UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE QUIMICA

Amplificacéo isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP)
em microchip de poliéster-toner

Kézia Gomes de Oliveira

Orientadora: Profa. Dra. Gabriela Rodrigues Mendes Duarte

Coorientador: Prof. Dr. Alexandre Melo Bailao

Goiania
2016



TERMO DE CIENCIA E DE AUIORIZACAO PARA DISPONIBILIZAR AS TESES E
DISSERTACOES ELETRONICAS NA BIBLIOTECA DIGITAL DA UFG

Na qualidade de titular dos direitos de autor, autorizo a Universidade Federal de Goids
(UFG) a disponibilizar, gratuitamente, por meio da Biblioteca Digital de Teses e Dissertagdes

(BDTD/UFG), regulamentada pela Resolugdo CEPEC n° 832/2007, sem ressarcimento dos direi-

tos autorais, de acordo com a Lei n® 9610/98, o documento conforme permissdes assinaladas
abaixo, para fins de leitura, impressdo e/ou download, a titulo de divulgacéo da produgdo cien-

tifica brasileira, a partir desta data.

1. Identificacdo do material bibliografico: [ x ] Dissertacao [ ] Tese

2. Identificacdo da Tese ou Dissertacdo
Nome completo do autor: Kézia Gomes de Oliveira

Titulo do trabalho: Amplificagdo isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP) em microchip de

poliéster-toner

3. Informacdes de acesso ao documento:
Concorda com a liberagdo total do documento [ x ] SIM [ 1NAO?

Havendo concordancia com a disponibilizagdo eletrdnica, torna-se imprescindivel o en-
vio do(s) arquivo(s) em formato digital PDF da tese ou dissertagao.

s

¢ 0 &) Data: _: /
Assinatura do (a) autor (a) 2

s
s
~

! Neste caso o documento serd embargado por até um ano a partir da data de defesa. A extensdio deste prazo suscita
justificativa junto 4 coordenagfio do curso. Os dados do documento nfo serfio disponibilizados durante o periodo de

embargo.
2A assinatura deve ser escaneada.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
INSTITUTO DE QUIMICA

Amplificacéo isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP)
em microchip de poliéster-toner

Kézia Gomes de Oliveira

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Quimica da Universidade Federal
de Goids como exigéncia para
obtencdo do titulo de Mestre em
Quimica

Orientadora: Profa. Dra. Gabriela Rodrigues Mendes Duarte

Coorientador: Prof. Dr. Alexandre Melo Bailao

Goiania
2016



Ficha de identificacdo da obra elaborada pelo autor, através do
Programa de Geracdo Automatica do Sistema de Bibliotecas da UFG.

Oliveira, Kézia Gomes de

Amplificacgéo isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP) em
microchip de poliéster-toner [manuscrito] / Kézia Gomes de Oliveira.
- 2016.

ix, 72 f.0 il

Orientador: Profa. Dra. Gabriela Rodrigues Mendes Duarte; co
orientador Dr. Alexandre Melo Bailao.
Dissertagdo (Mestrado) - Universidade Federal de Goias, Instituto
de Quimica (1Q), Programa de Pés-Graduagio em Quimica, Goiénia, 2016.
Bibliografia.
Inclui abreviaturas, tabelas, lista de figuras, lista de tabelas.

1. LAMP. 2. microdispositivos de PeT. 3. E.coli. 4. gene malB. I
Duarte, Gabriela Rodrigues Mendes , orient. II. Titulo.

CDU 543




>

‘.‘

UFG
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS

INSTITUTO DE QUIMICA
Coordenagido do Programa de Pés-Graduacio em Quimica ( PPGQ-1Q)

Ata da defesa de Dissertagio de Mestrado de Kézia
Gomes de Oliveira, aluna regularmente
matriculada no Programa de Pos-Graduagao em
Quimica do Instituto de Quimica da Universidade
Federal de Goias, para a obtengdo do titulo de
Mestra em Quimica.

Aos dias 07 (sete) de outubro do ano de 2016 (dois mil e dezesseis). com inicio as 14:00 hs (quatorze
horas) no Instituto de Quimica da UFG. reuniu-se a Banca Examinadora designada pela Coordenadoria
do Programa de Pés-Graduagdo em Quimica da UFG, composta pelos seguintes membros: Profa. Dra.
Gabriela Rodrigues Mendes Duarte (UFG), Prof. Dr. Alexandre Melo Baildo (UFG). Prof. Dr. Emanuel
Carrilho (USP) e o Prof. Dr. Wendell Karlos Tomazelli Coltro (UFG), sob a presidéncia da primeira, para
julgar a dissertagdo de Kézia Gomes de Oliveira entitulada: “Amplificacdo isotérmica de DNA mediada
por loop (LAMP) em microchip de poliéster-toner™. A presidente da Banca Examinadora abriu a sessdo
prestando esclarecimentos sobre os trimites da avaliagdo . em scguida. passou a palavra a candidata
para que a mesma fizesse uma exposi¢do do seu trabalho. Terminada a exposigdo. a candidata foi arguida
pelos membros da Banca Examinadora ¢, apos as arguigdes, foi determinado um intervalo de tempo para
que a banca, em sessao fechada, procedesse ao julgamento do trabalho. O resultado do julgamento (oi o

seguinte:
Profa. Dra. Gabriela Rodrigues Mendes Duarte: o/
Prof. Dr. Alexandre Melo Baildo: £ = =

Prof. Dr. Emanuel Carrilho: A PRAOVA DA,
Prof. Dr. Wendell Karlos Tomazelli Coltro: £#rg /204

A seguir, na presenga do publico e da candidata, a presidente da Banca Examinadora declarou que Kézia
Gomes de Oliveira, candidata ao titulo de mestra em Quimica, foi: Aprovada®); Reprovada ( ).

Este resultado devera ser homologado pela Coordenadoria de Pés-Graduagdo do Programa de Pos-
Graduagio em Quimica do IQ/UFG. Nada mais havendo a tratar, a Senhora Presidente cumprimentou a
candidata e encerrou os trabalhos. E para constar, eu, Ana Claudia Silva de Almeida. lavrei a presente ata
que segue assinada pelos membros da banca examinadora,

Goiania, 07 de outubro de 2016.

write. R Ml

/ Gabriela Rodrigues Mendes Duarte - orientadora (1Q/U'FG)

Prof. Re_AdCxdndre Melo Baildo — coorientador (UFG)

o

Prof. Dr. Emanuel Carrilho (IQSC/USP)

Wernderr] KT Lolfur

Prof. Dr. Wendell Karlos Tomazelli Coltro (IQ/UFG)

Coordenacio do Programa de Pés-Gradungho em Quimica da UFG - Campus Samambaia - 74001 970, Goidnia - GO, Brasil - Fone: 35211199



A Deus e aos meus pais, Juscelino Carlos e
Maria de Fatima Gomes.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a DEUS por me dar forcas nessa

caminhada.

A minha familia que sempre esteve ao meu lado no decorrer do curso.
Em especial a minha irma Raizza Gomes, aos meus pais, Juscelino Carlos e
Maria de Fatima, a vida simplesmente me deu a oportunidade de ter pais
maravilnosos que sempre estiveram ao meu lado e investram em meus
sonhos mesmo sendo dificil de realizd-los. Agradeco a vocés por me

transmitirem seguranca, forca e perseveranca. Amo VOcés!

A minha professora e orientadora, Gabriela R.M. Duarte por sua
inteligéncia, dedicacdo, paciéncia e até mesmo pelas broncas. Jamais
esquecerei suas frases sem respostas quanto aos experimentos voltados
para a Lei de Murphy: “Kezia 0 que aconteceu com esses experimentos
hoje™? Vai ter que repetir tudo! Esse € controle positivo ou negativo? Enfim,
obrigada por suas orientacbfes na pesquisa e na vida, afinal quem tem a
Gabriela como orientadora ganha um combo ‘mamé&e” que vive trazendo
docinho pros “filhos”, comprando caneca e fazendo bolinhos de aniversarios
na data respectiva de cada um. Agradeco a ela por todas as horas
dedicadas a mim e gostaria de enfatizar que foram dois anos de muita

aprendizagem em todas as areas de minha vida.



Ao meu coorientador Alexandre M. Baildo e a todos de seu grupo de
pesquisa, pela ajuda quanto a area biolégica e por fornecer acesso ao
laboratério de biologia molecular. Obrigada pelo interesse de buscar “n”
alternativas para solucionar as frequentes contaminacdes presente em

nossos experimentos e por sempre finalizar uma conclusdo cientifica com

palavras motivacionais do tipo: “Vai dar certo”.

Ao professor Nelson pelas sugestdes no exame de qualificacdo, por
ter fornecido uma agua ultra-pura para realizacdo dos experimentos. Ao
professor Wendell Coltro por proporcionar a realizacdo de algumas etapas

das reacGes em seu laboratorio.

A todos os colegas do laboratorio de biologia molecular que tive o
prazer de conhecer, dentre eles: Sheila, Meire, Marta, Andreia, Lilian,
Mariana, Laura, Luiz Paulo, Leandro, André e Igor. Ao apoio do pessoal do
laboratério de GME, principalmente ao Eulicio, Fabricio, Carol, Cariolanda,
Gerson, Roger, Lucas, Anderson (Gaucho) e Cyro.

Em especial aos meus amigos do laboratério de Biomicrofluidica:
Thiago Dadalto (Théago cérebro), Geovana (Tchofdna) e Thiago Moreira
(Rock Balboa), foram incontaveis vezes que buscamos solucionar
problemas, limitacdes e desenvolvimento da pesquisa. Gostaria de destacar
que vocés foram muito além de um apoio cientifico, vocés proporcionaram
um ambiente de trabalho maravilhoso, muito obrigada pelo companheirismo,
amizade, pelas conversas nos intervalos de almoco, pelas piadas de nossas
situacdes cientifica, pelo meu novo apelido: berinkezia, enfim pelos varios

momentos compartilhados e pelo convivio diario.



A Capes pela bolsa de estudo.

A Juliane Borba e Emanuel Carrilho pela colaboragdo no

desenvolvimento desta dissertacao.

A todos vocés o meu sincero agradecimento. Obrigada!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS. ..ot iiiriis et et e e et en e e e e nn nn e e e
LISTA DE TABELAS . ...t eV

LISTA DE ABREVIAGOES........ccoicvieeeiteceeiee et e en e eV

O | N 2T 5161 07Y @ TS 2
1.1 Amplificacéo isotérmica de DNA mediada por loop (LAMP)........ccccc....... 5
O L = Vo 1= T = o T o (o = S 6
S O =Y o = Y o o o= SRS 8
1.2 DEECGAOD VISUA ...t s 11
1.3 Vantagens e desvantagens da LAMP .........cccciiiininininiene s 14
1.4 LAMP e€m MIiCrOdiSPOSITIVOS ......oevuiiiiiiieriiiie et 18
1.5 ESChEriChia COlic.eiviiiiiiiiiiieeee e 22

2. OBUJIETIVOS ...ttt ettt be e 24
2.1 ODJEtIVO QEIAl ..o s 24
2.2 ODbjetivos €SPECITICOS ...cccoiiiriieeerese s 24

3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL ...ocoiiiiirieiirieeniees e 25
3.1 MateriaiS € rEAgENIES .....ccireeeeieie ettt 25
3.2 AIMOSITAS! ..ttt et n e e er e nne s 26
3.2.1. Extracdo de DNA da bactéria E.COli.......ccoconiriininininiiiiesinee 26

3.2.2. Sequéncia dos iniciadores para amplificacdo do gene malB da
oo PRSI

3.3.  MicrodiSpoSitivVOS 0& PeT ..o s 28
3.3.1. Fabricacdo dos microdispositivos de PeT........ccccocevivvieeieecciee s, 28

3.3.2. Passivagao dos microdispositivo de PeT .......ccccvveneneneneneenns 30



3.4. Desenvolvimento e otimizagdes da LAMP em microdispositivos de
PeT 30

3.4.1. Separacdao eletroforética dos fragmentos de DNA amplificados por
LAMP 32

3.4.2. Deteccao visual dos produtos de amplificacoes .........cccccevvevurneee. 33
3.5. Caracterizacdo das transparéncias utilizadas na fabricacédo dos
AISPOSITIVOS ...ttt sttt s b e e be e s ae e e te e s beeeaaeesnseennee s 33

3.5.1. Espectroscopia na regido do UV-ViS........ccccevviieviereeieeie e 33

3.5.2. Microscopia Eletronica de varredura (MEV) ........cccooevininencnennene. 33

3.5.3. Espectroscopia Dispersiva de Raios-X (EDS).....ccccccevvevvveeieennnne 34

4. RESULTADOS E DISCUSSAO ... 35
ot I \Y [ Tod (0Tl o Jo [T =N U 35

4.1.1. Passivacao da superficie de poliéster e otimizacdo das dimensdes
da microcamara reacional ..........coccooeeiiriiiie e 36

4.1.2. Diferentes transparéncias para a fabricacdo de microdispositivos
de PeT 40

4.2. Otimizacdo da LAMP nos microchips de PeT......cccccoevivviieveeccienenne, 47
4.2.1. Avaliagéo de dois diferentes tipos de Bst DNA polimerase ........... 47
4.2.2. Alteracdes na concentragdo de Betaina.........coccoveevnccineinieccnnnn, 49
VNG T =10 0] o To N o [N (== To> o 1SS 51

4.2.4. Detecgao do gene malB da E.coli em microdispositivos de PeT ..52
4.2.5. DEteCCAO VISUA ....ceecueeiecie ettt 54

4.2.6. Filmes transparentes como alternativas para fabricar microchips
[O= L= B I N 1V | PR 58

4.2.7. Comparacédo do perfil de amplificacdo por LAMP no microchip de
PeT com a LAMP realizada por outros trabalhos em outras plataformas ..59

B CONGCLUSAO .ot eeeee e er et e e ee e e e e e e es s e esaaeesereseeseeaseesarenanes 61
REFERENCIAS ..o e e e ee e et e e e e er e ee e e e en e e s e erereenanens 63



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica da etapa ndo-ciclica da LAMP.
A) Desenho das seis regides distintas da sequéncia alvo, denominadas,
F3c. F2c.Flc, B1.B2 e B3 e desenho dos pares internos. FIP e BIP, e
externos, F3 e B3. B) Inicio da etapa ndo-ciclica. (TOMITA et al,

Figura 2. A) Representacdo da etapa ciclica de amplificagdo molecular
LAMP. Nesta figura observa-se que nessa etapa o deslocamento da fita
€ proporcionado somente pelos iniciadores internos FIP e BIP [5 e 7]. A
fita complementar é deslocada pela formacdo de um loop na regido B1
e B1c na extremidade 3’ [6]. A medida que essa sintese é iniciada a
outra fita sintetizada pelo iniciador interno FIP é liberada [7a]. A
formacdo de copiasinversamente alternadas da sequéncia alvo [9a]
juntamente com o anelamento dos iniciadores internos podem gerar n-
estruturas.[10-12] (TOMITA et al., 2008). B) Separacdo eletroforética
via gel de agarose, apresentando as mudltiplas estruturas (diferentes
tamanhos de fragmentos) formadas ao final da LAMP para a
amplificacdodo gene malB da bactéria Escherichia cOli.........ccccceeeveinne.

