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RESUMO

O Mayaro virus (MAYYV) é um arbovirus Alphavirus, familia Togaviridae, capaz de infectar
humanos, causando a Febre do Mayaro. Ndo ha registro de mortes pela infeccdo do MAYV,
contudo, durante a fase cronica da infeccdo pode-se observar artralgia e artrite persistentes,
que debilitam e diminuem qualidade de vida dos pacientes. Como observado em outras
infeccdes arbovirais, 0 MAYV pode alcancar significante parcela da populagéo e desencadear
surtos que afetem variadas regides do mundo. Frente a isso, faz-se necessario o
desenvolvimento de ferramentas biotecnoldgicas para deteccdo do MAYV que sejam de facil
manuseio, baixo custo e apresentem resultados rapidos. Desta forma, o presente trabalho
objetivou a construcdo de plataformas biossensoras baseadas em genossensores
eletroquimicos capazes de detectar o Mayaro virus.  Utilizando-se ferramentas de
bioinformatica, uma sequéncia especifica do MAYYV foi selecionada e usada para sintetizar
duas sondas especificas, uma com esqueleto de fosfato (PO,-ssDNA) e outra com
modificagdo NH; na termina¢do 3’ (NH,-ssSDNA - sonda aminada); e para verificar a
capacidade de interacdo da sonda com seu alvo, foi utilizada a técnica de eletroforese em gel
de agarose. O design experimental consistiu na construcdo de seis plataformas biossensoras
em eletrodos Screen Printed. Os eletrodos foram modificados usando as técnicas de deposi¢do
de monocamadas e voltametria ciclica, onde, por eletropolimerizacdo, foram formados
polimeros dos aminodcidos cisteina (PolyCys) e &cido glutdmico (PolyGlutAc), e por
eletrodeposicdo foram formadas nanoparticulas de prata (AgNP). A imobilizacdo das sondas
foi efetuada por adsorcdo fisica, Layer-by-Layer, e as mensuragdes foram conduzidas por
meio de voltametria de pulso diferencial. De acordo com a analise da eletroforese, ambas
sondas mostraram capacidade de anelamento com o alvo. As eletrossinteses foram realizadas
com sucesso, contudo, os sistemas com AgNPs ndo diferiram dos que nao as tinham. Os
maiores picos foram observados apds as imobilizacbes das sondas. Os sistemas 4
(monocamada de cisteina + sonda aminada) e 6 (polidcido glutamico + sonda aminada)
mostraram 0s mais altos picos de corrente. O sistema 6 apresentou melhores resultados em
comparacdo aos outros sistemas, permitindo diferenciar todos os passos da construcdo da
plataforma eletroquimica, sendo, portanto, mais promissor para constru¢do de biossensores

portateis e sensiveis a0 Mayaro virus.

Palavras-chave: Genossensor. Eletrodos modificados. Arboviroses. Diagndstico.



ABSTRACT

Mayaro virus (MAYYV) is an Alphavirus able of infecting humans, developing a disease called
Mayaro Fever, with an acute phase marked by general symptoms and hemorrhages, and a
chronic phase with debilitating arthralgia and arthritis, which affect the quality of life of
patients. The quantitative number of disease cases is unknown and researches suggest Aedes
mosquitoes as possible transmitters of MAYYV, allowing the start of outbreaks. In this
scenario, the diagnoses used are essential to understand the current status of this disease, as
well as assist in possible future disease outbreaks. Current diagnoses can show cross-
reactivity, high cost use and long preparation time, making its use on a large scale unfeasible.
In contrast, alternative diagnoses based on biotechnology, such as electrochemical
genosensor, are tools able of detecting analytes such as viral DNAs or RNAs. To develop
these devices, several changes can help immobilize DNA probes, essential to detect the
analyte. The objective of this work was the production of biosensory platforms that can be
used in electrochemical genosensors able of detecting the Mayaro virus. A specific sequence
was chosen using bioinformatics tools, two probe forms were produced: with and without
NH, termination. The experimental design of six platforms was conducted using Screen
Printed carbon electrodes and Ag/AgCl (WE, CE and RE, respectively). The electrodes were
modified using monolayer deposition and electric voltammetric techniques, where, by
electropolymerization were formed cysteine (PolyCys) and glutamic acid (PolyGlutAc) amino
acid polymers, and silver nanoparticle (AgNP) by electrodeposition. The probes were
immobilized by physical adsorption and Layer-by-Layer. Measurements were performed
using differential pulse voltammetry. The probe showed specificity by electrophoresis.
Electrosynthesis was performed successfully; however, systems with AgNPs did not differ
from those that did not have Ag nanoparticles. The greatest peaks were observed after
immobilization of the probes. Systems 4 (cysteine monolayer+amino probe) and 6
(polyglutamic acid+amino probe) showed the highest current peaks, and were able to detect
the analyte. System 6 showed better results compared to other systems.

Keywords: Genosensor. Electrode modification. Arboviruses. Diagnosis.
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1 INTRODUCAO

O Mayaro virus (MAYV), é um arbovirus Alphavirus (pertencente a familia
Togaviridae) presente nas Américas, que pode infectar humanos, causando uma infecgéo
sintomatica denominada Febre do Mayaro, induzindo sintomas como febre, artrite, rash,
mialgia, artralgia, dor retro orbital e por vezes hemorragias. Embora ndo hajam registros de
mortes causadas pela doenca, a mesma pode ser marcada por uma fase de recuperagdo com
persistentes artralgia e artrite com duracdo indeterminada. Esse periodo tem sido
caracterizado como uma fase cronica da doenca, afetando a qualidade de vida dos pacientes
(HALSEY et al.,, 2013; ZUCHI et al.,, 2014; SANTIAGO et al.,, 2015; ESPOSITO;
FONSECA, 2017).

As infeccGes arbovirais nas Américas tém historicamente grande impacto nas
populacdes urbanas, como as Febres da Dengue, da Zika e da Chikungunya. Nos centros
urbanos, o principal vetor desses agentes etioldgicos é o Aedes (Ae.) aegypti (ZARA et al.,
2016; SUWANMANEE et al., 2018; COELHO; CODECO, 2019). Surtos das Febres da
Dengue, da Zika e da Chikungunya colocaram em evidéncia a problematica de virus
transmitidos por vetores capazes de alcancar uma significante parte dessas populacdes. Este
cenario pode ser agravado por emergéncias virais, como a potencialmente causada pelo
MAYYV, uma vez que esse virus seja transmitido por mosquitos do género Ae., pode iniciar
surtos em areas urbanas, afetando ndo somente as Américas, como também as regiGes dos
tropicos, semelhante aos surtos das febres acima citadas (CANALI et al., 2017; MAVIAN et
al., 2017; YEUNG et al., 2017; SMITH, 2018).

Estudos em mosquitos do género Aedes indicam a possibilidade desses artropodes
como eficientes transmissores do MAYV. Neste cenario, onde um possivel surto de Febre do
Mayaro é possivel, o diagnostico através dos sintomas é inviavel, uma vez que sdo
generalistas. Testes sorologicos tém mostrado uma reatividade cruzada com outros virus,
podendo induzir a um diagndstico errbneo e conduzir a um tratamento inapropriado do
paciente. O padréo ouro para o diagnéstico da Febre do Mayaro é baseado em técnicas de
PCR — Reacdo em cadeia da polimerase , do inglés, Polymerase Chain Reaction (TAYLOR;
PATEL; HEROLD, 2005; LIANG; GAO; GOULD, 2015; DENTE et al., 2018;
WAGGONER et al., 2018). Entretanto, essas técnicas exigem uma méo de obra especializada,
reagentes de elevado valor e tempo de preparacdo de amostras, 0 que gera um encarecimento

do diagndstico e um representativo tempo de resposta.
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O desenvolvimento de testes alternativos ou adjuvantes baseados em biotecnologias
tem emergido desde o ultimo século. Esses métodos mantém a sensibilidade e a
especificidade, mas também séo de facil desenvolvimento e manuseio, sem a necessidade de
preparacdo de amostras ou médo de obra especializada, com resultados rapidos, propiciando
diagndsticos de qualidade e bom desempenho. Dentre os métodos desenvolvidos estdo 0s
biossensores, cujos bioreceptores reconhecem com eficiéncia o alvo e a transducdo fornece
um sinal capaz de ser detectado de acordo com o tipo de biossensor construido. Os
genossensores, baseados na imobilizacdo de uma fita simples de DNA, sdo biossensores
capazes de detectar um analito (como um RNA ou DNA viral) a partir do evento de
hibridizag&o, promovendo a formacdo de uma dupla fita de DNA (BETTAZZI et al., 2017;
MALHOTRA etal., 2017; PALCHETTI; BETTAZZI; BAUSSANT, 2018; ENSAFI, 2019a).

Os biosensores baseados em métodos de deteccdo em células eletroquimicas
apresentam eficiente reproducéo e facil manuseio. Modifica¢des na superficie de eletrodos de
genossensores sao comumente feitas, usando diversos materiais no intuito de melhorar a
recepcdo de uma corrente elétrica e a0 mesmo tempo oferecer estabilidade ao receptor
biolégico. Essas modificacBes dos transdutores de genossensores podem ser efetuadas por
métodos eletroquimicos em passos rapidos (BETTAZZI et al., 2017; MALHOTRA et al.,
2017; PALCHETTI; BETTAZZI; BAUSSANT, 2018; ENSAFI, 2019a).

Assim, esses dispositivos capazes de realizar testes eletroquimicos podem ser usados
na elaboracdo e desenvolvimento de diagnésticos (BETTAZZI et al., 2017; MALHOTRA et
al., 2017; PANJAN; VIRTANEN; SESAY, 2017). Neste trabalho, plataformas biossensoras
desenvolvidas em eletrodos do tipo screen printed foram comparadas, para selecionar aquelas
capazes de detectar eficazmente o Mayaro virus através de métodos eletroquimicos.
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11 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Testar plataformas de biossensores eletroquimicos para deteccdo rapida do virus

Mayaro (MAYYV) por técnicas moleculares.

1.1.2 Objetivos especificos

o Identificar uma regido génica de consenso para o virus Mayaro através de ferramentas
de bioinformatica;

o Construir prototipos testes a partir da utilizacdo de material condutor que permitam a
construgdo de sistemas portateis e sensiveis ao Mayaro virus;

o Testar sistemas de imobilizacdo da sonda DNA (bioreceptor) na superficie do eletrodo
de trabalho;

o Realizar testes de hibridizagéo entre as sondas e DNA alvo;
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1  ARBOVIROSES DE IMPORTANCIAS HUMANA E MEDICA NA AMERICA
LATINA

Arboviroses, por definicdo, consistem em infeccbes cujos agentes etioldgicos sao
transmitidos pelo contato com artrépodes. Essas infecgdes levam a enfermidades que tém sido
por vérias décadas uma preocupacdo convergente em todos os continentes (WHO, 1966;
LIANG; GAO; GOULD, 2015). No presente, grandes problemas puablicos de salde séo
gerados pelas infeccBes de virus, que além de causarem surtos, produzem uma grande despesa
cujos custos ainda ndo sdo totalmente conhecidos. Essas infecgdes virais também sdo
responsaveis pela perda de produtividade de trabalhadores em regiGes tropicais e subtropicais,
comprometendo principalmente os paises em desenvolvimento, diminuindo assim a qualidade
de vida dessas populacdes (LOURENCO-DE-OLIVEIRA; FAILLOUX, 2017;
MARCONDES; CONTIGIANI; GLEISER, 2017).

Algumas das doengas arbovirais causadas por virus foram popularizadas na ultima
década, decorrente de surtos globais e epidemias de agentes etiol6gicos previamente restritos
em regibes endémicas. Ainda neste cenario, outras infeccbes tidas como erradicadas
reapareceram e outras se perpetuam historicamente fora de controle (BOGOCH et al., 2016;
FAUCI; MORENS, 2016; PAULES; FAUCI, 2017; STEWART-IBARRA et al., 2018). As
principais familias virus capazes de transmissdo por vetores artropodes e com maior
prevaléncia de infec¢bes sdo os Flaviviridae (como o Dengue - DENV; o Zika - ZIKV e 0
Virus da Febre Amarela - YFV), os Togaviridae (como Chikungunya — CHIKV; Encefalite
Equina Venezualana - VEEV) e Bunyaviridae (Bunyavirus Oropouche - OROQOV)
(FIGUEIREDO, 1999; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; CULSHAW;
MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2017; PIETILA; HELLSTROM; AHOLA, 2017; DO
NASCIMENTO et al., 2019; MESSINA et al., 2019).

