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RESUMO

Os virus da dengue (DENV) e da zika (ZIKV) sao arbovirus transmitidos aos
seres humanos através da picada de mosquitos do género Aedes, sendo que as
infeccbes causadas por estes arbovirus apresentam sintomas semelhantes e
muitas vezes reacdes cruzadas nos testes diagnosticos. A incidéncia desses
virus € majoritariamente em locais de recursos escassos, Nos quais nem sempre
h& infraestrutura laboratorial sofisticada e profissionais especializados para
realizar um diagnostico preciso, confiavel e diferencial. Nesse sentido, surge a
necessidade de métodos diagnosticos que sejam simples de serem realizados,
economicamente viaveis, de alta confiabilidade e que permitam que o
diagnostico seja feito no proprio local de necessidade (point-of-care-tests,
POCT). Neste trabalho, foram desenvolvidos dois métodos para a deteccéo dos
virus da dengue e zika a partir de amostras reais de pacientes infectados através
da reacao de transcricdo reversa seguida da amplificacdo isotérmica de DNA
mediada por loop (RT-LAMP) em um microdispositivo descartavel de poliéster-
toner (PeT). As reacdes foram controladas termicamente com um termobloco e
em 10 min foi possivel detectar o ZIKV e em 15 min o DENV. A deteccéo foi feita
ao final do periodo de incubacado ou por eletroforese em gel (deteccéo off-chip)
ou por deteccdo visual no chip (deteccdo on-chip) através da adicdo de
intercalador de DNA. Os resultados demonstraram que é possivel detectar o
virus da dengue e da zika através de uma reacdo de RT-LAMP diretamente nas
amostras dos pacientes infectados com o0s virus, sem a necessidade de uma
etapa de extracdo prévia de RNA. O sucesso da RT-LAMP foi confirmado em
reagdes iniciadas com 200 copias de RNA uL! para o DENV e com 0,2 cépias
de RNA pL? para o ZIKV. A RT-LAMP realizada no microdispositivo de PeT
demonstrou ser um método simples e de baixo custo que permitiu a deteccao
rapida dos virus com alta confiabilidade e com grande potencial para aplicacdes

nas situacoes de point-of-care.

Palavras chaves: RT-LAMP, dispositivos de PeT, arbovirus, diagndéstico

molecular, point-of-care.
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ABSTRACT

Arboviruses such as dengue virus (DENV) and zika virus (ZIKV) are transmitted
to humans through the bite of Aedes mosquitoes. Infections with arboviruses
presents similar symptoms and commonly cross reactions. The incidence of
these viruses emerges in general in resource limited settings, where
sophisticated laboratory infrastructure and trained professionals to make an
accurate, reliable and differential diagnosis are not available. Hence, a diagnostic
method that are simple, cost effective, reliable and point of care applicable is
necessary. In this study we develop assays for the detection of arbovirus in real
sample from infected patients by a reverse transcription reaction followed by a
loop-mediated isothermal amplification of DNA (RT-LAMP) in a polyester toner
(PeT) disposable microdevice. The reactions were thermally controlled with a
thermoblock and in 10 min it was possible to detect the ZIKV and in 15 min it was
possible to detect the DENV. At the end of the incubation time, detection was
performed or by electrophoresis (off-chip detection) or a DNA fluorescent dye
was added for on-chip detection (on-chip detection). Our results demonstrated
that it is possible to detect DENV and ZIKV through an RT-LAMP assay directly
on samples from infected patients, without a previous RNA extraction step. The
success of RT-LAMP was confirmed in reactions initiated with 200 copies of RNA
pL* for dengue and 0.2 copies of RNA L for Zika virus. RT-LAMP performed
on the PeT microdevice is a simple and inexpensive method that allows for rapid
detection of dengue virus with high reliability and great potential for point-of-care
applications.

Keywords: RT-LAMP, PeT microdevice, arbovirus, molecular diagnosis, point-

of-care.
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CAPITULO 1-INTRODUCAO GERAL



1.1.1 Testes laboratoriais para infeccdes virais

Os testes laboratoriais utilizados para detectar as infecgdes virais podem
ser realizados partindo de diferentes principios, como por exemplo a
identificacdo do virus, ou a identificacdo dos componentes virais, através da
medida da resposta imunolégica do hospedeiro ao virus, ou pela combinacao
destes testes. (Mardekian & Roberts, 2015) Para a realizacao destes testes, em
geral uma amostra do paciente (sangue, urina ou saliva por exemplo) é coletada
e processada. No caso de testes moleculares envolvendo virus RNA, (acido
ribonucleico), o RNA viral (vVRNA) deve ser extraido da amostra e geralmente
purificado para transcricdo reversa (RT) e subsequente amplificagdo do DNA
complementar (cDNA). Em ensaios soroldgicos, normalmente € necessaria
apenas a diluicdo da amostra do paciente. Os ensaios de deteccao de anticorpos
detectam a presenca de anticorpos especificos (Imunoglobulina M-IgM,
Imunoglobulina G-IgG) produzidos pelo organismo em resposta a infeccao,
enquanto os ensaios de deteccdo de antigenos detectam proteinas virais
secretadas por células infectadas. (Pianka, et al., 2017)

1.1.1.1 Métodos Soroldgicos: deteccédo de anticorpos/antigenos por ELISA

O preparo de amostras para ensaios soroldgicos geralmente exige
centrifugacdo das amostras dos pacientes e posterior diluicdo. Ensaios de
imunoabsorcao enzimatica (ELISA) sdo usados para deteccdo de anticorpos e
antigenos. Existem varias modalidades diferentes de ensaios ELISA, mas o
principio de funcionamento é o mesmo: primeiro o alvo € imobilizado em uma
placa, direta ou indiretamente, a um anticorpo de captura. Em seguida, o alvo é
detectado com um conjugado de enzima de deteccado de anticorpo primario (liga-
se diretamente ao alvo) ou secundario (liga-se a um anticorpo que esta ligado ao
alvo). (Pianka, et al., 2017)

A maioria dos testes de deteccao de anticorpos sao usados para detectar
imunoglobulinas G ou M especificas para virus, que sdo anticorpos produzidos
pelo organismo em resposta a infecgdo. O método ELISA é o método sorologico
mais difundido para diagndésticos virais. No entanto, dependendo do estagio da

infeccdo, pode ndo haver ainda um aumento significativo desses anticorpos.



Assim, uma quantidade maior de amostra pode ser necessaria para confirmar os
resultados, além da possibilidade de ocorrer reac¢des cruzadas de anticorpos de
outros virus, representando uma possivel fonte de falso-positivos. (Guzman, et
al., 2010) Desta forma, este ensaio ndo proporciona um diagndstico precoce da
infeccdo, podendo apresentar resultados positivos apenas 7 dias ap6s o inicio
dos sintomas. Além disso, os testes baseados em ELISA, que requerem
equipamentos robustos e profissionais treinados, foram projetados para analisar
um grande numero de amostras simultaneamente, sendo portanto mais
adequados para um laboratério de testes centralizado do que as aplicacbes em
point-of-care (POC). (Peeling, et al., 2010)

A deteccdo da glicoproteina ndo estrutural NS1 pode ser feita nos
primeiros dias de infec¢cdo (fase aguda da infeccdo). Nesse estagio, a
glicoproteina passa a ser expressa na superficie das células infectadas e
também é secretada para a circulagéo sanguinea e a deteccéo pode ser feita no
sangue do paciente infectado, no soro, plasma e outros tecidos. (Alcon, et al.,
2002) (Libraty, et al., 2002) Entretanto, a deteccdo da glicoproteina NS1 sé é
eficiente se for ser feita em amostras de pacientes coletadas nos cinco primeiros
dias de infeccdo. Além disso, outra desvantagem apresentada na deteccao
através da glicoproteina NS1 é que a mesma nao permite a distingdo entre 0s
sorotipos. (WHO, 2016)

1.1.1.2 Isolamento do Virus

O virus pode ser isolado pela inoculacdo de amostras em mosquitos
(vetores), cultura de células ou inoculacdo intracerebral de camundongos em
aleitamento. As amostras (sangue, soro, plasma ou até mesmo tecidos) devem
ser coletadas dos pacientes ainda na fase aguda da infeccdo viral. Existem
evidéncias de que as taxas de isolamento do virus no sangue total sdo
consideravelmente mais altas do que as taxas de isolamento do soro ou plasma.
Para diferenciagdo do sorotipo do virus, sdo utilizados ensaios de
imunofluorescéncia usando anticorpos monoclonais especificos para o sorotipo.
(Peeling, et al., 2010)

O isolamento do virus é considerado o teste mais eficiente para realizar
digandsticos. Entretanto, sdo necessarios pelo menos sete dias para que seja
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concluido, além de necessitar de instrumentacéo sofisticada e ser considerado
um teste de alto custo. Por esses motivos, o isolamento do virus € um ensaio
incompativel de ser realizado em regides de recursos limitados e para aplicacéo

em diagnosticos precoces. (Igarashi, 1978) (Valdez, et al., 2012) (Tesh, 1979)
1.1.2 Diagnosticos Moleculares

Os testes para diagnosticos moleculares sédo notadamente valiosos para
diagnosticos de doencas especialmente na fase aguda da infec¢do, devido aos
altos niveis de VRNA circulante nesta fase, sendo entéo testes importantes para
o diagndstico precoce da doenca Os diagndésticos moleculares para infec¢des
virais sdo aqueles que se baseiam na amplificacdo e deteccdo de acidos
nucleicos (DNA e RNA, acido desoxirribonucleico e acido ribonucleico
respectivamente) de patogenos em amostras bioldgicas dos pacientes
infectados. Estes testes caracterizam-se pela alta sensibilidade e especificidade,
além de serem capazes de distinguir os diferentes sorotipos de virus, sendo
portanto essenciais para controle epidemiolégico. (Pianka, et al., 2017), (Faye,
et al., 2008),

1.1.2.1 Reacédo em Cadeia da Polimerase (PCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR — do inglés Polymerase Chain
Reaction), foi descrita pela primeira vez em 1983 (Mullis, et al., 1986) e
representa o método de amplificacdo de acidos nucleicos (DNA ou cDNA) mais
utilizado e consolidado atualmente. (Lorenz, 2012) A RT-PCR (transcricdo
reversa seguida da reacdo em cadeia da polimerase) é o ensaio molecular
padrdo usado para diagnéstico de doencas virais provenientes de virus RNA.
Uma enzima transcriptase reversa converte o RNA viral em um DNA
complementar (cDNA), que servira de modelo para que a PCR possa prosseguir.
A reacdo de amplificacdo da regido alvo do DNA se da atraves de ciclos de
aguecimento e resfriamento, alternando entre trés temperaturas especificas:
primeiramente uma etapa de desnaturacao da fita de DNA, com um aumento da
temperatura (~95 °C); seguida da etapa de hibridizacdo dos inciadores em suas

regides alvo, com a diminui¢cdo da temperatura (~60 °C) e por ultimo ocorre a



etapa de extensao da fita de DNA, com um novo aumento da temperatura (~72
°C). (Duarte, 2010), (Pianka, et al., 2017).

