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RESUMO

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus de facil transmisséo e amplo espectro clinico. A
presenca do virus em fluidos biolégicos, tais como saliva, sangue, urina e sémen, e
a diversidade de transmissao, que pode ser por picada de mosquito infectado, via
sexual ou perinatal, aliada a prevaléncia de sintomas genéricos, ou até mesmo, a
auséncia de sintomas, potencializa as possibilidades de disseminacéo, repercutindo
em surtos epidemioldgicos, tais como, que ocorreu no Brasil em 2015, intimamente
relacionados a casos de microcefalia e sindrome de Guillain-Barré.
Convencionalmente, o diagnéstico molecular do ZIKV é pautado inicialmente em
uma rigorosa etapa prévia de preparo da amostra (extragéo e purificacao de acidos
nucleicos), seguido por amplificacdo e deteccao realizada em equipamentos
termocicladores, via RT-gPCR. As mlltiplas etapas laboratoriais, elevada
infraestrutura requerida, alto tempo e custo, dificulta sua aplicagdo em ambientes
com recursos escassos. Em contrapartida, técnicas isotérmicas, como a
Amplificacao Isotérmica Mediada por Loop (LAMP) realizam o mesmo processo,
entretanto, de forma instrumentalmente mais simples, répida, acessivel e compativel
com amostras complexas. Ademais, as vantagens advindas da LAMP podem ser
potencializadas pela utilizacdo de dispositivos microfluidicos. Esses
microdispositivos sao portateis, demandam menor quantidade de reagentes e
amostra, e principalmente, possibilita a integragéo e automatizacao de etapas. Neste
trabalho, objetivamos a integracdo de todas as etapas necesséarias a deteccao
molecular do ZIKV em um Unico microdispositivo descartavel de poliéster-toner
(PeT). O microchip de PeT foi confeccionado pelo método de impressao, corte e
laminacao (PCL) utilizando o software Silhouette Studio™ V4.2.471 para desenho
do layout, impressora para deposicao de toner e cortadora Silhouette Cameo para
recorte dos canais microfluidicos. O chip final (3x2,5 cm) possui uma camara (7x2
mm) com capacidade de 6,0 pL, onde é adicionada a mistura reacional da LAMP
otimizada para o microchip, juntamente com 1,0 pL da amostra biolégica. O
dispositivo contendo a reagdo é incubado em um banho a seco por apenas 10
minutos a 72°C, e ao final, a detec¢do é realizada on-chip, por meio da adicdo do
reagente SYBR Green I. Em caso positivo (presenca de ZIKV na amostra) a solugao
adquire fluorescéncia verde quando exposto a luz UV, permitindo a simples
identificagdo de forma visual. Os ensaios realizados frente a outros virus
demonstraram que a técnica apresenta elevada seletividade, com elevada
sensibilidade, detectando apenas 1 cépia do RNA de ZIKV, o que é muito inferior a
carga viral média de um paciente na fase aguda da infecgdo. A viabilidade de
utilizacdo de amostras complexas foi demonstrada pelo sucesso em detectar a
presenca de ZIKV diretamente em amostras de sangue total, soro, urina e saliva, de
um paciente infectado com 16 dias desde o inicio dos sintomas, sem a necessidade
extragdo e purificagdo, que corrobora para minimizar o tempo e custo da andlise
total. A obtencédo do resultado final em menos de 15 minutos, de forma simples,
partindo de amostras complexas que podem ser nao invasivas, com especificidade,
sensibilidade e baixo custo em um Unico dispositivo portatil demonstra grande
potencial aplicacao dos testes em larga escala e no point-of-care.
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