O virus Chikungunya (CHIKV) é atualmente um dos mais conhecidos Alphavirus
pertencente a familia Togaviridae, exercendo uma importante patogenicidade em humanos e
animais (GALAN-HUERTA et al., 2015; PIETILA; HELLSTROM; AHOLA, 2017). Este
virus tornou-se mais uma preocupacgéo global apds o seu ressurgimento e recente distribuicdo
pelo planeta (FERREIRA et al., 2020; HER et al., 2015; MURUGAN; SATHISHKUMAR,
2016). O CHIKV pode ser transmitido através da picada de mosquitos Aedes, e assim
desencadear a Febre da Chikungunya. As infec¢des do virus e a doenca da Febre da

Chikungunya ocorrem endemicamente na Asia, Africa e no subcontinente indiano. No
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entanto, em 2005, ap6s um surto nas ilhas do Oceano indico, varios surtos consecutivos
ocorreram em todo o mundo. No presente, mais de 60 paises da Africa, Américas, Asia e
Europa notificam casos da doenca (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

A poliartralgia decorrente da infeccdo em estado cronico da Febre da Chikungunya é
caracterizada como incapacitante e tem sido relatada como persistente mesmo quando a febre
desaparece, podendo durar semanas, meses e até anos (CHAAITHANYA et al., 2016;
MURUGAN; SATHISHKUMAR, 2016; DUTTA; TRIPATHI, 2017; SLAVOV et al., 2018).
A disseminacdo do CHIKV no mundo é refletida na grande quantidade de casos. No ano de
2015, apenas nas Américas, 693.489 casos suspeitos e 37.480 casos confirmados de Febre da
Chikungunya foram relatados a Organizacdo Pan-Americana da Saude (PAN AMERICAN
HEALTH ORGANIZATION, 2015). Essas caracteristicas epidemiol6gicas mostram a
importancia das infeccdes por Alphavirus, principalmente aqueles pertencentes a familia
Togaviridae.

Considerando o panorama apresentado acima, é evidente que uma Unica Alphavirose
pertencente ao género Togavidae circulante no Brasil e nas Américas é capaz de um alto
numero de infec¢Bes, sem mencionar outras infec¢bes de outras familias ou géneros. Também
é evidente a falta de estratégias de vigilancia contra arboviroses Alphavirus nessas regides,
além da necessidade de métodos de mapeamento e vigilancia para antecipar 0s passos de
outras arboviroses e prevenir surtos que podem se espalhar e acometer essas populacdes.
Frente a isso, a peca-chave de maior importancia para prevenir e entender os surtos e as
dindmicas de novos virus e suas epidemiologias é o acompanhamento dos numeros casos.
Estes, por sua vez, necessitam de ferramentas diagnosticas, para entdo fornecer os dados
necessarios ao combate destas viroses (GROSSI-SOYSTER et al., 2017; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA; FAILLOUX, 2017; MARCONDES; CONTIGIANI; GLEISER, 2017;
STEWART-IBARRA et al., 2018; HORTION et al., 2019).

2.2  ALPHAVIRUSES DO NOVO MUNDO E DO VELHO MUNDO

A familia Togaviridae chama atencdo pelos sintomas que podem variar muito entre 0s
pacientes infectados e os tipos de virus infectantes. Os Alphavirus podem induzir desde
artralgias cronicas a encefalites agudas graves nos pacientes. E comum que Alphaviroses
como o CHIKYV, conhecidos como Alphaviroses do velho mundo, causem os ultimos

sintomas. Além do CHIKYV, esse gruopo é formado por:
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o O’nyong-nyong virus (ONNV) - Este virus é conhecido por ser endémico na Africa
Subsaariana, seu nome deriva de povos nativos dessa regido, significando “enfraquecimento
muito doloroso de articulagdes", relacionando a infec¢do desse virus com um dos principais
sintomas: a artralgia. Assim como em muitas outras infecgdes de Togaviridae, ndo h& no
momento tratamento especifico para o paciente (REZZA; CHEN; WEAVER, 2017,
CLEMENTS et al., 2019).
o Ross River virus (RRV) — E um virus com potencial emergente na Asia, sendo
endémico na Austrélia e na Papua-Nova Guine, mantendo marsupiais como reservatorios,
gerando cerca de cinco mil infeccOes por ano e produzindo nos pacientes 0s sintomas gerais
desse grupo de arboviroses (LAU et al., 2017).
o Semliki Forest virus (SFV) — A infeccdo desse virus geralmente causa uma doenca
aguda, incluindo doenca febril leve, erupcdo cutanea, artralgia, mialgia. E um dos virus mais
bem caracterizados do mundo, sendo modelo para o estudo de encefalites virais, sendo
inclusive usado como meio de entrega de RNA’s anticanceres em tecidos nervosos
(RAMACHANDRAN et al., 2017; FRAGKOUDIS et al., 2018).
o Sindbis virus (SINV) — E uma arbovirose endemica do nordeste da Europa, causando
surtos regulares nessa regidao, mantendo uma manutencdo de um ciclo entre passaros e
mosquitos, entretanto, ha falta de dados epidemiologicos/demogréaficos sobre essas infecgdes
na Europa. Seus principais sintomas séo o rash e a artralgia (SIGFRID et al., 2018).

Além dos virus do velho mundo, ha também aqueles conhecidos como Alphavirus do
velho mundo, que fazem aluséo a sua regido de disseminacdo nas Ameéricas. Este grupo é
formado por virus como:
o Virus da Enceafalite equina venezuelana (VEEV) — Trata-se de um Alphavirus
também pertencente a familia Togaviridae. Assim como muitas arboviroses, a doenca causada
por esse virus é reconhecida como negligenciada. O virus é encontrado em focos nas trés
Américas. O quantitativo real de casos é desconhecido, uma vez que ocorrem mais
prevalentemente nas Ameéricas Central e Latina, regifes com falta de monitoramento e de
laboratdrios para efetuar o diagnostico. O ciclo desse virus pode ser enzo6tico ou epizootico,
também podendo ser efetuado por mosquitos Aedes. Seus sintomas mais importantes sdo
encefalite, febre alta e desenvolvimento de doencas gastrointestinais (STORM et al., 2014;
SEYMOUR; WEAVER, 2016; RUSNAK et al., 2019; WONG, 2020).
o Virus da Encefalite equina do Oeste (VEEO) — Esse virus pode ser encontrado na

America do Norte e do Sul, apresentando em varias linhagens, das quais algumas parecem ser
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restritas @ América do Sul, enquanto outras ocorrem tanto na América do Norte quanto na do
Sul. A encefalite, o principal sintoma da infeccdo, ocorre em humanos e cavalos, sendo
historicamente considerados hospedeiros terminais (ou seja, a viremia ndo atinge niveis
suficientes para infectar possiveis mosquitos vetores) (BERGREN et al., 2020).

o Virus da Encefalite equina do Leste (VEEL) — Similar ao virus anterior, ao infectar
humanos, equideos, suinos e aves, estes hospedeiros sdo terminais. O EEEV também é uma
potencial arma bioldgica, uma vez que € transmissivel por aerossol. Por fim, este arbovirus
pode ser uma ameagca aos paises da América do Norte, como no Estados Unidos, uma vez que
demonstra tracos de emergéncia nessa regido (MORENS; FOLKERS; FAUCI, 2019).

o Virus da Febre do Mayaro (MAYV) — Este arbovirus também pertence ao género
Alphavirus e a familia Togaviridae. Foi descoberto em 1954 pelo isolamento feito do sangue
de trabalhadores rurais da vila de Mayaro (Trindade e Tobago), o que levou a nomeacéo do
virus. Desde entdo, 0 nimero de casos e de animais infectados sugere a presenca do virus em
torno da regido peri-Amazonica, embora animais infectados tenham sido encontrados numa
ampla faixa das Américas e casos de infec¢bes em criancgas haitianas tenham sido reportadas.
Até entdo, os indicios da infeccdo em humanos se estendiam do Serrado brasileiro até as
regides superiores da Amazobnia na porcdo da América central. Apesar de ndo existirem
mortes associadas a infeccdo, os casos de Mayaro virus podem apresentar fendmenos
hemorragicos e formas crénicas semelhantes aos da Febre da Chikungunya, com poliartrite e
poliartrose por até um ano, embora nenhum acompanhamento, em humanos, além desse
periodo esteja retratado na literatura (ANDERSON et al., 1957; NAPOLEAO-PEGO et al.,
2014; MELEKIS et al., 2015; MOTA et al., 2015a).

2.3  ARBOVIROSES EMERGENTES E REEMERGENTES NA AMERICA LATINA

Em reacdo aos surtos e a expansbes de arboviroses, muita atencdo tem sido
direcionada para arboviroses com tendéncias emergentes nas Ameéricas, cujos numeros de
casos e dindmica epidemioldgica ndo se conhecem, e do mesmo modo, aos virus
reemergentes, que tém sido observados retornar depois de muitos anos sendo considerados
como controlados ou extinguidos (KARWOWSKI et al., 2016; LAZEAR; STRINGER; DE
SILVA, 2016; LEDNICKY et al., 2016; MARCONDES; XIMENES, 2016; MAVIAN et al.,
2017). Dentre esses virus, e entre os Alphavirus da familia Togaviridae, estdo O VEEV e
MAYYV. Muitos autores apontam a probabilidade de virus como o MAYYV seguir 0s passos

dados por importantes arboviroses, como o ZIKV e o CHIKV, que anteriormente eram
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reconhecidos como endémicos e atualmente estdo presente em varios continentes (LONG et
al., 2011; ZUCHlIl et al., 2014; LEDNICKY et al., 2016; MAVIAN et al., 2017).

24 MAYARO VIRUS (MAYV)

Dados reais sobre o Mayaro virus e a Febre do Mayaro sdo escassos na literatura,
muitos dos dados brutos sobre o virus e a infecgdo sdo reproduzidos em revisdes (YASRI;
WIWANITKIT, 2015; PATINO-BARBOSA et al., 2016). Dessa maneira, a bibliografia sobre
a tematica do virus muitas vezes apresenta textos classicos.

O virus Mayaro é pertencente ao sorocomplexo antigénico do Semliki Forest virus
(ANDERSON et al., 1957; POWERS et al., 2006). A informac&o estrutural especifica para o
MAYYV ainda ndo esta totalmente disponivel (ANDERSON et al., 1957; MELEKIS et al.,
2015), por isso, a referéncia atual da estrutura do MAYV ¢é a representacdo geral dos
Alphavirus: uma formacéo icosaédrica envelopada com particulas proteicas. A superficie do
virus apresenta 240 coOpias de cada uma das trés proteinas estruturais: a proteina de capsideo
(C), que forma o nucleocapsideo e empacota 0 genoma viral juntamente com as glicoproteinas
de envelope E1 e E2 (NAPOLEAO-PEGO et al., 2014; MOTA et al., 2015a).

A glicoproteina E2 é responsavel pela ligacdo do virus com as células do hospedeiro,
como um receptor, enquanto a glicoproteina E1 tem um papel complementar na entrada do
virus, pois é diretamente responsavel pela atividade de fusdo, essas proteinas sdo alvos para a
producdo de possiveis vacinas (LESCAR et al., 2001; FREITAS et al., 2006). As proteinas C,
E1l e E2 sdo montadas em uma estequiometria 1: 1: 1, criando formacdes de conchas que se
completam e ajustam o formato icosaédrico. A bicamada lipidica dos corpos virais é derivada
dos hospedeiros. Aparentemente, a organizacdo da bicamada lipidica é um fator critico para a
atividade biologica do MAYYV, como também dos demais Alphavirus. O conhecimento da
replicacdo do MAYYV e seu processo de entrada nas células do hospedeiro é baseado em
estudos de outros Alphavirus, o modo especifico é desconhecido até o momento
(KONONCHIK; HERNANDEZ; BROWN, 2011; SOUSA et al., 2011; ESPOSITO;
FONSECA, 2017). Entretanto, os niveis de pH, a quantidade de colesterol nas células do
hospedeiro proteina de ligagdo/recepcdo parecem estar fortemente envolvidos com a
endocitose (SOUSA et al., 2011; CARVALHO et al., 2017).

O genoma do MAYYV consiste de um RNA positivo de fita simples com 11,5-12 kb.
Cerca de dois tercos desse RNA ¢é lido diretamente como um mRNA para codificar quatro
proteinas ndo estruturais (nsP1, nsP2, nsP3 e nsP4/P1) (LAVERGNE et al., 2006;
ESPOSITO; FONSECA, 2017). As proteinas estruturais e de processamento (C, E3, E2, 6K e
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E1) sdo codificadas a partir de um RNA subgenémico de cadeia positiva, referenciado como
RNA 26S, transcrito a partir do flanco 3' do um terco restante do RNA genémico. A
organizacdo do genoma pode ser resumida como 5'm7G-nsP1-nsP2-nsP3-nsP4-C-E3-E2-6K-
E1-A-3 (LAVERGNE et al., 2006; HALLENGARD et al., 2014) (Figura 1).

Figura 1 — Representacéo dos genes e genoma do MAY'V.
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Fonte: Adaptado de MACKAY & ARDEN (2016)

Os gendtipos e a filogenia do MAYV podem ser baseados nas sequéncias dos genes
E1-E2 e no genoma completo. Trés genotipos de MAY'V sdo atualmente reconhecidos como
D (disperso — dispersed), L (limitado — limited) e N (novo — New) (LAVERGNE et al., 2006;
POWERS et al., 2006; AZEVEDO et al., 2009; TERZIAN et al., 2015; SERRA et al., 2016).
O gendtipo D foi primariamente reconhecido em uma vasta area da América do Sul,
englobando paises como Trindade e Tobago, Brasil, Peru, Bolivia e Venezuela, enquanto
gendtipo L foi encontrado apenas no Brasil e gendtipo N apenas no Peru. Dados recentes de
bioinformaética sobre 0 genoma MAYYV indicaram possiveis genotipos hibridos MAYV L/D,
relacionados aos genes nsP1 e E1, sugerindo a adaptabilidade do gene E1 ao hospedeiro
humano, esses dados podem indicar o processo evolutivo e a adaptabilidade do MAYV aos
seus hospedeiros (AUGUSTE et al., 2015; MAVIAN et al., 2017).

