mistura reacional para RT-LAMP em substrato de papel,

de modo a melhorar a eficiéncia da reacdo e eliminar a ocorréncia de falso-positivos.

Nesse sentido, otimizou-se a concentracdo de betaina ¢ ANTP’s, avaliou-se 0
uso de dois diferentes tipos de enzimas Bst DNA polimerase (2.0 e 3.0) e o0 tempo de

reacao.

4.2.3 Otimizacao da concentracao de betaina

Connelly e colaboradores (2015) descreveram em seu trabalho a necessidade
em efetuar a otimizacdo da concentracdo da betaina, que é frequentemente utilizada
como aditivo nas reacdes de amplificacdo isotérmicas (MA et al., 2017 b), evitando a
formacdo de produtos inespecificos. Para determinar a concentracdo ideal de betaina,

reacdes com 0,25 — 0,50 — 1,0 — 1,5 e 1,75 mol L™ foram estudadas, mantendo a
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concentracdo dos demais reagentes inalteradas. As reacGes negativas e positivas
foram realizadas em papel, e incubadas a 65 °C por 60 min. Ap6s o término da
reacdo, os dispositivos foram abertos, sendo adicionado 10 pL do intercalador SYBR
Green (1:100 em PEG) e as imagens foram adquiridos através do fotodocumentador
e, posteriormente, analisadas pelo software ImageJ. Os resultados sdo mostrados na
Figura 21.

025mol Ll 0,5moll! 1molll 1,5moll! 1,75 mol L1

Negativo @8 - -

Positivo . . . *

Figura 21 — Avaliacdo da influéncia da concentracdo de betaina na diminuicdo de falsos-positivos
para o DENV-1.

A partir da analise dos resultados foi observado que o aumento da
concentracdo de betaina acima de 1 mol L™ provocou & diminuic4o da intensidade de
ambas as reacdes, negativas e positivas, aumentando a similaridade entre 0s ensaios.
A utilizagdo de concentracBes de betaina inferiores a 1 mol L™ apresentou melhores
resultados, pois obteve-se maiores diferencas entre as reacdes positivas e negativas,
ap6s analise pelo software, sendo determinada a utilizagdo de betaina a 0,5 mol L™

como a concentracao ideal na mistura reacional.

4.2.4 Otimizacao da concentracao de dANTP’s

Tendo-se determinada a concentracdo ideal de betaina, procedeu-se a
otimizacdo da concentracdo dos desoxirribonucleotideos fosfatados (ANTPSs). Para
determinar a concentracdo ideal dos dNTP’s no disco de papel, reagdes com 0,1 -
0,15 — 0,2 — 0,3 e 0,4 mmol L™ foram estudadas, mantendo-se constantes as

concentracdes dos demais reagentes. Apos anélise pelo ImageJ, observa-se na Figura
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22 que nas concentracdes de 0,1 e 0,15 m mol L™ de dNTP’s as reagdes praticamente
ndo emitiram fluorescéncia, indicando que as reagdes ndo tiveram éxito. Em
contrapartida, nas concentracdes de 0,3 e 0,4 mmol L™ pode-se observar o aumento
da fluorescéncia no ensaio negativo, se aproximando a fluorescéncia do ensaio
positivo e, consequentemente, comprometendo a diferenciagéo dos ensaios. Pode-se
observar ainda que a utilizagio dos dNTP’s & 0,2 mmol L™ apresentou maior
distincdo entre as reacdes negativa e positiva, possibilitando a diferenciacdo entre os
ensaios.

150 - m
140 -

120 A

100 A

20 - W Negativo

Positivo
60 - -

Intensidade (ui)

20 A

0,1mM 0,15m M 0,2 mM 0,3 m 0,4 m
Concentragdo dNTP's

Figura 22 — Comportamento das reacOes negativas e positivas no papel, mediante a variacdo na
concentragdo dos dANTP’s, para 0 DENV-1.

