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RESUMO 

 

Os ensaios de fluxo lateral, do inglês “Lateral Flow Assay” (LFA) ou teste de tira, são utilizados 

há algumas décadas como testes rápidos. Desde o surgimento das primeiras tiras, na década de 

70, a qualidade e intensidade do sinal colorimétrico melhoraram com o advento da 

nanotecnologia. O diagnóstico e controle de doenças, principalmente as negligenciadas, 

frequente nos países em desenvolvimento, vem sendo o alvo principal de tecnologias, como a 

imunocromatografia. A Leishmaniose visceral (LV) é uma doença grave, letal que afeta 12 

milhões de pessoas em 98 países. Clinicamente a enfermidade é caracterizada como um 

protótipo de disfunção imune específica e em resposta uma gama de interleucinas são 

acionadas, elevando os seus níveis séricos. A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina 

multifuncional que desempenha papel-chave não apenas no sistema imunológico, mas também 

em uma variedade de processos biológicos. Na LV esta citocina está relacionada a fatores de 

gravidade e óbito. Este estudo teve como objetivo deselvolver um dispositivo simples para 

detecção rápida da IL-6 e identificação de pacientes com  LV grave. Duzentos e trinta e cinco 

pacientes com suspeita clínica de LV tiveram sangue e medula óssea coletados para 

confirmação diagnóstica da doença. Cento e um pacientes tiveram diagnóstico confirmado para 

LV por pesquisa direta ou cultura. Amostras de plasma foram quantificadas para IL-6 por 

citometria de fluxo e tecnologia LFA. A concentração média do IL-6 no grupo de estudo foi 

232,8 pg/mL e esteve associada a fatores de gravidade da LV tais como sepse, sangramento e 

óbito. Pacientes com maior probabilidade de morte apresentaram níveis mais elevados de IL-6 

e proteína C-reativa (p < 0,0001 e p = 0,0367, respectivamente). O aumento de IL-6 também 

esteve positivamente correlacionado ao aumento da proteína C-reativa (r = 0,6997; p < 0,0001). 

O melhor modelo de montagem do teste LFA deu-se em função das características do plasma 

humano e o cromógeno de marcação foi a nanopartícula de ouro (AuNPs) com diâmetro médio 

de 14 nm. O teste de agregação do anticorpo AuNPs/Anti-IL-6 mostrou-se satisfatório para as 

concentrações de 200,0 a 800,0 µg/mL. Para validação do teste LFA montou-se uma curva 

padrão com a proteína IL-6 recombinante (0 – 10.000 ng/mL) a qual mostrou-se linear com 

coeficiente angular de inclinação de 0,005 x 4,42 e coeficiente de correlação, 0,987 e LD 0,72 

ng/mL. A curva padrão com 800,0 µg/mL de Anti-IL-6 no conjugado mostrou ser reprodutível 

(SD = 0,16; SE = 0,08). O coeficiente de repetitividade para as duplicatas foi de 76,8%. 

Amostras reais mensuradas em três condições diferentes, evidenciaram que quanto maior a 

concentração de anti-IL-6 no conjugado, maior o número de amostras positivas e 

correspondentes visualmente com a curva padrão para a proteína pura. O fluxo de amostra foi 

satisfatório para 88,9% das amostras. Niveis de IL-6 mensurados por citometria de fluxo 

mostraram-se correlacionados com a tecnologia LFA (r = 0,2218; p = 0,0159). Foram realizados 

testes de seletividade com as citocinas IL-8, IL-10 e IL-12 e não houve marcação em nenhum 

dos testes. O dispositivo simples, LFA, denominado Quick-IL test (IL-6), mostrou-se sensível, 

específico e seletivo. O método semiquantitativo mostrou-se eficaz para caracterização de 

pacientes com LV grave. O aplicativo de leitura para dispositivos móveis captura, processa e 

quantifica as imagems comparando com a escala de cor padrão, considerando interferentes 

ambientais.  