Essas trés etapas de aquecimento e resfriamento, s&o denominadas um
ciclo de PCR e séo repetidas inumeras vezes (em média de 30 a 35 ciclos)
usualmente em um equipamento denominado termociclador, que é um
equipamento de custo relativamente elevado. Além disso, a PCR € muito
susceptivel a inibidores e desta forma exige uma etapa de extracdo e pré-
purificacdo do acido nucleico. Ainda, ao final da reacdo de amplificacdo é
necessario uma ultima etapa de separacao e deteccédo dos fragmentos de DNA
amplificados. Todos esses passos descritos corroboram para que a PCR seja
uma técnica laboriosa, que consome muito tempo, exige profissionais treinados
e ainda seja considerada financeiramente inacessivel nos laboratérios de
regides onde os recursos séo limitados. (WHO, 2016), (Boon-Teong, et al.,
2013), (Sahni, et al., 2013), (LI, et al., 2011), (Parida, et al., 2005). (Pianka, et al.,
2017)

Outra modalidade da PCR, a chamada PCR em tempo real (real time
PCR) ou PCR quantitativa (QPCR) foi descrita pela primeira vez em 1993 por
Higuchi e seus colaboradores. (Higuchi, et al., 1993) Trata-se de um método
onde o progresso da reacdo da PCR é monitorado em tempo real. De forma que
os dados sédo coletados ao mesmo tempo em que a reacao ocorre e nao apenas
no ponto final. Deste modo, as reacfes sao caracterizadas pelo ciclo em que a
amplificacdo de um DNA alvo é detectada em vez da quantidade de produto de
amplificacdo de DNA que € acumulado no fim. Esse monitoramento da reacéo
foi possivel gracas ao desenvolvimento de sondas através das quais é possivel
fazer a medida da amplificacdo do DNA alvo por meio de detectores de
fluorescéncia incorporados aos termocicladores. (Heid, et al., 1996) Apesar de
bem estabelecida e muito sensivel, a qPCR tem custo substancialmente

elevado, tanto de instrumentacao quanto de reagentes.
1.1.2.2 Métodos Isotérmicos de amplificacéo

Recentemente, o0 uso de técnicas de amplificacdo isotérmica surgiu como
ferramenta de diagndstico molecular promissora para eliminar protocolos

complexos e pouco acessiveis como a PCR. Sem a necessidade de ciclos
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térmicos, os métodos isotérmicos tém sido desenvolvidos e utilizados para o
diagndstico de doencas infecciosas. Dentre as técnicas isotérmicas, destaca-se
aqui a amplificacdo baseada na sequéncia de acidos nucleicos (NASBA), (Wu,
et al., 2001), (Jittmittraphap, et al., 2006) a amplificacdo da polimerase
recombinase (RPA), (Wahed, A. A. E., et al., 2015), (Euler, et al., 2015) e a
amplificacéo isotérmica mediada por loop (LAMP). (Mineiro, et al., 2017), (Yaren,
et al., 2017) Dentre as técnicas isotérmicas de amplificacdo de DNA a LAMP se
tornou a mais popular devido a maior facilidade e simplicidade na sua execucao
(Pianka, et al., 2017), (Notomi, et al., 2000), e € a técnica utilizada neste trabalho

para a deteccao dos virus da dengue e zika.
1.1.2.2.1 Amplificacéo Isotérmica mediada por loop (LAMP)

Dentre os métodos isotérmicos utilizados para diagnostico de doencas
infecciosas, a LAMP é uma técnica que ganha destaque devido ao seu potencial
para superar as limitacdes da PCR. (Notomi, et al., 2000), (Tomita, et al., 2008),
(Lanciotti, et al., 1992), (Seah, et al., 1995) Nos ultimos anos tem-se observado
um crescente aumento nas publicacdées envolvendo a amplificacdo isotérmica
mediada por loop, e apenas no ano de 2018 quase 8000 publica¢des foram feitas
sobre o tema.

A amplificacdo do &cido nucleico na LAMP ocorre através do
deslocamento da fita de DNA, por meio da enzima Bst DNA polimerase e de trés
pares de iniciadores (FIP-forward inner primer e BIP- backward inner primer, F3
e B3 outer primers, LBP e LFP loop primers) que sdo desenhados para
reconhecer seis regides distintas de um gene alvo. A enzima utilizada na LAMP,
a DNA polimerase, é uma enzima que apresenta atividade de deslocamento da
fita de DNA. A Bst DNA Polymerase é a por¢cdo da proteina polimerase de DNA
de Bacillus stearothermophilus que contém a atividade da polimerase 5" — 3’
mas nao tem atividade de exonuclease 5" — 3’. A reagdo LAMP ocorre em duas
etapas, sendo uma primeira ndo ciclica cujo o objetivo € a formacgéo de loops
nas extremidades da fita de DNA, que servirdo de ponto de partida para que
ocorra a proxima etapa da reacao de amplificacéo, a etapa ciclica.

A etapa néao ciclica tem inicio quando o iniciador FIP hibridiza na regiédo
F2c da sequencia alvo e assim direciona a enzima para sintetizar uma fita
complementar. Em seguida, o iniciador F3 reconhce a sua regiéo alvo F3c e ao
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se hibridizar a ela direciona a enzima para iniciar a extengéo da fita. Ao passo
em gue a fita complementar de DNA ¢€ sintetizada, ela é deslocada e nesta fita o
iniciador BIP ira reconhecer sua regido especifica B2c e se hibridizara nela. Em
seguida B3 ira reconhecer a sua regido alvo B3c e provocaré o deslocamento da
fita sintetizada. Ao final, a fita sintetizada apresentard dois loops, um cada
extremidade, como resultado da proximidade das regibes complementares
presentes nos iniciadores FIP e BIP, como observa-se na Figura 1.1. (Notomi, et
al., 2000)

1

a b .. F3cFxFic B1 B2 B3
3 = T ee———t R 5
/ ’,7- .
-
|
Fic
§ F2 2.
- 3 = L ——————l R 5
- S—
g 5'¥ l
F3c F2c Fic B1 B2 B3
= ] 5 3.
T ——— N . - 3 5mm == um = 3
F3 F2 F1 DNAako  BicB2cB Fic F2 F1 BicB2c B3c
B3
.
= = = 3
B2 | - = 5 < \
Bic [BIP] 5
1
5.
Fic B1
-
F1 b
F2c 8182

Figura 1.1: Representacdo esquematica da etapa nao ciclica da amplificacdo isotérmica
medidada por loop (LAMP). Em a) Desenho das seis regifes distintas da sequéncia
alvo, denominadas, F3c, F2c,F1c, B1,B2 e B3 e desenho dos pares internos, FIP e BIP,
e externos, F3 e B3; em b) Inicio da etapa ndo-ciclica Adaptado de (Tomita, et al., 2008)

A Ultima etapa da reacdo, onde atuardo apenas os iniciadores internos,
inicia-se quando o iniciador FIP reconhce a regido F2c presente na extremidade
3’ e direciona a enzima para a sintese da fita complementar. Ao final da sintese,
é formado um intermediario chamado haste-lagco que promove a auto-ativacao
da sintese, como é mostrado na Figura 1.2. Apos a hibridizacdo e formagéo do

loop pela regido Bl e Blc, a sintese é iniciada. Ao formar o intermediario haste-



laco, a fita anteriormente sintetizada pelo iniciador FIP é liberada. A fita simples
liberada € uma repeticdo invertida da estrutura de partida, e é nessa fita invertida
que o iniciador BIP reconhece a regido B2c, esse se hibridiza e sintetiza 0 DNA
formando uma nova fita complementar que apresentara outros haste-lagos que
sdo coOpias alternadas da sequéncia alvo, esses poderdo formar mdultiplas
estruturas devido ao deslocamento das fitas complementares sintetizadas pelo
iniciadores internos. Esses ciclos sao repetidos até que os iniciadores internos

sejam totalmente consumidos. (Notomi, et al., 2000)
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Figura 1.2: Representagdo esquematica das etapa ciclica da LAMP. Adaptado de
(Tomita, et al., 2008)

A LAMP promove uma repeticdo alternadamente invertida da sequéncia
alvo, que se da pelas etapas ciclica e néo-ciclica, devido ao deslocamento da
fita de DNA. Devido a isso, ao final da reacdo sé&o produzidos fragmentos
amplificados de DNA de tamanhos diferentes, apresentando no gel de agarose
um padréo bem diferente da PCR, que apresenta um unico tamanho de amplicon
(fragmento de DNA amplificado). (Notomi, et al., 2000) Além disso, por néo ser



fortemente afetada por inibidores presentes em amostras complexas, a LAMP
pode ser realizada diretamente em uma variedade de amostras, como por
exemplo soro, (Mora-Cardenas & Marcello, 2017) sangue total, (Mansuy, et al.,
2018) urina, (Calvert, et al., 2017) fluido oral (Singh, et al., 2013) e semem
(Musso, et al., 2015). Por esses motivos, ela pode ser aplicada em situacdes e
locais de recursos escassos, ja que nao requer equipamentos sofisticados e nem

uma etapa de preparo da amostra. (Herrada, et al., 2018)

Outras vantagens, como alta sensibilidade e especificidade contribuem
para o uso de LAMP no diagndstico molecular. (Notomi, et al., 2000) Além disso,
os produtos amplificados na LAMP podem ser detectados visualmente através
da turbidez, (Wastling, et al., 2010), (Mori, et al., 2001) fluxo lateral, (Najian, et
al., 2016), (Chowdrya, et al., 2014) e através da fluorescéncia gerada apoés a
adicdo de um intercalador de DNA. (Le, et al., 2012), (lwamoto, et al., 2003),
(Tomita, et al., 2008)



1.1.3 SISTEMAS ANALITICOS MINIATURIZADOS

Ha aproximadamente 25 anos surgiram os primeiros relatos na literatura
cientifica acerca dos sistemas de microanalise total (WTAS), também chamados
de laboratérios em um chip (LOC- do inglés lab on chip), ou dispositivos
microfluidicos. Nos ultimos quinze anos, 0 desenvolvimento desses
microdispositivos se intensificou de modo a produzir dispositivos sofisticados,
com varias etapas de manipulacdo e processamento de amostras que sdo
completamente integradas e geralmente automatizadas. (Culbertson, et al.,
2014)

As principais vantagens de tais dispositivos, além da automacéo, € a
reducdo da quantidade de amostras e reagentes utilizados. Outras vantagens
sdo a grande razao area/volume, que colabora para reduzir o tempo de reacéo,
e o alto controle da manipulacdo de fluidos; que sao vantagens desses
dispositivos. (Haeberle & Zengerle, 2007) Materiais como papel, (Martinez, et al.,
2010) vidro, (Daridon, et al., 2001) polimetilmetacrilato (PMMA), (Liga, et al.,
2016) polidimetilsiloxano (PDMS) (Liu, et al., 2018), poliéster (Pe) (Oliveira, et
al., 2016), (Souza, et al., 2012) entre outros substratos podem ser utilizados para

producédo dos dispositivos.

Inicialmente os dispositivos microfluidicos foram bastante utilizados para
separacfes analiticas e no desenvolvimento de elementos funcionais como
valvulas e bombas, sendo umas das vantagens mais importantes a integracao
de multiplos elementos para a producédo de sistemas completos do tipo sample-
infanswer-out. No entanto, mesmo que nem todos os dispositivos deste tipo
sejam necessariamente sample-infanswer-out, ja sdo encontrados na literatura
diversos microchips que reduzem etapas e permitem 0 processamento de
amostras de forma integrada e automatizada (Culbertson, et al., 2014), (Gan, et
al., 2014)

Esses microdispositivos permitem inumeras aplicagdes em diversas areas
da ciéncia, destacando-se aqui as aplicacdes voltadas para as areas de analises
bioldgicas e biomédicas, especialmente analise de acidos nucleicos. (Gan, et al.,

2014), (Roux, et al., 2014) Esse foco em aplicacdes biologicas esta relacionado
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a capacidade desses dispositivos em manusear com precisdo pequenos
volumes de materiais (ha escala de picolitros), integrar todas as etapas de uma
analise e ainda com a possibilidade de realizar a deteccédo diretamente no

microchip. (Culbertson, et al., 2014)

Embora diversos materiais possam ser utilizados para a fabricacdo dos
microdispositivos, este trabalho utilizou um material polimérico (poliéster), que
além de ser de baixo custo proporciona a fabricacdo simples e r4pida dos
dispositivos.