25 AREA DE DISSEMINACAO DO MAYV, FEBRE DO MAYARO,
SINTOMATOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

A faixa de disseminacdo do virus Mayaro é desconhecida; portanto, a confirmacéo de
infeccbes, mesmo em animais, € importante para esclarecer a faixa real de disseminacdo do
virus. Indicagbes soroldgicas ou isolamentos virais em aves mostram que 0 virus pode estar
presente desde o sul dos EUA (Louisiana) ao Centro-Oeste do Brasil (Mato Grosso do Sul),
sugerindo uma extensa area de cobertura do MAYV (CALISHER et al., 1974; PAUVOLID-
CORREA et al., 2010, 2015). As espécies de aves com infecgdo por MAYYV encontradas no
Centro-Oeste do Brasil sdo migratorias, e podem chegar ao sul do pais e a Argentina
(NUNES; TOMAS, 2004; MUNOZ; NAVARRO, 2012; PAUVOLID-CORREA et al., 2015;
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FIGUEIREDO, 2016). A &rea formada pela confirmacdo através de sorologia e isolamento

viral do MAYYV esté representada na Figura 2.

Figura 2 — A area formada pelos casos de MAYYV em humanos reconhecidos.
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Fonte: Adaptado de MACKAY & ARDEN (2016)

O MAYYV pode infectar uma grande variedade de espécies. Baseados em cepas
isoladas ou anticorpos, ja foram encontrados infectados insetos hemat6fagos, equideos,

passaros e vertebrados selvagens entre outros organismos (CALISHER et al., 1974;

VASCONCELOS et al., 2001; PAUVOLID-CORREA et al., 2015).

Entretanto, a infeccdo pelo MAYV em humanos é documentada como um processo

incomum, onde o ciclo silvestre é a maneira regular de apresentacdo do virus (SUHRBIER;

JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012; MAVIAN et al., 2017). Em contrapartida, a infeccéo

pelo MAYV em humanos é observada em varios paises, como Bolivia, Peru, Venezuela,
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Brasil, Trindad e Tobago, Equador, Guiana Francesa, Colémbia, Guatemala, Equador,
Honduras, Guiana, Panama, Suriname e Haiti (ANDERSON et al., 1957; SCHAEFFER et al.,
1959; GROOT; MORALES; VIDALES, 1961; GALINDO et al., 1966; CALISHER et al.,
1974; SEYMOUR; PERALTA; MONTGOMERY, 1983; PINHEIRO et al., 1986;
TALARMIN et al., 1998; TESH et al., 1999; HERAUD et al., 1999; DE THOISY et al.,
2003; TAVARES-NETO et al., 2004; TORRES et al., 2004; TAYLOR; PATEL; HEROLD,
2005; COIMBRA et al., 2007; FORSHEY et al., 2010; HASSING et al., 2010; IZURIETA et
al., 2011; MOTA et al., 2015b; LEDNICKY et al., 2016; LIEVANO, 2017).

Apesar do exposto, estudos epidemioldgicos sobre infeccbes por Alphavirus nas
Américas sao restritos, 0 que resulta em uma subestimacdo do nimero de casos de infeccdes
(LONG et al., 2011; STORM et al., 2014; ZUCHI et al., 2014). No que diz respeito as
infeccdes por MAYYV, a falta de diagndsticos e investimentos em pesquisas e monitoramento
limita o quantitativo de casos, tornando a doenca da Febre do Mayaro amplamente
desconhecida. Estima-se que cerca de 1% de todos os casos de infecgdo pelo virus DENV, na
realidade, sdo casos de infec¢bes de MAYV néo diagnosticados ou mal diagnosticados. Neste
ponto, varreduras de estudos epidemioldgicos tém corroborado com a estimativa (FORSHEY
etal., 2010; CAMINI et al., 2017).

As infeccBes em humanos também sdo diagnosticadas em turistas vindos da regido da
Bacia Amazonica, destacando ndo apenas a necessidade de considerar o MAYV em viajantes
febris retornados, mas também um possivel papel em uma transmissdo global por meio de
viajantes podendo exportar a doenca para os territérios da América do Norte e Europa.
Turistas retornando para a Holanda, Alemanha e Franga infectados com o virus sdo
documentados na literatura. No Peru e no Brasil, viajantes retornando da Amazonia foram
diagnosticados infectados ao retornarem, expondo suas regides de origem (sem histérico da
infeccdo do MAYV ou da doenca) ao virus (TAYLOR; PATEL; HEROLD, 2005;
COIMBRA et al., 2007; HASSING et al., 2010; RECEVEUR et al., 2010; NEUMAYR et al.,
2012; THEILACKER et al., 2013; FRIEDRICH-JANICKE et al., 2014; SLEGERS et al.,
2014; MOTA et al., 2015b; ESTOFOLETE et al., 2016; TAPPE et al., 2016; LLAGONNE-
BARETS et al., 2016; MAVIAN et al., 2017).

Apos a infecgdo o periodo de incubagéo do virus pode variar de 3 a 11 dias, seguida da
fase virémica, que ocorre em um curto periodo de tempo (entre 2-3 dias). A fase virémica
ocorre concomitantemente com a fase aguda da doenga. Em seres humanos, na fase aguda, o
MAYYV pode causar uma doenca febril, podendo variar de leve a moderadamente grave

(Febre de Mayaro) com duragdo média de 5 dias , variando de 3-7 dias, com recuperagdo sem
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intercorréncias. Os sintomas originados na Febre do Mayaro, sdo 0s sintomas gerais de
infeccdes: febre, fadiga, dor de cabeca, dor retro-orbital, mialgia, edema articular, poliartrite,
poliartralgia e rigidez das juntas (incluindo dedos, pés, maos, articulacdes e tornozelos em
geral) e erupcBes cutaneas, com erupcdo ocorrendo em mais mais de 40% dos casos,
aparecendo antes, simultaneamente ou apds sintomas de artralgia. Sintomas como erupgao
cutanea e artralgia tém duracdo de 7 a 10 dias. Casos de hemorragia sdo registrados, porém
sem letalidade (SUHRBIER; JAFFAR-BANDJEE; GASQUE, 2012; HALSEY et al., 2013;
ZUCHI et al., 2014; VIEIRA et al., 2015; TAPPE et al., 2016; BRUNINI et al., 2017b; DA
COSTA et al., 2017).

No entanto, ap6s a fase aguda, apos o desaparecimento da febre e outros agravos,
alguns sintomas podem durar por periodo indeterminado, associados a uma fase crénica de
poliartralgia incapacitante de longo prazo. Essa fase crénica pode ocorrer em até 50% dos
pacientes sintomaticos infectados (TESH, 1982; LAVERGNE et al., 2006; AZEVEDO et al.,
2009; HALSEY et al., 2013; ZUCHI et al., 2014; SANTIAGO et al., 2015; ESPOSITO;
FONSECA, 2017). Um resumo grafico do curso da Febre do Mayaro e dos seus sintomas

pode ser visto na Figura 3.

Figura 3 — Resumo grafico do curso de infeccdo do MAYYV.
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Fonte: Adaptado de FERREIRA et al., (2020).
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2.6 TRANSMISSAO, AGENTES TRANSMISSORES DO MAYYV E RESERVATORIOS

A transmissdo do MAYYV aos seres humanos € descrita na literatura através de picadas
de mosquitos Haemagogus janthinomys. Esta espécie é descrita como raramente vista fora das
florestas, sendo entdo considerado o vetor mais importante para 0 MAYV, uma vez que esses
mosquitos podem ser frequentemente encontrados infectados com o virus (ANDERSON et
al., 1957; CAUSEY, 1964; VASCONCELOS et al., 2001). No entanto, ensaios laboratoriais
relatam que o Ae. aegypti e o Ae. Albopictus podem ser capazes de disseminar a infeccao,
como um vetor em potencial para um ciclo urbano do MAYV. Ambos 0s mosquitos mostram
igual competéncia (SMITH; FRANCY, 1991; LONG et al., 2011; SERRA et al., 2016).

O Ae. Aegypti estda amplamente distribuido nas regides urbanas tropicais e
subtropicais. Uma vez que este mosquito se torne um competente vetor do MAYYV, novos
surtos de arboviroses e alastramento da area de atuacdo do virus podem correr. Semelhante ao
ja descrito em relacdo aos virus Zika e Chikungunya. A mesma proposta pode ser formada
para o Ae. Albopictus, com distribuicdo bem conhecida em regies de clima ameno. N&o
existem estudos que possam predizer com exatiddo o resultado da razdo entre o potencial de
urbanizacdo do MAYYV e a magnitude de chances de transmissao a partir de mosquitos Aedes
durante a fase virémica da doenca (WEAVER; REISEN, 2010; LEDNICKY et al., 2016;
RUCKERT; EBEL, 2018).

Apesar desses dados ndo estarem disponiveis, certa atencdo deve ser dada a alguns
fatos. Cinco infeccBes por MAY'V ocorreram em criancas haitianas desde 2016. Como nédo ha
histérico de viagem das mesmas para a regido amazonica, a infeccdo provavelmente ocorreu
através da transmissdo local por meio de mosquitos. Curiosamente as infeccGes s6 ocorreram
apos incursBes de paz do exército brasileiro ap6s as tropas serem remanejadas da regido
amazonica para ajudar a populacdo poés-catastrofe natural (WEAVER; REISEN, 2010;
LEDNICKY et al., 2016; MAVIAN et al., 2017; RUCKERT; EBEL, 2018; BLOHM et al.,
2019). Usando as inferéncias estatisticas multimodais para transmissdo potencial, Abad-
Franch et al, (2012) indicou que trabalhadores de regides florestais onde o MAYV atua,
provavelmente estdo expostos aos ciclos tipicos do MAYV mantidos por vetores diurnos de
habitacdo florestal. Em suma, é provavel que tenha ocorrido uma transmissdo horizontal de
soldados infectados para vetores locais no Haiti, e estes vetores podem ter exposto habitantes
Haitianos pos incursdo de paz (MAVIAN et al., 2017).

Outro cenario potencialmente preocupante estd associado as estimativas da

Organizacdo Mundial da Saude, que estimam que, até 2080, os mosquitos Aedes,
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principalmente o Ae albopictus, serdo favorecidos por fatores climéaticos do aquecimento
global, podendo aumentar a transmisséo de arbovirus, expondo adicionalmente 2 bilhdes de
pessoas a mais do que o presente as infeccbes arbovirais (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2014).

A infeccdo natural por MAY'V pode ocorrer também em outra espécie de Aedes, 0 Ae.
(Ochlerotatus) serratus, alem de mosquitos Mansonia venezuelensis, Psorophora ferox,
Psorophora albipes, Sabethes spp. e Culex spp. (AITKEN et al., 1960; GROOT; MORALES;
VIDALES, 1961; GALINDO; SRIHONGSE, 1967; KARABATSOS, 1985; PINHEIRO;
LEDUC, 1988). O entendimento sobre vetores naturais que transmitem o MAYV provém de
um pequeno numero de estudos ecoldgicos (LONG et al., 2011). Também sdo escassos 0S
estudos que apontam reservatdrios naturais do virus e hospedeiros na natureza. A literatura
revela um ndmero variavel de espécies que podem ser hospedeiras do virus, englobando
equinos, primatas, marsupiais, roedores, preguicas, ungulados, aves carnivoras e migratorias
que apresentaram anticorpos contra o virus nesses estudos (CALISHER et al., 1974; HOCH et
al., 1981; SEYMOUR; PERALTA; MONTGOMERY, 1983; DE THOISY et al., 2003;
DURBIN et al., 2010; PAUVOLID-CORREA et al., 2010, 2015).

Por fim, embora muita atencdo tenha sido dada aos mosquitos Aedes, também ¢é
necessario alertar que a infeccdo do MAYYV via aerossois é descrita na literatura, embora
tenha ocorrido por acidente em laboratdrio, € necessario pontuar que esta pode se tornar uma
rota de transmissdo natural em potencial (JUNT et al., 1999; FIGUEIREDO, 2007).

2.7  DIAGNOSTICOS

Na América do Sul, o correto diagnostico de arboviroses é um desafio significativo,
devida a semelhanca dos sintomas que podem ser facilmente confundidos, principalmente
com as febres causadas pelos virus CHIKV, MAYV, ZIKV e DENV, como também podem
correm as ndo-deteccdes de virus co-circulantes. Muitos surtos silenciosos de outros arbovirus
muitas vezes sdo despercebidos, pois ocorrem em concomitancia com surtos de doengas mais
amplamente conhecidas, como a Dengue. 1sso promove uma alta chance de ndo diagnosticar
corretamente os casos quando baseados em sintomas (MOURAO et al., 2012; PANIZ-
MONDOLFI et al., 2016; PUCCIONI-SOHLER et al., 2017; RODRIGUEZ-MORALES et
al., 2017).

