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RESUMO: As doencas infecciosas virais
representam uma das maiores ameacas
no mundo globalizado. Estima-se que,
anualmente, sejam registrados entre 100
e 300 milhdes de casos de infeccoes
virais, dos quais mais de 80% nao sao
diagnosticados ou s&@o considerados
clinicamente irrelevantes. Entre essas
doengas, a dengue, causada pelo virus da
dengue (DENV), um arbovirus pertencente
ao género Flavivirus, destaca-se como a
infeccdo viral transmitida por mosquitos
mais prevalente atualmente. O DENV
compreende quatro  sorotipos, cada
um associado a uma ampla gama de
manifestacdes clinicas, desde febre leve
até dengue hemorragica, uma condi¢éo
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potencialmente fatal. Contudo, a detecg¢éo
precoce da infeccdo pelo DENV ainda
representa um desafio significativo. Neste
capitulo, abordamos os avancgos recentes
nos métodos de diagndstico do DENV,
comegando por técnicas convencionais,
como 0s ensaios baseados em acidos
nucleicos, métodos de reagdo em cadeia
da polimerase (PCR) e abordagens
sorolégicas. Em seguida, exploramos
as inovacdes na deteccdo utilizando
biossensores eletroquimicos, com énfase no
papel das moléculas de bioreconhecimento,
incluindo &cidos nucleicos e anticorpos.
Adicionalmente, apresentamos o potencial
de técnicas emergentes, como o sistema
CRISPR/Cas, e discutimos sua integrag@o
com plataformas de biossensores. Por
fim, esta revisdo destaca as vantagens
da abordagem eletroquimica em
comparagdo com os métodos diagndsticos
tradicionais, ressaltando sua relevancia
para o desenvolvimento de ferramentas
diagnésticas mais sensiveis, especificas e
acessiveis.
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INTRODUCAO

Adengue é um sério problema de saude publica global, afetando cerca de 100 milhdes
de pessoas a cada ano [1]. Esta infeccdo é oriunda de um virus de RNA de fita simples
positivo com tamanho gendmico de 10,7 kb e cerca de quatro sorotipos antigenicamente
distintos (DENV-1-4) que sédo membros. da familia Flaviviridae [2].

A doenca afeta principalmente paises de clima tropical e subtropical, sendo
atualmente mais comum em areas mais e menos desenvolvidas. A dengue apresenta
uma ampla gama de sintomas, incluindo febre, dor de cabeca e mialgia (Figura 1), muitas
vezes sobrepostos a outras doencgas febris, tornando dificil diferencia-los sem técnicas
diagnoésticas adequadas. No entanto, a dengue pode ocasionalmente se manifestar de
forma mais grave, como na febre hemorragica da dengue (FHD) ou na sindrome do choque
da dengue, que apresentam sinais potencialmente fatais como hemorragia, trombocitopenia

e vazamento vascular [3,4]
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Figura 1. Fases de infecgdo pelo virus dengue (Estagio 1- periodo de incubagéo, fase assintomatica
-3 a 14 dias), Estagio Il (estagio Febril, 2 a 7 dias), Estagio Il (Estagio critico, dengue hemorragica ou
sindrome do choque da dengue), e Estagio IV (estagio de recuperacéd). Na figura também é mostrado

o grafico com os principais testes como RT-PCR, ELISA e atuagdo dos biosensores que viriam antes

destes testes para a detecgéo do virus e previamente ao aparecimento dos anticorpos IgG e IgM.