1.1.3.1 Microdispositivos de poliéster-toner (PeT)

Como alternativa para producao simples e de baixo custo de dispositivos
microlfuidicos, em 2003 Do Lago e seus colaboradores propuseram uma
metodologia para criar um microdispositivo a base de poliéster e toner (PeT). O
grupo do Prof. Do Lago utilizou uma impressora a laser para depositar
diretamente o toner em uma superficie de poliéster e, em seguida laminar os
filmes de poliéster recobertos com toner em uma laminadora de documentos.
(Do Lago, et al., 2003) O toner, um p6 geralmente usado em impressoras a laser
e fotocopiadoras para imprimir textos em papel ou em transparéncias (poliéster),
€ composto por uma base polimérica (acrilato e estireno) e 6xido de ferro (Do
Lago, et al., 2003) ou dioxido de silicio e serve quando aquecido como adeviso
para vedar o dispositivo. (Gabriel, et al., 2013).0 método proposto por Do Lago
e seus colaboradores € considerado um dos protocolos mais simples, rapido e
de baixo custo para se produzir dispositivos microfluidicos. (Culbertson, et al.,
2014) Existem relatos de sucesso na literatura de aplicacfes dos microchips de
poliéster-toner para purificacdo de proteinas, (Yu, et al., 2008 ) extracao de RNA,
(Gimenez, et al., 2017), amplificacdo de DNA (Duarte, et al., 2011), (de Oliveira,
et al., 2017), deteccao de anions inorganicos presentes em amostras ambientais
(Freitas, et al., 2016), preparo e misturacdo de amostras (Liu, et al., 2005),
microrreatores enzimaticos (Liu, et al., 2006), ensaios de fluxo lateral (Souza, et

al., 2012) e (Oliveira, et al., 2014) entre outras aplicacdes.

Um fator limitante no procedimento proposto por Do Lago diz respeito a
profundidade do canal, que dependera da espessura da camada de toner (em

torno de 6 um) depositada pela impressora a laser. Apesar do protocolo
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apresentar notadamente grande potencial para o desenvolvimento de
dispositivos para aplicacdes em eletroforese por exemplo, 0 mesmo nao é
verdadeiro para a fabricacdo de dispositivos em que canais e/ou camaras
reacionais mais profundos sdo necessarios como por exemplo para aplicacdes
bioanaliticas, limitando assim o espectro de aplicagcbes desta tecnologia.
(Gabriel, et al., 2018)

Em 2011, Duarte e seus colaboradores propuseram uma estratégia para
produzir dispositivos de PeT com canais mais profundos. Nessa metodologia, o
procedimento descrito por Do Lago € modificado de maneira a produzir
dispositivos com camaras reacionais mais profundas aumentando a quantidade
de filmes de poliéster-toner utilizada. Para fabricar os microdispositivos, ambas
as faces dos filmes de poliéster sao revestidas com camadas de toner nas quais,
uma cortadora ira cortar seletivamente o desenho desejado. Em seguida, esses
filmes de poliéster-toner intermediarios sdo alinhados com uma base (camada
inferior) e um topo (camada superior) de poliéster, sendo que no topo sdo
recortados furos que servem para dar acesso aos reagentes. Apos alinhados os
filmes podem ser laminados e o dispositivo microfluidico estara pronto para uso.
(Duarte, et al., 2011)

Através dessa proposta foi possivel produzir canais e/ou camaras com
diferentes profundidades utilizando varias camadas de transparéncias.
Associando a facilidade de producdo dos dispositivos, 0s materiais de baixo
custo de fabricacdo, a possibilidade de integrar diferentes dominios e a
possibilidade de automacéo, os sistemas microfluidicos de andlise feitos com
poliéster-toner permitem o desenvolvimento de microdispositivos portateis que
podem ser levados aos locais onde se encontram as amostras, apresentando
assim grande potencial para diagndsticos em situacbes de point-of-care.
(Thompson, et al., 2015), (Duarte, et al., 2011)
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1.1.4 INFECCOES POR ARBOVIRUS

Este trabalho propde a deteccdo rapida, precisa e individual de dois
arbovirus (dengue e zika) visando o diagndéstico precoce dessas infeccoes.
Arbovirus é o nome dado aos virus cujo genoma geralmente contém um acido
ribonucleico (RNA) e que sdo transmitidos aos seres humanos atravées de
artrépodes, principalmente mosquitos e carrapatos. Até recentemente, apenas
alguns arbovirus haviam causado doencas humanas clinicamente significativas,
incluindo alfavirus transmitidos por mosquitos, como chikungunya, e flavivirus,
como dengue, zika e Nilo Ocidental. Historicamente, o arbovirus mais relevante
€ o virus da febre amarela, que foi a primeira causa viral reconhecida de febre

hemorragica epidémica mortal. (Fauci & Morens, 2016)

No cenario atual, diante da globalizacdo e consequente aumento da
urbanizagdo, viagens internacionais e das mudancas climaticas aumentando o
alcance dos mosquitos Aedes, a exposicdo humana a estes mosquitos estd em
ascensdo. Deste modo, as infecc¢des virais transmitidas por mosquitos Aedes
vem se intensificando em regibes endémicas e historicamente ndo expostas a
esse virus. Um exemplo foi a epidemia generalizada de ZIKV nas Américas nos
anos de 2015 e 2016. (Campbell, et al., 2015) Segundo a Organizacao Mundial
da Saude (OMS) é estimado que a exposicdo aos trés virus transmitidos por
mosquitos Aedes- Zika (ZIKV), Dengue (DENV) e Chikungunya (CHIKV) -
provavelmente aumentardo ainda mais no préximo século. (WHO, 2015)

Os Flavivirus, como o virus da zika (ZIKV) e o virus da dengue (DENV),
sdo virus que contém no genoma uma fita simples de acido ribonucleico (RNA).
O genoma codifica uma poliproteina que em seguida é processada em sete
proténas nao estruturais (NS) e em trés proteinas estruturais, como mostrado na

Figura 1.3 abaixo.
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Figura 1.3: Representacdo do genoma de um Flavivirus. Adaptado de (Pianka, et al.,
2017)

Essas infeccbes virais, como as de dengue, zika e chukungunya,
apresentam sobreposi¢do de sintomas clinicos e de distribuicdo geografica. Um
diagnéstico baseado somente nas informagfes clinicas se torna bastante
comprometido diante dessas semelhancas, necessitando entdo de ferramentas
laboratoriais eficientes para um diagndstico diferencial, confiavel e preciso.
Nesse sentido surge a necessidade de métodos diagndsticos que sejam simples
de serem realizados, economicamente viaveis, de alta confiabilidade e que
permitam que o diagndstico seja feito no préprio local de necessidade (point-of-
care-tests POCT). (Pianka, et al., 2017)

1.1.4.1. Dengue

A dengue é uma doenca febril, transmitida aos seres humanos através da
picada dos mosquitos do género Aedes, especialmente Aedes aegypti e Aedes
albopictus que estejam infectados com o virus e é a principal doenca transmitida
por mosquitos. (WHO, 2016) Os virus da dengue (DENV) séo particulas virais
esféricas cujo genoma consiste em uma fita simples de RNA de polaridade

positiva e aproximadamente 11 kilobases, (Poloni, et al., 2016)

Até entdo, eram conhecidos apenas quatro sorotipos do virus da dengue,
DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, no entanto em 2013 o sorotipo 5 (DENV-
5) do virus foi identificado por Dennis Normile. (Normile, 2013) Cada um desses

sorotipos apresenta uma resposta imune diferente, entretanto sao
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geneticamente semelhantes compartilhando aproximadamente 65% de sua
sequéncia gendémica. (Darwish, et al., 2017) A infecc&o por um sorotipo do virus
da dengue fornecera imunidade aquele sorotipo especifico, mas ndo para os
demais. Além disso, € bem comum que também ocorra reacdes cruzadas,
podendo ter consequéncias graves, com casos extremos levando a morte.
(WHO, 2016)

Nos ultimos 40 anos, a incidéncia e a distribuicdo geografica dos casos
de dengue aumentaram significativamente em muitos paises, particularmente
naqueles com climas tropicais e subtropicais. (Racloz, et al., 2012) A dengue
atingiu um alcance global nas ultimas décadas. O DENV é especialmente
prevalente na América Central e do Sul e no sul e sudeste da Asia. Estima-se
que haja 390 milhdes de infeccbes por dengue por ano, das quais
aproximadamente 96 milh8es sédo sintométicas. (Bhatt, et al., 2013) As infec¢bes
secundéarias com um sorotipo diferente estdo ligadas ao aumento do risco de
febre hemorragica com potencial risco de morte se 0s pacientes ndo receberem

diagnéstico e cuidados adequados. (Pianka, et al., 2017)
1.1.4.2 Zika

O zika virus (ZIKV) é um virus cujo acido nucleico € um RNA de sentido
positivo com um genoma contendo 10,7 kilobases (kb). Pertencente a familia
Flaviviridae, o arbovirus foi isolado pela primeira vez em 1947 em um macaco-
Rhesus na floresta Zika na Uganda e pode ser transmitido através dos mosquitos
do género Aedes. A infecgdo em seres humanos foi reportada pela primeira vez
na Nigéria, (NMacNamara, 1954) entretanto, até 2007, foram relatados apenas
casos esporadicos de infeccdo em seres humanos associados ao ZIKV. (Araujo,
et al., 2016)

Em 2015, o ZIKV foi detectado no Brasil pela primeira vez. Em seguida,
novos casos foram reportados em outros paises da América do Sul e na América
Central. (Faria, et al., 2016). Esse surto ocorrido em 2015 revelou uma ligacéo
entre o ZIKV e casos mais graves de problemas neurologicos (microcefalia) em
recém-nascidos de maes infectadas com o virus durante a gravidez, (Calvert, et
al., 2017); (Song, et al., 2016) anormalidades fetais (como microcefalia),

cegueira congénita e sindrome de Guillain-Barré (Mora-Cardenas & Marcello,
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2017). A transmissdo do virus pode também ocorrer por via sexual,
possivelmente por transfusdo de sangue e da mée para o bebé por transmissao
transplacentaria ou durante o proprio processo de parto (M, et al., 2014), (Tian,
et al., 2016), (Calvert, et al., 2017), (Song, et al., 2016), (Musso, 2015)

O ZIKV pode ser detectado no soro (Mora-Cardenas & Marcello, 2017);
(Calvert, et al., 2017), saliva (Musso, et al., 2015b); (Barzon, et al., 2018) plasma
(Barzon, et al., 2018); (Mansuy, et al., 2018) urina (Mora-Cardenas & Marcello,
2017); (Calvert, et al., 2017); (Barzon, et al., 2018); (Mansuy, et al., 2018) sangue
(Mansuy, et al., 2018); (Matheus, et al., 2017) secrec¢des vaginais (Murray, et al.,
2017) e em outros tecidos por métodos diretos, como isolamento de virus,
deteccdo gendmica e antigénica, ou por métodos indiretos, como o0s testes

sorolégicos. (Winkler & Peterson, 2017)

A maioria dos casos de infecgéo pelo ZIKV nédo apresentam sintomas (em
80% dos casos). Em casos sintomaticos, os sintomas ndo mostram
especificidade para infeccdo pelo ZIKV, mas sinais como febre, dor nas
articulacbes, mialgia e cefaleia que sdo comuns a outras infeccdes por arbovirus
como as com dengue e chikungunya, por exemplo. (Musso, et al., 2015a),
(Winkler & Peterson, 2017), (Yaren, 2017)
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CAPITULO 2-DETECCAO DO VIRUS DA
DENGUE
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2.1 INTRODUCAO

O diagndstico preciso, confiavel, diferencial e na fase inicial (fase aguda)
da infeccdo pelo virus da dengue (DENV) é fundamental diante do risco de
agravamentos da doenca com potencial risco de morte. Os sintomas de cada
paciente pode variar muito indo de uma febre leve até uma febre hemorragica.
Muitos pacientes que apresentam sintomas leves acabam n&o recebendo
tratamento adequado e por muitas vezes ndo recebem o diagnostico de infeccao
por DENV. Outro fator agravante € a infeccdo secundaria com um sorotipo do
DENV diferente da primeira infeccdo, aumentando ainda mais as complicacfes

e 0s riscos de morte. (Patterson, et al., 2016)

A infeccédo é geralmente dividida em trés fases: a fase febril, a fase critica
e a fase de recuperacgdo. A primeira fase, a febril, dura em média de 2 a 7 dias;
sendo que € neste estagio que o paciente ira apresentar os sintomas nao
especificos, como: febre, erupcéo cutanea, mialgia e artralgia. Nessa etapa, 0
tratamento da infeccao € realizado da mesma maneira que é feito para outras
infeccdes de arbovirus como zika e chikungunya. A maioria dos pacientes se
recuperam na fase febril e apenas 5% passam para o proximo estagio da
infeccédo, a fase critica. A segunda fase da infeccéo, dura por volta de 1 a 2 dias
e é caracterizado pelo retorno as temperaturas normais e evidéncia de
hemorragia e vazamento de plasma, levando a perda de volume plasmatico, que
se manifesta clinicamente desde edema leve até sintomas mais graves com risco
de morte. Um tratamento antecipado e/ou durante a fase critica de maneira
adequada (com uso de fluidos e gerenciamento de sintomas por exemplo) pode
reduzir os riscos de complicagbes graves. Dados apontam que um tratamento
adequado pode reduzir as taxas de mortalidade dos casos graves de 20% para
1%. (JavierCarod-Artal, et al., 2013), (WHO, 2016)