Figura 3. A) Representacdo das etapas de fabricacdo dos microchips
de poliéster-toner. (I) filme de poliéster; (Il) filme de poliéster revestido
com trés camadas de toner em ambos os lados; (l) layout do
microdispositivo, canal e reservatorio recortado em uma cortadora a
laser; V) Alinhamento das cinco folhas de poliéster, sendo trés
camadas intermediarias, uma base e um topo. (B) Dispositivo pronto.
Adaptado de Duarte et al.,

Figura 4. Representacdo da amplificacdo LAMP em microdispositivos
(0 L N S PRPRPUPTRPRP

10

29

31



Figura 5 A)Estudo da passivacao dinamica da superficie do poliéster
para melhoria da eficiéncia da LAMP. Avaliacdo do sucesso da reacao
adicionando 0, 10, 15 ou 20 pedacos de Pe em um tubo contendo 25
uL de solucéo, na presenca e auséncia de BSA na mistura reacional. B)
Dimensao da microcamara reacional...........cccocoeviveiiiiives e

Figura 6. Gel de agarose a 2% corado com GelRed, apresentando os
produtos de amplificacbes do gene malB da bactéria E.coli em
microchip de PeT com diferentes quantidades de DNA e diferentes
passivacOes do microdispositivo. A) Microdispositivo com passivacao
prévia da superficie. B) Passivacdo dinamica. C) Microdispositivo sem
nenhuma passivacao. Para os trés painéis (A, B e C): M) Marcador 1 kb
Invitrogen; amostras 1-8, produtos de amplificacdes em diferentes
nimeros de cépias de DNA: 1) controle negativo; 2) 10° cépias; 3) 10°;
4) 10 % 5)10% 6) 107 ; 7) 10; 8) L COPIAL cvrverveeeeeeere e e eeeees e ee e

Figura 7. Espectro de transmitancia no UV-vis de diferentes
transparéncias (CG 5000 e Ink Jet Multilaser)..........cccccoveeiiieevieieiiiieeees

Figura 8. Amplificacdo do gene malB em microdispositivos de PeT
utilizando diferentes transparéncias. M. Marcador; 1. Controle
negativo; 2. Controle positivo com transparéncia CG 5000; 3. Controle
positivo com transparéncia Ink Jet Film. ...

Figura 9. Eletroferograma mostrando o tamanho dos fragmentos (em
pares de base, pb) amplificados por LAMP nos microchips de PeT. 15 e
1500 pb s@o marcadores de tamanno..........ccccceeeeeeeiie e e e e e

Figura 10. Micrografias evidenciando a diferenca entre as superficies
das duas transparéncias: A) transparéncia para impressdo a jato de
tinta (InkJet Multilaser). B)) Transparéncia para impressao a laser (CG

Figura 11. Espectroscopia dispersiva de energia de raio-X (EDS) para
analise de filmes de transparéncia com diferentes marcas (A) Inkjet
Multilaser € (B) CG 5000, 3M.....ccoieiieiie et e e e

Figura 12. Produtos de amplificacfes utilizando diferentes enzimas
(Bst e Bst 2.0) em diferentes quantidades de coépias iniciais de DNA.
NC) Nao contem DNA. As reacdes foram aquecidas a 66 °C
apresentando produtos de amplificacbes em tempos minimos de
incubacdo equivalente a 180 min para a Bst e 60 min para a Bst

Figura 13. Tempo de deteccdo dos produtos de amplificacdes
utilizando diferentes enzimas (Bst e Bst 2.0). Diferentes concentracdes
das enzimas foram utilizadas. 0.96 U uL? para a Bstou 08 UuL' a
Bst 2.0. A mistura reacional foi aguecida a 66 °C em diferentes tempos
de incubacado: 60, 90 e 120 min e posteriormente por separacao
eletroforética em gel de agarose foram confirmados os produtos de
AMPITICACOES. ....ueeiee et et e et e e et e e e e

38

40

42

44

45

46

46

48

49



Figura 14. A) Confirmacdo dos produtos de amplificacbes com
diferentes quantidades iniciais de DNA modificando a concentracéo
inicial da betaina na mistura reacional.B) Gel de agarose 2% mostrando
a variacdo da intensidade dos produtos de amplificacbes ao alterar a
concentracdo final de betaina (concentracdo final de DNA igual a 1 ng
uLt. Amostras: 1) controle negativo; 2) 0,8 M; 3) 1 M e 4) 1,2 M............

Figura 15. Amplificacdo do gene malB em diferentes tempos de
incubac&o variando 0 numero de cOpias iNICIAIS. .....ccvver v v eeee e

Figura 16. Gel de agarose a 2% corado com GelRed, apresentando os
produtos de amplificac6es da bactéria E.coli em microchip de PeT com
diferentes quantidades de DNA variando de 10° - 0,1 cépias. Amostras:
M) Marcador 1 kb Invitrogen; NC) controle negativo..............ccoeeeevvnvnen.

Figura 17. Limite de deteccdo em microdispositivos de PeT partindo de
diferentes quantidades de coépias iniciais do fragmento de gene malB
inseridas Na MIStUra r€ACIONAL. ... ... e e e e e e e e aae e

Figura 18. Deteccdo visual dos produtos de amplificacbes do gene
malB via LAMP quando em diferentes quantidades de coépias iniciais do
alvo. Coloragdo visualizada devido a adicdo de dois diferentes
intercaladores de DNA seguida da exposicdo da camara reacional a
uma luz UV. A) Syber green. B) lodeto de propideo............cccoeeveeeivenennns

Figura 19. Determinacao da curva analitica utilizando o tratamento das
imagens pelo programa Image J. avaliando a intensidade da coloracéo
presente em cada microcamara reacional do dispositivo de PeT quando
em diferentes quantidades iniciais de copias de DNA.............ccoceeeeeeen.

Figura 20. Deteccao visual dos produtos de amplificagcbes mediante a
insercdo de do intercalador Syber green na camara reacional expostos
a uma iluminagédo UV. O microdispositivo foi fabricado com diferentes
substratos, contendo nas partes intermediarias o PeT e no topo e base
substrato de PP. A) Controle Positivo; B) Controle Negativo...................

Figura 21. Comparacao dos perfis de amplificacdo do gene malB em
diferentes plataformas: a) PeT; B) Micro tubo(HILL et al.,, 2007); C)
Papel (CONNELLY et al., 2015); D) PDMS (LIU et al., 2011). Os pogos
de cada plataforma séo classificados em: Plataforma A: M) marcador,
NC) ndo contém DNA, 10° e 10° quantidades iniciais de DNA;
Plataforma B: 1) controle positivo, 2) marcador, 3-5) controles
negativos; Plataforma C: M) marcador, 1) controle positivo ;
Plataforma D: M) marcador, 1-5 diferentes quantidades iniciais de DNA,
correspondendo respectivamente a 250, 100, 25,10 € 0....cccccveeevveeenene

50

52

53

54

56

57

59



LISTA DE TABELAS

Tabelal. Sequéncia dos pares de iniciadores para LAMP da E.coli....

28



LISTA DE ABREVIATURAS

UTAS — Micro total analysis systems (Microssistemas para analises totais)
BSA — Bovine serum albumine (Albumina de soro bovina)

DNA — Acido desoxirribonucleico

dNTP's — Desoxirribonucleotideos fosfatados

EDTA - acido etilenodiaminotetracético

LAMP — Loop-mediated isothermal amplification (Amplificacdo isotérmica

mediada por loop)

pb — Pares de bases

PCR — Polymerase chain reaction (Reacdo em cadeia da polimerase)
PDMS - Poli(dimetilsiloxano)
PeT — Poliéster-toner

Pe — Poliéster

PP — Polipropileno

PMMA — Poli(metilmetacrilato)
POC - Point-of-care

Razé&o A/V — Razado arealvolume
RNA — Acido ribonucleico

RT-LAMP — Reverse transcription-loop mediated isothermal amplification

(Amplificacao isotérmica mediada por loop pés transcricdo reversa)



RT-PCR — Reverse transcription-polymerase chain reaction (Reagcdo em

cadeia da polimerase p0s transcricdo reversa
TEB — Tris-EDTA-Borato
UDG - Uracil DNA Glycosylase

UFC - Unidade Formadora de Colbnia

Vi



RESUMO

As diversas vantagens da miniaturizacdo das reacbes de amplificacdo de
DNA e o acoplamento com as etapas de preparo da amostra e de detecgao
no mesmo chip ja sdo bem conhecidas. Até o presente momento, a maioria
dos sistemas miniaturizados para a analise de &cidos nucleicos sao
baseados na reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A PCR necessita de
controle preciso de temperatura, alternando entre aquecimento e
resfriamento da solugcdo em trés temperaturas especificas. Desta forma, a
adaptacdo da PCR em microchips é relativamente complexa apresentando
algumas limitacdes relacionadas principalmente a utilizacdo em lugares
remotos. Sem a necessidade de ciclos de aquecimento, 0s microssistemas
isotérmicos podem ser projetados para serem simples e de baixo consumo
de energia e, portanto, pode sobrepor a PCR em sistemas de deteccdo
portateis. A amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) é uma técnica
recente e inovadora que surgiu como uma ferramenta simples e rapida de
amplificacdo de DNA que pode ser utilizada para deteccéo e identificacao de
diversos patdégenos. A LAMP Ltiliza a enzima Bst DNA polimerase que é
uma enzima com atividade de deslocamento de fita e utiliza um conjunto de
quatro iniciadores desenhados a partir de seis segmentos especfficos da
sequéncia a ser amplificada. Neste trabalho foi desenvolvida uma
metodologia simples e rapida para deteccdo de E.coli através da
amplificacdo isotérmica do gene malB em dispositivos descartaveis de
poliéster-toner (PeT) contendo um microcamara com capacidade para 5 pL,
e a reacao foi incubada a 66 °C em um termobloco por 60 minutos. Os
microchips de PeT demonstraram compatibilidade com todos os reagentes
utilizados na LAMP e o sucesso da amplificacdo isotérmica foi observado por
eletroforese em gel de agarose, obtendo quantidade de amplicons
detectaveis no gel em reacfes que partiram de 1 copia de DNA. Além disso,
0 sucesso da reacdo de amplificacdo do acido nucleico também foi avaliado
através da deteccdo visual dos produtos amplificados no microchip através
do uso de intercaladores fluorescentes de DNA, que produziram
fluorescéncia nas reagdes positivas. A LAMP realizada em microdispositivos
de PeT representa um método simples e de baixo custo, que permitiu a
deteccao rapida (62 minutos) da E.coli. Devido a simples operacéo, e sem a
necessidade de instrumentagdo sofisticada, a LAMP realizada no microchip
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de PeT demonstrou ser uma ferramenta valiosa para diagnosticos
moleculares, apresentando grande potencial para aplicagbes no point-of-
care.

Palavras-chaves: LAMP, microdispositivos de PeT, E.coli, gene malB.
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ABSTRACT

The several advantages of miniaturization of DNA amplification and coupling
with sample preparation and detection steps on the same chip are well
known. Currently, most miniaturized systems for nucleic acids analysis are
based on polymerase chain reaction (PCR). PCR amplification requires
precise temperature control, switching between heating and cooling solution
in three specific temperatures. Therefore, the adaptation of PCR for
microchip is relatively complex and presents some limitations particularly for
use in remote locations. Without the need for heating cycles, isothermal
microsystems for DNA amplification can be designed to be simple and low
energy consumption and hence can overlap the portable PCR detection
systems. The loop-mediated isothermal amplification (LAMP) is a novel
technique which has emerged as a simple and fast tool for DNA amplification
which can be used for the detection and identification of several pathogens.
The LAMP using Bst DNA polymerase enzyme which is an enzyme having
strand displacement activity and uses a set of four primers designed from six
individual segments of the sequence to be amplified. In this study, we
developed a simple and rapid LAMP reaction for the E. coli malB gene
amplification in disposable polyester toner devices (PeT) containing a
microchamber with 5 pL capacity, and the reaction was thermally controlled
with a thermoblock for 60 minutes at 66 ° C. The PeT microdevices
demonstrated compatibility with all reagents used in the LAMP and the
success of the isothermal amplification was observed by agarose gel
electrophoresis, yielding detectable amount amplicons as few as starting with
1 copy of DNA. Moreover, the success of the nucleic acid amplification
reaction was evaluated by visual detection of the amplicons in the microchip
by the use of fluorescent DNA intercalators, which yielded fluorescence in
positive reactions. The LAMP in PeT microdevice is a simple and
inexpensive method, that allowed a rapid detection (62 minutes) of E. coli.
Because of simple operation and without the need for sophisticated
instrumentation, LAMP held in microchip PeT has proven to be a valuable
tool for molecular diagnostics, with great potential for applications in point-of-
care.