A imunidade inata e adaptativa sdo componentes importantes para os mecanismos
de defesa contra o DENV. O DENYV infecta as células dendriticas residentes nos tecidos,
conhecidas como células de Langerhans, e viaja através do sistema linfatico para as regides
dos linfonodos exibindo os antigenos virais em sua superficie, desencadeando tanto e
respostas imunes adaptativas.As células da imunidade inata sdo as primeiras a responder
através do uso do reconhecimento de padrées receptor especifico para infecgdes por DENV,
como gene | citoplasmatico induzivel por acido retinéico, receptor toll-like endossomal 3
(TLR3) e TLR7 induzindo respostas de interferon tipo 1 [5].
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A resposta imune adaptativa é desencadeada quando o virus antigenos séo
apresentados na superficie das células T e B. O As células B respondem produzindo
anticorpos chamados IgM e IgG que reconhece e neutraliza especificamente a dengue
particulas virais. As células T, como T citotéxicas e T assassinascélulas, reconhecem e
matam as células que estéo infectadas com o DENV [6]

A identificag@o precoce dos casos de dengue é essencial para iniciar o tratamento
oportuno, prevenir complicagdes graves, e implementar medidas eficazes de controlo de
vectores. Focado métodos de diagndstico visam melhorar a preciséo, velocidade e custo-
beneficio do diagnoéstico da dengue, auxiliando na saude prestadores de servicos na
tomada de decisdes informadas sobre o paciente cuidados e intervencdes de saude publica
[7]. A infecgé@o por DENV pode ser verificada usando anticorpos, virus RNA, antigenos ou
virion [8,9]. A infeccdo geralmente é confirmada durante o periodo agudo das doencas
(primeira semana apos inicio dos sintomas) pela identificacdo do virus nas células cultura
[10]. Como a capacidade de resposta da separagdo viral e a reatividade do antigeno
diminui nos Ultimos estagios da doencga, os testes soroldgicos séo cada vez mais utilizados
e indicadospara identificagéo [11,12].

As técnicas para detecgdo do antigeno viral (ndo estrutural 1 [NS1]) séo rapidas,
precisas e simples usar, mas eles sdo incapazes de distinguir entre varios sorotipos virais
[13]. A abordagem diagnéstica mais confiavelé o isolamento viral, mas leva muito tempo e é
bastante desafiador em comparagéo com a detecgéo viral direta alternativa procedimentos
[14]. Em oposicao a isso, o popular processo reverso método de reagdo em cadeia da
polimerase de transcricdo (RT-PCR) permite a rapida identificacdo de genes virais com
baixo copiar numeros em apenas 48 horas [15]. RT-PCR tem muito tempo tem sido um
método confidvel e rapido para deteccéo de RNA, particularmente no estudo da presenca
viral da dengue.

Apesar de sua eficacia, falsos positivos podem surgir de erros no primer
design ou hibridizagcdo inespecifica sob diferentes PCR condi¢des. Além disso, o
processo de amplificacdo, sendo desafios demorados, dispendiosos e intrincados [16].
Consequentemente, os pesquisadores exploraram biossensores como uma tecnologia
alternativa promissora para deteccéo de DENV e anticorpos contra dengue. Esta abordagem
apresenta inimeras beneficios, incluindo maior sensibilidade, eficiéncia de custos,

constru¢do descomplicada, potencial para miniaturizacéo, resultados rapidos com
andlise quantitativa e o viabilidade do monitoramento no local [17].

Esta revisdo resume as identificacdes desenvolvidas de dengue desde técnicas
comumente usadas (abordagens baseadas em acido nucleico, baseadas em PCR
e sorologicas) até novas biossensores. O estudo fornece uma extensa investigagédo
sobre oprojetos atuais e metodologias de fabricacdo envolvidas no desenvolvimento
de biossensores eletroquimicos (baseados em acido nucleico, baseados em sistema

imunolégico e baseados em lectina) para detecg¢édo precoce de dengue.
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ESTRUTURA DOS FLAVIVIRUS DENGUE

DENV tem uma superficie relativamente lisa, de cerca de 40—60 nm dimensionalmente
e compreende proteina do nucleocapsideode 25—-30 nm revestido por bicamada de lipidios
(Figura 2) [18].

DENV é um virus com genoma de RNA de fita simples de sentido positivo (+) que é
transcrito em proteinasimediatamente [19,20]. Os subtipos de DENV compartilham cerca
de 65% dosequéncias inteiras de aminoacidos [21]. O genoma completo tem 11 kbde
comprimento e codificam sete proteinas nao estruturaise trés estruturais, respectivamente.
Envelope (E Dimer), capsideo (C protein), membrana precursora (M protein) e membrana
sdo proteinas estruturais,enquanto NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5sao
proteinas ndo estruturais [22,23].