Nesse sentido, diagnosticar precocemente pacientes com infeccdes pelo
DENV permite o gerenciamento da infecgédo viral ainda em sua fase inicial.
Possibilitando que os profissionais possam tratar de maneira adequada o
possivel inicio da fase critica, minimizando a necessidade de atendimento de

emergéncia e atingindo resultados mais eficientes. Esta deteccdo precoce é
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especialmente importante em locais onde 0s recursos sdo escassos. (Ranjit &
Kissoon, 2011), (Elling, et al., 2013)

Portanto, este trabalho prop6e o desenvolvimento de uma metodologia
para o diagnostico preciso e precoce da infec¢cao causada pelo virus da dengue,
através da amplificacé@o isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP) de modo
gue a metodologia apresentada tenha potencial para aplicagbes no point-of-
care, tanto para o diagnoéstico clinico quanto para estudos e controle

epidemioldgicos.
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2.2 OBJETIVOS

2.2.10bjetivo geral

O objetivo geral deste trabalho € detectar o virus da dengue em amostras
de soro de pacientes infectados, por transcri¢cao reversa seguida da amplificagéo
isotérmica de DNA mediada por loop (RT-LAMP) em um microdispositivo
descartavel e de baixo custo de poliéster-toner (PeT) para aplicacdo em

situacdes de point-of care.
2.2.2 Objetivos especificos

e Otimizar as condicbes experimentais para detec¢do do virus da dengue
nos microdispositivos de poliéster-toner.

e Realizar a deteccdo do virus da dengue (DENV-4) diretamente em
amostras complexas, isto €, sem a necessidade da etapa prévia de pré-

purificacdo do acido nucleico.

e Separar os fragmentos amplificados pela RT-LAMP por eletroforese em

gel de agarose.

e Realizar a deteccdo visual dos produtos amplificados diretamente nos
microdispositivos utilizando um intercalador de DNA (SybrGreen 1).

e Avaliar o limite de deteccédo da reacao nos dispositivos microfluidicos.
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2.3PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

2.3.1 Materiais, reagentes e solugdes

A agua padréo biologia molecular (livre de DNase, RNase e Protease), o
etanol, hidrocloreto de Guanidina e o SYBR Green | foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St Louis, MO). PoweUpTM SYBR® foi obtida junto a Applied Biosystems,
(Austin City,USA). A GoTag® Green Master Mix, contendo a enzima Taq DNA
polimerase, desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP’s), o reagente ditiotreitol
(DTT), as enzimas SuperScriptTM Ill Reverse Transcriptase e RNase Out foram
obtidos juntos a Invitrogen/Life Technologies (Foster City, CA). O padrdao de
tamanhos de DNA 1000 bp DNA ladder foi adquirido junto a Applied Biological
Materials Inc. (Viking Way, Canada). Albumina de soro bovina (BSA) foi obtida
junto a Amersham/GE Healthcare. A proteinase K (20 mg mL™1) foi obtida da
Qiagen (Valéncia, CA). Os reagentes Tris(hidroximetil)laminometano (Tris) e
etilenodiaminotetracético (EDTA) foram obtidos junto a Vetec/Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). Triton X-100 foi adquirido junto a Usb Corporation (Cleveland, OH).
Os iniciadores foram obtidos da IDT (San Diego, CA). A enzima Bst DNA
polimerase 2.0, Bst DNA polimerase 3.0 e sulfato de magnésio (MgSO4) foram
adquiridos junto a New England Biolabs (Ipswich, MA). Os filmes de poliéster
(transparéncia) foram adquiridos da 3 M, modelo CG 5000 (Austin, TX) e

Multilaser, modelo InkJet film (Sao Paulo, SP).
2.3.2. Amostras de pacientes infectados

As amostras foram obtidas de pacientes com infec¢des confirmadas pelo
DENV-4 durante a epidemia no Brasil em 2013. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Materno Infantil, com protocolo n°
17/2012, e pelo Setor de Ensino e Pesquisa da Secretaria Municipal de Saude
de Goiania, que autorizou o estudo nas unidades publicas de saude. Os casos
de infecgdo com DENV-4 foram confirmados previamente nas amostras por RT-
PCR. Todas as experiéncias foram realizadas em conformidade com as
diretrizes exigidas nacionalmente, seguindo as resolu¢cées CNS 466/12 e CNS

441/11, e em conformidade com as diretrizes institucionais.
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2.3.3 Extracéo do acido nucleico, sintese do cDNA e qPCR

Para a quantificacdo da carga viral nas amostras reais, o0 RNA das
amostras de soro dos pacientes infectados com o DENV foi extraido por extracédo
dindmica de RNA em fase sélida (dSPE). (Gimenez, et al., 2017) O RNA foi
eluido em &gua livre de RNAse e armazenado a -80 ° C. A transcri¢cdo reversa
do RNA viral a DNA complementar (cDNA) foi feita usando um iniciador
especifico R (5-TCCACCTGAGACTCCTTCCA-3 ) e com a enzima
Transcriptase Reversa SuperScript® Ill. A reagdo de transcricdo reversa foi
realizada a 48 °C por 1 h. O cDNA assim obtido foi utilizado como molde para a
PCR em tempo real (QPCR). PoweUpTM SYBR® Master Mix foi utilizado em
todas as gPCRs. Cada reacao foi feita com 40 nM de iniciador direto (R: 5'-
TCCACCTGAGACTCCTTCCA-3) e 40 nM de iniciador reverso (F: 5'-
TTGTCCTAATGATGCTAGTCG-3') num volume final de 20 pL. As misturas de
PCR foram incubadas a 95 °C durante 10 min e 40 ciclos de 95 °C durante 15 s
e 60 °C durante 1 min utilizando o sistema de PCR em tempo real Applied
Biosystems Life. Foi feita uma diluicdo seriada dos fragmentos do gene gBlock®
(5™
TTGTCCTAATGATGCACGTGGCCGCCTACGGAATGCGATGCGTAGGGGTG
GGGAACAGAGACTTTGTGGAAGGAGTCTCAGGTGGA-3’) para gerar uma
curva padréo (SC) para quantificacdo absoluta (20 a 2 x 10* cépias de RNA viral)
e obtencéo do ponto CT do inglés Cycle threshold - Limiar da fase exponencial -
denominado na literatura como o numero de ciclos necessarios para que a
fluorescéncia da reacao seja detectavel. (Heid, et al., 1996) Os dados obtidos
pela PCR em tempo real foram analisados usando o sistema StepOnePlus ™ de

Applied Biosystems.
2.3.4 Fabricacdo dos microdispositivos de PeT

Os microchips PeT foram fabricados usando um protocolo de impressao,
corte e laminacdo (PCL) ja anteriormente descrito. (Duarte, et al., 2011) As
camadas inferior e superior do microdispositivo sdo apenas filmes de poliéster,
sendo que no filme superior ha furos pré-cortados que servem para dar acesso
para a camara reacional. As camadas intermediadas sédo folhas de poliéster

recobertas com toner em ambos os lados usando uma impressora a laser (HP
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laser Jet P4014n). O design da camara foi desenhado usando o software
CorelDraw 11.0, e a camara foi criada cortando a microcamara com uma
cortadora a laser CO2 de 50 watts (Red Sail Laser/M550). A microcamara foi
projetada para ter 7 mm de comprimento, 2 mm de largura e 350 pm de
profundidade, com capacidade de volume interno de 5 pL. As camadas inferior,
superior e intermediarias foram alinhadas e laminadas em conjunto utilizando
uma laminadora (230c-A4) operando a 160 °C, como mostrado a seguir na

Figura 2.1.

\

>‘ laminagio ’
J

Figura 2.1: Representacao das etapas de fabricacdo dos microdispositivos de poliéster-
toner.

2.3.5 Amplificacdo do RNA do virus da dengue por RT- LAMP no microchip
de PeT

As sequ éncias de iniciadores usados para RT-LAMP na deteccédo de
DENV-4, gue foi descrita por Hu e seus colaboradores (Hu, et al., 2015) sdo

mostradas na Tabela 2.1.

Tabela 2.1. Sequéncias de inicadores desenhados para o DENV-4 usados na RT-LAMP

Iniciador 523
F3 GCTCCTTTCGAGAGTGAAG
B3 AGTACAGCTTCCTCCTGG
FIP CGTTATTGGCGGAGCTACAGGGAGGCTATTGAAGTCA
GGC
BIP GGAGGCGTTAAATTCCCAGGGGTCTCCTCTAACCGCTA
GT
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LFP CAGCACGGTTTGCTCAAG

LBP CTGTACGCGTGGCATATTG

A mistura reacional para RT-LAMP com 5 pL de volume final foi preparada
em microtubo com as seguintes concentragdes: 0,1 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 (LFP e LBP); MgSO4 6 mM; 1,4 mM de dNTP; 0,24 mg mL* de BSA;
0,96 U yL™ " de Bst 2.0 ou 0,64 U yL~ ' de Bst DNA polimerase 3.0; 0,5 yL de
tampao de amplificacéo isotérmica 10x (Tris-HCI 20 mM, KC1 10 mM, (NH4)2SO4
10 mM, MgSOa4 2 mM, Triton X-100 a 0,1%) e quantidades varidveis de amostra
de RNA ou soro de pacientes infectados. Em rea¢des usando Bst 2.0, a adicéo
de 0,024 mM DTT, 1,6 U uL* SuperScript Reverse Transcriptase™ llI, 0,32 U.uL
1 RNase OUT™ foi necessaria. Antes da reacdo, as microcamaras foram
passivadas com BSA (5,0 mg mL™ '), como descrito anteriormente. (de Oliveira,
et al., 2017)

ApoOs a passivagcdo, a camara foi preenchida por forca capilar com
aproximadamente 5 pL da solucdo da mistura reacional. A evaporacdo da
solucdo foi impedida cobrindo ambos os reservatérios com 6leo mineral. A
reacdo contendo o alvo e a reacdo negativa (auséncia de RNA do virus da
dengue) foram colocados em um termobloco (Major Science, Saratoga, CA) a 72
°C por 15 min, seguido de aquecimento a 80 °C por 2 min para desativacao da
enzima. No final do tempo de incubacao, ou a solucao foi removida do microchip
com o auxilio de uma micropipeta para realizar a eletroforese em gel ou foi
adicionado 0,5 uL do intercalador fluorescente de DNA- SYBR Green |- (1:10)
para deteccdo visual diretamente no microdispositivo, como mostrado na

esquema da Figura 2.2.
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Intercalador fluorescente de DNA ' s

1. Inser¢ao dos reagentes 2. RT-LAMP 3. Detecgao

Figura 2.2. llustragéo esquematica das principais etapas de amplificagéo e deteccdo
do DENV por RT-LAMP no microdispositivo PeT.Adaptado de (Mendes, et al., 2019)

2.3.6 Andlise dos fragmentos amplificados por RT-LAMP em gel de agarose

Para a detecc¢éoo off-chip, a eletroforese em gel utilizando gel de agarose
a 2% em tampao Tris-borato-EDTA (TBE) a 0,5% separou o DNA amplificado.
A corrida eletroforética foi realizada em 0,5% de tampé&o TBE com condic¢des de
potencial de 90 V, variando de 30 a 115 minutos. Apds o tempo da corrida
eletroforética, as bandas de DNA foram visualizadas através de um
transiluminador UV acoplado a um sistema de fotodocumentagdo (GE