Palavras-chave: Teste rápido; Interleucina 6 (IL-6); Leishmaniose visceral.  



 

ABSTRACT 

 

Lateral flow assay (LFA) or strip test, have been used for decades as quick tests. Since the first 

strips, in the 1970’s years, quality and intensity of the colorimetric signal have improved with 

the advent of nanotechnology. Diagnosis and control of diseases, especially neglected diseases, 

common in developing countries, has been the main target of technologies, such as 

immunochromatography. Visceral Leishmaniasis (VL) is a serious, lethal disease that affects 

12 million people in 98 countries. Clinically the disease is characterized as a prototype of 

specific immune dysfunction and in response, cytokines are increased. Interleukin-6 (IL-6) is a 

multifunctional cytokine that plays a key role not only in the immune system but also in a 

variety of biological processes. In VL, it´s correlated with severe factors and death. This study 

aimed to develop a simple device for quick detection of IL-6 and identification of severe VL. 

Two hundred and thirty-five patients with clinical suspicion of VL had blood and bone marrow 

collected. One hundred and one patients had VL confirmed by direct research or culture. Plasma 

samples were quantified for IL-6 by CBA and LFA technology. The mean IL-6 concentration 

in the study group was 232.8 pg / mL and are associated with severe VL and factors such as 

sepsis, bleeding, and death. Patients with higher probability of death had higher levels of IL-6 

and C-reactive protein (p < 0.0001; p = 0.0367, respectively). IL-6 was positive correlated with 

C-reactive protein (r = 0.6997; p < 0.0001). The best model of the LFA test was based on gold 

nanoparticle (AuNPs) for chromogen detection. The mean diameter of AuNPs were14 nm. 

Antibody aggregation test, AuNPs/Anti-IL-6 were satisfactory at concentrations 200.0 to 800.0 

μg/ml. Validation LFA test were made by standard curve with the recombinant IL-6 protein (0 

- 10,000 ng/mL) which linear slope coefficient (0.005 x 4.42) and correlation coefficient, 0.987. 

The standard curve with 800.0 ng/mL of Anti-IL-6 on conjugate was reproducible (SD = 0.16; 

SE = 0.08). The repeatability coefficient for the duplicates was 76.8%. Samples measured in 

three different conditions, showed higher concentration of anti-IL-6 in the conjugate, results 

the greater number of positive samples and visual correspondence with the standard curve. 

Samples had constant flow for 88.9% of the tests. IL-6 levels measured by CBA were correlated 

with LFA technology (r = 0.2218; p = 0.0159). Selective tests were performed by cytokines IL-

8, IL-10 and IL-12 and there was no labeling in any of the tests. LFA device, Quick-IL test (IL-

6), was sensitive, specific and selective. The quantitative method proved to be effective to 

characterize severe VL patients. The smartphone devices for IL-6 interpretation of results, 

captures, processes and quantifies the image by comparing it with the standard color scale, 

considering environmental interferers. 

 

Key words: Quick test, Interleukin 6 (IL-6), Visceral leishmaniasis.  
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APRESENTAÇÃO 

 

A leishmaniose visceral (LV) é uma doença urbana, quase sempre sub-aguda, podendo 

ser raramente crônica, que acomete principalmente países em desenvolvimento com condições 

precárias de saneamento. No cenário nacional, o estado do Piauí, juntamente com Ceará, 

Maranhão e Pará são os estados com maior número de casos. O Instituto de Doenças Tropicais 

Natan Portella (IDTNP), localizado na cidade de Teresina, Piauí, recebe em média 300 a 400 

casos de LV por ano, fato que levou pesquisadores deste instituto a criarem o maior banco de 

dados e material biológico ao longo dos últimos 15 anos, fazendo deste centro uma referência 

nas pesquisas de LV grave. 

Os estudos anteriores que caracterizam o perfil clínico e imunológico da doença grave, 

descobriram marcadores que identificaram previamente quem são os doentes com maior risco 

de óbito. Dentro destas perspectivas, o desenvolvimento de testes rápidos passou a ser um 

desafio. 