DENV também contém duas regides terminais 50 e 30 ndo traduzidas no genoma
[24,25]. O virus contém trés dominios que se comunicam coma célula hospedeira na
maioria das vezes. A proteina envelope/E tem4 dominios e 495 aminoacidos, a maior parte
dos quais interagecom a célula hospedeira [26]

M protein
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Figura 2. Representagdo esquematica de particulas dos Flavivirus mostrando a proteina E (E dimer)
a proteina do Capsideo ( C protein) e proteina precursora (M proteina) e o RNA genomico (RNA
genomic).
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METODOS DE DIAGNOSTICO PARA DETECCAO DO ViRUS DENGUE (DENV)

Para o diagnostico e compreensdo da progressao da Infeccdes por DENV, as
detecgbes de anticorpos IgM e IgG séo indicadores valiosos. Anticorpos IgM séo detectaveis
4-5 dias ap6s a infecgé@o e sdo detectaveis por aproximadamente 12 semanas. Isto torna o
IgM util na deteccéo de doencas agudas. infeccéo, pois sua existéncia indica uma infecgéo
continua. Em contraste, os anticorpos IgG s&o apresentados como um secundario resposta
a antigenos pré-formados durante a infec¢cao primaria e permanecem no corpo por um longo
periodo de tempo. IgG indica uma especificidade imunoldgica para determinado DENV
sorotipos e infeccdo passada. Nos casos em que tanto IgM quanto anticorpos IgG estédo
presentes durante o diagnéstico de DENV, adistingdo entre condi¢do aguda e infec¢éo
passada € com base na proporgéo IgM:IgG [27]. Quanto maior a proporcao IgM:1gG confirma
as infec¢des primarias. Outros métodos de diagnostico, como o teste do antigeno NS1, pode
ser realizada nos primeiros 7 dias ap6s a infecg¢éo. A deteccéo de DENV é um aspecto critico
no manejo da infeccao por dengue. Métodos mais avangados de detec¢do, como RT-PCR,
pode detectar o material genético do DENV nos primeiros 7 a 10 dias apds o inicio dos
sintomas e s&o cada vez mais utilizados para o diagnostico da dengue. A precisédo do RT-
PCR depende do carga viral. A deteccéo apropriada de DENV é crucial para identificacdes
precoces e estimula o inicio do tratamento, o que pode ajudar a prevenir complicacbes
graves e reduzir o risco de mortalidade. No entanto, a introducéo de técnicas emergentes,
como o sistema CRISPR/Cas e sua integracao com plataformas de biossensor resultou em
avancgos no diagnoéstico. O desenvolvimento de novos e métodos avancados de diagnostico
continuam a ser um importante area de pesquisa no manejo da infec¢do por dengue.
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Figura 3. Representagcdo esquematica dos métodos convencionais para a detecgcdo de infecgéo pelos
virus dengue usando varias técnicas (métodos baseados em RNA/DNA, Isolamento viral, MAC-ELISA,
Imunofluorescéncia (IFA) e detecgdo de NS1 para o virus dengue.
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BIOSSENSOR DE BASE ELETROQUIMICA PARA DETECGCAO DE DENGUE

Os biossensores sao plataformas muito precisas e conscientes que pode detectar
até mesmo uma quantidade muito pequena de analitos, possibilitando um diagnéstico
precoce que é crucial para limitar a propagagédo de surtos de doencas. E feito composto
por um transdutor com um componente de reconhecimento biol6gico e um componente
elétrico que amplifica os sinais. A resposta é avaliada em termos de corrente, impedancia,
e possiveis mudangas em biossensores eletroquimicos. Para a detec¢cdo do DENV, muitos
biossensores eletroquimicos foram desenvolvidos recentemente e estdo detalhados a

seqguir.