A deteccdo do MAYV ocorre muitas vezes para fins de pesquisas sobre o especifico
status epidemiolégico de uma determinada regido (TORRES et al., 2004; BATISTA et al.,
2012, 2013; MOURAO et al., 2012). Estes estudos levam a novos dados que reforcam a
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necessidade de vigilancia epidemioldgica e do acompanhamento de um diagndstico de
precisdo, principalmente durante os estagios clinicos iniciais. Os surtos de MAYV tém sido
cada vez mais relatados nas Américas em estudos epidemioldgicos, 0 que pode fazer da
doenca da Febre do Mayaro nao apenas um desafio diagnostico, mas também um desafio para
reumatologistas e para os sistemas de saude publicos, como foi anteriormente o CHIKV
(ASSUNQAO-MIRANDA; CRUZ-OLIVEIRA; DA POIAN, 2013; PANIZ-MONDOLFI et
al., 2016; RODRIGUEZ-MORALES et al., 2017)

O padrdo ouro para a deteccdo do MAYV é o RT-PCR (reverse-transcriptase
polymerase chain reaction ), entretanto, ha um elevado custo na producéo do método, pois 0s
reagentes sdo dispendiosos, além da necessidade de mao de obra especializada e o tratamento
das amostras dos pacientes. Esses pontos fazem com esse método para diagndstico ndo seja
amplamante usado. Outro agravo para o uso do PCR, é o breve periodo de viremia do
MAYYV, pois, muitas vezes € ap0s a fase virémica que o paciente decide procurar intervencao
médica e diagndstico para definir a etiologia dos sintomas. Assim, a determinacgdo do agente
causal pode ser dificultada, pois este método diagnosticos é mais eficiente se realizados
durante a fase aguda da doenca (FIGUEIREDO; FIGUEIREDO, 2014; ESPOSITO;
FONSECA, 2017; NAVECA et al., 2017; WAGGONER et al., 2018).

Nem todos os métodos sorolégicos, como o ELISA, sdo indicados para a deteccao do
MAYYV, uma vez que estes ttm mostrado reatividade cruzada com outros Alphavirus
(CALISHER et al., 1974; YASRI; WIWANITKIT, 2015; CHERABUDDI et al., 2016). O
ministério da saude tem indicado a execucdo de dois diferentes tipos de testes soroldgicos
para confirmar a infecgdo. Entretanto esse procedimento tambem encarece o teste e 0s
resultados também séo obtidos com relativo tempo de espera (YASRI; WIWANITKIT, 2015;
CHERABUDDI et al., 2016; BRASIL, 2017). Atualmente, um unico teste soroldgico
comercial (IgG) ELISA é capaz de detectar o MAYYV, mostrando especficidade (95%),
entretanto, 0 mesmo texto apresenta baixa sensibilidade (88%), o que poderia gerar resultados
falsos negativos (PRAT et al., 2014). Por fim, ndo existem testes comerciais moleculares
disponiveis até 0 momento para a deteccdo do MAYV (PEZZI et al., 2019). Levando em
consideracdo todos esses fatores, diagnosticos moleculares alternativos, como biossensores,

podem prover um caminho para a dete¢do do MAYV.
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2.8  BIOSSENSORES

O uso de biotecnologias vem constantemente atribuindo mudancgas em processos de
producdo que podem ser facilitados, mais facilmente manipulados e terem seus custos
reduzidos pela atribuicédo dessa alternativa moderna (THEISEN; LIAO, 2017; DONOHOUE;
BARRANGOU; MAY, 2018; RIZWAN et al., 2018).

Nos processos diagnosticos, a biotecnologia é amplamente usada em biossensores. Um
biossensor pode ser definido como um instrumento integrado que é capaz de fornecer uma
informacg&o analitica especifica (quantitativa e/ou qualitativa) através do uso de um elemento
de reconhecimento biolégico (receptor bioguimico) que estd em contato direto com o
elemento de transducdo. Em suma, sdo dispositivos constituidos classicamente de um
bioreceptor, um transdutor e um processador de dados que, juntos, formam um dispositivo
relativamente simples, capaz de inferir uma anélise (SAIDUR; AZIZ; BASIRUN, 2017;
ENSAFI, 2019b).

O bioreceptor de uma plataforma biossensora pode ser constituido de uma molécula
bioldgica imobilizada, cuja seletividade e afinidade serdo as propriedades bioquimicas
exploradas no sistema. Quando em contato com o alvo, as rea¢es bioquimicas e biofisicas
promovem uma modificacdo, seja a hibridizag&o do bioreceptor e do alvo, ou simplesmente a
ligacdo entre os dois, induzindo também uma mudanca no sinal final. Diante disso, baseado
no tipo de molécula imobilizada, ha uma subdivisdo dos biossensores, que engloba seus
bioreceptores, uma vez que ha uma grande variedade de moléculas biolégicas que podem ser
exploradas.

v Biossensores enzimaticos — Comumente usados quando a biomolécula de interesse
(analito) ndo é possivel de detectar diretamente e quando é um substrato. Assim, parametros
como a velocidade da reacdo enzimética e a concentracdo de substrato ou produto podem ser
empregados para mensurar o material de interesse (HASSAN; TAMER; OMER, 2016).

v Genossensores — Sdo biossensores baseados em DNA, onde oligonucleotideos
sintéticos ou amplificados, referentes a genes especificos ou variagfes genéticas sdo
imobilizados, e cuja afinidade € baseada no processo de hibridizacdo (onde o DNA de fita
simples torna-se uma dupla fita), diminuindo a exposi¢do dos nucleotideos que formam a fita
simples (SANI et al., 2019).

v Aptasensores — Sdo dispositivos baseados nas propriedades de aptdmeros, que por sua

vez sdo moléculas sintéticas de DNA ou RNA de cadeia simples, que podem ligar-se a uma
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variedade de moléculas, desde proteinas & moléculas com composi¢cdes muito especificas
(BEZERRA et al., 2019).

v Imunosensores — O imunossensor € um tipo de biossensor baseado na reacao
imunolodgica, onde moléculas de antigenos ou anticorpos especificos sdo imobilizados na
superficie do transdutor. Como nos outros biossensores, reacdes bioguimicas de ligacdo e
afinidade séo especificas ao analito (FILIK; AVAN, 2019).

O segundo componente dos biossensores, o transdutor, tem como funcéo transformar o
evento bioquimico fornecido pelo receptor em um sinal capaz de ser reconhecido e mensurado
pelo Ultimo componente, que interpretara os dados. Segundo o preceito usado pelo transdutor
usado, pode-se obter diferentes classes de biossensores:

v Biossensores Opticos — sdo baseados nas propriedades de absorcéo, indice de refracéo,
fluorescéncia, fosforescéncia e comprimento de onda, permitindo inferir a presenca do analito
(DAMBORSKY; SVITEL; KATRLIK, 2016).

v Biossensores Piezoelétricos — sdo inteiramente baseados nas frequéncias de
ressonancia de um cristal ou algum outro material cujas propriedades sdo bem compreendidas.
Segundo a variacdo de frequéncias vibratorias é possivel determinar a massa presente no
sistema (SKLADAL, 2016).

v Biossensores Térmicos - Baseados na medida de variacdo de temperatura gerada por
catalisacdo enzimética exotérmica, inferindo assim a concentracéo do analito (MEHROTRA,
2016).

v Biossensores Eletroquimicos: Baseiam-se no consumo ou produc¢édo de ions ou elétrons
de uma reacdo bioquimica. A afinidade entre as moléculas é responsavel pela produgédo ou
consumo de tais elementos, alterando as propriedades da solugcdo em que se encontram
(BEZERRA et al., 2019).

Uma representacdo esquematica da integracdo de um biossensor estd representada na

Figura 4.
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Figura 4 — Esquema da integragéo e funcionamento de um biossensor.
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Fonte: Adaptado de GONCALVES et al., (2014)

2.9  BIOSSENSORES ELETROQUIMICOS

As aferigdes eletroquimicas sdo realizadas em células onde as varia¢Ges de grandezas
a partir de um analito podem ser conferidas, como corrente, tensdao, condutancia e impedancia.
Biossensores eletroquimicos podem realizar afericbes na célula eletroquimica pelo uso de
eletrodos, pelos quais, mudancas na solucdo serdo propiciadas. Em uma célula eletrolitica
com trés eletrodos, cada um destes detém funcgdes especificas. O eletrodo de trabalho (Work
electrode — WE) é conhecido como a parte transdutora do sistema, pelo qual uma faixa de
potencial pode ser aplicado (ARDUINI et al., 2016; GUERRA, 2018; FARIA,
ZUCOLOTTO, 2019; SANI et al., 2019).

O eletrodo de referéncia (Reference electrode — RE) recebe um potencial fixo durante
todo o processo de oxirreducdo. Uma vez que ele se mantém constante, o sistema pode entdo
ser usado para avaliar algum parédmetro da solucdo, como deduzir a quantidade de um analito
ou sua presenca (ARDUINI et al., 2016; DAI et al., 2018; GUERRA, 2018; FARIA,
ZUCOLOTTO, 2019).

O contra eletrodo ou eletrodo auxiliar (Auxiliary ou Counter electrode — AE ou CE) é
um aparato desejavel nos casos em que ha uma necessidade de proteger o eletrodo de

referéncia. Este eletrodo permite que em caso de uma producdo de corrente, esta Gltima flua
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entre o eletrodo de trabalho e o contra eletrodo, permitindo que o eletrodo de referéncia
permaneca na solucdo sem ter interferéncia de corrente elétrica, mantendo estavel seu
potencial (ARDUINI et al., 2016; DICULESCU; CHIORCEA-PAQUIM; OLIVEIRA-
BRETT, 2016; GUERRA, 2018; FARIA; ZUCOLOTTO, 2019).

Os WE e AE sdo constituidos de materiais com boa condutividade, como platina,
carbono, etc. Enquanto o RE pode ser constituido de um gama de matérias. Em biossensores,
quando estes dispositivos tém dimensdes reduzidas, os RE utilizados geralmente sao
constituidos de prata revestido com uma camada de cloreto de prata (Ag/AgCl) (ARDUINI et
al., 2016; DICULESCU; CHIORCEA-PAQUIM; OLIVEIRA-BRETT, 2016; DAI et al.,
2018; GUERRA, 2018; FARIA; ZUCOLOTTO, 2019; SANI et al., 2019).

2.10 ELETRODOS SCREEN PRINTING

Eletrodos do tipo ‘“screen printing”, sdo elementos que podem ser produzidos
(impressos) através de uma técnica simples que pode ser praticada em qualquer ambiente
laboratorial, sendo apropriada também para a producdo de eletrodos descartaveis. Esses
eletrodos sdo empregados com sucesso na producdo de biossensores, proporcionando a
producdo em massa desses dispositivos a um custo baixo. Eletrodos impressos sdo atrativos
guando se busca o desenvolvimento de sensores/biossensores comerciais, com a possibilidade
de total automacdo na fabricacdo de um sistema completo, contendo todos os eletrodos
necessarios (eletrodos de trabalho, auxiliar e de referéncia) impressos no mesmo suporte.
Além disso, estes eletrodos podem ser modificados apds produzidos dependendo do interesse
final (NASCIMENTO; ANGNES, 1998; YAMANAKA; VESTERGAARD; TAMIYA,
2016).

Os eletrodos screen printing podem ser compostos de diversos materiais,
possibilitando vérias afinidades e interagbes superficiais com os mais diversos tipos de
moléculas, inclusive, bioldgicas,usadas em biossensores para realizar o reconhecimento
(YAMANAKA; VESTERGAARD; TAMIYA, 2016). Carbono, prata-cloreto de prata e
grafite sdo tintas que possuem baixa atividade redox, Essas tintas usadas para a produgdo desses
eletrodos podem ser alteradas pela adicdo de uma variedade de substéncias, tais como polimeros e
metais. Ap6s modificados, 0s eletrodos screen printing produzidos com pasta de carbono sdo
totalmente viaveis quando usado um mediador e/ou indicador eletroquimicos (DE
FIGUEIREDO-FILHO et al., 2017; SMART et al., 2020; XIA et al., 2020).
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2.11 METODOS E TECNICAS ELETROQUIMICOS

Existe uma variedade de métodos que podem ser aplicados através da eletroquimica.
Entre eles, estdo aqueles que monitoram a corrente produzida ao induzir e controlar a
diferenca de potencial entre dois eletrodos dentro de uma solugcdo, como a voltametria ciclica
(CV) e a voltametria de pulso diferencial (DPV) (ENENGL et al., 2017; JARA-PALACIOS
etal., 2017; POVEDANO et al., 2017).

A voltametria ciclica (CV — do inglés, cyclic voltammetry) é um método de carater
qualitativo. Por meio deste método é possivel verificar a variacdo da corrente relativa ao
potencial aplicado no WE, impulsionando reac¢des de oxirreducao na solucéo adjacente ao WE
durante uma voltametria. Na voltametria ciclica, uma faixa de potencial aplicado se repete
ciclicamente entre os valores extremos de potencial inicial (E1) até chegar ao potencial
méaximo de uma faixa estabelecida (Emax), para decrescer até o potencial minimo da faixa
(Emin) e entéo chegar ao valor final (Ef), como demonstrado na Figura 5. Esse mecanismo
gera informagdes sobre processos redox das espécies eletroativas, permitindo estudos como a
velocidade de reacBes e modificacdo dessas espécies, a cinética de transferéncia de carga,
reversibilidade de reacdes eletroquimicas e potenciais redox de substancias eletroativas
(ARDUINI et al., 2016; ENENGL et al., 2017; JARA-PALACIOS et al., 2017; POVEDANO
etal., 2017; GUERRA, 2018; FARIA; ZUCOLOTTO, 2019).
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Figura 5 — Esquema das fases de uma voltametria ciclica. E (V) — Potencial em volt; t (s) —
Tempo em segundos; E; — Potencial inicial; Emax — Potencial m&ximo; Emi, — Potencial

minimo; E¢ — Potencial final; I (A) — Corrente em amper.
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Fonte: Adaptado de GUERRA, (2018).