Healthcare LifeSciences).
2.3.7 Deteccéo Visual

Para a deteccao direta no microchip, 0,5 uL de SYBR Green | (1:10) foi
adicionado diretamente a microcamera no final da reagdo. A camara de reacao
foi exposta a uma iluminagéo de lampada UV (320 nm) e as imagens foram

capturadas com um smartphone.
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2.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Um trabalho anterior do nosso grupo demonstrou pela primeira vez que
os dispositivos PeT podem ser usados para amplificacdo de DNA por LAMP. (de
Oliveira, et al., 2017) De Oliveira e colaboradores demonstraram a amplificacéo
do gene malB do DNA da E. coli com alta sensibilidade nos dispositivos
descartaveis de PeT. Neste mesmo trabalho De Oliveira demonstrou a
necessidade de passivar as superficies internas da camara reacianal para evitar
a adsorcao de reagentes da LAMP na superficie da microcamara. Os melhores
resultados de Oliveira e colaboradores (de Oliveira, et al., 2017) foram obtidos
através da passivacdo prévia com BSA na concentracdo de 0,6 mg mL™. O
mesmo estudo também observou a importancia de controlar a razdo A/V para
melhorar a eficiéncia da reacdo de amplificacdo. Os resultados mostraram que
a melhor relacdo A/V foi de 6 mm? uL™! (dimensGes do canal: 7 mm de
comprimento, 2 mm de largura e 0,35 mm de profundidade). A camara reacional
nestas dimensdes tem uma capacidade de 5 pL. Em relacdo ao microdispositivo,
as dimensfes da camara reacional, a razao A/V e a passivacdo anteriormente
otimizados no trabalho de Oliveira e colaboradores (de Oliveira, et al., 2017)
foram mantidas no presente trabalho. Aqui, 0 método anteriormente descrito
para deteccdo de DNA através da LAMP foi adaptado pela primeira vez para um
teste de RT-LAMP para deteccdo de RNA viral no microchip de PeT usando
amostras reais de soro de pacientes infectados com DENV-4. O diagndstico
molecular alternativo para deteccdo de patégenos contendo RNA em amostras
bioldgicas tem importancia crucial para a saude publica, pois existem numerosos
patdgenos cujos genomas consistem em uma fita simples de RNA, a exemplo
dos virus da dengue (Parida, et al., 2005), zika (Tian, et al., 2016), influenza
(Chen, et al., 2008) e HIV (Curtis, et al., 2008). O ensaio utilizando amostras que
contém RNA é mais complicado que o feito para amostras de DNA porque o RNA
apresenta estabilidade inferior ao DNA. Apesar dos desafios da analise feita com
0 RNA, nossos resultados mostraram que o RNA foi compativel com substratos
usados na fabricacdo de microchips, e que o RNA nao foi degradado por
RNases. Além disso, o diagnostico molecular envolvendo amplificagédo de DNA
a partir de uma amostra de RNA requer a etapa de transcricao reversa para

converter o RNA em cDNA. Neste trabalho, realizamos a conversao de RNA a
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cDNA e a amplificacdo do DNA em uma Unica etapa, através do uso de uma

enzima Bst que possui atividade de transcri¢do reversa, a Bst 3.0.
2.4.1 Comparagéo entre as enzimas Bst 2.0 e Bst 3.0

Atualmente existem diferentes versdes da Bst DNA polimerase, como a
Bst 2.0 e a Bst 3.0, por exemplo. Inicalmente, os experimentos deste trabalho
foram feitos usando a versédo 2.0. A enzima Bst 2.0 apresenta uma velocidade
de amplificacdo, rendimento, tolerancia a sais e termoestabilidade melhorados
em comparacdo com a Bst DNA polimerase tipo selvagem. A Bst 2.0 foi
desenvolvida para reacdes de LAMP e pode ser usada para reacdes RT-LAMP,
desde que uma enzima transcriptase reversa seja adicionada ao meio reacional.
A deteccao de alvos de RNA ¢é realizada pela simples adicdo de uma enzima
transcriptase reversa a reacédo da LAMP. Outra versdo da Bst desenvolvida para
RT-LAMP, Bst 3.0, apresenta melhorias na velocidade de amplificacao,
tolerancia a inibidores, termoestabilidade e incorporacdo de dNTP. A Bst 3.0
também exibe uma atividade de transcriptase reversa significativamente maior
gue a verséao anterior e pode ser usada diretamente para reacdes de RT-LAMP
como uma enzima unica.

Desta forma, como o virus da dengue é um virus de RNA, o uso da Bst
2.0 requer uma enzima transcriptase extra na mistura reacional. Quando a
enzima foi alterada para a Bst 3.0, essa adigdo ndo foi mais necesséria. Os
experimentos mostraram que a concentracdo de Bst 3.0 necessaria para
produzir quantidades detectaveis de fragmentos de DNA em gel de agarose ou
através da deteccéo visual pode ser reduzida de 0,96 U yL™ para 0,64 U pL™,
indicando que uma menor concentracdo desta enzima é suficiente, devido a sua
forte atividade de deslocamento da fita. Além disso, observou-se que apés 15
min de reacdo ja é possivel obter quantidades detectaveis de DNA no gel de
agarose quando a enzima Bst 3.0 foi utilizada. Em contraste, o uso da Bst 2.0
exigiu 60 min de tempo de incubacéo para permitir a visualizacdo de quantidades
detectaveis de DNA em gel de agarose (Figura 2.3). Portanto, o uso da enzima
Bst 3.0 reduz o custo da reacdo, uma vez que nao requer o uso de uma enzima
transcriptase extra, necessita de uma menor concentracao de enzima e também

fornece resultados em tempos mais curtos. Como a Bst 3.0 requer um tempo
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menor para a reacdo de amplificacdo, € uma candidata ideal para métodos de

diagnésticos rapidos.

300 bp

100 bp

Figura 2.3: Monitoramento por eletroforese em gel do sucesso da amplificacédo
utilizando soro de pacientes infectados com DENV-4 por RT-LAMP em microchips
de PeT com as enzimas Bst 2.0 e Bst 3.0 a diferentes tempos de aquecimento da
reagdo. Em ambos os painéis: M) Marcador de tamanho de DNA Invitrogen de 1 kb.
Em 1) controle negativo (sem o alvo) 15 min; 2-3 amostras de soro dos pacientes
infectados com DENV-4 com aquecimento de: 2) 15 min; 3) 20 min; 5) controle
negativo (sem o alvo) 60 min; 6-8 amostras de soro dos pacientes infectados com
DENV-4 com aquecimento de:; 6) 30 min; 7) 45 min; 8) 60 min.

2.4.2 Limite de detecgdo por RT-LAMP em microdispositivos de PeT

partindo de amostras de soro de pacientes infectados com DENV-4

Com o objetivo de avaliar o limite de deteccao do virus da dengue por RT-
LAMP no microchip de PeT em amostras reais, a reacdo de amplificacdo foi
realizada com amostras de soro de pacientes infectados com DENV-4,
quantificado previamente por qPCR. A carga viral média das amostras foi de
7200 copias de RNA pL™! para amostra no terceiro dia apds o inicio dos
sintomas. As reacdes com as amostras de soro diluidos em série variaram de
500 a 2 x10* de cépias iniciais de RNA por reacdo. Os resultados mostraram que
a plataforma PeT permitiu a deteccdo dos produtos de amplificacdo no gel de

agarose a partir de reacdes iniciadas com 200 cépias de RNA pL™* na mistura
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reacional, o que significa 0,8 fg uL™* ou 24,3 fM de RNA na mistura reacional

300 bp

100 bp

Figura 2.4 Eletroforese em gel de agarose determinando o limite de detecg&o
realizado off-chip para analise de DENV-4 por RT-LAMP. Pocos: M) Marcador de
tamanho de DNA Invitrogen de 1 kb; 1) Controle negativo (amostra de soro de
paciente saudavel); 2) 10000 copias; 3) 5000 copias; 4) 1000 copias; 5) 500 cépias
de RNA por microchip (5 pL).

No estudo anterior sobre a amplificacdo por LAMP nos microchips de PeT,
o limite de deteccdo encontrado foi de 1 fg uL™' de DNA da bactéria E. coli com
60 minutos de reacdao, a partir de amostra pré-purificada de DNA. (de Oliveira, et
al.,, 2017) No presente estudo, a amplificacdo por RT-LAMP foi realizada
diretamente de amostras de soro sem a etapa de pré-purificacdo do RNA em 15
min de incubag&do com um limite de detecgdo de 0,8 fg uL™" ou 24,3 fM. Outros
estudos com RT-LAMP para a deteccao do virus da dengue encontraram valores
menores de limite de deteccdo, mas a maioria deles foi realizada a partir da
amostra de RNA pré-purificada e geralmente com tempos de reacdo mais
longos. Nosso limite de deteccéo relativamente alto do RNA alvo na amostra de
soro pode estar relacionado a presenca de proteinas, ribonucleases (Rnases) e
outros compostos presentes em amostras de soro de pacientes humanos, em
comparacdo ao RNA/DNA sintético. (Hagan, et al., 2008) Kim e seus
colaboradores (Kim, et al., 2018) detectaram o virus DENV a partir de amostras
pré-purificadas de RNA em 25 min de incubacdo em microtubos com limite de

deteccdo de 3,5 copias/uL. Em 2013, Lo e colaboradores (Lo, et al.,, 2013)
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detectaram os amplicons (fragmentos de DNA amplificados) da RT-LAMP em
dispositivos baseados em substratos de papel tendo como alvo o RNA dengue
virus, o limite de deteccéo obtido foi de 300 ng mL~" em reacGes com duragdo
de 60 min. Lau et al. (Lau, et al., 2015) relataram um ensaio de RT-LAMP em
microtubo detectando 10 cépias de RNA/uL de DENV em reacdes de 45 min. Lu
e seus colaboradores (Lu, et al., 2012) detectaram 12 cépias do RNA do virus
da dengue por reacdo com incubacao de 90 min da reacdo RT-LAMP.

Embora o limite de deteccao obtido aqui ndo seja tdo baixo quanto o de
outros métodos, nosso método apresenta vantagens claras. Podemos destacar
i) baixo volume de amostra (0,2 pL de amostra de soro por reacao), ii) baixo
consumo de reagentes (<5 L), iii) curto tempo de reacdo (15 min), iv) auséncia
de extracdo de RNA, v) deteccéao visual diretamente no chip, vi) dispositivo de
baixo custo (menos de $ 1) e descartavel, vii) adequado para aplicacbes em
ponto de atendimento (point-of-care). Tais caracteristicas tornam esta
metodologia altamente atraente para o diagndstico molecular da dengue, uma
vez que esse limite de deteccdo (200 cépias de RNA pL™) é suficiente para
realizar um diagndstico confiavel da doenca ainda no estagio inicial da doenca,

ja no primeiro dia dos sintomas. (Duyen, et al., 2011)
2.4.3 Deteccéo Visual

Como uma alternativa a deteccao por eletroforese em gel (off- chip), que
leva um longo tempo (cerca de 60 min) para obter o resultado final, realizou-se
a deteccdao visual diretamente no chip (on-chip) usando um intercalador de DNA.
Na presenca de DNA, a solucdo exibe fluorescéncia verde brilhante apés a
adicao do intercalador (SYBER Green I). A deteccao no chip reduziu o tempo de
deteccdo de 60 min para 2 min e ainda sem a necessidade de equipamentos
sofisticados, usando apenas uma fonte de luz UV e um celular smartphone para
captura de imagem, permitindo uma analise quantitativa. A intensidade de
fluorescéncia da solucédo diminuiu com a diminuicdo da concentracao inicial de
RNA, como mostrado na Figura 2.5. A deteccao visual mostrada na Figura 2.5
foi realizada a partir de amostras de soro de pacientes infectados com DENV-4
com diluicdo serial variando de 2 x10* a 500 cépias de RNA por reacdo. A
deteccdo visual no chip permitiu a confirmacao de reagdes positivas com até 200
copias de RNA uL™ (0,8 fg uL™* de RNA na mistura reacional). Estes resultados
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coincidem com a intensidade dos fragmentos de DNA amplificados mostrados

por separacéao eletroforética no gel de agarose (Figura 2.4).

Figura 2.5: Deteccéo visual realizada no chip. 1) 20000 cépias 2) 10000 cépias; 3) 5000
copias; 4) 1000 cépias; 5) 500 copias de RNA da amostra de soro de pacientes
infectados; 6) Controle negativo (amostra de soro de paciente saudavel).