Biosensores baseados em acidos nucléicos

Nos biossensores da dengue, fragmentos de &cido nucleico séo tipicamente usados
como elementos de bioreconhecimento. Funciona procurando bases complementares que
correspondem ao analito de interesse com sequéncia de acido nucleico imobilizada [28].
Uma recente conquista na criagéo de genossensores usando nanotecnologia proporcionou
um novo canal para monitorar o analito.Uma substéncia que pode ser medida é chamada de
analito. Genosensor € um gene ou biossensor baseado em DNA que reconhece moléculas
usando sondas de DNA no superificie do sensor especifica a afinidade precisa de fixacdo
entre eles. As interagdes mais prevalentes sdo entre proteinas-moléculas de ligante, DNA-
RNA ou DNA-DNA. Singhal et al. demonstraram um genosensor baseado em ZnO/platina—
substrato de vidro ITO modificado por paladio com DNA de sondagemcomum a todos os
quatro sorotipos de dengue imobilizados no superficie do eletrodo para a deteccédo da
sequéncia de DNA de consenso DENV com azul de metileno (MB) como redox

Indicador [29]. A resposta eletroquimica foi examinada usando voltametria ciclica
(CV) e pulso diferencial voltametria (DPV). A plataforma revelou um LOD de 4,3 pM. Da
mesma forma, um biossensor baseado em controle de porta molecular foi desenvolvido
para identificagdo da dengue [30] Aqui, a nanolitografia foi usada para projetar nanofios
de silicio, e 0 a superficie foi estimulada por procedimentos trifasicos; como hibridizagéo,
imobilizacédo de DNA e modificacéo de superficie. Todas essas etapas se comportam como
um canal molecular para criar a identificagéo elétrica para alvos de base de 27 meros
do oligdmero de DNA da dengue. Este DNA baseado em oligbmero sensor ilustrou um
LOD de 2 fM com a capacidade de resposta de 45 pAM1. O grafeno esta sendo usado
para aumentar a capacidade de resposta, baixo LOD e equilibrio persistente em um
DNAplataforma de deteccdo durante as ultimas duas décadas, e tornou-se um material
proeminente em biossensores eletroquimicos. Um biossensor de DNA baseado em grafite
foi desenvolvido para identificar o sorotipo DENV-3 [31].
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A sonda de DNA com um 22-sequéncia conservada mer foi escolhida devido ao
seu reconhecimento do envelope (gene E, que é responsavel por anexare fusdo com a
membrana da célula hospedeira). Um lapis-grafite eletrodo foi usado para imobilizar a
sonda. O DPV foi usado analisar a resposta eletroquimica entre DENV-3 sonda de DNA e a
sequéncia complementar do DENV-3. O LOD foi observado como sendo 3,09 nM

Devido as suas caracteristicas como facil sintese, estabilidade quimica, alta area
superficial e detec¢cdo debiomoléculas via interatividade com moléculas agressivas, alumina
anodizada nanoporosa foi amplamente utilizada em biossensores, por exemplo, eletrodos
de alumina e fio de platina nanoporoso cujas sondas de DNA marcadas com 5 ‘sdo usadas
em identificacdo eletroquimica de DENV. Uma fita simples sequéncia complementar de
31 mer de DENV-1 e DENV-3 foi selecionado como analito alvo. O biossensor sugerido
tem um LOD ultrassensivel de 9,55 x 10 M [32]. Uma politica de detecgdo de camada
desagregada construida em um aluminio anddico camada de 6xido, e a sequéncia da
sonda de DNA também foi usadana identificagdo do DNA do DENV. Deteccao de mudancas
dentro dos nanoporos na ligacdo ao DNA foi realizada pora ajuda da espectroscopia de
impedancia eletroquimica; em qual RP (resisténcia aos poros) aumenta diretamente em
concentragOes variadas de DNA na faixa de 1 x 10>-1 x 10°* Mcom LOD de 2,7 x 10-2 M
de analito complementar de 31-mer. As sequéncias complementares das sequéncias alvo
com incompatibilidade de 21 bases e incompatibilidade de base Unica foram escolhidos
separadamente por este biossensor [33]. Eletrodos interdigitados ganharam popularidade
recentemente como uma estrutura capacitiva para detecgdo, pois sdo mais eficazes
em alcancar propriedades dielétricas. A fotolitografia é usada para fabricar superficies
dos eletrodos.Os eletrodos interdigitados detectam os impulsos elétricos produzido por
materiais sensores. Um biossensor desagregado para identificagédo de DNA de DENV-2 foi
construido [34]