4.2.5 Avaliacdo sobre o tipo de Bst DNA polimerase

Oliveira e colaboradores (2017) descreveram em seu trabalho a avaliacdo do
uso de dois tipos de Bst DNA polimerase: a Bst e a Bst 2.0. A intencéo era reduzir o
tempo de reacdo pela utilizacdo de uma enzima com maior potencial de
deslocamento de cadeia e amplificagdo de DNA, o que foi conseguido pela utilizacéo

da Bst 2.0, reduzindo o tempo reacional de 120 para 60 minutos.
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Recentemente, foi desenvolvida pela New England BioLabs uma nova
enzima, resistente a acdo de inibidores e com potencial de deslocamento de cadeia e
amplificagdo de DNA superiores, possuindo atividade diretamente em amostras de
DNA e RNA: a Bst 3.0 (NEB, 2018 a). O aumento da capacidade de amplificacéo
também provoca uma diminuicdo no tempo necessario para obtencdo de resultados
em relacdo a Bst 2.0, requerendo de 30-60 minutos (TIAN et al., 2016; NEB, 2018
b). Pelo fato de agir diretamente em amostras contendo RNA, a utilizacdo da Bst 3.0
para a realizacdo da RT-LAMP proporciona o desenvolvimento de metodologias
simples, utilizando uma Unica enzima, o que também diminui os custos com

reagentes, por ndo requerer a utilizacdo da enzima transcriptase reversa.

Dessa forma, procedeu-se a avaliacdo das enzimas Bst 2.0 e Bst 3.0 na
realizacdo da RT-LAMP. Na Tabela 2 encontram-se as condi¢Oes experimentais
empregadas a cada enzima, sendo utilizadas para a Bst 2.0 as condigGes
experimentais descritas no item 3.4 e para a Bst 3.0, as condi¢cdes propostas no
protocolo da New England Biolabs e apresentada na Tabela 2.0.

Tabela 2- CondicGes experimentais para as enzimas Bst 2.0 e Bst 3.0 na mistura reacional

Bst 2.0 Bst 3.0
Reagentes Concentracéo da mistura reacional
F3eB3 0,2 UM 0,2 UM
FIPe BIP 1,6 uM 1.6 yM
LFe LB 0,8 UM 0,8 UM
Tampao 1X 1X
MgSO, 8 mM 8 mM
dNTP 0,2 mM 1,4 mM
Betaina 05M -
Super Script 1,6 U/uL -
RNase 0,16 U/uL -
DTT 2 mM -
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Bst 1,0 U/pL 0,64 U/uL

RNA 1,0 ng/ pL 1,0 ng/ pL

Nesse estudo, foram avaliados tempos de reagéo de 30, 45 e 60 minutos para
ambas as enzimas. As reacdes foram realizadas em papel, e incubadas a 65 °C. Ap6s
o0 término da reacdo, os dispositivos foram abertos, sendo-lhes adicionado 10 pL do
intercalador SYBR Green (1:100 em PEG) e as imagens foram adquiridas utilizando-
se do fotodocumentador e, posteriormente, analisadas pelo software ImageJ. Os
resultados sdo apresentados na Figura 23.
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Figura 23 — Estudo da utilizacdo das enzimas Bst 2.0 e Bst 3.0 em tempos de reacdo de 30, 45 e 60
minutos no substrato de papel.

Pela analise dos resultados, constatou-se o potencial de amplificacdo da
enzima Bst 3.0 na reducdo do tempo necessario para obtencdo dos produtos de
amplificacdo, sendo possivel o sucesso de 100% dos ensaios (n=5) com 45 minutos
de reacdo. O comportamento da Bst 2.0 foi concordante com o trabalho de Oliveira e
colaboradores (2017), possibilitando a deteccdo somente aos 60 minutos de reacao.
Observa-se ainda a necessidade de utilizagdo de concentracGes mais altas da Bst 2.0

(1 U puL™) para a realizacdo da RT-LAMP em papel, enquanto que a utilizagdo da Bst
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3.0 permite a utilizagdo de concentracdes mais baixas (0,64 U pL™), diminuindo os

custos com a reagéo.