A voltametria ciclica pode ser utilizada diretamente na modificacdo de transdutores de
biossensores através das técnicas de eletrossinteses, como a eletropolimerizacdo e a
eletrodeposicdo. A eletropolimerizacdo é um processo no qual um mondmero conhecido é
oxidado em uma regido de sua estrutura por um processo anodicos. As cargas formadas
durante os processos anddicos incitam a afinidade entre moléculas iguais e adjacentes
presentes na solugdo. Essa afinidade é finalizada em uma ligagdo covalente entre essas
moléculas, produzindo um polimero que adere ao eletrodo de trabalho. As vantagens do uso
de eletropolimerizacdo sdo a construcdo dos filmes poliméricos em uma Unica etapa e a
necessidade de pequenas quantidades de reagentes para sua producdo (MARTIN, 2013;
LEITE FILHO, 2015; CARVALHO JUNIOR, 2018).

Na eletrodeposicao, uma solucdo com ions metalicos faz parte da célula eletroquimica,
conforme esses ions recebem elétrons e séo reduzidos, tendem a se aglomerar em um processo
conhecido como nucleacdo. Essas nucleagdes culminam na producdo de estruturas metalicas
solidas, como placas, piramides, cubos e esferas nanométricas que sdo depositadas no
elemento transdutor. Muitos metais sdo explorados e eletrodepositados na superficie de
transdutores para intensificar a corrente produzida, uma vez que sdo bons condutores
(MARTIN, 2013; LEITE FILHO, 2015; CARVALHO JUNIOR, 2018).
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A voltametria de pulso diferencial (DPV — do inglés, differential pulse voltammetry) é
um método eletroquimico onde um potencial é escalonado em rampa, obedecendo um
intervalo de tempo previamente configurado. Nesse modelo, a corrente é registrada duas
vezes. A primeira, antes da aplicacdo do pulso, e a segunda, ao final do pulso. O valor da
primeira corrente é subtraido da segunda, a diferenca € igual ao valor de corrente sem ruidos,
uma vez que a primeira corrente € a capacitiva do sistema e a segunda é a corrente desejada
(faradaica), como esquematizado na Figura 6 (CAMPOS-FERREIRA et al.,, 2016;
AVELINO, 2017).

Figura 6 — Esquema de uma DPV. Potencial (E) pelo tempo (t). S; — Corrente corrente

capacitiva; S, — Corrente faradaica; Corrente (1) pelo Potencial (E).
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Fonte: Adaptado de FERREIRA, (2014).

O método de voltametria de pulso diferencial pode ser quantitativo, uma vez que pode
mostrar eletroquimicamente o comportamento de pico de corrente em comparacdo de duas
amostras (diferentes picos), sejam essas amostram em solucdo ou adsorvidas na superficie do
eletrodo de trabalho. Da mesma forma, também pode quantificar os picos de uma amostra em
relacdo ao tempo (degradacdo da amostra). Por fim, esse método também é capaz de
caracterizar qualitativamente a presenca ou a auséncia de materiais que podem ser
adicionados em uma solugdo ou na superficie do eletrodo, uma vez que os perfis
eletroquimicos mudam com a adicdo ou auséncia desses materiais, gerando gréficos
(voltamogramas) com diferentes perfis (ARAVINDAN; SANGARANARAYANAN, 2017;
LUBECKYJ; WINKLER-MOSER; FHANER, 2017; KHALIL et al., 2019).
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2.12 MODIFICACAO DE ELETRODOS TRANSDUTORES.

Quando o eletrodo de trabalho é usado em um sistema biossensor, sua superficie é
modificada para poder imobilizar o bioreceptor e/ou melhorar as condi¢fes para que a solucéo
possa reagir ao receber alguma variacdo de corrente, potencial, etc. Uma grande variedade de
materiais é utilizada a fim de promover modifica¢fes do eletrodo de trabalho que possam
agregar propriedades como resisténcia ao desgaste, condutincia elétrica, estabilidade,
aumento da area de trabalho, baixa ou nenhuma interferéncia na leitura no sistema, aumento
da resposta do sistema, etc (DA et al., 2018; BEZERRA et al., 2019; FARIA; ZUCOLOTTO,
2019; SANI et al., 2019).

A exploracdo de materiais semicondutores, particulas metalicas, polimeros, estruturas
de carbono, e nano estruturas de metais condutoras vém crescendo em biossensores de
funcBes especificas (DAI et al., 2018; BEZERRA et al., 2019; FARIA; ZUCOLOTTO, 2019;
SANI et al., 2019). Esses materiais sdo importantes nas modificagdes pelos motivos citados
acima (DAl et al., 2018; BEZERRA et al., 2019; FARIA; ZUCOLOTTO, 2019; SANI et al.,

2019). A seguir sdo apresentadas algumas das modificacdes que propiciam 0s passos acima:
2.12.1 Monocamadas

SAM - self assembled monolayers — sdo camadas produzidas quando moléculas sdo
oportunizadas pelas suas propriedades a se organizarem em espacamentos ordenados em
contato com uma superficie na qual tém alguma afinidade (substrato). No SAM, alguma
interacdo fraca entre a molécula e o substrato contribui pra que elas permanecam
imobilizadas. Exemplos classicos sdo as monocamadas produzidas a partir de moléculas com
grupamentos tidis, como a cisteina, a cistina e a cisteamina que tém afinidade por superficies
de metais nobres como o ouro e a prata. Nessa configuracdo, as moléculas se organizam e
formam uma sequéncia continua e estavel (CAMPOS-FERREIRA et al., 2013; CASALINI et
al., 2017).

Muitos trabalhos usam a SAM para criar sistemas do tipo LbL (layer-by-layer). Nesse
tipo de sistema, as moléculas ja depositadas como SAM, recebem uma nova camada que se
organiza automaticamente sobre a primeira por causa das cargas opostas de grupos funcionais
presentes nos dois materiais que se organizam em um LbL. A Figura 7 representa um
esquema de SAM e LbL (MARTIN, 2013; CASALINI et al., 2017).
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Figura 7 — Representacdo de um SAM e LbL. (A) SAM formado pela interagdo da cisteamina
e 0 ouro (Au) e (B) LbL oportunizado pela primeira camada, onde uma sonda de DNA com

esqueleto de fosfato (carga negativa) interage com o grupamento amino da cisteamina.
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Fonte: Adaptado de CAMPOS-FERREIRA et al., (2013).

2.12.2 Filmes poliméricos

A formacéo de filmes poliméricos em eletrodos tem vantagem sobre os eletrodos de
carbono ndo modificados, uma vez que apresentem grupos funcionais que podem ser usados
pra ajudar na imobilizacdo do bioreceptor, além de criarem camadas uniformes e estaveis, e
por fim aderirem bem ao eletrodo de carbono (LEITE FILHO, 2015; BEZERRA et al., 2019).

Aminoécidos e outras moléculas com eletroatividade, ao receberem um certo potencial
em uma célula eletrolitica podem ser dotados de cargas, e durante uma voltametria ciclica,
onde o potencial varia e o ciclo recomeca numa quantidade varidavel de vezes, hd uma
facilitacdo do processo de formacdo de filmes organicos a partir dos aminoacidos da solucao,
onde ligacbes peptidicas ou ligacBes por desidratacdo ocorrem no estilo head and tail
(MARTIN, 2013; LEITE FILHO, 2015).

2.12.3 Particulas metalicas

Particulas nanoscopicas sdo usadas como materiais condutores em varias atividades
biomédicas. Em biossensores eletroquimicos, € possivel criar esse tipo de particula através de
voltametria ciclica, de forma semelhante aos filmes poliméricos. O processo de nucleacdo e
crescimento das particulas depende do nimero de voltas e da faixa de varredura, gerando uma
eletrodeposicdo, onde a particula metalica é aderida ao eletrodo ou fica suspensa na solucéo.
A producdo de nanoparticulas de ouro e prata sdo bem documentadas na literatura atraves
desse processo (POVEDANO et al., 2017; TIG, 2017; CARVALHO JUNIOR, 2018).
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2.13 DETECCAO DIRETA E INDIRETA EM BIOSSENSORES ELECTROQUIMICOS

GENOSSENSORES

Eletrodos modificados tém varias aplicagdes no desenvolvimento de biossensores
eletroquimicos baseados em DNA. A possibilidade de identificar sequéncias especificas de
DNA atraiu atencdo significativa nos ultimos anos devido a sua possivel aplicagdo em areas
como deteccdo de patdgenos e diagndstico de doengas genéticas. Em genossensores, quando
uma fita simples de DNA é imobilizada na superficie do eletrodo de trabalho, seus
nucleotideos ficam expostos, sendo passiveis de interagirem com o sistema bioanalitico
eletroquimico. A deteccdo do analito de interesse, nesse caso uma sequéncia complementar,
pode ser feita baseado no principio de hibridizacdo das duas sequéncias nucleotidicas
(imobilizada + analito de interesse), originando um DNA de dupla hélice. Nessa
configuracdo, os nucleotideos ndo estdo mais expostos, interagindo menos com a solucéo
eletroquimica (ARDUINI et al., 2016; CAMPOS-FERREIRA et al., 2016; SAIDUR; AZIZ;
BASIRUN, 2017).

Baseado no principio de hibridizacdo, a deteccdo da presenca do analito pode ser
direta ou indireta. No primeiro caso, um nucleotideo eletroativo é explorado, um potencial
especifico é aplicado desencadeando uma corrente originada entre a interacdo deste
nucleotideo e a solugdo, produzindo uma oxidacdo ou reducdo. A literatura descreve bem a
deteccdo direta do analito usando as guaninas (G) da sequéncia imobilizada. Logicamente, a
tendéncia ap6s a hibridizacdo é que o processo ndo ocorra como anteriormente, uma vez que o
nucleotideo explorado ndo esta interagindo como anteriormente com a solucéo, alterando o
sinal captado no sistema bioanalitico (Label free) (OLIVEIRA et al., 2015; RAFIEE-POUR,;
BEHPOUR; KESHAVARZ, 2016; WANG et al., 2017).

A deteccdo indireta faz uso de mediadores quimicos, ou seja, moléculas eletroativas.
Esses mediadores interagem com os nucleotideos livres da sequéncia imobilizada, reduzindo
ou oxidando ao receberam o potencial aplicado, produzindo corrente nesse processo. Quando
a dupla fita € formada apds a hibridizacdo, os mediadores ndo podem interagir com 0s
nucleotideos, alterando o sinal de resposta visualizado anteriormente pela interacdo com 0s
nucleotideos livres da sequéncia imobilizada no formato de fita simples. Entre os mediadores
eletroquimicos mais utilizados encontra-se o azul de metileno (MB), molécula de baixo peso
molecular carregada positivamente, que pode ser facilmente reduzida por dois elétrons a
leucometileno. Este processo pode ser monitorado facilmente por voltametria ciclica (CV) ou

voltametria de pulso diferencial (DPV) e tem sido o principio de muitos genossensores
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desenvolvidos até o0 momento (CHEN et al., 2013; YANG et al., 2014; BEZERRA et al.,
2019).

O MB apresenta a capacidade de se intercalar as moléculas de DNA através da
interacdo com suas bases guaninas. A auséncia do ligante permite que o MB se ligue com alta
eficiéncia ao DNA, produzindo um forte sinal eletroquimico, enquanto a presenca do alvo
complementar ligante ndo permite a interacdo do indicador redox, produzindo um sinal
consequentemente menor (BANG; CHO; KIM, 2005; KHEZRIAN et al., 2013).
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3 METODOLOGIA

O planejamento, organizagéo e producéo do trabalho experimental foram relizados nas
instalagBes da divisdo de Biotecnologia do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami
(LIKA), da Univerdade Federal de Pernambuco (UFPE). Todos os experimentos foram

realizados em temperatura ambiente.
3.2 BIOINFORMATICA

Com o intuito de produzir plataformas biossensoras especificas para 0 MAYV, capaz
de identificar todos os trés genotipos virais, 34 genomas completos do MAYV
disponibilizadas em bancos de dados foram selecionados e baixados do ViPR
(https://www.viprbrc.org/) e analisados no software CLC Main Workbench 8.0° e ento
alinhados pelo algoritmo de alimentacdo proprietario do software. Os parametros utilizados
foram: Gap open cost=10.0; Gap open cost=1.0; Gap extension cost=1.0; End gap cost=Como
qualquer um dos outros. As extremidades 3’ e 5’ ndo alinhados foram cortados, fornecendo 34
sequéncias com 11099 nucleotideos cada. Em seguida, foram realizadas buscas por regies
100% conservadas entre todos os 34 genomas. As regides encontradas foram marcadas e
salvas.

Baseado no tamanho das sequéncias usadas em genossensores presentes na literatura
(SOUZA et al., 2011; NASCIMENTO et al., 2012; CAMPOS-FERREIRA et al., 2013, 2016;
OLIVEIRA et al., 2015), foram eliminadas as sequéncias cujas extensfes eram menores que
22 e maiores que 25 nucleotideos. As sequéncias resultantes foram comparadas um a uma
com o0s bancos de dados de genomas virais e genoma humano do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) em busca de possiveis matches. Todas as
sequéncias com probabilidade de anelamento com até 4 de erro de pareamento no anelamento
foram excluidas usando a ferramenta "Find biding sites” do software CLC Main Workbench
8.0°

A ferramenta “Analyze primer properties” do software foi utilizada para verificar as
propriedades das sequéncias restantes (temperatura de anelamento, auto-anelamento, e
anelamento por inicio e fim de sequéncia — respectivamente: melting temperature, self
annealing e self-end annealing). Baseados nos dados de propriedade, estrutura e tamanho, trés

sequéncias mostraram ser plausiveis de uso:

e (1)3-ACCGACTTCTTT GTACTT CCA GGC A-5’;
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e (2)3’-AGATAG ACG ACC TGC AGT CAG TGA-5’; ¢
e (3)3-CTA AAT AGG TGC TCT ACA CGA CAC-5.