Nanoparticulas de liga quaternaria Cu2CdSnS4 foram sintetizadas e colocadas
em um substrato de silicio gravado com oxigénio (02/Si) [34]. Aqui, a liga quaternaria
funciona como uma plataformapara a imobilizacdo de sondas de DNA especificas para
DENV. O biossensor desenvolvido identificou concentra¢cdes de ssDNA variando de 100
fM a 10 nM usando analise amperométrica,tendo LOD de 17 nM e sensibilidade de 24,2
LA nM-' cm. Identificagédo eletroquimica assistida por nanomateriais deA hibridizacao de
DNA tem um efeito incomum na medicina areas [35]. Por exemplo, um LOD muito 120 x
102" M com a identificacéo linear varia entre 1 nM e 1 uM foi revelado pela identificacéo
zetamolar do primer de consenso da dengue pela plataforma eletroquimica usando
nanofibras semicondutoras de 6xido de manganés (lll) eletrofiadas para identificagdo de
hibridizacdo de DNA [35]. A Figura 5 mostra que as técnicas avancadas de detecgcéo de
DNA para a deteccdo abrangente de DENV incluem coleta de amostras, extracdo de RNA
do virus, fabricacdo de plataforma de biossensor e detecgcéo através de técnicas como

amperometria,seguido pela analise dos resultados.
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Imunosensor para o virus dengue

Linfécitos B e células plasméticas, dois subtipos diferentes das células sanguineas,
produzem proteinas séricas conhecidas como anticorpos. E criado em contraste com o
imunbgeno, que € umantigeno que causa uma reacdo imunolégica. Em imunossensores
eletroquimicos, o antigeno ou anticorpo serve como elemento de bioreconhecimento
em conjugagdo com transdutores eletroquimicos. Até o momento, varios métodos
eletroquimicos baseados em imunoensaios foram desenvolvidos devido a sua excelente
especificidade, afinidade e sensibilidade [36]. Na maioria dos imunossensores, ligacbes
biotina-estreptavidina [37] ou polimeros condutores por meio de ligagédo covalente [38]. sdo
osmétodos de imobilizagdo mais comuns. Recentemente, um DENV biossensor usando
Ig de dengue, glicoproteina DENV-2 (NS1), foi relatado [16]. O CNT foi usado para criar
0 biossensor eletrodo, enquanto polipirrol e N-hidroxisuccinimida Filme 11-(pirrol-1-il) foi
usado para imobilizar os anticorpos (Figura 4)

Uma boa plenitude em uma grande faixa de concentragdo (10-*-10-° g mL™)
foi revelado tanto pela analise quanto pela EIS. Como varios métodos, o &acido
4-mercaptobenzéico (MBA)-nanoparticulas modificadas foram usadas em monocamadas
de cisteina automontadas com DENV Ig como plataforma de deteccdo [39]. Anticorpos
anti-DENV foram imobilizados formando ligacdo covalente no grupo amino a partir de
residuos de aminoacidos e grupo carboxilico do MBA. O estudo CV certificou um potencial
para identificar quatro sorotipos de dengue DENV-1-4 respectivamente. Enquanto isso,
o desempenho do biossensor foi monitorado através da troca de transferéncia de carga
resisténcia (ARCT). Os resultados mostraram um melhor grau de conexao e proporcionaram
boa interatividade entre antigenos e anticorpo para todos os imunossensores de DENV.
Correspondentemente, a dependéncia linear do ensaio clinico randomizado (RCT) versus
concentracdes de virus variaram entre 1 e 2 x 10°pfu mL"' DENV com LOD de 0,12 pfu mL"
foi relatado a partir dos compdsitos de matriz polimérica / grafeno imunossensor de 6xido
para todos os sorotipos de DENV [40]. Em outros trabalho, o anti-NS1 foi imobilizado em
um auto-montado misto monocamada composta por acido 11-mercaptoundecandico para
fixacdo anti-NS1 e 6-mercaptohexanol como espacador a partir do qual um imunossensor
impedimétrico semrotulo baseado em eletrodo de ouro modificado anti-NS1 foi projetadopara
identificagdo de viremia no diagnéstico de dengue. UM sensor eletroquimico de dengue
sem etiqueta com o duplo