4.3 Avaliagdo do dispositivo de Fita Deslizante para realizacdo da
RT-LAMP

Apobs a otimizacdo dos parametros experimentais para a realizacdo da RT-
LAMP em substrato de papel, buscou-se melhorar o dispositivo, deixando-o de mais
facil operacdo, de modo a facilitar a adicdo dos reagentes e a deteccdo visual.
Inicialmente, o dispositivo de PeT para acomodar o substrato de papel tinha seu
reservatorio vedado com fita adesiva para evitar evaporacdo da solugédo e ao final da
reacdo a fita era retirada e o dispositivo aberto para retirada do papel e realizacdo da
deteccdo visual. Para facilitar a operacédo, desenvolveu-se o dispositivo de PeT de fita
deslizante, onde o substrato de papel é fixado na extremidade da fita que desliza
dentro da plataforma para duas regides diferentes: a posicdo 1 na qual o papel é
alinhado com o reservatorio para adi¢do dos reagentes, e a posicdo 2 que corresponde
a regido fechada do dispositivo para prevenir a evapora¢do da solugdo durante o
aquecimento da reacédo, dispensando nesse caso 0 uso de fita adesiva para vedar o

reservatorio (Figura 24).

Posicao 1 Fita deslizante

:

Posicio 2 Crificio de entrada de selugio

Figura 24 — Esquema das posi¢Bes do dispositivo de fita deslizante. Posi¢do 1 refere-se & regido de
adicdo dos reagentes e a posi¢do 2 a regido de prevencdo da evaporacdo durante o aquecimento da
reacao.
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Primeiramente buscou-se entdo avaliar a eficiéncia do dispositivo em evitar a
evaporagdo da solucdo. Para isso, foram realizados testes adicionando-se 5, 10 e 15
uL de &gua ao disco de papel, sendo este submetido as condi¢cGes de aquecimento da
RT-LAMP. Observou-se ao final do experimento, que a utilizacdo de um volume de 5
uL fez com que o papel secasse completamente, evidenciando a perda total da agua
por evaporagdo. Utilizando 15 pL, observou-se ao final do tempo de incubagéo o
comprometimento da mobilidade da fita deslizante no interior do dispositivo, devido
a aderéncia da fita deslizante as camadas internas do topo e da base. A utilizacdo de
10 pL demonstrou ser o volume ideal, pois permitiu que o disco de papel continuasse

Umido apds o aquecimento, sem comprometer a mobilidade da fita deslizante.

Em seguida, procedeu-se a quantificacdo do volume de solucdo evaporada
durante os 45 minutos de aquecimento, determinando-se a variacdo da massa de dgua
adicionada ao disco de papel, antes e depois de ser submetido ao aquecimento
(Figura 25). Para isso, inicialmente, determinou-se a massa do dispositivo de fita
deslizante. Na sequencia, 10 pL de dgua foram adicionados ao disco de papel e a fita
deslizante foi empurrada para o interior do dispositivo (posicdo 2), sendo
determinada a massa do dispositivo juntamente com a massa de dgua adicionada.
Posteriormente, o dispositivo foi submetido ao aquecimento a 65 °C por 45 minutos
e apos esse processo determinou-se novamente a massa do dispositivo para verificar

a quantidade de &gua perdida durante o aguecimento.
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Figura 25 — Resisténcia a evaporacdo pelo dispositivo de fita deslizante ao ser submetido a 65°C por
45 minutos, permitindo a retencdo de aproximadamente 75% da massa de agua adicionada
inicialmente (n=5).