Keywords: LAMP, PeT microdevice, E.coli, gene malB.
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1. INTRODUCAO

As técnicas de biologia molecular aplicadas ao diagnostico de
doencas ou deteccdo de patdgenos baseiam-se na amplificacdo e deteccao
de um fragmento especifico do material genético (DNA/RNA) presente em
amostras ou organismos. De modo geral a amplificacdo ocorre in vitro,
baseado na sintese de iniciadores (primers) a partir da selecdo de um
fragmento especifico do acido nucleico. Os iniciadores hibridizam na
sequéncia alvo e posteriormente, em conjunto com a DNA polimerase,
promovem a amplificacdo do fragmento de interesse durante 0 aquecimento.
(VASOO e PRITT, 2013; CAMARGO e MUNOZ, 2014).

O desenvolvimento da microbiologia em conjunto com o avango das
técnicas moleculares vem auxiliando no diagnostico rapido de infeccoes
causadas por diversos patdégenos. Esses métodos sdo sensiveis e
especificos e vém sendo utilizados com intuito de proporcionar o diagnéstico
precoce de doencas infecciosas em um curto periodo de tempo. Estas
reacfes de amplificacdo de acidos nucleicos permitem a amplificacao de um
fragmento especifico de DNA presentes em amostras de materiais bioldgicos
como sangue, urina, outros fluidos corporais, cabelo e fragmentos teciduais.
Amostras de microorganismos, células vegetais ou animais mesmo que com
milhares de anos, também podem ser utilizadas (FODE-VAUGHAN et al.,
2003; PARIDA et al., 2007; XU et al.,2009; MADEJ et al. 2010; WANG et al.,
2013).

A técnica de amplificacdo de acidos nucleicos mais utilizada

atualmente é a PCR (Polymerase Chain Reaction). A PCR foi descrita em

2



1986 por Kary Mullis e trata-se de um processo enzimatico utilizado para a
amplificacdo de um gene especifico do &cido nucleico que apoés hibridizado é
replicado repetidamente para produzir milhares de coépias (MULLIS et al.,
1986).

A especificidade da PCR prove da atuacéo do par de iniciadores que
possui uma sequéncia complementar ao fragmento de DNA a ser
amplificado. Apos o anelamento dos iniciadores uma enzima termoestavel,
Taqg DNA Polimerase, auxilia na sintese da fita complementar. A
amplificacdo do alvo é mediada por trés etapas: desnaturagdo, hibridizacéo
e extensdo. Essas etapas possuem diferentes temperaturas, alternando
entre aquecimento e resfriamento até o término do ciclo. Inicialmente as fitas
duplas de DNA sao desnaturadas a 94 °C, posteriormente a temperatura €
reduzida para que os iniciadores se anelem (temperatura que varia de
acordo com o tamanho e sequéncia do iniciador, estando entre 55-65 °C).
Apdés o anelamento, a temperatura € elevada para 72 °C e inicia-se a etapa
de extensdo. Nessa etapa os iniciadores direcionam a enzima Taq DNA
polimerase para a sintese das fitas complementares promovendo a extensao
da fita. Os ciclos de aquecimento na PCR sé&o realizados convencionalmente
em um equipamento conhecido como termociclador, que utilizam blocos
metdalicos que sdo aquecidos e resfriados de forma a aquecer e resfriar a
solugdo. Ao término de cada ciclo o numero de coépias é dobrado,
produzindo ao final um nimero de cépias igual a 2", sendo n o nimero de

ciclos de amplificagcdo na PCR (MULLIS et al., 1986; HUANG etal., 1992).



O sucesso da amplificacao do alvo por PCR esta diretamente ligada a
pureza dos acidos nucleicos extraidos das amostras. Inibidores como a
Imunoglobina G, ureia, proteinase K e altas concentracfes de sais afetam
diretamente a sensibilidade da técnica. Caso ndo haja a remocéao suficiente
dos inibidores, falsos resultados podem ser apresentados com relacdo a
deteccao e amplificacdo do acido nucleico (KHAN et al. 1991; DELARUE et
al. 2014).

Apesar da PCR possuir grande especificidade, a necessidade da
remocao dos inibidores e a complexidade quanto a realizacédo dos ciclos de
aguecimento para a amplificacdo do acido nucleico desfavorecem a sua
adequacao em laboratérios com recursos limitados ou aplicacdes no point-
of-care. Assim, nos dUltimos anos, diferentes métodos isotérmicos de
amplificacdo de acidos nucleicos foram desenvolvidos na tentativa de
eliminar o uso de termocicladores (GUATELLI et al., 1990; LIZARDI et al.,
1998; VICENT etal., 2004; NOTOMI et al., 2000).

As técnicas isotérmicas de amplificacdo de &cidos nucleicos vém se
expandindo devido a facilidade quanto a manipulacdo e analise de
sequéncias especfficas presentes em um determinado genoma (VICENT et
al. 2004; WU et al., 2013). Tais vantagens oferecem uma alternativa
atraente, uma vez que o processo de amplificacdo ndo requer variacdes
precisas de temperatura, necessitando de equipamentos simples que
mantenham a temperatura constante, sendo considerados equipamentos de

baixo custo.



A amplificacdo isotérmica de DNA mediada por loop (Loop-Mediated
Isothermal Amplification, LAMP), representa uma das principais técnicas
isotérmicas de amplificacdo de DNA. O método é baseado no deslocamento
da fita (NOTOMI et al., 2000; MORI et al., 2001; NAGAMINE et al., 2002).
Diferentemente da PCR, o fragmento alvo amplificado por LAMP né&o
apresenta apenas uma regido especifica para atuacdo de um par de
iniciador especifico. Nessa técnica o0s oligonucleotideos (iniciadores)
reconhecem seis regides especificas do gene. A identificacdo dessas seis
regides alvos presentes no &cido nucleico se da pela hibridizacdo de dois ou
trés pares de iniciadores. Cada par de iniciador hibridiza e direciona a
enzima DNA polimerase para sintese e posterior deslocamento da fita
(NOTOMI et al., 2000).

Por se tratar de um método que trabalha em condicfes isotérmicas é
considerada uma técnica molecular simples, devido a praticidade quanto a
deteccdo do gene de interesse. Essa vantagem esta diretamente associada
ao tipo de DNA polimerase utilizada para a sintese, nesse caso a enzima Bst
DNA polimerase (Bacillus stearothermophilus) que possui atividade
enzimética a temperatura similar & de anelamento dos pares de iniciadores

(60 - 66 °C) (NOTOMI et al., 2000; ZHAO et al., 2015).

1.1 Amplificacao isotérmica de DNA mediada por loop
(LAMP)

A LAMP surgiu em 2000, quando Notomi e colaboradores
amplificaram o fragmento de DNA presente no virus da Hepatite, mais

especificamente do tipo B (HBV). As copias foram obtidas devido aos
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deslocamentos das fitas de DNA como consequéncia da hibridizag&o de dois
pares de iniciadores (pares internos e externos) em seis regides alvos
presentes no DNA viral. A atuacdo direta dos iniciadores em seis regides
distintas do gene proporcionou grande especificidade a técnica (NOTOMI et
al., 2000).

Os pares de iniciadores que atuam na amplificacdo do alvo sao
denominados pares internos, FIP (forward inner primer) e BIP (backward
inner primer) e pares externos (F3 e B3). Esses iniciadores amplificam o alvo
alternando entre duas etapas denominadas, ciclica e ndo-ciclica. Os
iniciadores externos atuam somente na etapa nao-ciclica e executam o
deslocamento da fita complementar sintetizada pelos iniciadores FIP e BIP.
Os iniciadores internos atuam na formacdo dos loops (na etapa nao-ciclica)
e posterior amplificacdo inversamente alternada do alvo na etapa ciclica
(NOTOMI et al., 2000; TOMITA et al., 2008).

De modo geral, o processo de amplificagdo por LAMP € iniciado apés
a hibridizagao dos iniciadores que direcionam a enzima Bst DNA polimerase
para iniciar a sintese da fita complementar. Posteriores hibridizacbes e
deslocamentos das fitas de DNA conduzirdo a formacdo de novas copias,
resultando ao final da reacdo uma grande quantidade de cépias do gene
alvo (CHIARI, 2010; CHEN et al., 2011; SANTOS, 2011; WOZNIAKOWSKI

et al., 2012; WANG et al., 2013;).

1.1.1 Etapa néo-ciclica

Amplificacdo de DNA por loop € iniciada na etapa nao-ciclica. Nessa

etapa, os loops sdo formados nas extremidades da fita de DNA. O
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desenvolvimento dos loops se da pela atuacdo dos iniciadores internos
juntamente com o deslocamento propiciado pelos iniciadores externos
(TOMITA et al., 2008). A sintese é feita no sentido sense e anti-sense. Os
iniciadores que atuam no sentido sense séo os FIP e F3, ja no sentido anti-
sense, 0 BIP e B3 (NOTOMI et al. 2000; CHIARI, 2010).

A etapa nado-ciclica, como é mostrado na Figura 1, € iniciada apo6s a
reacado atingir a temperatura em que a enzima passa a ter a atividade.
Primeiramente, o iniciador interno FIP se anela a regido F2c da sequéncia
alvo direcionando a enzima Bst polimerase para dar inicio a sintese de uma
fita complementar [1]. Posteriormente, o iniciador externo F3 reconhece sua
regido especifica (F3c) [2] e entdo se anela e direciona a enzima para iniciar
a extensdo da fita. A medida que a sintese é iniciada, a fita complementar
sintetizada pelo iniciador FIP [3] é deslocada. Na fita complementar
deslocada [3], o iniciador BIP se anela a regido B2c [4]. Finalizada a sintese,
o iniciador externo B3 reconhece sua regido alvo (B3c) na extremidade 3’
provocando o deslocamento da fita complementar anteriormente sintetizada
pelo iniciador interno BIP [5]. A fita sintetizada pelo iniciador BIP [5]
apresenta em suas extremidades os loops, indicando que o alvo pode ser

amplificado posteriormente pela etapa ciclica (TOMITA et al., 2008).
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Figura 1. Representacdo esquematica da etapa nao-ciclica da LAMP. A) Desenho
das seis regifes distintas da sequéncia alvo, denominadas, F3c, F2c,Fi1c,B1,B2 e
B3 e desenho dos pares internos, FIP e BIP, e externos, F3 e B3. B) Inicio da etapa
nao-ciclica (TOMITA et al., 2008).

A etapa posterior (etapa ciclica) possui limitacbes quanto ao inicio da
sintese, sendo necessaria a identificacdo da fita produzida na etapa nao-
ciclica. NOTOMI e colaboradores (2000) em seus estudos identificaram a
necessidade dessa etapa, pois sem ela haverd auséncia de produtos de

amplificacdo ao final da reacao.

1.1.2 Etapa ciclica

A etapa ciclica ocorre logo apés a formacédo de loops, apresentando
loops tanto na extremidade 3’ quanto na 5. Nesta etapa somente 0s
iniciadores internos atuam no anelamento e sintese das quatro regides
distintas do alvo, sendo elas as sequéncias, F2c, Flc, B1 e B2. Isso ocorre,

porque diferentemente da etapa ndo-ciclica, as regides em que O0sS



iniciadores externos se anelam (F3c e B3c) ndo estardo presentes nessa
etapa, logo, a fita sintetizada pelo iniciador interno ndo serd deslocada pelo
iniciador externo, mas sera deslocada pelos loops formados nas
extremidades da fita (NOTOMI et al., 2000).

Na etapa ciclica, primeiramente, o iniciador FIP reconhece a regido
F2c presente na extremidade 3’ do loop da estrutura modelo. Apds o
anelamento desse iniciador, esse direciona a Bst DNA polimerase para a
sintese da fita. Finalizada a sintese é formado um intermediério haste-laco, a
formacdo desse loop promove a auto-ativacdo (auto-primed) da sintese
(Figura 2). Portanto na fase ciclica, apés o anelamento e formac&o do loop
pela regido B1 e Blc, a sintese é iniciada. Com a auto-ativacdo da sintese
promovida pelo loop nessa regido, a fita anteriormente sintetizada pelo
iniciador FIP é liberada. A fita simples liberada é uma repeticédo invertida da
estrutura de partida, e é nessa fita invertida que o iniciador BIP reconhece a
regido B2c, esse se anela e sintetiza o DNA formando uma nova fita
complementar que apresentara outros haste-lacos produzindo novas copias
invertidas da sequéncia alvo. Essas sequéncias poderdo formar mditiplas
estruturas devido ao deslocamento das fitas complementares sintetizadas
pelos iniciadores internos (NOTOMI et al., 2000; TOMITA et al., 2008). N-
ciclos sdo repetidos até que os iniciadores internos sejam totalmente

consumidos (CHIARI,2010).
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Figura 2. A) Representacdo da etapa ciclica de amplificagcdo molecular LAMP.
Nesta figura observa-se que nessa etapa o deslocamento da fita é proporcionado
somente pelos iniciadores internos FIP e BIP [5 e 7]. A fita complementar é
deslocada pela formacédo de um loop na regidao B1 e B1c na extremidade 3’ [6]. A
medida que essa sintese € iniciada a outra fita sintetizada pelo iniciador interno FIP
€ liberada [7a]. A formacédo de cépiasinversamente alternadas da sequéncia alvo
[9a] juntamente com o0 anelamento dos iniciadores internos podem gerar n-
estruturas.[10-12] (TOMITA et al., 2008). B) Separacado eletroforética via gel de
agarose, apresentando as multiplas estruturas (diferentes tamanhos de fragmentos)
formadas ao final da LAMP para a amplificacdodo gene malB da bactéria
Escherichia coli.

Sendo assim, a LAMP é uma técnica molecular que promove uma
repeticdo alternadamente invertida da sequencia alvo, essa repeticdo
alternada se da pelo deslocamento das fitas do acido nucleico em
decorréncia das etapas ciclicas e nado-ciclicas. Devido a este

comportamento, ao final da reacdo sdo produzidos varios fragmentos de
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tamanhos diferentes, apresentando um padrdo no gel de eletroforese

diferente da PCR (CHIARI, 2010).

1.2 Deteccao visual

Tradicionalmente, a deteccdo dos produtos amplificados por técnicas
moleculares como a PCR ¢ feita por separacéo eletroforética em gel. Porém,
a possibilidade de reduzir etapas e simplificar a deteccdo podem ser
alternativas que reduzam o tempo para o resultado final. (KUMAR e
MONDAL, 2015). Além da vantagem quanto a manipulacdo isotérmica, a
LAMP destaca-se também pela alternativa da deteccao visual (PHAM et al.,
2005; LEE etal., 2008; DRAME et al., 2014).