fabricante para quantificacao rapida e sensivel de NS1 e IgG foi desenvolvido. Eles
usaram uma camada Unica automontada incluindo por¢coes de PEG e um tiol redox amarrado,
e ambos os marcadores séo identificaveis em torno de relevancia policlinicaestagios em
segundos sem qualquer dano ao padrdao sistémico como linearidade, sensibilidade e

variancia.
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Figura 4. Um biossensor impedimetrico para a deteccao de anticorpos anti-dengue em amostras de
soro de pacientes usando approach livre de marcacéao.

O Estado de Arte de Biosensores CRISPR/CAS

A detecga@o de dengue baseada em CRISPR é uma ferramenta poderosa e método
sensivel para detectar DENV em uma amostra. Esseabordagem usa a especificidade do
sistema CRISPR-Cas para direcionar e detectar a presenga de material genético de DENV
em uma amostra. Este método demonstrou teralta precisédo e sensibilidade e pode detectar
DENV em ambosamostras de sangue e saliva. Além disso, o sistema baseado em CRISPR
abordagem é relativamente simples e econémica, tornando € uma ferramenta valiosa para
a rapida detecgé@o da dengue em configuragdes com recursos limitados

Para usar o sistema CRISPR/Cas para diagnostico, ele deve ser combinado
com outras técnicas de medi¢cdo, como como sequenciamento de DNA, fluorescéncia,
imunocromatografia e eletroquimica. A maioria dos ensaios baseados em CRISPR/Cas
requerem uma etapa de pré-amplificagéo para sensibilidade picomolar,mas isso aumenta
a duragdo e o tempo de resposta do ensaio. Os sensores eletroquimicos CRISPR nédo
requerem pré-amplificacdo e possuem alta sensibilidade e LODs no faixa femtomolar.
Essas plataformas eletroquimicas séo rapido, sensivel e com baixo LOD [41, 42]

No desenvolvimento de biossensores eletroquimicos para deteccdo de dengue,
varios sistemas CRISPR, incluindo Cas13 e Cpf1 foram utilizados (Figura 5). Cpf1 oferece
um vantagem sobre Cas13, pois ndo precisa de sequéncias PAM para reconhecimento
e clivagem do DNA alvo, mas ainda mantém a capacidade de realizar atividade de
transclivagem [43].

Em umestudo recente, os pesquisadores projetaram um eletroquimico biossensor
baseado na reacdo CRISPR que pode multiplicar o sinal fundindo MB e AuNPs sem
a necessidade para uma etapa de amplificacdo do nucleotideo alvo [44]. O alvo acido
nucleico ativa o complexo CRISPR/Cpf1, que leva a uma degradacdo dos MB-AuNPs
imobilizados em o eletrodo de trabalho via SH-ssDNA-biotina. Isso resulta na diminuicao
do sinal eletroquimico dos MBAuUNPs. A voltametria de onda quadrada foi usada para