Na figura acima pode-se observar a diferenca da massa de agua antes e apos o
aquecimento do dispositivo, sendo constatada a evaporacdo da solugdo, que ocorre
devido o dispositivo ndo ser totalmente vedado do meio externo. Contudo, a
configuracdo do dispositivo de fita deslizante demonstrou ser capaz de manter
solucdo no disco de papel apd6s o aquecimento, apresentando potencial para a
realizacdo da RT-LAMP. Observou-se que o dispositivo de fita deslizante ao ser
aquecido, reteve em média 75% da massa de agua adicionada, permitindo que o

disco de papel continuasse umido apds o aquecimento.

4.3.1 Realizacdo da RT-LAMP no dispositivo de fita deslizante

Apos verificacdo dos fatores que poderiam comprometer a utilizacdo do
dispositivo de fita deslizante, precedeu-se a realizacdo da RT-LAMP para deteccdo de
DENV-1 e ZIKV diretamente nesse dispositivo. Foram realizadas reacfes positivas e
negativas em triplicata. Para isso, foram empregadas as mesmas condicGes de reacao

expressas na Tabela 2 para a enzima Bst 3.0. Para deteccdo dos virus DENV-1 e
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ZIKV separadamente na plataforma, 10 pL da mistura reacional foram adicionados
ao papel puxando a fita deslizante para a posicdo 1 (papel alinhado com o
reservatorio). Em seguida, a fita deslizante foi empurrada para a posi¢do 2 (regido
fechada) para o aquecimento da reacdo. As reacdes foram incubadas a 65 °C por 45
minutos e apos o tempo de incubacdo, a fita deslizante foi puxada para posicao 1
para permitir a adi¢do do intercalador ao disco de papel. Na sequéncia, os discos de
papel foram submetidos a radiacdo UV, sendo a fluorescéncia capturados pela cAmera
de um smartphone. A Figura 26 mostra a deteccdo do DENV-1 e a Figura 27 mostra
a deteccdo do ZIKV. As reacdes superiores sao as reacdes negativas e as inferiores as
reacOes positivas, para ambas as figuras.

Reacdes negativas

Reacdes positivas

Figura 26 — Resultados da RT-LAMP no dispositivo de fita deslizante para detec¢do do DENV-1.

Reacoes negativas

Reacoes positivas

Figura 27 - Resultados da RT-LAMP no dispositivo de fita deslizante, para detec¢do do ZIKV.

A partir do sucesso da RT-LAMP diretamente no dispositivo de fita deslizante
observou-se que mesmo com a ocorréncia da evaporacdo de parte da solugdo foi
possivel a utilizacdo deste dispositivo para deteccdo do DENV-1e do ZIKV. Ao fim

da reacdo foi possivel observar concordancia entre os ensaios realizados em triplicata
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e a diferenciacdo entre as reacOes positivas e negativas, verificadas visualmente pela

adicdo do intercalador.

4.3.2 Deteccao off-chip — Eletroforese em Gel

Nesse estudo 0s ensaios positivos foram realizados em triplicata no
dispositivo de fita deslizante, nas mesmas condic¢des descritas na Tabela 2 (para a Bst
3.0) e submetidos ao aquecimento a 65 °C por 45 minutos. Apés o término da reacéo,
efetuou-se a extracdo dos produtos dos discos de papel e as respectivas solugoes

foram analisadas por eletroforese em gel de agarose.

Na Figura 28 é possivel observar no gel de agarose os fragmentos de DNA
amplificados na RT-LAMP. Este experimento confirma que a fluorescéncia
produzida na deteccdo visual on-chip é de fato proveniente da amplificacdo do DNA
via RT-LAMP.