Neste contexto, este trabalho apresenta na revisão bibliográfica, o desenvolvimento da 

tecnologia descrito na seção 2.1. Na seção 2.2 serão apresentados os parâmetros de avaliação e 

a validação do teste. Subsequentemente, na seção 2.3, abordaremos a leishmaniose visceral e o 

papel da interleucina 6 na doença grave e por fim, apresentaremos na seção 2.4 o uso de 

aplicativos em dispositivos móveis para interpretação de testes diagnósticos 

A metodologia também foi dividida em seções, sendo a primeira, relacionada ao produto 

da tecnologia, a segunda, reporta o estudo epidemiológico da população para validação do teste, 

a terceira os parâmetros de validação da tecnologia e a quarta o software de leitura para o teste 

rápido. 

Os resultados serão apresentados em quatro seções. Na primeira apresentaremos as 

associações da interleucina 6 com a leishmaniose visceral grave, na seção II apresentaremos os 

resultados da padronização do teste rápido e posteriormente, apresentaremos as seções III e IV 

que abordarão validação do teste e aplicativo de leitura da intensidade colorimétrica do teste 

para dispositivos móveis. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Em seres humanos, a leishmaniose visceral é caracterizada como um protótipo de 

disfunção imune específica (SAHA et al., 2006). Os mecanismos envolvidos na infecção pela 

Leishmania e sua relação com a gravidade da doença têm sido abordados por meio de avaliações 

do perfil imunofenotípicos e de produção de citocinas, assim como em outras doenças 

inflamatórias (CLARK et al., 2004; MISCH; HAWN, 2008; WARNER; MOLDAWER, 2008).  

As citocinas são proteínas produzidas pela imunidade imune inata e adaptativa que 

expressam respostas imunológicas mediadas pelas vias de sinalização intracelular em resposta 

a infecções e inflamações sendo, portanto, considerados marcadores de imunidade. Na LV as 

mudanças sistêmicas nos níveis de citocinas refletem no agravo da doença e na disseminação 

do parasito e podem levar a um espectro de manifestações clínicas e imunológicas. (SACKS; 

NOBEN-TRAUTH, 2002; WILSON; JERONIMO; PEARSON, 2005; PETERS; SACKS, 

2006; COSTA, 2009; COSTA et al., 2010; COSTA et al., 2013). 

Fatores de gravidade da LV estão relacionados a níveis elevados de IL-6 e proteína C-

reativa, e são considerados marcadores de infecções e inflamações (PEPYS; HIRSCHFIELD, 

2003). 

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina multifuncional que desempenha um papel-chave 

não apenas no sistema imunológico, mas também em uma variedade de processos biológicos. 

Níveis elevados de IL-6 no soro estão associados com o desenvolvimento de cânceres e doenças 

inflamatórias, além de ser considerado um marcador precoce de inflamação. As concentrações 

de IL-6 em adultos saudáveis são inferiores a 6 pg/mL e variações pequenas podem ser 

importantes para diagnóstico e projeção da gravidade de doenças inflamatórias. Sabe-se que 

atualmente os métodos tradicionais de detecção da IL-6 são: Enzime-linked immunosorbent 

assay (ELISA) e citometry bead array (CBA), entretanto, são técnicas trabalhosas e caras para 

serem utilizada na rotina diagnóstica. Como alternativa buscamos encontrar tecnologias para o 

desenvolvimento de um teste rápido. Atualmente, os sensores de fluxo lateral (Lateral Flow 

Assay - LFA) são tecnologias que asseguram  resultados não só qualitativos e sim quantitativos 

e estão sendo utilizados como alternativa na rotina diagnóstica por serem produzidos em grande 

escala a um baixo custo e não necessitar de profissional habilitado para interpretação.   
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Testes rápidos 

 

Testes rápidos são inovações tecnológicas que vêm ganhando mercado devido à 

necessidade de diagnóstico precoce, controle e monitoramento de um amplo espectro de 

doenças, com leitura visual em até 30 minutos (PEELING et al., 2006a). 