Quando comparada com as demais, a sequéncia 2 apresenta um maior contetido de
guaninas [n = 7], esse contetdo é importante para o biossensores eletroquimicos de detec¢do
direta ou indireta. Por fim, essa sequéncia foi nomeada como sonda PO4-ssDNA. Uma
sequéncia quimicamente modificada, adicionando um grupamento amino na terminagdo 3’
também foi produzida e denominada sonda NH,-ssDNA. A sequéncia quimicamente
modificada foi produzida com o propoésito de verificar as melhores condigdes de uso da
sequéncia especifica obtida.

A sequéncia complementar de DNA das duas sondas obtidas foi:

e 3'-TCACTGACT GCA GGT CGTCTATCT -5".

A sequéncia complementar foi nomeada como CssDNA. Uma sequéncia nao-
complementar, nomeada como (NCssDNA), foi usada para verificar a especificidade da sonda

escolhida, cuja sequéncia é:
e 3-CCATCTGTGGCATGAACCCAATAGC-5".

3.2  MATERIAIS E REAGENTES

Todas as solucBes foram preparadas usando &gua ultra pura. As tintas foram
adquiridas da Gwent Group® - Londres, Reino Unido (Ag/AgCl) e da Loctite group® -
Holanda (carbono), sendo armazenadas e utilizadas de acordo com as especificacdes dos
fabricantes. Os aminoécidos L-acido glutamico e L-Cisteina monoméricos e 2-Amino-2-
hidroximetil-propano-1,3-diol (Tris base), assim como o nitrato de prata, citrato de sédio e
azul de metileno (MB) foram adquiridos da Sigma-Aldrich Chemical Company® - St Louis,
EUA. O tampéo fosfato salino - PBS (10X) foi obtido da Gibco Company® (Life tecnology) -
Nova York, EUA. As sondas de DNA e suas sequéncias complementar e ndo-complementar

foram obtidas da Exxtend Biotecnologia® - Paulinia, Brasil.

3.3 EQUIPAMENTOS

Todas as mensuracdes eletroquimicas foram feitas ao acoplar os eletrodos fabricados a
um potenciostato AUTOLAB PGSTAT®, utilizando o software NOVA 2.0. Os experimentos

foram conduzidos em triplicata.
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3.4  PREPARACAO DAS SONDAS, ALVO E OUTRAS SOLUCOES

Uma solugdo-mée a partir de H,O DNAse free foi preparada a partir de cada uma das
sequéncias, contendo 10mM cada e foram armazenadas em freezer (-4 °C) até o0 momento do
uso. As diluicdes consecutivas foram feitas em tampdo PBS 1X. Todos os reagentes foram
usados como adquiridos, em alta pureza.

Uma solucéo de Tris-HCL (20 mM aquosa) foi preparada. Uma solucdo de MB de 500
UM foi produzida usando a solucéo anterior. As solucBes de aminoécidos foram preparadas
em concentragdo de 10 mM cada, em PBS 1X (solucdo aquosa) e usadas frescas
(recentemente preparadas). A solucdo com mon6meros de acido glutdmico foi submetida a
sonicacao 45 minutos antes do uso para homogeneizacdo. Nitrato de prata e citrato de sodio
foram preparados (1:1) em uma solugdo aquosa de 500 pM. Todas as solugfes foram

preparados em agua ultrapura e armazenas em geladeira (~10 °C) e usadas em pH 7.4.

3.5 ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE

Um gel de agarose 2% em tamp&o borato de sédio (Acido bérico 36,4 mM e NaOH
10mM, pH 8,0) contendo 0,01% de brometo de etidio foi preparado para confirmar a
especificidade da sonda e o alvo sintéticos. Cinco pogos foram preparados no gel, seguindo a

ordem que foram aplicados:

1- Ladder Invitrogen® padréo de 50 bp (3 pL).

2- Sonda PO,4-ssDNA (5uL contendo 100uM);

3- CssDNA (5uL contendo 100puM);

4- Sonda PO4-ssDNA e CssDNA (5uL contendo 100uM cada), previamente
submetidos a hibridizacao por 10 minutos a 59,6 °C;

5- Sonda PO;-ssDNA e NCssDNA (5uL contendo 100uM cada), também
previamente submetidos a hibridizacdo por 10 minutos a 59,6 °C.

Apbs aplicadas as amostras de material, o gel foi submetido a 40 minutos de migracédo
eletroforética a 100 V, as bandas correspondentes a sonda, ao alvo e a sonda e alvo

hibridizados foram visualizadas sob iluminagéo de luz UV.

36 PRODUCAO DOS ELETRODOS IMPRESSOS

As plataformas para biossensores eletroquimicos foram baseadas em um sistema com

trés eletrodos (Eletrodo de Trabalho, Contra Eletrodo e Eletrodo de Trabalho) do tipo Screen
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Printed. O Eletrodo de Referéncia foi constituido de tinta Ag/AgCl sobreposta em uma linha
condutora, sendo curada a 60 °C por 30 minutos. Os eletrodos de Trabalho e Contra Eletrodo
foram produzidos com tinta de carbono sobreposta em outras duas linhas condutoras, secos
também em estufa a 60 °C por 1 hora e 30 minutos. O tamanho dos biossensores foi calculado
de acordo com os estudos de condutibilidade e interferéncias dos sinais elétricos, que foram
acompanhados no software NOVA, verséo 2.0 em estudos anteriores do grupo de pesquisa em
nosso laboratorio.

As trés linhas condutoras foram construidas em cima de tiras de policloreto de
polivinila (PVC). O eletrodo de trabalho foi produzido para que tivesse uma area de superficie
e contato de aproximadamente 7 mm?2. Ap6s secos e curados, os eletrodos foram submersos
em acido sulfarico 1% por 30 minutos, sendo agitados a cada 10 minutos, o processo foi
repetido duas vezes. Apos esse periodo, trés lavagens consecutivas com agua ultra pura foram

realizadas para retirar resquicios do acido.

3.7 MODIFICACAO DOS ELETRODOS

3.7.1 Adicdo de monocamadas de L-cisteina

Para a adi¢do de monocamadas de L-cisteina (MonoCys) no eletrodo de trabalho, uma
solucdo recém preparada de 10 mM de L-cisteina em PBS 1X (pH 7.4). foi depositada em
cima dos eletrodos de trabalho (5 pL) por 15 minutos para interagir com o mesmo. Apds esse
periodo, esses eletrodos foram lavados com 500 uL de agua Mili-Q para a retirada dos
mondmeros ndo adsordidos na superficie do eletrodo, entdo os eletrodos foram deixados secar

em temperatura ambiente.
3.7.2 Eletropolimerizaces e eletrodeposicdes

Para a formacdo do filme de Poli-L-cisteina (PolyCys) na superficie do eletrodo de
trabalho, a técnica de eletropolimerizacdo da L-cisteina foi utilizada. A solugdo L-cisteina
acima citada foi preparada, 50 pL dessa solucdo foi depositada em cima da area de trabalho.
Usando voltametria ciclica (CV), 10 ciclos foram aplicados sob a faixa de varredura de 50
mV/s, em uma faixa de potencial de —0.2 VV a +1.2 V. Apos o processo de CV, os eletrodos
foram lavados com 500 pL de agua Mili-Q para a retirada dos monémeros néo ligados, entéo
0s eletrodos foram deixados secar em temperatura ambiente.

De modo semelhante, para a formacdo do filme de Poli-L-acido glutdmico

(PolyGlutAc) no eletrodo, a eletropolimerizagdo do L-&cido glutdmico foi conduzida por meio
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de CV, onde 50 pL de uma solucdo recém produzida de 10 mM de L-acido glutdmico em PBS
1X (pH 7.4) foi inserida em cima da area de trabalho, seguida da aplicacdo de 10 ciclos foram
sob a faixa de varredura de 100 mV/s, em uma faixa de potencial de —0.8 V a +2.0 V. Ap0s o
processo de CV, os eletrodos também foram lavados com 500 puL de agua Mili-Q para a
retirada dos monomeros néo ligados e deixados secar em temperatura ambiente.

Para a eletrodeposicdo das nanoparticulas de prata (AgNP), 50 uL da solucdo de
nitrato de prata e citrato de sédio foram adicionados a area de trabalhos dos eletrodos
impressos. A CV foi usada para proporcionar a nucleacdo das AgNP sob as seguintes
condi¢des: 25 ciclos foram aplicados em uma faixa de potencial de —1.25 V a —0.7 sob uma
faixa de varredura em 50 mV/s. Ap0s a eletrodeposicao, os eletrodos foram lavados com agua

Mili-Q (2 mL) para retirada de particulas ndo agregadas aos eletrodos.
3.7.3 Imobilizacdo das sondas de DNA

ApoGs a secagem dos eletrodos, 5 pL de sonda de DNA especifica foram adicionados
na superficie dos eletrodos de trabalho. Para promover o processo de adsorcdo fisica, o

eletrodo foi deixado em repouso por 30 minutos a temperatura de 32 °C.
3.7.4 Hibridizacdo de sonda-alvo

5 uL de alvo especifico foram adicionados na superficie dos eletrodos apds a etapa de
imobilizacdo. Para promover o processo da hibridizagédo, os eletrodos modificados e cujas
sondas foram imobilizadas foram confinados em uma camara de hibridizagdo com shake
constante por 10 minutos a temperatura de 59.6 °C (temperatura 6tima para a hibridizacéo

segundo as propriedades analisadas pelo CLC Main Workbench 8.0®).
3.8 MENSURAGCOES ELETROQUIMICAS

O comportamento dos eletrodos modificados foram observados através da aplicagdo
de voltametria de pulso diferencial (DPV). Para isso, 5 pL de uma solugdo aquosa de azul de
metileno - ou Methylene Blue (MB) - na concentracdo de 500 mM foi adicionada apds todas
as etapas no eletrodo de trabalho por 5 minutos para interagir com os materiais dos eletrodos
modificados. Apds esse periodo, todos os eletrodos foram lavados com 500 pL de tampéo
Tris-HCL (pH 7.4) em concentragdo de 20 mM para a retirada de MB reagente sobressalente.
Em seguida 50 pL do mesmo tampéo Tris-HCL foram usados para a leitura, atuando como

solucdo doadora de elétrons. A varredura foi feita entre —0.6 e 0 V de potencial, e a taxa de
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velocidade de varredura aplicada foi de 50 mV/s. Todas as mensuragdes foram feitas em
temperatura ambiente, os resultados foram tratados pelas ferramentas “moving avarage”
(tratamento de linha de base) e “Smooth” (em nivel 2) do software proprietario do NOVA 2.0.

Uma mensuracdo continua foi realizada em eletrodos com modificacdo de AgNPs. A
varredura estendeu-se para +0.3 para visualizar o segundo pico de corrente entre o potencial
de -0.1 e +0.1 devido a presenca do AgNP.

3.9 DESIGN DOS EXPERIMENTOS

Todos os experimentos foram desenvolvidos para propiciar a detec¢do da sequéncia
complementar do MAYYV (CssDNA). Para isso, foram delineados seis diferentes sistemas de
deteccdo de plataformas biossensoras:

Tabela 1 — Delineamento das plataformas biossensoras desenvolvidas.

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3 Sistema 4 Sistema 5 Sistema 6

Eletrodeposicédo de

AgNP * *
Uso de L-Cisteina + + + + +
Uso de L-4cido +
glutdmico
Eletropolimerizacdo - + - - + +
PO4-ssDNA + + + - +
NH2-ssDNA - - - + . +

Fonte: Autor
3.10 ANALISE ESTATITICA

Os dados foram avaliados por multiplos testes t (p <0,05) para comparar dados de
grupos independentes. Os outliers foram identificados e removidos pelo teste ROUT (Q =
10%).
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4 RESULTADOS

4.1  ANALISE DA SONDA DE DNA

A capacidade de interacdo da sonda com o alvo sintético foi testada em gel de agarose
(Figura 8), onde foi possivel visualizar uma banda de maior peso molecular depositada no

pogo nUmero 4, em comparagao as depositadas nos outros pogos.

Figura 8 — Teste de hibridizacdo da sonda de MAYV e alvo em eletroforese em gel de
agarose. Nos pocos foram aplicados: (1) padrdo Ladder; (2) Sonda de DNA MAYYV; (3) Alvo
sintético de DNA do MAYYV; (4) Sonda de DNA do MAYYV e alvo complementar sintético
apos o processo de hibridizacdo e (5) Sonda de DNA do MAYYV e alvo nao-complementar

sintético ap6s o processo de hibridizag&o.

Fonte: Acervo pessoal.

42 ELETRODOS MODIFICADOS

Os voltamosgramas obtidos durante a eletropolimerizagdes de PolyCys, PolyGlutAc e
a eletrodeposicdo de AgNPs, mostram perfis com picos anddicos e catddicos. Os picos
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anodicos das eletropolimerizacGes de PolyCys, PolyGlutAc foram bem definidos, enquanto o
pico catodico das AgNPs também foi bem marcado (Figura 9).

Figura 9 — Voltamogramas das eletropolimerizacbes e eletrodeposicbes. A e B -
Eletropolimerizactes de poli-L-cisteina; (C e D) eletrodeposic¢Ges de poli-L-&cido glutamico e
(E e F) eletrodeposicao/nucleacdo de AgNPs.