M1 2 3

Figura 28- Analise da extracdo pés-amplificacdo por eletroforese em gel de agarose. M- marcador; 1-
3 ensaios positivos.
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4.3.3 Sensibilidade da RT-LAMP em papel

Para avaliar o potencial da RT-LAMP em papel partindo de um RNA alvo,
testes variando a quantidade de RNA por reacdo foram realizados. As reagdes foram
realizadas a partir de concentracdes iniciais de RNA que variaram de 10°— 1 ng L’
! Observa-se na Figura 29 que foi possivel detectar a presenca do ZIKV em baixas
concentragdes, como 10° ng uL™, no entanto, com essa concentragdo 0s ensaios nao
foram reprodutiveis, amplificando apenas 1 das 4 reacdes realizadas. A concentracdo
minima do ZIKV que permitiu a deteccdo em todos os ensaios utilizando o
dispositivo de fita deslizante foi de 10™ ng pL™ de RNA na mistura reacional, que
corresponde a 0,1 pg uL™,
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Figura 29- Limite de detec¢do do ZIKV por RT-LAMP nos dispositivos de fita deslizante.

A LAMP realizada em microdispostivo de PeT por Oliveira e colaboradores
(20017) para deteccdo de E.coli apresentou um limite de deteccéo de 1 fg uL™. ART-
LAMP em papel apresentou um limite de detec¢do 100 vezes maior, porém devemos
reforcar que a amplificacdo de DNA a partir de RNA alvo necessita da conversdo do
RNA a cDNA, através da reacdo de transcricdo reversa. Essa deve ser a possivel
causa do aumento do limite de deteccdo neste trabalho, uma vez que ndo temos como
quantificar a eficiéncia da reacdo de conversdao do RNA. Além disso, amostras de
RNA sdo muito mais sensiveis a degradacdo do que amostras de DNA. A
instabilidade € devida, principalmente, a existéncia de enzimas ribonucleases

(RNases), presentes no sangue, em tecidos, bactérias, na pele humana e em particulas
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de poeira. As RNases sdo enzimas muito ativas, resistentes ao calor e de dificil

inativagdo porque ndo precisam de cofatores para o desempenho de suas atividades.

Connelly e colaboradores (2015) também realizaram a LAMP em substrato
de papel. Quando comparamos nossos resultados com os resultados obtidos por eles
observamos novamente um aumento de 100 vezes no limite de deteccdo. Porém,
como no caso anteriormente citado, eles realizaram a LAMP a partir de DNA de
E.coli enquanto nds detectamos a presenca de RNA viral através da RT-LAMP.

Os principais trabalhos, descritos na literatura, baseados na realizacdo da RT-
LAMP para deteccdo do ZIKV relatam a obtencdo de limites de deteccdo entre 107'-
10° ng pL? (CALVERT et al., 2017; YAREN et al., 2017; SINGH et al., 2018;
SABALZA et al., 2018). Nesses trabalhos a reagdo ocorreu diretamente em
microtubos de polipropileno (do tipo Eppendorf) sendo a reacdo detectada por meio

da utilizag&o de corantes colorimétricos e por eletroforese em gel de agarose.

4.3.4 RT-LAMP com amostras complexas

Com o intuito de eliminar a necessidade de etapas prévias de extracdo do
RNA viral e consequentemente obter reducdo do custo e do tempo total necessario
para adquirir os resultados, efetuou-se um estudo visando a possibilidade de
utilizacdo direta do soro contendo o DENV ou ZIKV. Dessa forma, as reacdes
positivas foram adicionadas aliquotas de 2 UL de soro para a realizacéo direta da RT-
LAMP, incubadas a 65 °C por 45 minutos. Apds a submissdo dos discos de papel a
radiacdo UV, tendo-se previamente adicionada a solucéo do intercalador, foi possivel
observar a ocorréncia de fluorescéncia nos ensaios positivos contendo soro de
pacientes infectados pelo DENV-1 (Figura 30). Esse resultado confirma a
possibilidade de reducdo do custo e do tempo para aquisi¢do de resultados, uma vez

que permite a eliminacdo das etapas de extracdo e purificacdo do RNA.
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Negativo Soro

Figura 30 — Confirmacdo da possibilidade de utilizacdo de amostras complexas, como o soro de
pacientes infectados pelo DENV-1, para realizacdo da RT-LAMP.