O desenvolvimento da deteccdo visual conjugada com agentes
intercaladores de DNA possibilita uma analise rapida e simples para
deteccdo e confirmacdo da reacdo de amplificacdo por LAMP. De modo
geral os marcadores fluorescentes apresentam afinidade pelas bases de
DNA, interagindo de forma espontanea as coOpias dos fragmentos
amplificados. Logo apds a interacdo do intercalador as fitas de DNA, a
fluorescéncia € gerada. A intensidade da fluorescéncia é diretamente
proporcional a quantidade de fitas de DNA intercaladas (MAO et al., 2012,
BHIMANI et al., 2015).

A confirmacdo da amplificacdo por adicdo de intercaladores
fluorescentes podem ser visualizada a olho nu ou sob iluminagdo UV.
Diferentes coloracdes sao observadas nas reacfes positivas (fluorescéncia)
e negativas (auséncia de fluorescéncia). Desta forma, os resultados sé&o de

facil interpretacdo, sendo necessario um curto tempo para deteccao,
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facilitando a obtencdo dos resultados pés-amplificacdo (BHIMANI et al.,
2015).

Nesse sentido, sdo descritos alguns trabalhos que relatam a
visualizacdo dos produtos amplificados pela LAMP com a insercao de
corantes fluorescentes e outros pela adicdo de indicadores fluorescentes de
ion metal. Alguns trabalhos utilizam corantes como lodeto de Propidio (HILL
et al., 2008), Syber green (BHIMANI et al., 2015), Hydroxylnapthol blue
(DUAN et al.,, 2014), Calceina (HSIEH et al., 2014), Picogreen (CHIARI
2010), dentre outros. Esses corantes podem ser adicionados antes da
reacdo, como o Hydroxylnapthol blue (DUAN et al., 2014) e calceina (HSIEH
et al., 2014) ou depois da amplificacdo, podendo citar o lodeto de propideo,
Syber green (HILL et al., 2008) e Picogreen (CHIARI, 2010). De acordo com
estudos feitos por Hataoka et al. (2004), a adicdo de alguns intercaladores
de DNA fluorescentes, como o Syber green, inseridos antes do aquecimento
podem inibir a amplificagdo por LAMP.

Os indicadores fluorescentes de metais, Hydroxylnapthol blue (DUAN
et al., 2014) e calceina (HSIEH et al., 2014) sédo adicionados diretamente na
mistura reacional, antes da reacdo. Isto minimiza a possibilidade de
contaminagBes pos-amplificacdo, pelo fato da fluorescéncia da mistura ser
visualizada logo apds o aquecimento da reacdo ndo sendo necessaria a
abertura do tubo reacional ao final da LAMP.

Cabe mencionar que existem outras abordagens baseadas na

deteccdo visual da LAMP, além da adicdo de reagentes metalicos
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fluorescentes. A reacdo de amplificacdo também pode ser detectada através
do monitoramento da turbidez (MORI et al. 2001; ENOMOTO et al., 2005).

O monitoramento da turbidez baseia-se na turvacdo da mistura
reacional, uma vez que na etapa de extensdo do &cido nucleico um sub-
produto pouco solavel é liberado. A turvacdo da reacdo é originada ela
reacdo entre ions pirofosfatos advindos do dNTP (Desoxirribonucleotideos
Fosfatados) juntamente com o ion metalico divalente presente na mistura
reacional. A medida que o fragmento de DNA é amplificado, ions de
pirofosfatos sdo desprendidos na forma de sub-produtos. Esses ions
possuem alta afinidade por metais divalentes (como o0 magnésio)
ocasionando a formag¢do de um precipitado insolivel que conduz a turvagéo
da reacdo (pirofosfato de magnésio). Quanto maior a turbidez maior é a
quantidade de coépias formadas ao final da reacdo (MORI et al.,, 2001;
TOMITA et al., 2012; HSIEH et al., 2014; SUEBSING et al.,2015).

Outro método de deteccdo visual baseia-se na adicdo de indicadores
fluorescentes de metais. O principio dessa deteccdo estd na adicdo de um
corante quelante fluorescente, sendo frequentemente utilizado a calceina. A
calceina livre ou na captura de outro metal divalente emite fluorescéncia,
exceto na presenga do metal manganés. A fluorescéncia produzida pela
calceina procede da grande quantidade de sub-produtos formados (ions
pirofosfatos), esses capturam o0 manganés (inibidor da fluorescéncia)
deixando-a livre. A fluorescéncia propiciada pela calceina pode ser intensa
na captura de outro metal (magnésio) presente na solucdo. As reacdes que

ndo contem o alvo ndo apresentardo fluorescéncia, pois a mesma esta
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diretamente ligada a liberacdo dos ions pirofosfatos ocasionados pela
amplificacdo dos fragmentos de DNA alvo (NOTOMI, et al., 2000; IMAI et al.

2007; XU et al., 2009; TOMITA et al., 2012).

1.3 Vantagens e desvantagens da LAMP

A amplificacdo de acidos nucleicos por LAMP apresenta diversas
vantagens, sendo elas: i) manuseio isotérmico; ii) tempos de reacdes que
variam de 15 - 60 minutos; iii) deteccdo visual através da adicdo de corantes
fluorescentes; iv) técnica molecular sensivel e especifica; v) amplificacdo do
fragmento de gene especifico diretamente em amostras complexas; vi)
auséncia de inibidores que blogqueiem a amplificacdo; vii) utilizacdo de
equipamento de baixo custo (NOTOMI et al.,, 2000; HILL et al., 2008;
TOMITA et al., 2008; CHIARI, et al., 2010; WANG et al.,2012; DRAPALA e
KORDALEWSKA, 2013).

Devido a todas as vantagens apresentadas pela LAMP, ela vem
sendo aplicada na deteccdo de diversos patdgenos como, fungos
Paracoccidioides brasiliensis (ENDO et. al, 2004), virus da hepatite B (HPV)
(LEE et al., 2007), virus da dengue (PARIDA et al., 2005), virus Chikungunya
(PARIDA et al., 2007), Zika virus (TIAN et al., 2016), bactéria Ehrlichia canis
(CHIARI, 2010), protozoarios como o Theileria annulata (SANTOS, 2011),
nematdédeo parasita Loa Loa (DRAME et al., 2014), dentre outros.

Um aspecto interessante quanto a LAMP esta na especificidade da
técnica. HILL et. al (2008) demonstraram em seu trabalho que essa técnica
molecular apresenta uma deteccao rapida e precisa do gene malB da E. coli.

As reacgOes foram realizadas em escala convencional sem a extracdo do
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DNA, amplificando o alvo diretamente na amostra complexa. De 89 testes
em amostras de urina, 87 confirmaram a especificidade da técnica.

A LAMP também tem demonstrado ser capaz de amplificar o gene de
interesse e realizar a deteccdo do patdogeno diretamente em amostras
complexas. De acordo com os experimentos de Xu e colaboradores (2009) a
deteccdo da Schistossoma japonicum pode ser feita em amostras de sangue
e fezes. Neste trabalho os estudos apontaram a amplificacdo do gene de
interesse por meio das técnicas moleculares LAMP e PCR. Em alguns casos
a PCR mesmo na presenca do alvo, ndo proporcionou a amplificacdo do
acido nucleico; jA a mesma amostra quando submetida a LAMP foi positiva
para presenca do agente patogénico (HILL et al., 2008; XU et al., 2009;
WOZNIAKOWSKI et al., 2012). Os resultados destacaram a sensibilidade da
LAMP quando comparada a PCR.

Outros trabalhos, também compararam a eficiéncia e robustez da
PCR e LAMP (PARIDA, et al., 2007; HILL et al., 2008; CHEN, et al., 2011,
WANG et al., 2012). Na maioria dos casos, ao utilizar a PCR os resultados
obtidos apresentaram uma amplificacdo precisa, porém na presenca de
algum composto inibidor, o resultado final da analise via PCR foi
comprometido. Em contrapartida a técnica de amplificacdo LAMP, devido a
atuacao especifica dos pares de iniciadores na sequéncia alvo e também por
ndo sofrer efeitos de inibidores, amplificou diretamente o alvo (PARIDA et
al., 2007; BAKHEIT et al., 2008; WU et al., 2013).

De acordo com os registros realizados por LLOYD et al. (2014), de

2005 a 2014 dezesseis trabalhos confirmaram a sensibilidade e
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especificidade da LAMP resultando numa porcentagem de 95% de eficiéncia
na deteccdo de infecgdes provenientes de Clostridium difficile em amostras
complexas. Esses dados sdo similares ao estudo feito por Yan et al. (2016)
que apontam uma porcentagem de 94% de especificidade e sensibilidade
para o diagndstico de tuberculose pulmonar.

Em contrapartida as vantagens apresentadas pela LAMP, a técnica
também apresenta como sua principal desvantagem a facil contaminacao
das reacbes podendo gerar resultados falsos-positivos. Essas
contaminagbes podem estar ligadas a manipulagdo dos reagentes,
instrumentos e cuidados necessarios para a realizacdo da técnica (TOMITA
et al., 2012).

A contaminacdo também pode ser proveniente de produtos de
amplificacbes oriundas de residuos de DNA amplificados em reacodes
anteriores. A presenca desse tipo de contaminacdo é um problema, uma vez
que as técnicas moleculares apresentam alta sensibilidade, podendo
produzir resultados falsos-positivos, diminuindo a confiabilidade do método
caso haja algum contaminante (MELO, 2006).

Alguns trabalhos na literatura relatam que residuos de DNA
amplificados de reacbes anteriores podem ser um dos principais motivos
para visualizacdo dos falsos-positivos. Dessa forma o uso de uma enzima
que clivasse provaveis contaminantes antes do aquecimento da reacéo seria
uma alternativa que evitaria a formacdo de produtos inespecificos
(UDAYKUMAR et al., 1993; HSIEH et al., 2014; KIL et al., 2015). Um método

de clivagem de contaminantes foi descrito pela primeira vez por LONGO e
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colaboradores (1990), utiizando uma enzima denominada Uracil DNA
Glycosylase (UDG), tendo como objetivo a reducdo de contaminantes que
poderiam estar presente na mistura reacional antes de realizar a
amplificacdo por PCR (EFTEDAL et al. 1993; UDAYKUMAR et al., 1993).
Atualmente essa € utilizada com o mesmo objetivo na LAMP (HSIEH et al.,
2014; KIL et al., 2015).

Ao utilizar a enzima UDG, a clivagem dos possiveis contaminantes so
€ possivel com a incorporacdo da base uracila a fita de DNA alvo a ser
amplificada, logo ao final da reagdo os produtos amplificados irdo conter
bases uracilas. Uma vez que a UDG cliva ligacbes de uracila, essa €&
adicionada antes do aquecimento da reacdo. Sendo assim, caso residuos de
produtos amplificados (amplicons) estejam presentes na mistura reacional, o
tratamento dos mesmos com a UDG serao clivados antes do aquecimento e
posteriormente serdo facilmente hidrolisados devido aos sitios abasicos
formados. Com a degradacdo dos contaminantes e a subsequente
inativacdo da UDG, € iniciada a amplificacdo utilizando o protocolo da
técnica molecular especifica (PAUL e YEE, 2010; REN et al., 2016).

A desvantagem desta enzima esta na eliminacdo de contaminacdes
provenientes de timina, ja que a UDG cliva os fragmentos de DNA nas
regides especificas que contem a base uracila ndo rompendo ligacdes de
contaminantes que contem outras bases, como € o caso da timina. Assim
analises mais amplas do que pode estar contaminando as reacfes devem

ser feitas (LONGO et al., 1990; KIL etal., 2015).
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1.4 LAMP em microdispositivos

A microfluidica é uma tecnologia que tem demonstrado recentemente
muitas aplicacbes clinicas (YAGER et al., 2006; MYERS et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2013) e promete ter um forte impacto em um futuro proximo
nas ciéncias da salde, gerando plataformas de baixo custo para
implementacdo de diversas técnicas de diagnosticos, incluindo os
diagnosticos moleculares para deteccao e identificacdo de patégenos. Com
0 intuito de contornar os problemas existentes em escala convencional, cada
vez mais, as comunidades clinicas buscam novos caminhos para melhorar
as andlises moleculares para diagnosticos, de forma que se tornem mais
rapidas, eficientes e produzam resultados confidveis. Sendo assim 0s
diagnésticos moleculares, especialmente para monitoramento de saulde
publica, representam um importante nicho para plataformas microfluidicas,
gue sdo capazes de realizar um protocolo completo de biologia molecular
em um Unico dispositivo portatil e de baixo custo (EASLEY et al., 2006 ).

Os sistemas microfluidicos tem demonstrado ser uma ferramenta
analitica poderosa para andlise de DNA e RNA, especialmente para
diagnostico molecular. Processos como extragcdo de RNA (HAGAN et al.,
2011) e DNA (BREADMORE et al., 2003; BIENVENUE et al., 2006), a
amplificacdo via Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) (HUHMER et al.,
2000; GIORDANO et al., 2001) e separagdo de DNA (WOOLLEY et al.,

1994; CHEN et al., 1999) ja sao realizados em plataformas miniaturizadas.
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A LAMP, por ser uma técnica molecular isotérmica e por permitir a
deteccdo visual direta dos produtos amplificados, apresenta um grande
potencial de integracdo analitica para realizacdo de diagndsticos
moleculares em microdispositivos. A disponibilidade de equipamentos
eletrdbnicos para o aquecimento isotérmico dessa reacao facilita o uso desta
técnica molecular em ambientes que necessitam de uma andlise rapida e em
laboratérios com recursos limitados, auxiliando na identificacdo precoce de
agentes patogénicos, evitando sua propagacdo e determinando um
resultado com urgéncia (HATAOKA et al., 2004; LEE et al., 2008; FANG et
al., 2010; CONNELLY et al., 2015).