Alguns métodos de diagnóstico são complexos e difíceis para serem aplicados em áreas 

sem infraestrutura adequada e recursos humanos capacitados, fazendo-se necessário o 

transporte de amostras ou de pacientes, o que muitas vezes pode comprometer os resultados em 

questão. O diagnóstico rápido e precoce permite intervenções apropriadas, prevenção de 

sequelas, interrupção da cadeia de transmissão, vigilância epidemiológica da infecção, além de 

intervenção clínica imediata (MABEY et al., 2004; PEELING et al., 2006a; PEELING et al., 

2006b). 

A produção e desenvolvimento de testes diagnósticos rápidos tem sido prioridade de 

grandes empresas biotecnológicas, uma vez que o mercado consumidor e os programas públicos 

de saúde buscam agilidade, facilidade e baixo custo para produção destas tecnologias. 

Atualmente o que se busca são testes simples, que possam ser utilizados diretamente pelos 

profissionais das unidades básicas de saúde e não requeiram equipamentos ou condições 

especiais de armazenamento com longo prazo de validade (RIDLEY, 2006). 

Diante do cenário econômico atual, o investimento na área de desenvolvimento e 

comercialização de produtos nacionais competitivos isentos de impostos são capazes de gerar 

divisas e é considerado uma prioridade na área de biotecnologia aplicada à saúde pública 

(YAGER et al., 2006; ELLERBEE et al., 2009; HOLFORD; DAVIS; HIGSON, 2012). 

Um amplo número de testes de diagnóstico rápido são baseados em princípios 

imunocromatográficos. No mercado estão disponíveis testes para diversas finalidades, sendo os 

mais comuns, os testes de gravidez, controle da ovulação, detecção de agentes infecciosos, 

drogas ilícitas e medição de vários analitos importantes para a fisiologia humana. Além destes 

produtos voltados para a área médica, existem testes rápidos voltados para as áreas forense, 

ambiental e agropecuária (PAROLO; MERKOCI, 2013; PAROLO et al., 2013). 

Os testes rápidos são usados para informar a presença ou a concentração de uma ampla 

variedade de analitos. Quando o analito é uma proteína, então o elemento de reconhecimento 

biológico utilizado é normalmente um anticorpo (Abs) uma vez que a interação do Abs com a 

proteína, antíeno (Ags,) é específica. A cobinação com nanomateriais, permitiu que estes 
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biossensores adiquirissem estabilidade, requeressem baixo volume de material para leitura, 

fossem de grande reprodutibilidade e apresentassem um preparo simples  (VON LODE, 2005; 

CASTAÑEDA; ALEGRET; MERKOÇI, 2007; WARSINKE, 2009; OMIDFAR; 

KHORSAND; DARZIANI AZIZI, 2013). 

Os imunoensaios geralmente são de duas categorias: diagnóstico qualitativo (presença 

ou ausencia, sim ou não) obtidos, por exemplo, por detecção visual simples; ou diagnóstico 

quantitativo que mede a concentração do antigenos. Os métodos quantitativos com visualização 

óptica, utilizam escalas colorimétricas para intervalos fixos que podem ser interpretados 

visualmente. A maioria dos métodos quantitativos necessitam de equipamentos para leitura 

óptica, espectofotômetros, espectrofluorímetros e contadores de cintilação, equipamentos 

caros, os quais são considerados desvantagens deste tipo de testes, uma vez que os mesmos 

voltam a ter limitação de interpretação (ILDIKO et al., 1996; RIDLEY, 2006; TANAKA et al., 

2006; LIU et al., 2008; PAROLO; MERKOCI, 2013; PAROLO et al., 2013). 

Atualmente os softwares de leitura para dispositivos móveis têm sido uma promissora 

ferramenta para a interpretação dos testes semi-quantitativos, com interpretação subjetiva, 

permitindo caracterizá-los como quantitativo (HU et al., 2014; SANG et al., 2016). 