Potential applied (V)

0,00060

Fonte: acervo pessoal.

Todos os picos de corrente dos eletrodos modificados foram comparados com o
eletrodo sem modificacOes, para caracterizar eletroquimicamente as modificacdes através de
DPV (potencial variavel de -0.6 até 0 V). Os picos de corrente foram visualizados entre -0.4 e
-0.3 V. Somente os eletrodos AgNP, AgNP/MonoCys e PolyGlutAc foram estatisticamente
diferentes do eletrodo sem modificages (test t - p < 0.05) (Figura 10). A comparacéo entre 0s
eletrodos MonoCys e AgNP/MonoCys ndo diferiram estatisticamente (p = 0.5963). De forma
similar, PolyCys e AgNP/PolyCys também néo diferiram um do outro (p = 0.0554).
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Figura 10 — Anélise das modificagdes dos eletrodos. Os valores sdo as medias = desvio
padrdo. Os dados foram comparados eletrodo sem modificagOes pelo t test (p < 0.05) — * p <

0.05 ou **** p < 0.0001 vs. eletrodo sem modificacdes.
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Fonte: Acervo pessoal.

Os eletrodos modificados com a eletrodeposicdo de AgNPs foram caracterizados com
uma mensuragdo secundéria de DPV, com uma faixa de potencial entre -0.1 e +0.1 V (Figura
11). Nesta segunda mensuracdo, todos os eletrodos modificados com a eletrodeposicdo de

AgNPs foram diferentes estatisticamente do eletrodo sem modificacGes (teste t, p < 0.05).
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Figura 11 — Caracterizacdo de eletrodos com eletrodeposicdo de AgNPs e modificagdes
secundarias (AgNP/MonoCys e AgNP/PolyCys). Os valores sdo as médias + desvio padréo.
Os dados foram comparados com o eletrodo sem modificacdes pelo t test (p < 0.05) — ** p <
0.01, *** p < 0.001 ou **** p < 0.0001 vs. Eletrodo sem modificacdes.
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Fonte: Acervo pessoal.

43  IMOBILIZACAO DAS SONDAS E OTIMIZACAO

As imobilizacdes das sondas foram testadas em todos os sistemas usando 5 pL de
PO,4-ssDNA ou NH,-ssDNA, numa concentracdo de 5 pM. Os resultados sdo apresentados na

Figura 12. N&o foram notadas diferencas entre os sistemas com ou sem AgNPs.
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Figura 12 — Imobilizacdo de sondas de DNA em diferentes sistemas testados. A imobilizagdo
da sonda PO4-ssDNA (Sistemas 1, 2, 3 e 5) e sonda NH2-ssDNA (Sistemas 4 e 6). Os valores
sdo as médias * desvio padrdo. Todos os dados dos sistemas foram comparados entre si pelo t
test (p <0.05) — * p <0.05; e # p < 0.05. Sistema 4 vs. Sistema 6.

25+

Fonte: Acervo pessoal.

Considerando que os mais altos picos de corrente foram observados nos sistemas 4 e
6, a otimizacdo das sondas foi conduzidas usando esses dois sistemas. Os resultados do
processo de otimizacdo sdo apresentados na Figura 13. Seguindo os resultados obtidos, as
concentracdes de 5 UM foi escolhida para o Sistema 4 (Figura 13 A) e 10 uM para o Sistema
6 (Figura 13 B).
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Figura 13 — Otimizagdo em eletrodos modificados. A — Sistema 4, e B - Sistema 6. Os

valores sdo as médias + desvio padrdo. Todos dados dos sistemas foram comparados entre si

pelo t test (p < 0.05) — * p < 0.05.
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Fonte: Acervo pessoal.
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4.4  REPRESENTACAO FINAL DO SISTEMA DE DETECCAO DO MAYV

Os sistemas 4 e 6 apresentaram altos picos de corrente em comparagdo com 0S outros
(Elect/MonoCys/NH,-ssDNA e Elect/PolyGlutAc/NH,-ssDNA) e foram testados para a

hibridizacdo com o alvo (CssDNA). Os resultados mostraram que ambos sdo capazes de

detectar o alvo especifico sintético do MAYV. As diferencas finais entre as fases dos dois

sistemas construidos sdo apresentados na Figura 14. Devido a auséncia de sobreposicdo, 0

Sistema 6 foi escolhido como o melhor sistema entre 0s outros sistemas testados para a

deteccdo do MAYV.
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Figura 14 — Comportamento eletroquimico de cada etapa da construcdo dos Sistemas 4 e 6.

As mensuragdes foram realizadas por DPV.
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Fonte: Acervo pessoal.
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5 DISCUSSAO

Na observagédo da imagem de eletroforese em gel de agarose (Figura 8) uma banda de
maior peso pode ser visualizada no caminho do po¢o 4, uma vez que neste mesmo poco havia
a solucdo de sonda+alvo apds o processo de hibridizacéo, pode-se considerar que esta banda é
uma molécula de DNA dupla fita, 0 que fica mais evidente ao compara-la com as outras
bandas que mostram menor peso molecular (uma vez que sdo fitas simples de DNA). O
caminho do po¢o numero 5 da mesma figura mostra uma banda que aparenta ser formada por
uma fita de DNA fita simples. No poco 5 foi aplicada a solucdo de sonda+alvo ndo-
complementar apds o processo de hibridizagdo. Este resultado indica que a sonda do MAYV
construida por ferramentas de bioinformatica foi capaz de se ligar-se somente com a
sequéncia nucleotidica complementar.

Neste trabalho, seis diferentes plataformas eletroquimicas biossensoras foram
desenvolvidas para detectar o MAYV. Esses sistemas foram investigados em cada etapa apos
modificacdo dos eletrodos screen-printed. Todas as modificagdes dos eletrodos foram feitas
com sucesso. A mudanca de pico de corrente ap6s as modificacdes confirma isso. Uma das
modificacdes promovidas foi baseada na producdo de monocamada de L-cisteina. A
conformacdo assumida pela L-cisteina deve ocorrer devido a intera¢do entre os grupamentos
desse aminodcido e o carbono, formando entdo a monocamada (Eletrodo MonoCys — Sistema
1). Para a formag&o de uma monocamada, uma interagéo fraca precisa ser estabelecida.

Eletrodos feitos de pasta de carbono muitas vezes apresentam grupamentos como OH
e COOH em sua superficie. E em solucdo aquosa, o0 aminoacido L-cisteina perde facilmente o
hidrogénio, anteriormente ligado ao enxofre do grupamento tiol (SH) (EDWARDS;
BERGREN; PORTER, 2007; Yl et al., 2017). Uma ligacdo de hidrogénio é uma interacdo
fraca que ocorre quando um atomo muito eletronegativo, como um oxigénio, esta ligado
covalentemente a um hidrogénio, atraindo fortemente os elétrons da nuvem eletrénica deste
hidrogénio, induzindo a formacgdo de uma zona menos eletronegativa na nuvem, ou seja, € a
formagédo de uma regido mais positiva que o restante da nuvem eletrénica. Esta parte mais
positiva atrai para si outros atomos com caracteristicas eletronegativas fortes, como o enxofre.
Dessa maneira, pode-se hipotetizar que a sintese da monocamada de L-cisteina é baseada na
interacdo fraca de uma ligacdo de hidrogénio entre o enxofre desse aminoacido (OLIVEIRA,
2015) e os grupamentos OH e COOH do eletrodo de carbono, induzindo a uma interagéo

como uma ligacdo de hidrogénio entre o eletrodo de carbono e 0 aminodcido L-cisteina.
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Foram produzidas, também com sucesso, atraveés do processo de eletrossintese, as
AgNPs (por eletrodeposicdo) e os filmes poliméricos (a partir dos aminodcidos L-acido
glutdmico e L-cisteina) (por eletropolimerizacBes), como mostra a Figura 9. As leituras
primarias dos experimentos foram conduzidas na faixa de potencial de 0.4 a 0.3 V, 0s sinais
de pico de corrente que séo observados nessa faixa de potencial representam o potencial de
oxidacdo do MB (SANI et al., 2019). Embora seja observado o aumento do pico apds a
deposicdo de L-cisteina (eletrodo Elect/MonoCys — Sistema 1), nenhuma diferenca estatistica
foi encontrada em comparacéo ao eletrodo sem modificacdes (Figura 3).

Com o proposito de avaliar a influéncia das nanoparticulas de prata produzidas nos
resultados, os experimentos foram conduzidos na auséncia e na presenca de AgNPs. Os
eletrodos modificados com AgNPs foram analisados mais de uma vez, onde a leitura
estendida na faixa de potencial entre -0.1 a +0.1 V revelou a presenca dessas estruturas nos
eletrodos (Figura 11 — Sistemas ). A diminuicdo do sinal de pico de corrente ap6s a deposi¢do
cisteina (Elect/AgNP/MonoCys — Sistema 1) dificultou o contato das AgNPs com a solugéo
adjacente, prevenindo a formacédo de picos de corrente. Da mesma forma, a diminuicdo do
pico de corrente no eletrodo Elect/AgNP/PolyCys (Sistema 2) mostra um impedimento de
corrente, uma vez que o filme impede o contato de AgNPs e a solugédo adjacente. Em resumo,
no potencial entre -0,1 a +0,1 V, uma corrente representativa pode ser visualizada em
eletrodos modificados com AgNPs quando comparados ao eletrodo puro. Este pico diminui
guando algum material é colocado na superficie desses eletrodos.

No eletrodo Elect/AgNP/MonoCys (Sistema 1), a monocamada é formada pela
interacdo do grupo SH presente no aminoécido L-cisteina e as AgNPs, mas esta interagdo ndo
blogueia totalmente o contato das AgNPs com a solucdo, portanto, a corrente é visivel e o
desvio é proporcional a disposicdo de L-cisteina/areas sem revestimento completo. Na
modificacdo do eletrodo Eletr/AgNP/PolyCys (Sistema 2), a formacdo do polimero evita o
contato das AgNPs com a solugéo, resultando na diminuigédo do pico de corrente. E apesar da
sintese do filme PolyCys, 0 aumento do pico de corrente ndo foi observado nos Sistemas 2 e
5.

A diminuicdo do sinal de corrente ap6s a deposicdo de L-cisteina na superficie dos
eletrodos com AgNPs indica a ocorréncia de interagdes moleculares entre 0 aminoacido L-
cisteina e as nanoparticulas de prata, produzindo uma monocamada (Elect/ AgNP/MonoCys —
Sistema 1). O grupo tiol (SH) da L-cisteina apresenta alta afinidade com superficies de prata e
ouro, produzindo uma ligacdo estdvel (CAMPOS-FERREIRA et al., 2016). Além disso, as

moléculas que contém grupo tiol sdo amplamente utilizadas para conectar dois componentes
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diferentes em uma plataforma Unica, neste processo, primeiramente ocorre a interacdo do
metal nobre e do grupo tiol; depois, essas moléculas com grupo tiol ligadas a metais nobres
sdo modificadas, como bracos conectores, para interagir com o segundo componente. Em
biossensores eletroquimicos, essas etapas podem ser realizadas para produzir plataformas
estaveis de deteccdo (RASHEED; SANDHYARANI, 2017).

As sondas foram adquiridas em duas formas, uma sem modificagdes, apresentando um
“esqueleto de fosfatos”, ¢ a segunda sonda com uma modificacdo NH; na terminacéo 3° (PO,-
sSDNA e NH,-ssDNA, respectivamente). A carga negativa do esqueleto de fosfatos pode
interagir com as cargas positivas dos grupamentos NH, dos amino4cidos, em uma adsor¢do
fisica (BEZERRA et al., 2019). Dessa maneira, 0 NH, da sonda modificada pode interagir
com a carga negativa dos grupamentos COOH dos aminoacidos, também em uma adsor¢édo
fisica. Essas Ultimas, interacGes devem ocorrer nos Sistemas 4 e 6 (Elect/PolyGlutAc/NH-
ssSDNA) (RASHID; YUSOF, 2017).

Todas as modificagdes feitas utilizando aminoacidos mostraram ser capazes de
imobilizar as sondas de DNA. Neste tipo de modificacdo, foram testados os dois tipos de
sondas. A configuracdo desenvolvida pelas interacBes quimicas que criam um impedimento
estérico, impedindo a interacdo entre as cargas positivas dos grupamentos NH, no Eletrodo
MonoCys e o0 esqueleto de fosfato da sonda PO4-sSDNA, resultando numa baixa interagéo
entre essa sonda e o eletrodo modificado com a monocamada. Entretanto, o grupamento
carboxilico do eletrodo modificado com a monocamanda (MonoCys) é capaz, sem
impedimento estérico, de promover interagdes com a sonda NH,-ssDNA, o que resulta em um
aumento de quantidade na de sonda NH,-ssDNA imobilizada, e por consequéncia, aumento
da corrente em resposta.