A andlise da fluorescéncia é considerada util para métodos de deteccéo
rapidos e simples. O uso do intercalador fluorescente permite a quantificacdo do
produto de amplificagdo em tempo real (Lucchi, et al., 2010), (Ahmad, et al.,
2011), (Peng, et al., 2013), (Seok, et al., 2017) ou por anélise de dados de
imagem. (de Oliveira, et al.,, 2017), (Oliveira, et al., 2016) Aqui, a analise de
imagem permitiu uma rapida analise quantitativa. As imagens foram avaliadas
usando o programa Imaged. Primeiro, a intensidade da cor verde da camara
reacional foi medida através de uma analise RGB (do inglés: red-vermelho,
green-verde, blue-azul). A Figura 2.6 mostra um comportamento razoavelmente
linear, com R? = 0,9574, da intensidade de fluorescéncia verde versus o nimero

de cépias iniciais de RNA
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Figura 2.6. Analise digital das imagens da camara reacional pelo software ImageJ
para correlagdo quantitativa da intensidade de fluorescéncia verde (n = 6).

Para tentar melhorar a linearidade e sensibilidade dos dados, construimos
uma curva utilizando a cor como variavel, através do célculo da razdo de
intensidade verde/azul, também obtidos através do sistema de cores RGB. A
Figura 2.7 mostra o comportamento linear, com R? = 0,9825, do nimero de
cOpias iniciais de RNA versus relacdo verde/azul. Essa alteracdo causou uma
melhoria na sensibilidade da reacdo. A deteccdo visual demonstrou ser uma
excelente alternativa a eletroforese em gel para obter resultados rapidos,

reduzindo o tempo de deteccéo de 60 min para 2 min.
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Figura 2.7: Andlise digital das imagens das microcamaras reacionais pelo software
ImageJ para correlacdo semiquantitativa da intensidade de fluorescéncia da relagéo
verde/azul (n = 6).

Métodos moleculares em plataformas portateis sdo uma ferramenta
importante no diagnostico precoce da dengue, pois séo rapidos, precisos e de
baixo custo. O diagnéstico molecular usando a RT-LAMP nos dispositivos de
PeT é capaz de detectar o virus mesmo em amostras com carga viral
relativamente baixa. Além disso, apresenta aplicabilidade relevante no
diagnostico diferencial da infeccdo por outros arbovirus, como zika e
chikungunya, que atualmente € considerada a maior dificuldade clinica devido a
similaridade dos sintomas clinicos. O diagndéstico precoce da dengue pode
auxiliar no tratamento adequado da doenca e na reducao da taxa de mortalidade
dos pacientes antes do inicio das complicacBes. Diagnostico precoce significa
detectar a doencga no estégio inicial da progressdo. Em geral, a duracdo média
da viremia é de sete dias, no entanto, a carga viral maxima € observada entre o
primeiro e o terceiro dia do inicio dos sintomas. Embora a interferéncia de
diferentes fatores na progressao da infeccdo, relacionada ao virus e/ou ao
hospedeiro, possam afetar a carga viral, durante os primeiros trés dias de
infec¢do a carga viral permanece relativamente constante, tendo um valor médio
de 1,0 x10° copias de RNA mL1, independentemente do sorotipo. (Ben-Shachar,
et al., 2016) Considerando este valor médio de copias de RNA encontradas no
soro do hospedeiro infectado no primeiro dia de sintomas, apenas 0,001 pL de

soro do paciente por reagdo/chip seriam necessarios para uma reacao positiva
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segunda nossa metodologia. Assim, mesmo que o hospedeiro tenha uma carga
viral inferior ao valor médio encontrado habitualmente no inicio da infeccéo
(como foi o caso da amostra avaliada neste estudo - 7,2 x 108 cépias mL™?), 0,2
UL de soro € mais que o suficiente para o diagnéstico, o que representa um
volume muito pequeno de amostra. Portanto, a RT-LAMP é uma ferramenta
importante que pode ser realizada em amostras coletadas imediatamente apés
o inicio dos sintomas, permitindo o diagndstico nos estagios iniciais, quando os

métodos soroldgicos ainda sdo negativos.

Uma desvantagem da LAMP, importante de se ressaltar aqui, € que a
reacdo é facilmente sujeita a contaminacdo com o0s amplicons, gerando
resultados falso-positivos. A fim de assegurar resultados corretos, devem ser
usados procedimentos adequados de controle de contaminacéo. Neste trabalho
foram utilizados diferentes equipamentos e ambientes laboratoriais para reacoes
negativas e positivas. Desta forma, eliminamos e/ou reduzimos ao minimo 0s

resultados falso-positivos.
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2.5 CONCLUSAO

A reacdo RT-LAMP realizada nas plataformas de PeT demonstrou ser
uma técnica economicamente viavel, simples, rapida e precisa para a deteccéo
do virus da dengue. Os ensaios realizados no microdispositivo de PeT, permitiu
detectar amplicons em reacées que iniciaram com 0,8 fg uL= de RNA ou 200
copias pL* de RNA tanto para deteccéo off-chip (por eletroforese em gel) quanto
para deteccdo diretamente no chip (deteccéo visual). A vantagem da deteccdo
visual promovida pela LAMP ¢ a obtencéo de resultados rapidos, eliminando a
necessidade da eletroforese. Além disso, este trabalho mostrou que o uso da
enzima Bst 3.0 reduziu o tempo de reagéo para 15 min e ainda permitiu 0 uso
de apenas uma enzima para realizar a transcri¢cao reversa e a amplificacdo em
uma Unica etapa partindo de amostras de soro de pacientes infectados com o

virus.

Um teste rapido capaz de confirmar a infeccdo precoce da dengue pode
evitar testes dispendiosos e caros como os métodos moleculares convencionais.
O diagnéstico molecular convencional da dengue envolve a reacdo em cadeia
da polimerase ap0s transcricao reversa (RT-PCR) seguida por uma semi-nested
PCR, e por fim a eletroforese em gel. Este método requer uma amostra de RNA
pré-purificada, e assim, uma etapa preliminar deve ser realizada para remover
substancias inibidoras (por exemplo, proteinas) geralmente presentes em
amostras biolégicas. Em contraste, a RT-LAMP nao é significativamente afetada
pela presenca de inibidores e aqui mostramos que ela pode ser realizada
diretamente em amostras complexas, eliminando a etapa de purificagdo do RNA.
Portanto, enquanto uma metodologia convencional de diagndéstico molecular
para dengue levaria pelo menos 300 minutos (incluindo a etapa de eletroforese),
a metodologia desenvolvida neste trabalho mostrou que é possivel realizar um
diagnéstico molecular de dengue em 17 min (incluindo a deteccéo visual) usando
apenas 0,2 pL em média de soro de pacientes infectados com o virus da dengue.
Além disso, um teste usando a metodologia desenvolvida para o dispositivo de
PeT custa menos de $1 (incluindo microchip e reagentes). Em relacdo a

instrumentacdo necessaria, um teste convencional de PCR requer
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instrumentacdo que custa mais de US$ 5.000 enquanto que a instrumentacao
utilizada para LAMP custa menos de US$ 1.000.

Realizar a reacdo de RT-LAMP em um microchip descartavel e de baixo
custo é um primeiro passo na aplicacdo de diagnésticos moleculares em point-
of-care. Devido ao funcionamento simples, possibilidade de ser realizada em
uma Unica etapa e ainda dispensar a necessidade de instrumentacgéo sofisticada,
a RT-LAMP realizada nos microdispositivos de PeT tem se mostrado uma
ferramenta valiosa para o diagnéstico molecular da dengue, apresentando um
grande potencial para aplica¢des para diagnésticos e estudos epidemiolégicos,

especialmente em paises em desenvolvimento.
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CAPITULO 3-DETECCAOQO DE ZIKA
VIRUS
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3.1INTRODUCAO

A principal relevancia do diagnéstico rapido, preciso e diferencial da
infeccdo causada por zika virus (ZIKV) é o monitoramento dos possiveis efeitos
neuropaticos do virus em seres humanos e a orientacdo dos pacientes acerca
da transmissdo sexual e vertical (mée-feto), além dos riscos teratogénicos
associados a infeccdo. Os sintomas, que em média duram uma semana,
apresentam-se de forma leve e geralmente séo erupcgdes cultaneas associadas
a pelo menos outros dois sintomas, como febre, dores musculares, dores de
cabeca e conjuntivite. Na maioria das vezes nao é necessaria a hospitalizacao
dos pacientes infectados por ZIKV. (WHO, 2016), (loos, et al., 2014).

Ainda que a infeccdo pelo ZIKV apresente sintomas leves e na maioria
das vezes facilmente trataveis, uma das implicagdes clinicas mais significativas
da infec¢do pelo ZIKV é o mecanismo de transmissdo vertical e seus efeitos
teratogénicos, denominado Sindrome da Zika Congénita. A manifestacao
primaria dessa sindrome é a microcefalia, definida como uma condicao rara que
descreve um feto ou bebé com uma circunferéncia da cabeca menor que o
esperado para a idade (dois a trés desvios padrdo abaixo da média ajustada por
idade/sexo). (Chan, et al., 2016), (Moore, et al., 2017), (Miranda-Filho, et al.,
2016)

Durante a epidemia de zika ocorrida no Brasil em 2015, a
extraordinariamente alta incidéncia de microcefalia estava ligada a infecc¢ao pré-
natal por ZIKV em 32% dos casos examinados de microcefalia. (Boeuf, et al.,
2016) Segundo um estudo realizado neste mesmo ano com gestantes, foi
descoberto que 42% dos bebés vivos nascidos de maes afetadas pelo ZIKV
apresentaram anormalidades, incluindo a microcefalia. Ja para o grupo de
mulheres gravidas nao infectadas pelo ZIKV apenas 5,3 % dos bebés nasceram
com anormalidades. (Brasil, et al., 2016)

Portanto, um diagnéstico diferencial da infecéo € o que ira permitir que os
médicos aconselhem melhor as pacientes sobre qualquer risco na gravidez por
transmissao vertical. Um teste diagndstico que seja rapido, preciso e diferencial

é fundamental para minimizar a disseminagéo da infecgéo pelo ZIKV e minimizar
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as graves consequéncias a saude e os efeitos teratogénicos da Sindrome do
Zika Congénita. (Boeuf, et al., 2016)

Para além dos casos de microcefalia, o diagnéstico diferencial da infeccéo
de zika € crucial para monitorar, quantificar e conscientizar o publico sobre os
efeitos neuropaticos da infeccdo por ZIKV. (WHO, 2016) A principal implicacdo
clinica neuropética da infeccdo com o ZIKV é o possivel desenvolvimento da
sindrome de Guillain-Barré (GBS-do inglés Guillain-Barré Syndrome). A SGB é
uma doenca imune que é caracterizada por causar parestesia dos membros,
fraqueza, dor e dimunuigao dos reflexos. (Winer, 2001) Os sintomas aparecem
de duas a quatro semanas apos a infeccao pelo virus, sendo que geralmente o0s
pacientes apresentam fragueza muscular simétrica nos membros inferiores. Em
seguida, a fraqueza pode se espalhar para os bragos, musculos truncais, nervos
cranianos e musculos respiratorios. Os sintomas geralmente tendem a aumentar
por véarias semanas. O periodo de recuperacdo pode levar meses ou
possivelmente anos. (Asbury & Cornblath, 1990), (NINDS, 2011)

Diagnosticar rapida e diferencialmente um paciente com infeccao por
ZIKV pode contribuir com os profissionais da area da saude para diagnosticar a
Sindrome de Guillain-Barré precocemente. Levando em consideracéo a rapidez
do progresso da doenca e as potenciais graves consequéncias, a confirmacéo
da infecccdo e o tratamento precoce da Sindrome de Guillain-Barré podem
mitigar agravamentos da doenc¢a e melhorar o progndstico a longo prazo. (dos
Santos, et al., 2016)

Portanto, neste trabalho é proposto o desenvolvimento de uma
metodologia rapida e precisa para detectar o ZIKV em amostras complexas de
pacientes infectados, através da transcricdo reversa seguida da amplificacédo
isotérmica de DNA mediada por loop (RT-LAMP) em dispositivos microfluidicos
de poliéster-toner, de maneira que a metodologia desenvolvida apresente

potencial para aplicacdes no point-of-care, e controle epidemiologico.
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3.2. OBJETIVOS

3.2.10Dbjetivo geral

O objetivo geral deste trabalho é detectar ZIKV em amostras complexas

de pacientes infectados, por amplificacdo isotérmica mediada por loop pos

transcricao reversa (RT-LAMP) em um microdispositivo descartavel e de baixo

custo de poliéster-toner (PeT) para aplicagBes em situacdes de poin-of-care.