 

2.1.1 Lateral Flow Assay (LFA) 

 

Os testes imunocromatográficos, também chamados de ensaios de fluxo lateral, sensor 

de papel ou teste de tira, vêm sendo utilizados há algumas décadas. Estes biossensores, 

considerados testes rápidos, são uma extensão tecnológica dos testes de aglutinação, 

desenvolvidos na década de 50 por Singer e Plotz (1956). 

O desenvolvimento deste tipo de ensaio tem ampla aplicação prática, uma vez que são 

simples de fácil utilização, o resultado é imediato ou demanda apenas alguns minutos, a 

estabilidade e durabilidade se mantêm por um longo período e em variadas condições 

climáticas, além de demandar baixo custo para seu desenvolvimento. Estas características 

fazem os testes de tira uma ferramenta ideal para utilização em domicílio ou campo e não exige 

nenhum profissional habilitado para sua interpretação (PEELING et al., 2006b; ELLERBEE et 

al., 2009; WARSINKE, 2009; HOLFORD; DAVIS; HIGSON, 2012). 

Os países em desenvolvimento, onde as tecnologias avançadas e caras são pouco 

acessíveis e não estão disponíveis para a grande maioria da população, são candidatos 

promissores e beneficiários em potencial para o desenvolvimento destes dispositivos de fluxo 

lateral (YAGER et al., 2006; PEELING; MABEY, 2010; MAHER et al., 2012). 
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Atualmente, os sensores de fluxo lateral são tecnologias que asseguram não só 

resultados qualitativos mas também quantitativos, de excelente qualidade. Desde o surgimento 

dos primeiros sensores, os testes de gravidez da década de 70, muitos materiais vêm sendo 

aprimorados para melhorar a qualidade destes dispositivos. Com o surgimento da 

nanotecnologia, o emprego das nanopartículas facilitou a interpretação dos resultados, 

melhorando a qualidade do sinal colorimétrico bem como a  sensibilidade e especificidade dos 

testes tornando-os mais seletivos (POSTHUMA-TRUMPIE; KORF; VAN AMERONGEN, 

2009; SONG et al., 2010; PAROLO; MERKOCI, 2013; PAROLO; DE LA ESCOSURA-

MUÑIZ; MERKOÇI, 2013; QUESADA-GONZÁLEZ; MERKOÇI, 2015). 

Os ensaios que utilizam enzimas, imunoensaios de fluxo lateral são testes simples de 

reconhecimento rápido de proteínas desenvolvidos a partir de um imunoensaio já existente, 

transportado para os sensores imunocromatográficos. A imunocromatografia representa uma 

tecnologia inovadora que concentra a reação Abs-Ags em uma única fase sólida podendo ser 

mantida em temperatura ambiente, com durabilidade e estabilidade prolongada (HOLLAND; 

EKIECHLE, 2005; WANG et al., 2006; KOETS et al., 2006; NIELSEN et al., 2008; HUANG 

et al., 2015). 

Existem 5 componentes principais que formam a tira de teste LFA: a membrana de 

nitrocelulose para detecção – “Detection pad” (1). Esta membrana é flanqueada em uma 

extremidade por uma membrana receptora de reagente ou amostra – “Sample pad” (2), 

constituída por fibra de algodão ou celulose e uma microfibra de vidro contendo o reagente 

cromógeno – “Conjugation pad” (3) e na outra extremidade por uma zona de absorção – 

“Absorbant pad” (4). Este conjunto é apoiado por um cartão suporte (5), cortado em tiras com 

tamanho adequado para a quantidade de analito a ser medido. Este esquema está representado 

na figura 1 (LITMAN; HANLON; ULLMAN, 1980; O’KEEFFE, et al., 2003; ZENG et al., 

2011; ZENG et al., 2012a; ZENG et al., 2012b; GORYACHEVA; LENAIN; DE SAEGER, 

2013; DZANTIEV et al., 2014; SAJID; KAWDE; DAUD, 2014; ZENG et al., 2014). 
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Figura 1 - Desenho esquemático dos componentes de um sensor de fluxo lateral. 1. membrana receptora de 

amostra; 2. membrana suporte do conjugado; 3. membrana de nitrocelulose; 4. membrana absorvente; 5. cartão 

suporte. 