Recentemente, dispositivos microfluidicos integrados com a LAMP
tém sido desenvolvidos para deteccdo de patdgenos (SHEN et al.,, 2011,
TLILI et al., 2013; LIU et al., 2013). Esses dispositivos tem demonstrado
grande potencial para diagnésticos moleculares rapidos de doencas
infecciosas através do uso dessas plataformas acopladas a diferentes
sistemas de deteccdo tais como colorimétrica (WU et al., 2011),
espectrofotométrica (FANG et al., 2010) e deteccdo -eletroquimica
(NAKAMURA et al., 2007).

S&o encontrados na literatura trabalhos que realizaram a LAMP em
dispositivos microfluidicos fabricados com diferentes materiais: vidro (WU et
al.,, 2011), dispositivos poliméricos como o poli(dimetilsiloxano), PDMS
(FANG et al., 2010), poli(metilmetacrilato), PMMA (LEE et al., 2008) e

dispositivos a base de papel (CONNELLY etal., 2015).
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O vidro, apesar de ter suas caracteristicas bem estabelecidas e por
apresentar transparéncia O6tica, algumas desvantagens do material quanto a
producdo de microchips como, por exemplo, tempo e custo de fabricacao
sdo fatores que limitam seu uso. Dispositivos de vidro necessitam de
ambiente de sala limpa e instrumentacdo sofisticada para sua producéo.
Estas desvantagens levaram a busca por materiais alternativos para a
producdo mais rapida e barata dos dispositivos microfluidicos. Estes novos
substratos, idealmente, devem oferecer beneficios significativos sobre o
vidro como, por exemplo, facilidade e rapidez no processo de
microfabricacdo, reproduzir canais com alta fidelidade e baixo custo. Nesta
busca, os materiais poliméricos surgiram como excelente alternativa ao
vidro. Dentre 0s materiais poliméricos, o PDMS €& material mais utilizado por
possuir biocompatibilidade e transparéncia otica, além de baixo custo e de
facil fabricacao (DUFFY et al., 1998).

O papel como substrato também vem sendo utilizado para realizacdo
da LAMP (CONELLY et al., 2015). Dispositivos &4 base de papel séo
conhecidos como PPADs (do inglés, microfluidic paper-based analytical
devices). Diagnésticos em dispositivos analiticos de papel tem sido
implementados com sucesso devido ao fluxo lateral espontaneo apresentado
por este substrato hidrofilico e poroso que realiza com simplicidade o
transporte microfluidico das solucbes. Estes sistemas requerem minima
preparagdo de amostras e nenhuma instrumentacdo. Conelly e

colaboradores (2015) detectaram E.coli em dispositivos & base de papel,

20



através a amplificacdo do gene malB integrando extracdo e amplificacao por
LAMP e deteccdo visual no préprio dispositivo utilizando Syber green.

Um polimero que vem sendo utilizado com sucesso para produzir
microdispositivos sdo os filmes de poliéster (transparéncia para impressao)
(DUARTE et al., 2011; DUARTE et al.,, 2012; GABRIEL et al., 2013). O
método de impressdo direta utilizado para produzir os dispositivos
microfluidicos foi descrito pela primeira vez por Lago e colaboradores (2003)
e utiliza uma camada de toner depositada no filme de poliéster para definir
0s microcanais. O toner também serve como adesivo para vedacdo do
dispositivo através de uma etapa de laminacéo a quente.

Dispositivos de poliéster-toner (PeT) com canais mais profundos
também podem ser construidos, como descrito por Duarte et al. em 2011.
Neste caso, sdo utilizados mais do que dois filmes de poliéster na montagem
do microchip e os canais sdo definidos por uma cortadora a laser e ndo pela
impressora. A profundidade dos canais é definida pelo nimero de
transparéncias inseridas entre a base e o topo do microchip. Cada filme de
transparéncia possui cerca de 100 um e dessa forma, dispositivos feitos com
trés filmes de poliéster (base, intermediario e topo) possuem canais com
aproximadamente 100 um de profundidade. Quando o dispositivo € feito com
quatro filmes (base, dois filmes intermediarios e topo) 0s canais possuem
profundidade de aproximadamente 200 pm.

O processo rapido e de baixo custo de producdo dos dispositivos
dispensam o uso de equipamentos sofisticados. Os microchips de PeT ja

demonstraram serem compativeis com todas etapas analiicas de uma
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analise genética (DUARTE et al., 2011, DUARTE et al.,, 2012). Neste
contexto, os microchips de PeT representam uma alternativa simples e
barata para producdo de dispositivos para aplicacdes bioanaliticas. A
simplicidade de producdo dos dispositivos, 0 baixo custo de materiais e
equipamentos necessarios para fabricacdo e a possibilidade de integrar
diferentes dominios nos dispositivos, tornando possivel a producdo de um
verdadeiro lab-on-a-chip, fazem com que os microchips de PeT apresentem
grande potencial para producdo de dispositivos microfluidicos para analises

genéticas.

1.5 Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli (E.coli) pertence a famila
Enterobacteriaceae, uma familia que contem bacilos gram-negativos. Cabe
mencionar que esta bactéria apresenta grande diversidade patogénica e por
isso representa uma das bactérias mais estudadas (MEAD et al., 1999).
Além disso, essa bactéria também pode ser utilizada para estudos voltados
a andlise de resisténcia antimicrobiana por ser considerada uma bactéria
intestinal capaz de adquirir resisténcia a antibiéticos (KANG et al., 2005).

Como patdgenos, sao classificadas em diferentes cepas que possuem
diferentes atividades de contagio. Essas variacbes dependem do tipo de
viruléncia podendo ser classificadas em: uropatogénicas, produtoras de
toxina de Shiga, enterotoxigénicas, meningite neonatal, enteropatogénica,
enteroinvasivas (RUSSO e JOHNSON, 2003; CONSTANTINIU et al., 2001;
SCHREMMER et al.,, 1999). Esses organismos patogénicos promovem

desde contaminacées alimenticias (ARAUJO et al., 2002) até contaminacdes
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intra e extra-intestinais, incluindo a infeccdo no trato urinario (DUNITZ et al.
2014). Como consequéncia efeitos colaterais ocasionados por esses
patdbgenos podem lesionar a mucosa intestinal, ou promover infeccées

urinarias (DUNITZ et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho visa 0 desenvolvimento e otimizacao
de uma metodologia de amplificacdo isotérmica de DNA mediada por loop

(LAMP) em microdispositivos descartaveis de poliéster-toner (PeT).

2.2 Objetivos especificos

Otimizar as condi¢cdes experimentais para amplificacdo do gene malB da

E.coli por LAMP em microdispositivos de PeT

e Avaliar a necessidade da passivacdo da superficie da camara reacional

e Separar os fragmentos amplificados através da LAMP por eletroforese

e Avaliar o uso da detecgao visual dos produtos amplificados mediante o
uso de intercaladores fluorescentes de DNA.

e Avaliar a sensibilidade da técnica realizada nos microdispositivos de

PeT.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e reagentes

Os filmes de poliéster (transparéncia) foram adquiridos da 3 M,
modelo CG 5000 (Austin, TX,USA) e Multilaser, modelo InkJet film (Sao
Paulo,SP, Brasil).

A agua utilizada no preparo das solugbes foi 4gua ultrapura, Sigma
Aldrich W4502 (livre de DNase, RNase e Protease). O marcador padrdo de
tamanhos de DNA 100 pb DNA ladder foi obtido junto a Invitrogen/Life
Technologies (Foster City, CA). Os dNTP’s foram adquiridos da Ludwig
Biotech (Alvorada, RS) e dUTP obtidos da Applied biosytems (Warrington,
UK). A Betaina, etanol, hidrocloreto de Guanidina (GuHCI) foram adquiridos
da Sigma-Aldrich (St Louis, MO). Albumina de soro bovina (BSA) foi obtida
junto & Amersham/GE Healthcare. A proteinase K (20 mg mL™) foi obtida da
Qiagen (Valéncia, CA). Os reagentes Tris(hidroximetil)Jaminometano (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, USA). A
enzima Bst DNA polimerase e sulfato de magnésio (MgSO,) foram

adquiridos junto & New England Biolabs (Ipswich, MA).
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3.2 Amostras:

As bactérias Escherichia coli BL21 foram fornecidas pelo Laboratério
de Biologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade

Federal de Goias (UFG), Campus Samambaia, Goiania, GO.
3.2.1. Extracdo de DNA da bactéria E.coli

Todos os experimentos de amplificagdo de DNA realizados neste
trabalho utilizaram como alvo DNA pré-purificado da bactéria E.coli BL21
extraidos através de metodologia convencional de extracdo de DNA.

Para o preparo do cultivo da bactéria, inicialmente foi feito um
estriamento prévio da bactéria em placa de petri com meio LB sdélido (37 °C
por 16 horas). Posteriormente uma UFC foi selecionada e cultivada em meio
LB liquido por 16 h a 37 °C sob agitacéo (120 rpm).

Pipetou-se 1,2 mL da cultura da bactéria E.coli adicionou a um tubo
Eppendorf e centrifugou a 1300 rpm por 2 minutos. Apos a centrifugacao,
eliminou-se o0 sobrenadante e foi adicionado 600 pL de solucéo de lise de
DNA (50 uM Tris pH 7,6; 20 mM solugdo EDTA; 400 mM NaCl, 1% SDS). A
mistura foi incubada por 10 minutos a 80 °C. Posteriormente as amostras
foram esfriadas em banho de gelo por 5 minutos. Adicionou-se 3 pL da
solucdo de RNAse (24 pg mL™) e incubou-a a 37 °C por 15 minutos. Foi
acrescentado 200 pL de NaCl 5 mol L na mistura homogeneizada por
inversdo e levou-a ao banho de gelo por 5 minutos. A mistura foi
centrifugada a 1300 rpm por 3 minutos. Transferiu 0 sobrenadante para um

novo tubo que ja continha 600 pL de isopropanol PA a temperatura ambiente
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e foi levado ao banho de gelo por 10 minutos. A mistura foi centrifugada a
1300 rpm durante 15 minutos e descartou o sobrenadante. O precipitado foi
ressuspendido em 600 pL de etanol 70%. A mistura foi centrifugada a 1300
rpm por 2 minutos e descartou o sobrenadante. O precipitado foi submetido
a secagem em temperatura ambiente por 24 horas e posteriormente o
precipitado foi ressuspendido em 30 pyL de &gua ultrapura e estocado a -20

°C.

3.2.2. Sequéncia dos iniciadores para amplificacdo do gene malB

da E.coli

Para a amplificagdo do gene malB da E.coli, trés pares de iniciadores
foram utilizados. A formulacdo desses iniciadores foi baseada no protocolo
descrito por Hill e colaboradores (2008), chamados de iniciadores internos,
externos e loops, sendo eles: iniciadores externos (F3 e B3), ambos
apresentando 18 bases em sua estrutura; iniciadores internos (FIP e BIP)
com 40 e 42 bases respectivamente; iniciadores loop (LF e LB) com 24 e 25
bases respectivamente. A Tabela 1 mostra a sequéncia dos iniciadores

utilizados neste trabalho.
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Tabelal: Sequéncia dos pares de iniciadores para LAMP da E.coli

Iniciadores Sequénciados Iniciadores 5° — 3’
F3 GCCATCTCCTGATGACGC
B3 ATTTACCGCAGCCAGACG
FIP CATTTTGCAGCTGTACGCTCGCAGCCCATCATGAATGTTGCT
BIP CTGGGGCGAGGTCGTGGTATTCCGACAAACACCACGAATT
LF CTTTGTAACAACCTGTCATCGACA
LB ATCAATCTCGATATCCATGAAGGTG
3.3. Microdispositivos de PeT
3.3.1. Fabricacdo dos microdispositivos de PeT

Os microdispositivos de PeT foram fabricados como descrito

anteriormente por Duarte et al. em 2011, utilizando uma impressora a laser

(HP laser Jet P4014n) e uma cortadora a laser de CO, (Red Sail laser,

modelo M500), cortados na empresa GravLaser (Goiania, GO).

Para a fabricagdo dos microdispositivos de poliéster-toner foram

utilizados 5 filmes de poliéster, divididos em partes intermediérias, topo e

base, como ilustrado na Figura 3. Nas partes intermediarias, os filmes de

poliéster (transparéncia) recobertos com toner foram recortados como o

auxilio de um cortadora a laser e criadas microcamaras com 7 mm X 2 mm.

Para a camara reacional de 5,0 uL, foram utilizados 3 filmes de poliéster-
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toner entre a base e o topo. Para base e topo foram utilizados apenas filmes
de poliésteres e no topo foram criados furos para dar acesso aos
reservatorios. Os filmes foram alinhados e laminados em uma laminadora

operando a 170°C.

[) Toner

(1 (11)

> Filme de poliéster

- Filme de poliéster 1> Toner

(1) (1V) P N
% Furos que servem
——"" COMO reservatorios

Filmes de poliéster
recoberios com toner e
- recortados 0s canais

» Canal recortado

Base

Figura 3. A) Representacao das etapas de fabricacdo dos microchips de poliéster-
toner. (I) filme de poliéster; (l) fime de poliéster revestido com trés camadas de
toner em ambos os lados; (lll) layout do microdispositivo, canal e reservatério
recortado em uma cortadora a laser; IV) Alinhamento das cinco folhas de poliéster,
sendo trés camadas intermediarias, uma base e um topo. (B) Dispositivo pronto.
Adaptado de Duarte et al., 2011.
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3.3.2. Passivacédo dos microdispositivo de PeT

Apos a laminacdo do dispositivo, a microcamara reacional do
dispositivo foi preenchida com uma solugdo de albumina de soro bovino
(BSA) a uma concentracdo de 0,6 ng pLl. Apés a evaporacdo dessa
solugdo, a mistura reacional LAMP foi adicionada a microcamara do

microdispositivo.

3.4. Desenvolvimento e otimizagdes da LAMP em

microdispositivos de PeT

Inicialmente os reagentes que compde a mistura reacional foram
adicionados e homogeneizados em microtubos de polipropileno (Figura 4).