3.2.20bjetivos especificos

Otimizar as condicdes experimentais para deteccdo do ZIKV nos
microdispositivos de poliéster-toner.

Realizar a deteccdo do ZIKV diretamente em amostras complexas, ou
seja, sem a necessidade da etapa prévia de pré-purificacdo do acido

nucleico.

Separar os fragmentos amplificados pela RT-LAMP por eletroforese em

gel de agarose.

Realizar a deteccdo visual dos produtos amplificados diretamente nos

microdispositivos utilizando um corante intercalador de DNA (SybrGreen

).

Avaliar o limite de deteccdo e a especificidade da reacdo nos

microdispositivos.
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3.3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1 Materiais, reagentes e solugdes

A agua padréo biologia molecular (livre de DNase, RNase e Protease), 0
etanol, hidrocloreto de Guanidina e SYBR Green | foram adquiridos da Sigma-
Aldrich (St Louis, MO). A GoTag® Green Master Mix, contendo a enzima Taq
DNA polymerase e desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP’s) foram obtidos
juntos a Invitrogen/Life Technologies (Foster City, CA). O padrdo de tamanhos
de DNA 1000 bp DNA ladder foi adquirido junto a Applied Biological Materials
Inc. (Viking Way, Canada). A albumina de soro bovina (BSA) foi obtida junto a
Amersham/GE Healthcare. A proteinase K (20 mg mL™?) foi obtida da Qiagen
(Valéncia, CA). Os reagentes Tris(hidroximetillaminometano (Tris) e
etilenodiaminotetracético (EDTA) foram obtidos junto a Vetec/Sigma-Aldrich (St
Louis, MO). Triton X-100 foi adquirido junto & Usb Corporation (Cleveland, OH).
Os iniciadores utilizados foram obtidos da IDT (San Diego, USA). A enzima Bst
DNA polimerase 3.0 e sulfato de magnésio (MgS0O4) foram adquiridos junto a
New England Biolabs (Ipswich, MA). Os filmes de poliéster (transparéncia) foram
adquiridos da 3 M, modelo CG 5000 (Austin, TX, USA) e Multilaser, modelo
InkJet film (S&o Paulo,SP, Brasil).

3.3.1 Amostras de pacientes infectados

As amostras foram obtidas de pacientes com infec¢des confirmadas pelo
ZIKV durante a epidemia no Brasil em 2015. Os casos confirmados de infecgao
com o ZIKV foram aqueles onde houve o isolamento do virus de um paciente
ainda no estado febril da doenca. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital S&o Paulo UNIFESP-HSP, com numero de protocolo
n°® 1.844.946. Todas as experiéncias foram realizadas em conformidade com as
diretrizes exigidas nacionalmente, seguindo as resolucdes CNS 466/12 e CNS

441/11, e em conformidade com as diretrizes institucionais.
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3.3 .2 Fabricacao dos microdispositivos de PeT

Os microchips PeT foram fabricados usando um protocolo de impressao,
corte e laminacdo (PCL) anteriormente descrito. (Duarte, et al.,, 2011) As
camadas inferior e superior do microdispositivo sdo filmes de poliéster, sendo
que no filme superior h& furos pré-cortados que servem para dar acesso para a
camara reacional. As camadas intermediadas séo folhas de poliéster recobertas
com toner em ambos os lados usando uma impressora a laser (Brother Laser
Mono HL1212W). O design da céamara foi desenhado usando o software
Silhouette Studio™ V4.2.471, e a cdmara foi criada cortando a microcamara com
uma cortadora a laminas (Silhouette Cameo® 3). A microcamara foi projetada
para ter 7 mm de comprimento, 2 mm de largura e 350 um de profundidade, com
capacidade de volume interno de 5 pL. As camadas inferior, superior e
intermediarias foram alinhadas e laminadas em conjunto utilizando uma
laminadora (230c-A4) operando a 160 °C, como mostrado a seguir na Figura 3.1.

Figura 3.1: Representagdo esquematica das etapas de fabricacdo dos dispositivos
microfluidicos de poliéster-toner.

\

J

3.3.4 Amplificacdo do Zika virus por RT- LAMP no microchip de PeT

As sequéncias de iniciadores usados neste trabalho para RT-LAMP,
segundo descrito anteriormente por Tian e colaboradores (Tian, et al., 2016) sao
mostradas na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1: Sequéncias de inicadores desenhados para deteccdo do ZIKV por RT-
LAMP

Inciador 52> 3
F3 CGGATGGGATAGGCTCAAAC
B3 ATGGACCTCCCGTCCTTG
FIP CCTGAGGGCATGTGCAAACCTAGAATGGCAGTCA
GTGGAGAT
BIP ACCCTCAACTGGATGGGACAACTGGAGCTTGTTG
AAGTGGTG
LFP CATCAATTGGCTTCACAACGC
BLP GGGAAGAAGTTCCGTTTTGCTC

A mistura reacional para RT-LAMP nos microdispositivos foi
primeiramente pipetada em um microtubo com as seguintes concentracoes: 0,1
MM de cada iniciador externo (F3 e B3), 0,8 uM de cada iniciador interno (FIP e
BIP), 0,4 uM de cada iniciador de loop (LF e LB) MgSO4 4 mM, dNTP 0,48 mM.
0,32 U L™t de Bst DNA polimerase 3.0; 1,0 uyL de tampédo de amplificacdo
isotérmica 10X (20 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4s, 2 mM MgSOQOa,
0,1% Triton X-100) e quantidades variaveis de amostras de pacientes infectados.
A reacdo positiva e o controle negativo (amostra de paciente saudavel ou
infectado por outro arbovirus) foram incubados em um termobloco (Major
Science, Saratoga, CA) a 72 ° C durante 5-15 minutos. Antes da reacéo, as
microcamaras foram passivadas com BSA (5,0 mg.mL™), como descrito
anteriormente. (de Oliveira, et al., 2017)

AplOs a passivacdo, a camara foi preenchida por forca capilar com
aproximadamente 5 pyL da solucdo da mistura reacional. A evaporacdo da
solucdo foi impedida cobrindo ambos os reservatérios com 6leo mineral. A
reacdo contendo o alvo e a reacdo negativa (amostra complexa de paciente
saudavel ou infectado por outro arbovirus) foram colocados em um termobloco
(Major Science, Saratoga, CA) a 72 °C por tempos de 5 a 15 minutos. No final
do tempo de incubacgéo, ou a solucdo foi removida do microdispositivo com o
auxilio de uma micropipeta para realizar a eletroforese em gel ou foi adicionado

intercalador fluorescente de DNA- SYBR Green para deteccao visual
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diretamente no microdispositivo (detec¢ao on-chip), como mostrado na esquema

da Figura 3.2.
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Figura 3.2. llustracdo esquematica das etapas principais de amplificacdo e detecgéo
RT-LAMP no microdispositivo PeT. Adapatado de (Mendes, et al., 2019)

3.3.5 Andlise dos fragmentos amplificados por RT-LAMP em gel de agarose

Para a detecgéaoo off-chip, a eletroforese em gel utilizando gel de agarose
a 2% em tampao Tris-borato-EDTA (TBE) a 0,5% separou o DNA amplificado.
A corrida eletroforética foi realizada em 0,5% de tampédo TBE com condic¢des de
potencial de 90 V, variando de 30 a 115 minutos. Apds o tempo da corrida
eletroforética, as bandas de DNA foram visualizadas através de um
transiluminador UV acoplado a um sistema de fotodocumentagdo (GE

Healthcare LifeSciences).
3.3.6 Deteccéo Visual

Para a detecgdo direta no chip, 0,5 pL de SYBR Green | (1:10) foi
adicionado diretamente a microcamera no final da reacdo. A camara de reagéo
foi exposta a uma iluminacao de lampada UV (320 nm) e as imagens foram
capturadas com o auxilio de um smartphone.
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3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Otimizacao das condi¢cOes experimentais

A fim de melhorar a eficiéncia da reacdo de amplificacdo isotérmica
mediada por loop pds transcricdo reversa (RT-LAMP) nos microdispositivos de
poliéster-toner, alguns parametros foram otimizados, como o tempo de reagéo
da RT-LAMP e a concentragao da enzima ultilizada (Bst DNA polimerase).

A primeira otimizacédo realizada foi referente a concentracdo da enzima
Bst DNA polimerase 3.0 adicionada na mistura reacional. Como mostrado no
capitulo anterior, a enzima Bst 3.0 apresenta desempenho superior e atividade
de transcricao reversa, e foi a enzima utilizada neste trabalho. Foi avaliada a
eficiéncia da reacdo com concentracdes de 0,16 UuL™, 0,32 UuLt e 0,48 UuL-
L. Os resultados obtidos mostraram que com 0,16 UuL* de Bst DNA polimerase
3.0 ndo € possivel detectar nem visualmente nem por eletroforese em gel
produtos amplificados. Porém, tanto com 0,32 UulL* quanto com 0,48 UuL* de
enzima foi possivel detectar visualmente e por eletroforese em gel de agarose
os fragmentos amplificados (Figura 3.3), sendo que com 0,48 UulL* de enzima
observou-se uma maior intensidade nos fragmentos amplificados no gel de
agarose bem como viaualmente uma maior itensidade de fluorescéncia.
Entretanto, considerando que a enzima Bst DNA polimerase 3.0 é o reagente
mais oneroso ultilizado neste ensaio (aproximadamente R$ 0,40 por reacédo),
optou-se por realizar todos as reacdes deste trabalho com a concentracdo de
0,32 UuL™* de Bst DNA polimerase 3.0 devido a uma melhor relacdo custo

beneficio.
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Figura 3.3 Deteccéo A) visual e por B) eletroforese em gel dos produtos de amplificacéo
obtidos por RT-LAMP nos microdispositivos de PeT. Em ambos os painéis: 1-3 controles
negativos e 4-6 controles positivos com 0,16, 0,32, 0,48 UuL?! de Bst 3.0 DNA
Polimerase, respectivamente.

Para reduzir o tempo necessario para a deteccdo do ZIKV, mantendo a
alta sensibilidade, o tempo de incubacéo da reacao foi testado em 5, 10 e 15
minutos de aquecimento. Os resultados da otimizacdo do tempo de aquecimento
mostraram que 10 min de aquecimento foi 0 menor tempo que produziu
quantidades detectaveis de fragmentos amplificados no gel de agarose e pela
deteccédo visual, como mostrado na Figura 3.4. Nenhuma das replicatas das
reacBes do controle negativo (onde foi usado soro de pacientes saudaveis ou
infectados com outros arbovirus) produziu falso-positivo em 10 min. Resultados
falsos positivos foram observados com tempos de incubacéo superiores a 15

min.

Figura 3.4 Monitoramento do tempo de incubacdo da reagdo de RT-LAMP nos
dispositivos descartaveis de PeT por A) detecgdo visual e por B) eletroforese em gel.
Em ambos os painéis: 1: Controle negativo com 5 min; 2: Controle negativo com 10 min;
3: Controle negativo com 15 min; 4: Controle positivo com 5 min; 5: Controle positivo
coml10 minutos; 6: Controle positivo com 15 minutos.