 

 

 

O marcador óptico mais utilizado é o cromógeno, composto por nanopartículas de ouro 

coloidal, um marcador mais estável que reagentes fluorescentes ou enzimáticos (TANAKA et 

al., 2006). Um reagente de captura, (Abs-Ags) é inserido na forma de uma linha ou ponto na 

membrana de nitrocelulose, denominada linha/ponto teste “test line” (T). Um segundo reagente 

de captura é depositado numa segunda linha paralela à linha teste e funciona como controle – 

“control line” (C), figura 2. Os testes normalmente são lidos entre 15 e 30 minutos após 

aplicação de amostras que podem ser sangue total, soro, plasma, urina, saliva, ou outros 

(NAKAMURA; KARUBE, 2003; POSTHUMA-TRUMPIE; KORF; VAN AMERONGEN, 

2009; SONG et al., 2010; PAROLO; MERKOCI, 2013). 
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Figura 2. Desenho esquemático dos componentes de um sensor de fluxo lateral, evidenciando a zona de detecção 

com marcações em ponto e linha, caracterizadas como T, para a marcação de teste e C para a marcação do controle 

positivo do teste. 

 
 

 

2.1.2 Componentes do sensor de fluxo lateral 

 

A escolha dos componentes para o desenvolvimento de um teste LFA deve levar em 

consideração os seguintes parâmetros: propriedades da amostra a ser medida, protocolo de 

execução, limite de detecção, sensibilidade, especificidade, tempo de execução do teste, 

interpretação e características dos resultados (ZENG et al., 2012a; ZENG et al., 2012b 

MILLIPORE, 2013; ZENG et al., 2014; SAJID; KAWDE; DAUD, 2014). 

A escolha da membrana receptora de amostra, suporte do conjugado e membrana 

absorvente leva em consideração várias características, sendo o tempo de fluxo da amostra, a 

principal delas (LEUVERING, et al., 1980; MILLIPORE, 2013; DZANTIEV et al., 2014; 

HUANG et al., 2015). 

 

2.1.2.1 Membrana receptora de amostra 

 

A membrana receptora de amostra também conhecida como filtro de amostra – “Sample 

pad” tem várias funções, sendo a mais importante, promover a distribuição controlada e 

homogênea da amostra sobre o conjugado e a entrada da solução contendo amostra e conjugado 

na membrana de nitrocelulose, ou membrana de teste (MILLIPORE, 2013; PAROLO; 

MERKOCI, 2013; GE et al., 2014). 
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Há dois tipos de membrana para amostra, as fibras de celulose e as malhas de algodão. 

Os filtros de celulose apresentam características como a capacidade de receber volumes maiores 

de analito sem prejudicar a uniformidade da dispersão, menor custo, ampla capacidade de pré-

tratamento, e a facilidade de cortar e manusear, propriedades que fazem deste tipo de filtro os 

mais utilizados no desenvolvimento de testes rápidos. Os filtros de malha, compostos por fibras 

mistas, não permitem tratamento com outros solventes para preservar as características das 

proteínas, por outro lado, são mais resistentes e capazes de reter as células vermelhas do sangue, 

liberando apenas o fluxo do plasma. Esta propriedade confere uma vantagem a aplicação de 

amostras de sangue total sem que haja interferência da pigmentação do sangue sobre a janela 

de leitura visual do teste (VERHEIJEN et al., 1998; CHOI et al., 2004; KOETS et al., 2006; 

MILLIPORE, 2013). 