A mistura reacional foi preparada com a seguinte composic¢éo: 0,2 uM
dos iniciadores externos F3 e B3; 1,6 uM dos iniciadores internos FIP e BIP;
0,8 uM dos iniciadores loop LF e LB; 0,8 M de betaina; 8 mM de MgSOQy;
dNTP (0,2 mM dATP, 0,2 mM dCTP, 0,2 mM dGTP e 0,4 mM de dUTP);
0,96 U pL™* da enzima Bst , adicionando 2,5 pL de tamp&do Bst (10X
contendo 20 mM Tris-HCI, 10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO4, 2 mM MgSOQy,
0,1% Triton X-100); ou 0,8 U puL*! da Bst 2.0 adicionando 2,5 pL de tamp&o
Bst 2.0 (10X contendo 20 mM Tris-HCI (pH 8.8), 50 mM KCI, 10 mM
(NH4)2SO4, 2 mM MgS04, 0,1% Tween 20); e concentracdes variaveis de
DNA entre 1 ng uL? e 1 fg pL™* foram testados. Posteriormente com auxilio
de uma pipeta, 5 pL da solucdo estoque foi adicionada ao reservatorio para

0 preenchimento da cé&mara reacional. Finalizado o preenchimento da
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camara, 3 pL de 6leo mineral foram adicionados em cada reservatério para
evitar a evaporacéo da solugdo durante o aquecimento da reacdo. A reagao
foi aquecida isotermicamente em um termobloco (Major Science, Saratoga,
CA) a 66 °C por 60 min, seguida pela inativacdo da enzima aquecendo a
reacao por 2 min a 80 °C. Para a otimizacdo da metodologia variagcdes em
relacdo a concentracdo de betaina, enzima e tempo de reacdo foram
realizadas.

Ao finalizar o tempo de incubacdo da reacdo, ou a solucdo era
retirada do microchip para deteccédo dos fragmentos por eletroforese em gel
ou era adicionado o intercalador fluorescente de DNA para deteccado visual,

como mostrado no esquema da Figura 4.

Gel de Agarose
Iniciadores

For PRpR—
Z =
2 ®

©

Bst NL/% DNA alvo T
DNA polimerase i

5L

eice Agurone

Deteccéo Visual

LU?UV

»

/n, toy,

C, i

Fluorescéncia

Figura 4. Representacdo da amplificagdo LAMP em microdispositivos de PeT.
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3.4.1. Separacéao eletroforética dos fragmentos de

DNA amplificados por LAMP

A separacado dos fragmentos de DNA amplificados por LAMP foram
realizados de duas formas, gel de agarose e Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies®).

A eletroforese em gel foi realizada utilizando gel de agarose a 2 % em
tampéo Tris-EDTA-Borato (TEB) 0,5%. A separacdo dos produtos foi
revelada com GelRed -Biotium® em transiluminagdo UV. A identificacdo dos
diferentes tamanhos de fragmentos amplificados foram avaliadas com base
no tamanho molecular do marcador Invitrogen/Life Technologies (Foster
City, CA) 100 pb DNA Ladder. A corrida eletroforética foi realizada em
tampédo TEB 0,5 % nas condi¢cBes de 90 V, em tempos variando de 30 e 115
minutos.

Apds o tempo de corrida, as bandas de DNA foram visualizadas
através de um transiluminador UV acoplado a um sistema de
fotodocumentacdo (GE Healthcare lifesciences).

Algumas separacdes de DNA foram realizadas no equipamento
Bioanalyzer 2100. A metodologia utilizada foi de acordo com o protocolo do
fabricante (Agilent DNA 1000 Kit Guide). De modo geral cada chip para
andlise de DNA possui 12 pocos, utilizados para separagdes independentes.
Os produtos sdo analisados por Fluorescéncia Induzida a Laser, separando

os diferentes fragmentos de DNA amplificados.
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3.4.2. Deteccdao visual dos produtos de

amplificacdes

Para a deteccao visual dos produtos amplificados por LAMP foram
testados dois corantes fluorescentes, o lodeto de Propideo e Syber green
(1:10), na proporcdo de 0,5 pL a cada 5 pL da reacéo final. O corante foi
adicionado e homogeneizado diretamente na microcamara ao final da
reacdo. Posteriormente a camara reacional foi exposta a uma iluminacéo
por lampada UV (320 nm) e as imagens do microchip foram obtidas com

uma camera de celular.

3.5. Caracterizagcdo das transparéncias utilizadas na
fabricacdo dos dispositivos
3.5.1. Espectroscopia naregidao do UV-vis

As medidas de transmitancia dos substratos foram efetuadas no
espectrofotbmetro UV-Vis (Lambda 45 da PerkinElmer). As transparéncias
analisadas (CG 5000 e Inkjet Multilaser) foram cortadas a 1 cm?. O espectro
foi produzido fazendo uma varredura de 200 a 800 nm, promovendo a

caracterizagao da transmitancia de cada transparéncia.
3.5.2. Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletronica de varredura (MEV) foram

obtidas em um microscépio da marca Jeol, modelo JSM — 6610. Esta andlise
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foi realizada no Laboratério multiusuario de microscopia de alta resolucédo
(LabMic) na Universidade Federal de Goiés.

As transparéncias (CG 5000 e Ink Jet Multilaser) foram recobertas
com uma fina camada de ouro por 2 minutos utilizando o equipamento
Denton Vacuum, Desk V.

A incidéncia de um feixe de elétrons diretamente nessa
transparéncia (recoberta com filmes de ouro) forneceu um sinal elétrico que
gerou a imagem. A imagem do material foi capturada através de uma
diferenca de potencial aplicado de 5 kV, potenciais superiores

comprometeram a analise (queima do material).

3.5.8. EspectroscopiaDispersiva de Raios-X (EDS)

Andlise de Energia Dispersiva (EDS) foram realizadas na Central de
Analises Quimicas Instrumentais do Instituto de Quimica de S&o Carlos
(CAQIVIQSC/USP) em um equipamento EDX LINK ANALYTICAL, (Isis
System Series 300), com detetor de SiLi Pentafet, janela ultrafina ATW I
(Atmosphere Thin Window), de resolucdo de 133eV a 5,9 keV e area de 10
mm? quadrado, acoplado a um Microscépio Eletrdnico ZEISS LEO 440
(Cambridge, England). Utilizou-se padrao de Co para calibragao, feixe de
elétrons de 20 kV, distancia focal de 25 mm, dead time de 30%, corrente de

2,82 A el probe de 2,5 nA. A area da amostra analisada foi de 320x320 mm.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Microchip de PeT

Os microchips de PeT ja foram utiizados com sucesso para
amplificagdo de DNA do fago lambda, da bactéria Azospirillun brasilense e
DNA humano por PCR (OUYANG et al., 2015), e este trabalho utilizou pela
primeira vez os microdispositivos de PeT para a amplificacao isotérmica de
DNA para deteccéo de E.coli.

Os microchips de PeT séo de fabricagéo facil, rapida e de baixo custo.
Os equipamentos necessarios sdo computador, impressora a laser,
laminadora de documento e cortadora a laser. O Unico equipamento que
pode elevar o custo de fabricacdo € a cortadora a laser. Porém, é possivel
encontrar no mercado cortadoras a laser com o custo bem reduzido (em
torno de R$ 5.000,00) ou ainda existe possibilidade de realizar esse servi¢o
em empresas terceirizadas que disponibilizam o servico, como foi feito neste
trabalho, onde se cobra em torno de R$ 80,00 a hora da maquina. Em uma
hora de uso da maquina cortava-se a quantidade de PeT suficiente para
produzir 250 microchips. Deste modo, o custo referente ao uso da cortadora
a laser foi cerca de R$ 0,32 por dispositivo. Incluindo todos os gastos com
materiais e servicos (poliéster, toner e corte a laser) o custo de cada
microchip foi inferior a R$ 0,50.

Devido ao baixo custo do dispositivo e a facilidade de fabricacdo, os
microchips de PeT podem ser descartaveis, o que simplifica ainda mais seu
uso, pois dispensa lavagens do dispositivo para novos usos, embora isso
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seja possivel. O fato do dispositivo de PeT ser usado apenas uma vez

minimiza problemas de contaminacéo entre as reacoes.

4.1.1. Passivacdo da superficie de poliéster e
otimizacdo das dimensfes da microcamara
reacional

Ja estd bem estabelecido na microfluidica que a realizacdo de
reacdes quimicas em microescala requer atencdo especial para o potencial
de adsorcdo das espécies na superficie do substrato. A grande razao
area/volume (A/V) nas camaras reacionais dos microdispositivos pode
causar efeito negativo na eficiéncia das reagbes por possuir uma grande
area superficial disponivel para a adsorcédo das espécies envolvidas.

Para avaliar qual seria o efeito da grande area superficial nos
dispositivos de PeT utilizados para LAMP e a necessidade de passivagao da
superficie realizou-se a reacdo em tubos contendo 25 pL de reacdo na
presenca de pedacos recortados de poliéster (Pe). O sucesso das reacoes
quanto a exposicdo dos reagentes da LAMP ao filme de poliéster foi avaliada
variando o numero de pedacos de Pe adicionados no tubo. Foram
adicionados a 25 pL de mistura reacional 0, 10, 15 ou 20 pedacos de Pe
recortados nas seguintes dimensdes: 1 mm (largura), 5 mm (comprimento) e
0,1 mm de espessura, correspondendo a uma area superficial de
aproximadamente 10,0 mm? (considerando os dois lados). Para todas as
reacdes foram avaliadas o0 sucesso da reagédo adicionando ou ndo BSA na
mistura reacional. O sucesso da reacdo foi avaliado pela presenca de

produto detectavel por eletroforese em gel.
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A Figura 5 mostra que a adicdo de BSA (0,24 mg mL™) na mistura
reacional foi eficaz para evitar a inibicdo da LAMP para reacdes contendo
até 15 pedacos de Pe (100% das reacfes ocorreram). Com 20 pedacos de
Pe apenas 17% das reacdes obtiveram sucesso. Experimentos adicionais
foram realizados inserindo um pedaco de Pe recoberto com toner com area
superficial de 10,0 mm? em cada tubo contendo as mesmas quantidades de
Pe apresentadas na Figura 5, apenas para avaliar se a presenca do toner
provocaria algum efeito negativo nas reag¢des. Os resultados mostraram o
mesmo comportamento das reagdes na presenga e na auséncia de toner.
Sugerindo dessa forma que a presenca de uma pequena quantidade de
toner em contato com a solucdo (correspondente a cerca de 5% da area
total de Pe) ndo tem nenhum efeito negativo na LAMP.

Os resultados apresentados na Figura 5 demostram a necessidade do
uso de BSA para melhoria da eficiéncia da reacdo e a necessidade de se
controlar a razdo area de Pe e volume de solucdo na LAMP. Os dados
fornecidos por esses experimentos, mostraram o0 sucesso da LAMP na
presenca de até 15 pedacos de Pe com 10,0 mm? em 25 pL de solucdo
(razdo ANV de 6 mm? pLl). Dessa forma produziu-se dispositivos com uma
microcAmara com uma razdo AN de 6 mm? pL™? (dimensdes da camara: 7
mm de comprimento, 2 mm de largura e 0,35 mm de profundidade) sendo
95% da camara constituida por poliéster e 5% constituida por toner. A

camara nessas dimensdes possui capacidade para 5 pL de solugao.
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Figura 5: A)Estudo da passivacao dindmica da superficie do poliéster para melhoria
da eficiéncia da LAMP. Avaliacdo do sucesso da reacédo adicionando 0, 10, 15 ou
20 pedacos de Pe em um tubo contendo 25 pL de solucao, na presenca e auséncia
de BSA na mistura reacional. B) Dimensao da microcamara reacional.

Os resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos
resultados obtidos por Ouyang e colaboradores (2015) que realizaram
reacdes de amplificacdo de DNA por PCR em microdispositivos de PeT
utilizando uma camara de PCR com capacidade para 2 pL e uma razao A/V
de 9 mm? pL ! sendo 95% da superficie constituida de poliéster (Pe). Os
autores mostraram que a grande razdo A/V pode ter um impacto negativo na
PCR devido a adsorcdo indesejavel de Tag DNA polimerase e outros
componentes da reacdo e demonstrou pela primeira vez a necessidade da
passivacao da superficie de poliéster para melhorar a eficiéncia da reacao
de amplificacdo de DNA por PCR. Para minimizar o efeito da inibicdo da

PCR e melhorar o desempenho da PCR os autores exploraram a passivagao
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dindmica da superficie de Pe através do uso de BSA e de polietilenoglicol
(PEG). Essas duas substancias, adicionadas na mistura reacional da PCR,
se ligam preferencialmente a parede da microcamara minimizando a perda

da Tag DNA polimerase por adsorcao a superficie.

Para o desenvolvimento da LAMP no microchip de PeT, a passivacao
da superficie de Pe foi testada utilizando duas estratégias diferentes. A
primeira foi tentar a passivacdo dinamica, ou seja, adicionar BSA apenas na
mistura reacional da LAMP. Neste caso a passivagcdo ocorre durante a
adicdo da mistura reacional da LAMP na microcamara. A segunda estratégia
foi a passivacdo prévia da superficie. Neste caso a microcamara foi
preenchida com a solucdo de BSA (0,6 mg mL™) e deixada até a secagem

completa e, s6 apés esse tempo, foi adicionada a mistura reacional.

As reacdes realizadas em microchips que passaram pela passivagao
prévia da superficie apresentaram sempre melhores resultados do que
aguelas reacbes que utilizaram a passivacdo dinamica (Figura 6). A
quantidade de produto amplificado detectdvel em gel de agarose
apresentou-se sempre superior nos casos de passivacao prévia (Figura 6A),
principalmente para baixas concentracbes de DNA. Como observa-se na
Figura 6B apenas para altas concentracées de DNA (10° cépias/reacéo) a
reacdo foi bem-sucedida quando utilizou-se a passivacdo dinamica. Em
contrapartida, quando nao utilizou-se nenhum tipo de passivagdo com BSA a
reacdo nao obteve sucesso para nenhuma concentracdo de DNA. Deste
modo, optou-se pela passivacao prévia da superficie da microcamara com

BSA em todas as reacgdes.
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Figura 6. Gel de agarose a 2% corado com GelRed, apresentando os produtos de
amplificagdes do gene malB da bactéria E.coli em microchip de PeT com diferentes
quantidades de DNA e diferentes passivacbes do microdispositivo. A)
Microdispositivo com passivacao prévia da superficie. B) Passivacéo dinamica. C)
Microdispositivo sem nenhuma passivacao. Para os trés painéis (A, B e C): M)
Marcador 1 kb Invitrogen; amostras 1-8, produtos de amplificacdes em diferentes
ndmeros de copias de DNA: 1) controle negativo; 2) 10° cépias; 3) 10° 4) 10 *; 5)
10%; 6) 10° ; 7) 10; 8) 1 c6pia de DNA.