Os resultados obtidos tanto pela deteccao visual quanto pela eletroforese
em gel de agarose séao condizentes e mostram que com apenas dez minutos de
incubagédo é possivel detectar o ZIKV nos microdispositivos descartaveis de
poliéster-toner (PeT). Sao descritos na literatura indmeros ensaios de RT-LAMP

para diagnoético de ZIKV com tempo de incubacdo superiores a 10 min. Calvert
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e seus colaboradores conseguiram detectar ZIKV com 25 minutos de incubacéo
partindo de amostras de soro e de urina. (Calvert, et al., 2017). Em seu trabalho,
Lamb e colaboradores realizaram a deteccéo do ZIKV através de RT-LAMP em
amostras de urina e em mosquitos infectados com ZIKV com 30 minutos de
reacao (Lamb, et al., 2018). Em 2016, Song et al. desenvolveram um ensaio de
RT-LAMP para aplicacdes em situacdes de point-of care com tempo de deteccao
de 40 minutos. (Song, et al., 2016). Tian e seus colaboradores detectaram ZIKV
em amostras de soro contaminadas com o virus com um tempo total de analise
de 27 minutos. (Tian, et al., 2016) Vale destacar aqui que em um trabalho anterior
do nosso grupo foi possivel detectar o ZIKV em microtubos comerciais de
polipropileno com 10 min de incubacdo (Estrela, et al., 2019). O presente
trabalho, proporcionou a deteccdo do ZIKV nos microdispositivos de poliéster-
toner mantendo o mesmo tempo de incubacdo, demonstrando que as
plataformas microfluidicas representam uma atraente ferramenta para
aplicacoes para realizacdo de um diagnostico confiavel.

O baixo tempo obtido, aliado a facilidade instrumental, baixo custo e
elevada confiabilidade, evidencia a potencialidade do teste para diversas
aplicabilidade em saude publica onde este teste se faz necessario, desde o
monitoramento pré-natal de mulheres que vivem em areas de risco da possivel
transmissédo do virus, a testes de rotina de doacao de sangue em hemocentros
deslocalizados e diagnéstico em ambientes de recursos limitados (Calvert, et al.,
2017) Diante disto, o ensaio de RT-LAMP realizado nos microdispositivos de PeT
desenvolvido neste trabalho apresenta grande potencial para a realizacdo de

diagndsticos precoces e aplicacao em situacdes de point-of-care.
3.4.2 Especificidade da Reagao

A especificidade dos iniciadores da RT-LAMP utilizados neste trabalho
para detectar o ZIKV foi avaliada utilizando amostras de soro de paciente
saudavel e amostras de soro de pacientes infectados com os virus DENV e
CHIKV. Foi observado, com 10 minutos de reacdo, a emissao de fluorescéncia
e de produtos de amplificacdo em gel de agarose apenas quando o soro de
pacientes infectados com ZIKV foi usado como alvo. Enquanto que para as
reacOes onde foram usadas amostras de soro infectadas com o virus da dengue
e chikungunhya ou controles negativos de soro de pacientes saudaveis nao foi
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possivel visualizar a emissdo de fluorescécia, nem observar fragmentos
amplificados no gel de agarose (Figura 3.5), demonstrando a alta especificidade
da RT-LAMP .

- “

A) B)

Figura 3.5 Ensaio de especificidade da reagdo de RT-LAMP nos microchips de
poliéster toner por deteccéo A) visual e por B) eletroforese em amostras de soro de
pacientes: saudavel, infectadado com chikungunya, dengue e zika respectivamente
em ambos o0s painéis.

Tendo em vista que a infeccéo por qualquer um destes arbovirus usados
agui apresenta sintomas clinicos extremamente semelhantes, o digndstico
baseado apenas nos sintomas do paciente se torna pouco confiavel e inviavel.
J& existem kits comerciais para testes que fazem o diagndéstico da infeccgéo viral
por deteccdo de anticorpo IgM via ELISA. Entretanto € possivel que ocorram
reacdes cruzadas com anticorpos produzidos pela infeccdo por outro virus
semelhante (outros arbovirus como dengue e chikungunya, por exemplo), o que
aumenta a possibilidade de ocorréncia de resultados falsos positivos (Speer &
Pierson, 2016). Portanto, uma metodologia baseada no diagnético molecular
como o teste desenvolvido aqui, apresenta aplicabilidade relevante no
diagnoéstico diferencial da infeccdo por outros arbovirus, como dengue e

chikungunya, que atualmente é considerado o maior desafio clinico pela

semelhanca dos sintomas apresentados.
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3.4.3 RT-LAMP realizada diretamente em amostras de sangue total, soro,

urina e saliva

ApGs a infeccdo pelo ZIKV, o RNA viral pode ser detectado por métodos
moleculares no sangue do paciente infectado por aproximadamente 7 dias
enguanto que no soro o RNA viral pode ser detectado mesmo 10 dez dias apos
0S primeiros sintomas. JaA em amostras de saliva, urina e fluidos genitais por
exemplo, o virus pode ser detectado com 30 dias ou mais apés a infeccgéo.
(Ribeiro, et al., 2016), (Calvert, et al., 2017) Em seu estudo, Nicastri e seus
colaboradores relataram que foi possivel confirmar a presenca do ZIKV em
amostras de urina e saliva em um paciente mesmo apos 91 dias de infeccéao.
(Nicastri, et al., 2016) InUmeros estudos indicam ainda que o ZIKV é mais
frequentemente detectavel na saliva e em concentra¢cdes mais altas do que no
préprio sangue. (Rozé, et al., 2016), (Kutsuna, et al., 2014), (Korhonen, et al.,
2016)

Aqui, um paciente infectado com ZIKV forneceu amostras de sangue,
urina e saliva 16 dias ap0s o inicio dos sintomas. O sucesso da detec¢do do ZIKV
nas amostras de sangue total, soro, urina e saliva mesmo 16 dias apds o inicio
dos primeiros sintomas no paciente, quando a carga viral ja € consideravelmente
inferior ao da fase aguda, demonstra a elevada sensibilidade da metodologia
proposta neste trabalho e a potencialidade desta técnica para aplicacdes tanto
em situac6es de controle epidemiolégico quando para testes rapidos em locais
de recursos limitados. Os ensaios foram realizados utilizando tanto amostras nao
processadas quanto amostras de RNA pré-purificado. Os resultados obtidos
tanto pela eletroforese em gel de agarose quanto pela deteccao visual mostram
0 sucesso da reacdo de RT-LAMP nos dispositivos descartaveis de poliéster-
toner com apenas 10 minutos de incubacéo (Figura 3.6)
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Figura 3.6 Deteccéo visual e por gel de eletroforese dos produtos amplificados por RT-
LAMP nos microdispositivos de PeT partindo de amostras brutas (ndo processadas) de
pacientes infectados com o ZIKV e de RNA pré-purificado de ZIKV.

Apés 10 minutos de incubacdo foi possivel detectar fragmentos
amplificados em gel de agarose tanto para as amostras nao processadas quanto
para as amostras de RNA pre-purificado de sangue, saliva, e urina. Foi possivel
também realizar a deteccéo visual dos produtos de amplificacédo tanto quando
iniciou-se as reacdes com amostras complexas quanto quando iniciou-se a
reacdo com RNA pré-purificado. Esses resultados apresentam grande relevancia
pois mostram que a RT-LAMP é uma ferramenta pouco sensivel a presenca de
inibidores, sendo possivel realizar a deteccdo diretamente nas amostras
complexas, sem a necessidade de uma etapa prévia de extracdo do &cido
nucleico, que é uma etapa experimental laboriosa, relativamente demorada, que

necessita de infraestrutura laboratorial sofisticada e profissionais treinados.

Outra vantagem em realizar a deteccao diretamente em amostras como

de urina e saliva se refere ao fato destas amostras apresentarem potencial para
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aplicacbes em locais remotos sem instalagbes médicas e em ambientes
comunitarios para fins de vigilancia e epidemiologia. Além disso, por serem
facilmente coletadas, sem a necessidade de métodos invasivos, podem ser
aplicadas por exemplo para coleta de amostras de criancas pequenas e recém-
nascidos com mais facilidade. (T.Wong, 2006), (Hart, et al., 2011) e (Qiu, et al.,
2009)

3.4.4 Determinacao do limite de deteccao

Para avaliar o limite de deteccdo da reacdo de RT-LAMP nos
miscrodispositivos partindo das amotras reais, utilizou-se as amostras de
soro diluidas em série variando de 1 a 1000 copias iniciais de RNA por
reacdo. Apos dez minutos de incubacao foi possivel detecar fragmentos de
DNA amplificados no gel de agarose e também visualmente em reacgdes
iniciadas com apenas 1 copia de RNA por reacéo (5 pL). (Figura 3.3).

A)

1000 copias 100 copias 10 copias

1 copia

Figura 3.7 Avaliacdo do limite de detec¢cdo da RT-LAMP nos microchips de PeT, em
A através da deteccao visual e em B por eletroforese, M: Marcador de tamanho, 1:
Controle negativo; 2: reacao iniciada com 1 copia de RNA, 3: reacao inciada com 10
copias de RNA; 4: reacdo iniciada com 100 copias de RNA em 5: reagdo inciada
com 1000 copias de RNA.

O limite de detecgao para o ZIKV obtido neste trabalho é inferior ao de
muitos trabalhos descritos na literatura. Calvert et al. realizaram deteccéo visual
indireta do ZIKV usando o indicador &cido-base vermelho de fenol e encontraram
um limite de deteccdo de 2,7-3,9 copias de RNA pL' em amostras de soro de

pacientes infectados com o ZIKV. (Calvert, et al., 2017) Enquanto isso, Wang e
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seus colaboradores utilizaram calceina para detectar diretamente 4 cépias de
RNA puL! visualmente em 50 minutos de analise. (Wang, et al., 2016)

Embora diferentes fatores possam afetar a progresséo da infeccao, o que
pode resultar em cargas virais variaveis para cada paciente, a carga viral média
descrita na literatura no primeiro dia do inicio dos sintomas é 1,0 x 10%-6,0 x 10’
copias de RNA mLt (Matheus, et al., 2017), (Besnard, et al., 2014). O limite de
deteccdo encontrado neste estudo (200 cépias mL1), prova que a RT-LAMP
realizada nos microchips de poliéster-toner é capaz de detectar a presenca do
virus, mesmo em pacientes com baixa carga viral, permitindo assim o

diagnéstico da doenca desde o primeiro dia ap0s o inicio dos sintomas.

64



3.5 CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel detectar fragmentos de DNA amplificados em
reacoes que iniciaram com apenas 1 copia de RNA por reacéao (200 coépias de
RNA mL1) tanto para deteccdo off-chip (por eletroforese em gel de agarose)
quanto para deteccdo on-chip (detecgéo visual). O limite de deteccdo obtido
neste estudo apresenta um valor bastante inferior ao da carga viral média de um
paciente na fase aguda da infeccdo (1,0 x 10*-6,0 x 107 cépias de RNA mL?
(Matheus, et al., 2017), (Besnard, et al., 2014) e portanto a metodologia aqui
proposta demonstrou ser mais que o suficiente para o diagnostico da infeccéo
por ZIKV no estagio inicial da infec¢ao, quando a deteccdo de anticorpos ainda
€ negativa. Embora os kits comerciais de testes de anticorpos via ELISA para o
ZIKV ja tenham sido desenvolvidos, os niveis destes anticorpos sao tipicamente
detectaveis apenas quatro dias apdés o inicio dos sintomas e ainda ha a
possibilidade da ocorréncia de resultados falsos positivos devido a probabilidade
de reacbes cruzadas com outros arbovirus. (Pianka, et al., 2017).

Outra vantagem da RT-LAMP é a possibilidade de realizar a reacdo de
amplificagéo diretamente nas amostras complexas como sangue total, urina e
saliva (sem a necesidade realizar uma etapa prévia de extracdo do acido
nucleico) o que simplifica e diminui o tempo e custo por teste.

O ensaio de RT-LAMP realizado nos microdispositivos descartaveis de
poliéster-toner proposto neste trabalho demonstrou-se de simples execucao-
sem a necessidade de equipamentos sofisticados, rapido (12 min, levando em
conta a deteccdao visual) e especifico (ndo apresentando reacdes cruzadas com
outros arbovirus semelhantes) para a deteccao do ZIKV. Aliando as vantagens
da RT-LAMP aos beneficios das plataformas microfluidicas, como a
possibilidade de integracdo das etapas, baixo custo e a portabilidade, a
metodologia deste trabalho demonstra ser uma ferramenta valiosa para o
diagnostico da infecgéo por ZIKV, com grande aplicabilidade especialmente em
paises em desenvolvimento onde os recursos sao limitados (point-of-care) e

onde surgem os maiores surtos de infeccéo por este arbovirus.
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