A escolha da membrana receptora de amostra leva em consideração os parâmetros que 

influenciam na taxa de liberação da amostra, principalmente a espessura e gramatura do filtro 

e pressão exercida dentro do teste. O contato prolongado da amostra com o conjugado sem sua 

exposição a Ags e Abs impregnados na membrana, permitem a competição entre as 

imunoglobulinas presentes na amostra impregnadas na linha controle, dificultando ou 

impedindo a coloração da linha afetando a validade do teste (LEUVERING et al., 1980; WANG 

et al., 2006; SAJID; KAWDE; DAUD, 2014). 

A reação prolongada com o conjugado também limita a reação Ags-Abs na linha de 

teste, por promover a ligação inespecífica entre os reagentes. A passagem rápida da amostra 

pela zona de detecção, um problema comum até a adequação dos parâmetros internos do teste, 

não permite as reações Ags-Abs, que apresentam um tempo hábil para ocorrência, podendo não 

ocorrer ou mesmo ocorrer de maneira inadequada (LEUVERING et al., 1980; WANG et al., 

2006; KALOGIANNI et al., 2007). Portanto, o uso de filtros inadequados afetam, em última 

análise a sensibilidade e especificidade do teste (ALSHTROM, 2010; MILLIPORE, 2013; 

SAJID; KAWDE; DAUD, 2014). 

 

2.1.2.2 Membrana suporte do conjugado 

 

A membrana suporte do conjugado assim como as outras membranas apresentam 

características fundamentais para o bom desempenho do teste. A fibra de vidro é o material 

mais utilizado nos testes LFA, porém os filtros de celulose e filtros de poliéster com superfície 

modificada, também podem ser utilizados (MILLIPORE, 2013; SAJID; KAWDE; DAUD, 

2014). 
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O suporte do conjugado ideal deve apresentar algumas características fundamentais a 

fim de permitir a qualidade, alta sensibilidade e especificidade do teste.  

Componentes de membrana ideais permitem a boa impregnação de reagentes, evitando 

que o conjugado ou a amostra analisada fiquem aderidos as fibras da membrana, reduzindo a 

intensidade de coloração dos pontos de teste e controle. A uniformidade do fluxo é outro fator 

de grande importância pois ele deve garantir que o conjugado flua e se deposite de maneira 

homogênea ao longo da membrana permitindo o aparecimento uniformes da marcação. A 

retenção de substancias inadequadas e volumes excessivos de líquidos logicamente 

influenciarão nas propriedades intra teste, desta forma a membrana deve reter um volume 

homogêneo de material garantindo que todos os testes de um mesmo lote apresentem a mesma 

concentração de conjugado (LEUVERING et al., 1980; POSTHUMA-TRUMPIE et al., 2009; 

MILLIPORE, 2013;). 

 

2.1.2.3 Membrana de nitrocelulose – zona de detecção 

 

Alguns materiais já foram testados para serem utilizados na zona de detecção, sendo 

eles: Nylon (BUECHLER et al., 1992), polietersolfona (EDWARDS; BAEUMNER, 2006; 

KALOGIANNI et al., 2007), polietileno (FERNANDEZ-SANCHEZ et al., 2005), e a 

nitrocelulose, sendo esta ultima, a membrana mais frequentemente utilizada (LONNBERG; 

CARLSSON, 2001; OKU et al., 2001, ZHU et al., 2002; ZHANG et al., 2006; MILLIPORE, 

2013; SAJID; KAWDE; DAUD, 2014). 

A membrana de nitrocelulose é, possivelmente, o material mais importante no 

desenvolvimento de um teste de fluxo lateral. Essas membranas se ligam eletrostaticamente 

com proteínas através da interação do dipolo forte do nitrato éster com dipolo forte do peptídeo, 

e tornam-se neutras em sua capacidade de adsorver a proteína, independente do pH do meio. 

Características físico-químicas destas membranas influenciam sua capilaridade, que por sua vez 

afetam o grau de deposição dos reagentes, sensibilidade e especificidade do teste e a intensidade 

de coloração das linhas teste e controle (LONNBERG; CARLSSON, 2001; OKU et al., 2001, 

ZHU et al., 2002; ZHANG et al., 2006; MILLIPORE, 2013; SHARMA et al., 2015). 