confirmar a deteccdo de alvos altamente sensivel, que &€ uma abordagem mais delicada
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e confiavel. Os MB-AuNPs servem como papel em que o sinal pode facilmente ser
favorito devido ao grande quantidade de MB nos AuNPs e a conexdo com o SH-ssDNA-
biotina. O sistema de detecgéo assistido por AUNP demonstrou seu potencial como um
agente altamente sensivel e rapido estratégia de deteccdo, gerando uma eletroquimica
aprimorada de sinal em comparagdo com uma unica sonda molecular MB e medindo
baixas concentracbes de RNA de DENV-4 tdo baixas quanto 100 fM em 30 min. Em
um estudo recente, a sensibilidade da eletroquimica a detecg¢édo foi aprimorada com o
desenvolvimento de um biossensor eletroquimico para a identificacdo do DENV usando o
sistema CRISPR/Cas13a [45] A proteina Cas13a, um Classe I, efetor Tipo VI, tem como
alvo sequéncias especificas de RNAe cliva tanto a sequéncia alvo quanto a sequéncia nao-
alvo préximasequéncias, como DNA ou RNA marcado com um fluoréforo ou corante redox
[46]. Este processo amplifica significativamente os sinais no biossensor, resultando em
aumento sensibilidade e preciséo na deteccdo de DENV. A aplicacdo de CRISPR/Cas13a
em tecnologia de biossensor tem o potencial de revolucionar o campo do diagnéstico. Um
novo método de biossensor eletroquimico foi projetado para a identificagcdo de DENV [47].
A abordagem aproveita a especificidade e a capacidade de clivagem do Sistema CRISPR/
Cas13a e a processabilidade de um swing caminhante de DNA de braco (DW). O método
comeca com o hibridizacdo de uma molécula de RNA repérter com o DW, que é entédo
co-imobilizado com um grande nimero de moléculas de gancho 1 (H1) em uma superficie
de eletrodo de ouro. No presenca do alvo DENV-1, o sistema CRISPR/Cas13a é ativado
e cliva o RNA reporter, liberando o DW. Este DW liberado atua como um iniciador para um
gancho catalitico processo de montagem na superficie do eletrodo, envolvendo a abertura
de moléculas H1 imobilizadas e a hibridizacdo de moléculas hairpin 2 (H2-Fc) marcadas
com ferroceno. Esse leva a captura de um grande numero de H2-Fc no eletrodo, resultando
em um sinal eletroquimico amplificado que é proporcional a quantidade de DENV-1 alvo
presente na amostra. Este método eletroquimico baseado em CRISPR/DW r oferece
alta precisdo, sensibilidade e custo-beneficio, tornando-o um dispositivo perfeito para o
rapido identificacdo de DENV em ambientes com recursos limitados. O sensibilidade do
eletroquimico baseado em CRISPR/DW biosensing [44,45]. método para deteccdo de
DENV foi determinado como estando na faixa de 5 fM a 50 nM, com LOD de 0,78fM. Essa
sensibilidade esta entre as maiores relatadas na literatura, demonstrando o papel efetivo
do método em importancia diagnoéstica clinica. A sensibilidade relatada e LOD indicam que
0 método é capaz de detectar niveis extremamente baixos do virus alvo, tornando-o um
ferramenta valiosa para diagnéstico precoce e preciso de infeccoes DENV.

Perspectivas integradas em Saude, bem-estar e qualidade de vida Capitulo 10

139



Surface Modification
using reporter probe

Inactivated
erRNA/Cf1 complex

- &

x_,\/\/\/\

Viral RNA

Release of Methylene blue@AuNPs

Electrochemical
Analysis

Methytene: A loss in the current signal
*  blue@AuNPs - §
357 s
* Streptavidin-Biotin < e
Reporter linkage = 1
Probe Activated
S —_— é erRNA/Cf1 complex
Au electrode (A) =
; (B)
Aislactrods Inactivated Activated

¢rRNA/C13a Complex | crRNA/C13a HI-H2 )
hybridization (

and ferrocene redox (©) \

- Reporter complex
DNA RNA 4"
walker (DW) H2-Ferrocene Jone anal 1
g;—- Hairpin-1 (H1) QQQ ——-& | P P h

g e+ MCH

Au electrode (P
e e

(c) (D)

Figura 5. llustragdo esqueméatica de abordagens baseadas em sensores de DNA baseadas em
CRISPR/Cas desenvolvidas para detecgdo em estagio inicial de dengue RNA do virus (DENV)