A possibilidade de utilizagdo do dispositivo de fita deslizante diretamente em
amostras complexas traz como beneficios ndo sé a reducdo do tempo necessario para
a realizacéo do diagnostico molecular, mas também abre uma gama de possibilidades
para a utilizacdo dessa metodologia de amplificacdo e deteccdo, como por exemplo, a
sua aplicacdo no ponto de atendimento. A possibilidade de combinacdo da RT-LAMP
com substratos simples e de baixo custo, como o papel, facilita sua utilizacdo no
ponto de atendimento, ou seja, a realizacdo de diagnosticos de doencas infecciosas
fora do ambiente laboratorial, possibilitando a detec¢é@o de casos precoces de doencas

infecciosas e encaminhamento correto do paciente ao tratamento.
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5. CONCLUSOES

A realizacdo da RT-LAMP no papel FTA demonstrou ser um método simples
e de baixo custo, que permitiu o diagndstico molecular rapido de doencas infecciosas
como a dengue e zika. Devido a simplicidade operacional e por ndo necessitar de
instrumentacdo sofisticada, a RT-LAMP realizada em papel pode ser uma ferramenta
importante para o diagnostico de doencas infecciosas no ponto de atendimento em

locais de dificil acesso e com pouca infraestrutura.

A avaliagdo do uso de diferente papeis para a realizacdo e detecgdo da RT-
LAMP demonstrou que nem todo tipo papel pode ser utilizado para essa finalidade,
pois alguns papéis apresentam fluorescéncia com adi¢cdo do intercalador mesmo na
auséncia de DNA. Os tratamentos que dao origem ao papel FTA conseguem inibir a
interacdo entre a celulose e o intercalador, e a fluorescéncia produzida sdo referentes

a interacdo DNA-intercalador.

A utilizacdo do PEG como solvente para a solugédo do intercalador permitiu a
obtencdo de fluorescéncia imediata e mais intensa quando comparada a utilizacdo de
agua como solvente na diluicio do SYBR Green. O aumento da viscosidade
provocou 0 aumento da intensidade da fluorescéncia e a sua observacdo imediata,
devido a diminuicdo do numero de colisdes das moléculas do intercalador, e

consequente reducdo do efeito de supresséo colisional, que reduz a fluorescéncia.

Através dos ensaios de otimizacao, foi possivel a reducdo do tempo de reacao
de 60 para 45 minutos devido ao uso da enzima Bst 3.0 que possui maior atividade de
deslocamento e sintese de fitas complementares e elimina a necessidade de utilizacéo
de outros reagentes como betaina, Superctript, RNase e DTT, diminuindo o custo
reacional. Com a reducdo do tempo de reacdo, o tempo total para obtencdo dos
resultados, apds a pipetagem, foi de 46 minutos (45 minutos de reacdo + 1 minuto

para detecc¢do visual).

O dispositivo de fita deslizante demonstrou ser uma plataforma capaz de
integrar eficientemente as etapas de amplificacdo e deteccdo visual. Embora tenha

sido observada a ocorréncia de evaporagdo da solucéo no dispositivo, 0 mesmo ainda
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reteve aproximadamente 75 % da solucdo adicionada, garantindo as condigdes
necessarias a realizacdo da RT-LAMP. A utilizacdo do dispositivo de fita deslizante
permitiu ainda um limite de deteccdo na ordem de 0,1 pg pL™ de RNA na mistura
reacional, que se situa proxima aos valores descritos na literatura para RT-LAMP. A
possibilidade de utilizacdo direta de amostras complexas, como o0 soro, para a
realizacdo da RT-LAMP permite a reducdo do tempo total para obtencdo dos
resultados, uma vez que as etapas prévias de extracdo e purificacdo de RNA ndo sdo

necessarias.
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