4.1.2. Diferentes transparéncias para a fabricacao
de microdispositivos de PeT

A eficiéncia da reacdo de amplificacdo esta diretamente ligada a
composi¢cdo do substrato utilizado para a fabricacdo do microdispositivo.
Como descrito em trabalhos pioneiros envolvendo os microdispositivos de
PeT, o toner apresenta em sua composicdo, 6xido de ferro e uma mistura
polimérica de estireno-acrilato (DO LAGO et al., 2003).

Neste trabalho, a microcamara utilizada para desenvolvimento da
LAMP era constituido apenas em 5% pelo toner e 95% pela transparéncia.
Deste modo, a maior interagdo das espécies € com a transparéncia.

Diferentes transparéncias apresentam diferentes estiramentos do
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grupamento silanol uma vez que na composi¢cao quimica dos filmes de
poliéster apresentam uma fina camada de siica que reveste o outro
componente principal, o polietileno tereftalato (PET) (DO LAGO et al., 2003;
COLTRO, 2004; GABRIEL, 2012). Em geral, as quantidades de silica
presente nos diferentes tipos de transparéncias variam, afetando as
caracteristicas da superficie do substrato e consequentemente a eficiéncia
da reacdo, uma vez que o desempenho da reacéo esta ligado a interacao do
substrato (transparéncia) com espécies envolvidas (GABRIEL, 2012).
Inicialmente, comecgou-se a trabalhar com as transparéncias para
impressao a laser (CG 5000, 3M) por ser o mesmo tipo de transparéncia
utilizada em trabalhos anteriores que realizaram a amplificacdo de DNA por
PCR (OYANG et al., 2011). Embora a reacdo de amplificagcdo do DNA
estivesse sendo bem-sucedida nos microchips fabricados com as
transparéncias para impressao a laser (sendo confirmado os produtos de
amplificacbes do DNA através da eletroforese em gel) ndo era possivel
observar diretamente no microdispositivo a fluorescéncia da solucdo gerada
apos a adicdo do intercalador ao final da reacdo para realizar a deteccéo
visual. Apenas quando a solugéo era retirada do microchip e colocada em
tubos de polipropileno observava-se a fluorescéncia da solugdo sob
incidéncia de radiacdo UV. Isso sugeriu que a transparéncia ndo estava
permitindo a passagem da radiacdo UV. Desta forma, determinou-se o
espectro de transmitancia do filme de poliéster fazendo a varredura de 200
nm a 800 nm (Figura 7). ApOs a obtencdo do espectro de transmitancia do

filme CG 5000 observou-se que essa transparéncia sO possui transmitancia
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significativa acima de 340 nm, o que inviabilizou a utilizacdo da radiacdo UV

para visualizacdo da fluorescéncia.
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Figura 7. Espectro de transmitancia no UV-vis de diferentes transparéncias (CG
5000 e InkJet Multilaser).

ApoOs verificar que ndo seria possivel realizar a deteccédo visual da
LAMP diretamente nos microchips de PeT utilizando a transparéncia CG
5000, buscou-se como alternativa utilizar outros tipos de transparéncia que
permitisse a visualizacdo da fluorescéncia no proprio microchip para se fazer
uso de uma das principais vantagens da LAMP, a deteccé&o visual. Na busca
por alternativas, observou-se que nas transparéncias para impressao a jato
de tinta era possivel visualizar a fluorescéncia da solucdo no proprio
microchip.

Sendo assim, algumas marcas de transparéncias para impressao a
jato de tinta foram testadas em relacdo a visualizacdo da fluorescéncia da

solucdo dentro do microchip. De quatro marcas testadas (Filipaper,
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CopyFilm , Data Jet e InkJet Multilaser), em 3 delas foi possivel observar a
fluorescéncia de uma solugcdo corada com Syber Green ao final da reacéo
de amplificacdo no interior da microcamara. Das 3 marcas a que apresentou
melhor vedacdo do dispositivo foi a Multilaser e desta forma essa
transparéncia foi escolhida para os experimentos. Desta forma, procurou-se
fazer uma caracterizacdo desta transparéncia. Primeiramente, determinou-
se 0 espectro de transmitancia para confirmar que ela seria capaz de
transmitir a maior parte da radiagédo UV. Ao fazer a varredura do espectro de
200 nm a 800 nm foi observado que 70 % da radiagdo é transmitida no
comprimento de onda de 320 nm (Figura 7), diferentemente do filme CG
5000 que transmite apenas 24% da radiacdo UV nesse comprimento de
onda.

ApOs estes resultados, embora muitos experimentos ja tinham sido
realizados nos microchips com a CG 5000, todos eles foram repetidos com a
InkJet Multilaser. Sendo assim, todas otimizagcdes apresentadas neste
trabalho foram feitas com microchips fabricados com a base e tampa da
InkJet Multilaser, mantendo as partes intermediarias da CG 5000 (impresséo
a laser).

Apoés confirmar que a transparéncia para impressao a jato de tinta
permitiria a visualizacdo da fluorescéncia diretamente no microchip
possibilitando a deteccao visual, realizou-se a LAMP no dispositivo fabricado
com essa transparéncia e ao final da reacdo a solugdo foi retirada do
microchip e levada para separacdo dos fragmentos por eletroforese. Na

eletroforese em gel de agarose (Figura 8) as amplificacbes por LAMP
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revelaram como padrdo uma “escada” de tamanho dos fragmentos
amplificados. Isso ocorre pois na LAMP formam mudltiplas estruturas que se
repetem alternadamente na etapa ciclica (CHIARI, 2010), e assim diversas
bandas de diferentes tamanhos s&do formadas (NOTOMI et al., 2000;

YAMADA, et al., 2006).

Figura 8. Amplificacdo do gene malB em microdispositivos de PeT utilizando
diferentes transparéncias. M. Marcador; 1. Controle negativo; 2. Controle positivo
com transparéncia CG 5000; 3. Controle positivo com transparéncia InkJet Film.

A LAMP realizada nos dispositivos fabricados com a InkJet Multilaser
(poco 3) apresentou-se mais eficiente que as reagdes desenvolvidas em
microchips fabricados com a CG 5000 (poco 2). Os tamanhos dos
fragmentos apresentaram-se mais distintos, mostrando um gel com bandas
mais definidas quando comparado com a amplificacdo realizada nos
mcirochips da CG 5000 (Figura 8). Nos microchips fabricados com a InkJet
além dos tamanhos dos fragmentos amplificados apresentaram-se mais
definidos, esses se repetiram com bastante fidelidade em todas as reacdes
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realizadas nos microchips. Os tamanhos dos fragmentos amplificados foram
caracterizados com precisao pelo Bioanalyser (Figura 9), sendo eles: 106,

152, 200, 248, 314, 343, 387, 434, 527e 576 pares de base.
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Figura 9. Eletroferograma mostrando o tamanho dos fragmentos (em pares de

base, pb) amplificados por LAMP nos microchips de PeT. 15 e 1500 pb séo
marcadores de tamanho.

Para uma melhor compreensdo dos resultados obtidos
anteriormente procurou-se entender a diferenca das superficies das duas
transparéncias. Para isso, obteve-se imagens de microscopia eletronica de
varredura das duas transparéncias. Observou-se que as transparéncias nao
apresentaram poros, porém a transparéncia para impressdo a jato de tinta,
apresenta apenas irregularidades (Figura 10 A), enquanto a transparéncia
CG 5000 apresenta elevada rugosidade (Figura 10 B), Provavelmente a
rugosidade  na transparéncia CG 5000 seja responsavel pela menor

eficiéncia da reacéo neste substrato.
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Figura 10. Micrografias evidenciando a diferenca entre as superficies das duas
transparéncias: A) transparéncia para impressao a jato de tinta (InkJet Multilaser).
B) Transparéncia para impresséo a laser (CG 5000).

Andlises de espectroscopia dispersiva de energia de raio-X (EDS)
foram realizadas para avaliar a diferenca na composicdo das duas
transparéncias (Figura 11). Os espectros mostraram que a Unica diferenca
na composicdo das duas transparéncia é a presenca de cloro, que apareceu
apenas na transparéncia da 3M (CG 5000). A presenca do cloro no filme da
3M deve ser devido a tratamentos especificos realizados na superficie do

filme para melhoria na qualidade da impresséo.
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Figura 11. Espectroscopia dispersiva de energia de raio-X (EDS) para andlise de
filmes de transparéncia com diferentes marcas (A) Inkjet Multilaser e (B) CG 5000,
3M.
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4.2. Otimizacao da LAMP nos microchips de PeT

A transicado da LAMP em escala convencional para o microchip
necessita da otimizacdo de alguns parametros para o sucesso e melhoria na
eficiéncia da reacdo a fim de se obter a maxima sensibilidade da reacéo.
Nesse sentido, alguns parametros foram otimizados, dentre eles: dois tipos
diferentes de enzimas foram investigados, e variacbes na quantidade de
betaina e tempo de reacéo.

4.2.1. Avaliacdo de dois diferentes tipos de Bst
DNA polimerase

O desempenho da reacdo de amplificacdo esta diretamente ligado ao
tipo de DNA polimerase utilizada, sendo assim enzimas com elevada
atividade de deslocamento originam maior numero de cépias devido ao curto
tempo necessario para o deslocamento e sintese da fita alvo (SHUPPHAUG
et al., 1993; CONNELLY et al., 2015). Para amplificacdo de DNA por LAMP
em microdispositivos de PeT foram testadas duas enzimas DNA
polimerase: a Bst e Bst 2.0. A diferenca dessas enzimas esta na poténcia de
deslocamento da fita DNA alvo, uma vez que a Bst DNA polimerase 2.0
apresenta maior resisténcia a inibidores, alto rendimento e niveis elevados
na atividade de deslocamento requerendo menor tempo para deteccdo e
amplificacéo da fita alvo do acido nucleico (New England Biolabs).

A Figura 12 apresenta os resultados da amplificacdo do gene malB
em fungdo do tipo enzima utilizada para deslocamento e sintese da fita de
DNA. Pode-se observar na Figura 12 que o tipo de enzima afeta a eficiéncia

da reacdo. Enquanto as reacées com a Bst 2.0 apresentam produtos de
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amplificagbes em 100% dos experimentos, a mesma eficiéncia nado foi
observada na presenca da Bst polimerase, demonstrando em 50 % dos

experimentos auséncia da amplificacéo.
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Figura 12. Produtos de amplificag0es utilizando diferentes enzimas (Bst e Bst 2.0)
em diferentes guantidades de copias iniciais de DNA. NC) Ndo contem DNA. As
reacdes foram aquecidas a 66 °C apresentando produtos de amplificacbes em
tempos minimos de incubacdo equivalente a 180 min para a Bst e 60 min para a
Bst 2.0.

A eficiéncia da amplificacdo quanto ao tempo de reacao também foi
diferenciada em experimentos realizados com a Bst 2.0. Para as reagdes de
amplificacdo que continham a enzima Bst DNA polimerase as copias dos
fragmentos do gene amplificado s6 foram detectaveis com tempos de
incubacg&o superiores a 120 minutos, e somente com concentracao final de
enzima igual a 0,96 U pL*. A mistura reacional foi realizada sob as mesmas
condicbes exceto a enzima, na presenca da Bst 2.0 foram observados os
produtos de amplificagbes em 60 minutos de aquecimento, a uma

concentracdo de enzima equivalente a 0,8 U pL™* (Figura 13).
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Figura 13. Tempo de deteccéo dos produtos de amplificagdes utilizando diferentes
enzimas (Bst e Bst 2.0). Diferentes concentracfes das enzimas foram utilizadas,
0,96 U pL™ para a Bst ou 0,8 U pL™ a Bst 2.0. A mistura reacional foi aquecida a
66 °C em diferentes tempos de incubacao: 60, 90 e 120 min e posteriormente por
separacdo eletroforética em gel de agarose foram confirmados os produtos de
amplificacdes.

Os resultados obtidos concordam com o trabalho de CONNELLY e

colaboradores (2015) por evidenciar que a escolha da DNA polimerase é

fundamental para o alto ou baixo rendimento da reagéo.

4.2.2. Alteracdes na concentracao de Betaina

A betaina € utlizada para evitar a formacdo de sub-produtos
inespecificos (CHIARI, 2010). Inicialmente, as reacdes de amplificacao
foram preparadas com base nas concentracdes descritas pela maioria dos
trabalhos. Experimentos foram realizados com a finalidade de verificar o
perfil da amplificagéo utilizando as mesmas condi¢des descritas pela maioria
dos trabalhos que amplificam DNA por LAMP (0,8 M de betaina). CONELLY

e colaboradores (2015) em seu trabalho de amplificacdo do gene malB em
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papel observaram casos de falsos positivos em concentracdes inferiores a
0,9 M de betaina. A melhor relacdo encontrada em nossos experimentos,
foram com concentracbes de betaina entre 0,8 e 1 M. Concentracdes
superiores reduziram a eficiéncia da amplificacdo, inibindo a formacéao de
produtos especificos de amplificacéo.

A Figura 14 mostra a resposta da amplificacdo em diferentes
concentracfes de betaina. As reacfes que partiram de 100 ou mais copias
de DNA apresentaram o0 mesmo perfil de amplificacdo nas trés
concentracdes de betaina estudadas, porém para as reacdes que partiram
de um numero de copias de DNA inferiores a 100, algumas reacfes foram
inibidas a concentracbes de 1,2 M. As reacbes contendo 0,8 e 1,0 M
apresentaram comportamento semelhante. Vale ressaltar que embora o
comportamento das reacfes tenham sido similares com 0,8 e 1,0 M de
betaina, os fragmentos amplificados nas reacdes com 0,8 M de betaina
apresentaram mais intensos do que nas reacdes que utilizaram 1,0 M

(Figura 14 B).
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Figura 14. A) Confrmacdo dos produtos de amplificacbes com diferentes
guantidades iniciais de DNA modificando a concentracdo da betaina na mistura
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reacional. B) Gel de agarose 2% mostrando a variacdo da intensidade dos produtos
de amplificacdes ao alterar a concentracdo de betaina (concentracao final de DNA
igual a 1 ng pL™. Amostras: 1) controle negativo; 2) 0,8 M; 3) 1 M e 4) 1,2 M de
betaina.