Para explicar se o pico de corrente observado no eletrodo modificado MonoCys/NH-
sSDNA ocorreu devido a interacdes entre a sonda NH,-ssSDNA e a monocamada do
aminoacido L-cisteina ou se seria devido a interagdes diretas entre a sonda NH,-ssDNA com
o carbono da superficie do eletrodo, foi conduzido na experimento, depositando diretamente a
sonda modificada NH,-ssSDNA no eletrodo de carbono. Apés lavados, as mensuracdes
mostraram um pico de corrente similar ao pico de corrente observado no eletrodo sem
modificagbes (branco). Em outras palavras, o pico de corrente visualizado no eletrodo
modificado MonoCys/NH,-ssDNA ¢é devido a interacdo entre algum grupamento presente na
L-cisteina e o carbono que nao seja o grupamento NH,, uma vez que esse mesmo grupamento

esta presente na sonda NH,-ssDNA.
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Todos os eletrodos com sondas de DNA imobilizadas também capazes de hibridizar
com seu alvo sintético. Os maiores picos de corrente em todos os sistemas foram visualizado
em eletrodos modificados com sondas de DNA, isso deve-se a maior quantidade de moléculas
de MB, que se ligam as sondas de DNA presentes nesses eletrodos. Entretanto, ha uma
diminuicdo do pico de corrente quando o alvo (CssDNA) é aplicado, isso pode ocorrer devido
a competicdo entre o analito e as moléculas de MB pela ligacdo a sonda de DNA. Nesse
evento, ha menos interagcdes entre as moléculas de MB se ligando as sondas de DNA, dessa
maneira, diminuindo o pico de corrente (SANI et al., 2019).

Neste trabalho, a aplicacdo da sonda aminada (NH2-ssDNA) sempre resultou nos mais
altos picos de corrente em comparagdo com 0s outros sistemas onde foi aplicada a sonda sem
alteracdes quimicas (PO4-sSDNA). Somente o sistema 6 de diferenciar todos os passos da
construcdo das plataformas eletroquimicas. Estes sdo os primeiros sistemas eletroquimicos
desenvolvidos especificamente para deteccdo de MAYV e etapas para otimizacdo dessas

plataformas de biossensores eletroquimicos sdo necessarias.
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6 CONCLUSAO

Uma sonda para deteccdo do MAYV foi construida utilizando-se ferramentas de
bioinformatica, sendo capaz de ligar-se com a sequéncia nucleotidica complementar. Dois
tipos de sendo foram usadas, uma sonda sem modificacGes, com esqueleto de fosfato (PO4-
sSDNA), ¢ a sonda com uma modificagdo NH2 na terminagao 3’ (NH2-ssDNA). De modo a
tornar possivel a deteccdo do MAY'V, por métodos eletroquimicos, seis diferentes plataformas
eletroquimicas biossensoras foram desenvolvidas em eletrodos screen-printed.

As plataformas biossensoras construidas foram modificadas utilizando-se o0s
aminoéacidos L-acido glutdmico e L-cisteina (para formacéo de finos filmes poliméricos sobre
os eletrodos, por eletropolimerizacdes), como também pela eletrossintese de AgNPs por
eletrodeposicdo. As modificagdes feitas nos eletrodos mostraram ser capazes de imobilizar as
sondas de DNA. Somado a isso, todos os eletrodos modificados contendo as duas diferentes
sondas de DNA imobilizadas foram capazes de hibridizar com seu alvo sintético.

Os eletrodos modificados que apresentavam a sonda aminada (NH2-ssDNA)
apresentaram o0s mais altos picos de corrente em comparacdo com aos demais sistemas
testados, sendo, portanto, a mais promissora para o desenvolvimento de biossensores/detec¢édo
do Mayaro virus.

Dentre o0s sistemas propostos, somente 0 Sistema seis, que apresentava
eletropolimerizacdo de L-acido glutamico e sonda NH2-ssDNA apresentou resultados que
possibilitaram diferenciar todos os passos da construgdo/modificagdo das plataformas
eletroquimicas. Sendo assim, o Sistema seis 0 mais promissor para construcdo de biossensores
portateis e sensiveis ao Mayaro virus.

Em termos gerais, para 0 nosso conhecimento, estes sdo 0s primeiros sistemas
eletroquimicos desenvolvidos especificamente para deteccdo de MAYYV, assim como as
etapas para otimizacdo dessas plataformas de biossensores eletroquimicos. Os resultados
apresentados sdo relevantes para o desenvolvimento de estudos futuros que permitirdo a

construcdo de biossensores portateis e sensiveis ao MAYV.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, por meio de bioinformética, foram apresentadas trés sequéncias
especificas que podem ser usadas para a deteccdo do Mayaro virus. Entre as sequéncias
apresentadas uma foi usada como sonda de DNA para a deteccdo do Mayaro virus em
plataformas de biossensores eletroquimicos. Varias modificacfes em eletrodos do tipo Screen
Printed foram realizadas para imobilizar as sondas. As eletrossinteses foram capazes de
produzir filmes poliméricos de cisteina e &cido glutdmico, além de produzir com sucesso,
nanoparticulas de prata. Além dessas, produzimos monocamadas tanto sobre as particulas de
prata como no eletrodo de carbono.

Seis sistemas foram desenvolvidos para deteccdo do Mayaro virus, e todos foram
capazes de imobilizar a sonda DNA, diferenciando entre o primeiro passo da modificacéo e o
passo de imobilizacdo. No entanto, os resultados mostraram que apenas um desses sistemas
apresentou relativa viabilidade para ser usado no diagnostico de infeccdo do Mayaro virus. Os
proximos passos incluem as otimizacOes de todos os passos desse sistema, como testes de
deteccdo limite, tempo de prateleira (viabilidade do sistema pelo tempo) e de amostras
bioldgicas.

Somado a isso, durante o desenvolvimento desse trabalho, uma reviséo de literatura foi
produzida, e suas informagdes foram transcritas em um artigo de revisdo, sendo publicado em
periddico da area da saude destinada a biomedicina tropical, assim como publicacdes

desenvolvidas em parcerias com outros laboratorios, versando também sobre arboviroses.
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ABSTRACT

Mayaro virus is an emergent alphavirus that infects humans, leading
to Mayaro fever. Approximately fifty percent of infected patients
develop arthritis symptoms in the recovery phase, a phase that can
last up to a year. The literature about Mayaro virus infection and its
immune response is scarce, which may hamper the development
of treatment strategies. We summarize changes in cytokines and
chemokines in the acute and recovery phase in Mayaro virus
infected patients, and relate this molecular characterization with the
immune response. VEGF and IL-12/p70 show pronounced changes
in patients in the acute phase, suggesting the development of cellular
immunity and Th1 response. IL-6, IL-7, CXCLS8/IL-8, IL-13, IL-
17, and IFN-y are elevated in patients with arthritis symptoms in the
long-term recovery phase, which may be related to the continuous
inflammatory process, a possible Th2 inhibiting and promoting
Th17 process. Although few studies discuss the issue, with a small
number of patients and different backgrounds, inflammatory and
immune response and manifestations seem to be closely linked. This
information may help to develop the appropriate treatment strategies
in Mayaro virus infection. Therefore, we analyzed and summarized
data available in literature.

KEYWORDS: Emergent virus; Mayaro virus; Cytokines;
Chemokine; Molecular characterization

1. Introduction

Mayaro virus (MAYV) is an arbovirus that belongs to the
Alphavirus genus and Togaviridae family. It occurs in the peri-
Amazonian region and is considered as a potential emergent
virus[1-3]. MAY'V infects humans through the bite of mosquitoes,
which induces Mayaro fever disease and can lead to hemorrhagic

phenomena and persistent incapacitating arthritis[4-7).

The main clinical manifestation of Mayaro fever is incapacitating
arthritis, which can be manifested in the long-term recovery phase
as a chronic form, occurring in up to 50% of patients and persisting
for at least one year[8-10]. Because of the scarce literature about
MAYY, the specific mechanisms involved in infection, pathogenesis
and chronic manifestations are not clear[!1.12], hampering the
development of therapeutic strategies of chronic arthritis caused by
this virus[13].

Analysis of patients with Mayaro fever revealed that chronic
arthritis in the long-term recovery phase occurs independently
of the immune response mediated by anti-MAYV neutralizing
antibodies9], excluding the adaptive immunity participation in this
process and indicating the major participation of innate immunity
response. Following being established for alphaviruses infections,
the persistence of the symptoms of chronic arthritis may be related
to the maintenance of the virus or their products in target cells,
with subsequent accumulation of immune-inflammatory mediators
such as cytokine interleukin 6 (IL-6) and granulocyte-macrophage
colony-stimulating factor (GM-CSF)[14].

Cytokine and chemokine characterizations of MAY'V infection
can be an important tool to develop the adequate treatment and the
therapeutic practices against the Mayaro fever disease[(3], similar
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ABSTRACT KEYWORDS
Background: Chikungunya virus (CHIKV) is a global concern, indu- CHIKV; arbovirus infection;
cing chikungunya fever and trigging an arthritogenic chronic phase ~ genetic polymorphism; HLA
beyond some severe forms. Outcomes of CHIKV infections in humans Il genes

are dependent on genetic variations. Here, a systematic review was

performed to show evidence of genetic variations on infection out-

comes of patients.

Methods: Searches were performed in Scopus, SciELO, MEDLINE/

PubMed, Web of Science, OneFile (GALE), Periédicos CAPES and

ScienceDirect Journals databases. The PICOS approach was used to

assess the eligibility of records. A meta-analysis was also conducted

to show an association between described alleles/genes and CHIKV

infection outcome.

Results: Reviews of genetic variants were conducted on genes: CD

209, OAS1, OAS2, OAS3, MIF, TLR-3, TLR-7, TLR-8, MYD-88, KIR, HLA-B;

HLA-C; DRB1 and DQB1. Studies were performed on Gabon,

Singapore, and India, including Indians, Malay, Gabonese and

Chinese ethnicities and published between 2009-2017. The meta-

analysis was performed with DRBT *01; *03; *04; *07; *10; *11; *13;

*14 and *15 and DQB1 *02; *03; *05 and *06 alleles with Indian

population sample. Sampling power was >80% and a significant

positive association between DRB1*14 and CHIKV infection was

found (OR = 1.67, 95% Cl = 1.04-2.67; p = .03).

Conclusion: Majority of the studies were conducted in India. Meta-

analysis suggests that DRB1*14 is related to the susceptibility of

symptomatic CHIKV infection in Indian population. The literature

about CHIKV infection and genetic variations is scarce. The precise

role of genetic variation in CHIKV is not clear yet. Further studies are

necessary to provide more concrete evidences.

Introduction

Chikungunya virus (CHIKV) is an arbovirus belonging to the family Togaviridae and
genus Alphavirus. The CHIKV is generally transmitted by the bite of infected Aedes
mosquitoes and, may trigger important pathogenicity in humans and animals, causing
an acute febrile disease with debilitating arthritis, the chikungunya fever (Galan-Huerta

CONTACT Jean Moisés Ferreira @ jean.moises@hotmail.com @ LIKA, Centro De Biociéncias, Universidade Federal De
Pernambuco (UFPE), Av. Prof. Moraes Rego, s/n - Cidade Universitéria, Recife - PE, 50670-420, Brazil
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Serotonin and nitric oxide seem to be involved in Dengue virus infection. The aim of this study was to investigate
Polymorphism if SNPs in serotonin and nitric oxide are associated with dengue severity. A retrospective case-control study was
Serotonin conducted, with groups of dengue fever (DF; n = 78) and dengue hemorrhagic fever patients (DHF; n = 49).
Nitric oxide

Genotyping was performed using qPCR and PCR. The power of the sample size was calculated by G*power
software. The heterozygous SL for 5-HTTLPR SNP was significantly correlated with protection against pro-
gression to DHF in the codominant SS/SL/LL (OR = 0.22, 95% CI = 0.06-0.81, p = 0.011) and overdominant
models SL vs SS + LL (OR = 0.19, 95% CI = 0.06-0.65, p = 0.003). For the ENOS (rs1799983) SNP, the gen-
otype GT was positively associated with protection for development of the clinical form in DHF compared to
dengue fever (OR = 0.39, 95% CI = (0.13-1.14), p = 0.0058) in codominant GG/GT/TT and overdominant
model GT vs GG + TT (OR = 0.35, 95% CI = (0.12-1.02), p = 0.04). To our knowledge, this is the first study to
identify the association of the serotonin and nitric oxide SNPs with dengue severity.

Interferon-gamma
Susceptibility
Protection

1. Introduction

Dengue is one of the most important arboviruses in the world, re-
sulting in problems in the areas of public health, environmental, eco-
nomic and social. Prevalence / incidence rates in the last five decades
have increased (WHO, 2012). Estimates indicate that 390 million
dengue infections occur per year, and 96 million of them are asymp-
tomatic for the infection, which is a determining factor for the trans-
mission cycle (Bhatt et al., 2013; Duong et al., 2015).

In Latin America, the circulation of four dengue virus serotypes
confers a hyperendemic pattern and increases the number of outbreaks,
modifying the morbidity and mortality profile among populations

* Corresponding author.
E-mail address: elainevms@yahoo.com.br (E.V.M. de Souza Figueiredo).
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(Torres et al., 2017). In endemic countries, around 50-100 million new
cases of infection are estimated (World Health Organization, 2012).
Brazil is one of the Latin America countries with the highest number of
dengue cases reported, including a significant percentage of deaths and
severe cases of the disease (World Health Organization, 2012). In 2015,
1 688 688 cases of dengue were reported, with 1 714 confirmed cases of
severe dengue fever and 140 deaths (BRASIL-PORTAL SAUDE, 2017).
Factors such as age, gender, ethnicity, viral serotype (genotype) and
host genetic might be involved in the evolution of the infection
(Herrero et al.,, 2013; dos Santos et al., 2016). The infection might
present clinical manifestations, varying from febrile to severe clinical
form with plasma leakage, increased vascular permeability,
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