AVANCOS NO BIOSENSOR ELETROQUIMICO PARA O VIRUS DENGUE

O tratamento das cepas de DENV é mais importante ciente sobre a conduta de
desenvolvimento do virus tambémcomo infeccdes. Os diagnosticos economicamente
disponiveis incluem antigeno soluvel especifico de DENV, detec¢@o de RNA viral, um Ig
especifico para dengue. Nos estagios iniciais da dengue (dentro de 5 dias apos a doenca),
o RT-PCR é usado para avaliar o DENV RNA viral e sorotipagem por PCR multiplex
especifico do tipo, Considerando que a presenca de infeccao por DENV em amostras de
sangue € avaliada por IgM anti-dengue. Em muitos casos, o diagnéstico da infec¢do por
dengue ¢ iniciado por PCR, sorologia testes ou cultura do virus. Isolamento e crescimento
eficazes do virus requer soro de um paciente grave no qual uma quantidade suficiente
de virus foi coletada dentro de um algumas horas antes do inicio da febre. Além disso,
estes abordagens exigem laboratorios de nivel 3 de biosseguranca com instrumentos de
laboratorio, produtos quimicos e especialistas caros, por isso exigem muito tempo e méo-
de-obra. Avaliacdo por Os métodos RT-PCR causam problemas e falsos positivos devido
as diferengas nas cepas de DENV. Em qualquer caso, o PCR inibidores como antibiéticos
e hemoglobina fornecerdo reducdo na capacidade de resposta devido a fusdo entre DNA
polimerase e DNA. A PCR s6 pode ser usada para identificar DENV em estagio prematuro
de suas infecgdes, e é inadequada ap6s 5-7 dias. Em testes de deteccdo de anticorpos
(abordagens sorolégicas), os anticorpos como IgM, IgG, e NS1 séo diagnosticados a partir de
fluidos corporais ou soro. Resposta incorreta em testes de detecgéo de anticorpos; usando

IgG e IgM apresentou forte reatividade cruzada com anticorpos contra outros flavivirus co-
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transmitidos como resultado de infeccdo ou vacinagcdo. Em contrapartida, o teste ELISA &
rapido e barato, embora exija avaliagdo de soros de fase aguda e convalescente pareados
para confirmar uma infecgdo positiva por DENV. Todas as técnicas convencionais sé&o
seja caro, trabalhoso, envolva tempo protocolo de prepara¢do de amostras e exigem um
sofisticado instalacdo de infraestrutura.. At¢ o0 momento, os biossensores eletroquimicos
séo barato, facil de usar, requer pouca preparagdo de amostra tempo e usar dispositivos

totalmente informatizados e portateis

CONCLUSAO E PERSPECTIVAS FUTURAS

Ha vinte anos, as técnicas de biosensor fizeram avancos significativos na
identificagcdo de doencas infecciosas.microorganismos, abrindo implicacdes positivas
para diagnostico de doenca futura. Este capitulo baseado nos artigoss fornece uma
extensa esboco da identificacdo eletroquimica do DENV.Nesta revisdo, varios pontos de
vista abrangentes sobre tecnologia de biossensor eletroquimico, sintese, design, e as
suposi¢des fundamentais sobre a transdugéo foram demonstrado. Além disso, foi feita uma
tentativa ilustrar com exemplos os varios processos eletroquimicos técnicas de biossensor
usadas para diagnostico de DENV. Correspondentemente, o significado dos elementos de
bioreconhecimento em Biossensor DENV e varios tipos de biossensores de base bioldgica
assuntos usados no sensor foram discutidos. Até embora o biossensor eletroquimico DENV
tenha feito progressos consideraveis, ainda sdo necessarios mais avangos que poderia
melhorar a eficacia dos biossensores. Certo agora, a barreira para o biossensor é a falta de
compreensao elementar da molécula de bioreconhecimento, que é crucial para aplicacbes

de biossensor de alto rendimento
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