4.2.3. Tempo de reacao

Diferentemente da PCR que produz um grande nimero de cépias em
tempos que variam de 2-4h, utilizando a LAMP a deteccdo dos produtos de
amplificacdo podem ser visualizadas em tempos que variam de 15 a 60
minutos (HATAOKA et al., 2004; WOZNIAKOWSKI et al., 2012) podendo
chegar a uma duracdo de até 120 minutos (ENDO et al., 2004; TATIBANA et
al., 2009).

Para avaliar o desempenho da amplificacdo de acordo com o tempo,
foram alterados os tempo de reacdo da LAMP para o gene malB da E.coli
em diferentes quantidades de DNA por reacdo. O tempo minimo para a
deteccdo do alvo nos microchips de PeT foi de 60 minutos, ndo sendo
observado produtos de amplificacdo detectaveis em gel de agarose em
tempo inferiores (30, 40 e 50 minutos). Os produtos de amplificacéo
comecaram a apresentar uma pequena intensidade das bandas no gel de
agarose em reacdes que ocorreram em 50 minutos, porém nao o suficiente
para deteccéo visual (dados ndo apresentados).

De forma semelhante, os controles negativos foram monitorados em
funcdo do tempo. Por meio desse teste foi observada a presenca de falsos
positivos em reacfes que foram realizadas por 90 minutos, como pode ser
visualizado na Figura 15. Apenas 30 minutos a mais de incubacéo foi o

suficiente para formagdo de produtos inespecificos. Os resultados obtidos
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no presente estudo concordam com os de CONNELLY et al (2015), que s6
obtiveram produtos de amplificagdo em controles negativos (falsos-positivos)

em tempos superiores a 60 minutos de aquecimento.
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Figura 15. Amplificagcdo do gene malB em diferentes tempos de incubagéo variando
0 numero de cépias iniciais.

4.2.4. Deteccdo do gene malB da E.coli em
microdispositivos de PeT

De modo a explorar o potencial da amplificacdo isotérmica de DNA nos
microdispositivos de PeT, testes variando a quantidade de DNA por reagao
foram realizados. As reacdes foram realizadas a partir de quantidades
iniciais de DNA que variaram de 10° 0,1 copias de DNA por reacdo. Foi
possivel detectar amplicons no gel de agarose em reacdes que partiram de
até 1 copia de DNA, como pode ser observado na Figura 16, o que

representa uma concentracdo de DNA de 1 fg puL™' de DNA na mistura

reacional.
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Figura 16. Gel de agarose a 2% corado com GelRed, apresentando os produtos de
amplificacdes da bactéria E.coli em microchip de PeT com diferentes quantidades
de DNA variando de 10° - 0,1 cOpias. Amostras: M) Marcador 1 kb Invitrogen; NC)
controle negativo.

Mesmo para pequenas quantidades de DNA como 1 copia por
reacdo, a LAMP nos microdispositivos de PeT apresentou alto grau de
repetitividade (de 6 reagOes positivas as 6 amplificaram), como mostrado na
Figura 17. Apenas para quantidades menores do que o referente a 1 cépia

(1 fg uL™) a reacéo ndo apresentou repetitividade ou ndo amplificou.
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Figura 17. Limite de detec¢cdo em microdispositivos de PeT partindo de diferentes
guantidades de copias iniciais de DNA inseridas na mistura reacional.

Luo e colaboradores (2014) realizaram a LAMP em dispositivos de
PDMS para trés bactérias: Mycobacterium tuberculosis (MTB),Haemophilus
influenza (HIN) e Klebsiella pneumonia (KPN) e encontraram um limite de

deteccdo de 28, 17 e 16 cépias pL* respectivamente.

4.2.5. Deteccao visual

A deteccdo visual mediante a visualizacdo da fluorescéncia da
solucdo foi realizada logo ap6és o final da reacdo apés adicionar o corante
intercalador de DNA e incidir sobre a microcamara radiacédo UV.

A deteccdo visual foi realizada utilizando dois diferentes
intercaladores de DNA: Syber green (Figura 18A) e lodeto de propideo
(Figura 18B). As reacOes positivas utilizando o Syber green apresentam
fluorescéncia verde e as reacdes positivas utilizando o lodeto de propideo

apresenta fluorescéncia rosa, 0s controles negativos ndo apresentaram
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fluorescéncia. Os controles positivos exibiram diferentes intensidades de
fluorescéncia variando de acordo com o nimero de cépias iniciais, como
pode ser observada na Figura 18. Esses resultados coincidem com a
intensidade dos fragmentos de DNA amplificados, mostrados por separagao

eletroforética em gel de agarose (Figura 16).

Copias de DNA
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Figura 18. Deteccdo visual dos produtos de amplificacbes do gene malB via LAMP
quando em diferentes quantidades de cépias iniciais do alvo ( 10°-1 copia de DNA).
Coloracéo visualizada devido a adicdo de dois diferentes intercaladores de DNA
seguida da exposicao da camara reacional a uma luz UV. A) Syber green. B) lodeto
de propideo.

Enquanto a deteccdo em gel de agarose permitiu a deteccdo dos
amplicons partindo de reagBes com apenas 1 copia de DNA, a deteccdo
visual diretamente no chip foi nitida para reacfes a partir de 10 copias inicias
de DNA. Para rea¢des que iniciaram com 1 coOpia de DNA a deteccéo visual
pode gerar dividas em relacdo a positividade da reacdo, para os dois
intercaladores utilizados. Para o Syber green e lodeto de propideo quando a
solucdo foi retirada do microchip (deteccdo off-chip) e colocada em
microtubos para avaliacdo da fluorescéncia produzida pela solugdo, a

deteccéo visual foi nitida a partir de 10 copias iniciais de DNA.
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As imagens também foram avaliadas utilizando o programa Image J.
Os valores de intensidade da cor verde foram realizados utilizando os canais
de cores RGB (red,green,blue). Observou-se um comportamento linear da
intensidade da fluorescéncia em relacdo ao numero de copias iniciais de
DNA, como pode ser visualizado na Figura 19. Através dessa analise pode-
se ressaltar que as rea¢des contendo nimeros de copias iguais ou inferiores
a 10 apresentaram valores similares as reacfes negativas (55 U.A)
indicando que nessas quantidades iniciais de copias de DNA a deteccédo

visual direta pode afetar na determinacéo da positividade ou ndo da reacao.
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Figura 19. Determinacdo da curva analitica utilizando o tratamento das imagens

pelo programa Image J. avaliando a intensidade da coloragdo presente em cada
microcamara reacional do dispositivo de PeT quando em diferentes quantidades
iniciais de copias de DNA.

Uddin e colaboradores (2015) realizaram a detecc¢ao visual da LAMP
para deteccdo de Salmonella utilizando Syber green. A amplificacdo e

deteccdo foi realizada em um “lab-on-a-cd” e conseguiram visualizar a
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fluorescéncia verde da solucdo para as reacdes que utilizaram a partir de 2,5
pg uLt de DNA.

A deteccdo visual da LAMP nos microdispositivos de PeT foram
bem-sucedidas a partir de 10 fg pL™* de DNA (10 cépias por reacéo). Essa é
a concentracdo de DNA em média que PCR consegue detectar, ou seja,
mesmo que a deteccado visual seja menos sensivel do que a deteccdo por
eletroforese em gel ainda € comparavel com as quantidades de DNA que a
PCR consegue detectar. Sendo assim, a detecgdo visual demonstrou ser
uma excelente alternativa a eletroforese em gel proporcionando grande
economia de tempo e reagentes, facilitando ainda mais a adaptacdo da

metodologia para aplicacdes no point-of-care.

4.2.6. Filmes transparentes como alternativas para
fabricar microchips para LAMP

Outros filmes transparentes também podem ser utilizados para
fabricar dispositivos para LAMP, porém para que seja possivel realizar a
deteccdo visual diretamente no microchip o filme deve ser transparente a
radiacdo UV, como foi mostrado para o filme InkJet. Um exemplo de um
material que pode ser utilizado para fabricar dispositivos para LAMP sao os
filmes de polipropileno (PP), que sao transparentes a radiacdo UV e podem
permitir a deteccéo visual da reacdo, como mostrado na Figura 20. Os filmes
de polipropileno sdo vendidos comercialmente e s&o utilizados para
embalagem de produtos entre outras aplicagdes. O dispositivo mostrado na
Figura 20 foi fabricado com filme de PP fabricado pela Cepalgo, empresa

residente em Aparecida de Goiania.
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Figura 20. Detecgéo visual dos produtos de amplificac6es mediante a insercao de
do intercalador Syber green na camara reacional expostos a uma iluminacédo UV. O
microdispositivo foi fabricado com diferentes substratos, contendo nas partes
intermediarias o PeT e no topo e base substrato de PP. A) Controle Positivo; B)
Controle Negativo.

4.2.7. Comparacao do perfil de amplificacdo por
LAMP no microchip de PeT com a LAMP realizada

por outros trabalhos em outras plataformas

Outros trabalhos encontrados na literatura realizaram a amplificacao
do gene malB por LAMP tanto em escala convencional (em microtubos)
(HILL et al., 2008) quanto em microescala, utilizando plataformas com
diferentes substratos como PMDS (LIU et al., 2011) e papel (CONNELLY et
al., 2015). Em todos os artigos citados acima foram utilizadas as mesmas
sequéncias dos iniciadores utilizados neste trabalho, que foram baseados no
artigo de HILL e colaboradores (2008). A Figura 21 apresenta a comparagao
dos perfis da amplificacdo do gene malB por LAMP em diferentes
plataformas.com o perfil de amplificacdo apresentado pelos microchips de

PeT.
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Figura 21. Comparacgéo dos perfis de amplificagdo do gene malB em diferentes
plataformas: a) PeT; B) Micro tubo(HILL et al., 2007); C) Papel (CONNELLY et al.,
2015); D) PDMS (LIU et al., 2011). Os pogos de cada plataforma sé&o classificados
em: Plataforma A: M) marcador, NC) ndo contém DNA, 10° e 10° quantidades
iniciais de DNA; Plataforma B: 1) controle positivo, 2) marcador, 3-5) controles
negativos; Plataforma C: M) marcador, 1) controle positivo ; Plataforma D: M)

marcador, 1-5 diferentes quantidades iniciais de DNA, correspondendo
respectivamente a 250, 100, 25, 10 e 0.

A Figura 21 mostra que as diferentes plataformas foram eficientes
para a amplificacdo do gene malB por LAMP. Porém, os fragmentos
amplificados nos microchips de PeT (Figura 21A) apresentaram-se em
tamanhos mais distintos e caracteristicos, o que facilita a identificacao do
tamanho dos fragmentos amplificados. Além do perfil de amplificacédo, as
diferentes plataformas apresentaram limites de deteccdo distintos. Os
microdispositivos de PMDS apresentaram 0s mesmos valores quando
comparado ao microtubo (limite de deteccdo com quantidade inicial de DNA
superior a 10 coépias). A LAMP realizada no papel, apresentou-se mais
sensivel, amplificando quantidades de DNA superiores a 1 copia inicial

(CONNELLY et al., 2015), mesmo valor obtido neste trabalho.
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5 CONCLUSAO

A simplicidade de uma metodologia isotérmica de amplificacdo de
DNA associada as vantagens da miniaturizacado proporcionou neste trabalho
o desenvolvimento de uma metodologia rapida e de baixo custo para a
deteccdo de E.coli, sem sacrificar a sensibilidade e a especificidade
caracteristicas as analises genéticas.

A LAMP realizada pela primeira vez nos microdispositivos de PeT
demonstrou ser uma técnica muito sensivel nesta plataforma, produzindo
quantidades de amplicons detectaveis em gel de agarose em reacdes que
partiram de 1 fg uL™* de DNA, o que representa 1 cépia de DNA por reacéo.
A passivacao prévia da superficie da microcamara com BSA demonstrou ser
adequada para evitar a adsorcao indesejada da enzima e outros reagentes
envolvidos no processo de amplificacdo. A microcamara com capacidade
para 5 pL de solucdo foi projetada de modo a otimizar a razdo area/volume
(6 mm?pL™).

O processo de deteccdo visual diretamente no microchip foi
satisfatério em transparéncias para impressao a jato de tinta, que
demonstrou possuir alta transmitancia da radiacdo UV. A adicdo de um
agente intercalador de DNA diretamente na camara reacional do
microdispositivo também demostrou ser uma excelente alternativa para a
reducédo do tempo de deteccdo (2 minutos), sendo identificados produtos de
amplificacées a partir de 10 cépias de DNA (10 fg uL* de DNA).

O tempo da reacao de amplificacdo nos microchips de PeT foi de 60

minutos e a deteccdo visual mais 2 minutos, totalizando o tempo total de 62
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minutos para obtencdo do resultado final. Em contrapartida se a mesma
analise fosse realizada em escala convencional por PCR e detec¢cdo em gel
de agarose levaria no minimo 160 minutos para obtencao do resultado final.
A LAMP demonstrou ter grande potencial para substituir a PCR em
sistemas miniaturizados, principalmente por dispensar 0 uso de
instrumentacdo sofisticada para aquecimento. O aquecimento isotérmico
utilizado pela LAMP pode ser facilmente projetado para ser simples e de
baixo consumo de energia facilitando o seu uso em sistemas de detecc¢ao de
portateis, que poderdo ser utilizados tanto para diagnésticos quanto para
estudos epidemiolégicos. Nesse sentido, o desenvolvimento da LAMP aliado
aos dispositivos descartaveis de PeT apresentam alto potencial para
analises genéticas completas no point-of-care, uma vez que a deteccédo e

amplificacéo pode ser feita diretamente no microdispositivo.
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