A escolha da membrana mais adequada passa pelo estudo de uma série de fatores, sendo 

a taxa de capilaridade o fator mais importante e para isto devem ser considerados: tamanho, 

linearidade e quantidade de poros (porosidade), área de superfície e características estruturais. 

Há uma correlação direta entre a capilaridade e a sensibilidade de um teste. Por exemplo, podem 

ser usadas membranas com alta capilaridade para testes em que haja excesso de amostra e a 
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sensibilidade não seja uma preocupação. Objetivando apenas a detecção, devem ser usadas 

membranas de baixa capilaridade onde a amostra é limitada e/ou se exige alta sensibilidade do 

teste, como os testes utilizados em hemocentros para a exclusão de eventuais diagnósticos 

(MILLIPORE, 2013; SHARMA et al., 2015). 

 

2.1.2.4 Membrana absorvente 

 

O filtro absorvente, composto por celulose, está posicionado na extremidade distal da 

membrana de nitrocelulose e tem como função principal permitir que maior volume de amostra 

adentre a zona do teste. Este maior volume é importante, pois pode ser utilizado para lavar 

partículas do reagente detector ligadas fracamente, reduzindo o número de ligações não 

específicas (MILLIPORE, 2013; SAJID; KAWDE; DAUD, 2014; SHARMA et al., 2015). O 

volume é aumentado tanto quanto este filtro absorvente é capaz de suportar. 

 

2.1.3 Formatos de LFA 

 

Existem dois formatos principais descritos para testes LFA, o competitivo e o formato 

sanduíche. 

LFA no formato sanduíche, um Abs revestido por um marcador (enzimas, 

nanopartículas ou corante fluorescente) é imobilizado numa plataforma de conjugação para se 

ligar a proteína, formando o conhecido complexo “chave-fechadura” que se liga a um Abs 

primário na linha de teste, emitindo o sinal óptico. Este tipo de formato é utilizado para analitos 

grandes tais como, HIgG, PSA, HCG, CRP, ILs, etc. 

O formato competitivo e adequado para compostos de baixo peso molecular como, 

como por exemplo, a maioria das toxinas, que não têm a capacidade de se ligarem a Abs 

simultaneamente. Quando a amostra migra até à linha de teste, o Ags pré-imobilizado, vai se 

ligar ao conjugado em dois possíveis casos, no caso de a amostra não conter o analito alvo ou 

no caso de conter em baixas concentrações, permitindo assim que nem todos os Abs do 

conjugado fiquem ligados ao Ags da amostra. O Ags presente na amostra e o que está 

imobilizado na linha de teste competem para se ligarem ao Abs conjugado. O formato de 

múltipla detecção é utilizado no diagnóstico de diferentes alvos. Os testes rápidos, neste caso 

apresentam um número de linhas/ponto de teste igual ao número de espécies alvo a serem 

analisadas (OH et al., 2014; SAJID; KAWDE; DAUD, 2014; XU et al., 2014). 
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2.1.4 Anticorpo 

 

Anticorpos são glicoproteínas secretadas por linfócitos B especializados, com duas 

funções distintas: uma é se ligar especificamente ao antígeno alvo e outra é provocar uma 

resposta imune contra o Ags ligado ao recrutar outras células e moléculas. A associação entre 

um Abs-Ags envolve uma miríade de interações não covalentes entre o epítopo, sítio de ligação 

no Ags, e paratopes, sítio de ligação no Abs. A capacidade do Abs se ligar a qualquer superfície 

não própria com especificidade e alta afinidade não é apenas a chave da imunidade, mas 

também uma valiosa ferramenta para desenvolvimento em  biologia experimental, pesquisa 

biomédica, diagnóstico e terapia. A diversidade de suas capacidades vinculativas é 

particularmente impressionante dada à alta semelhança estrutural entre todos os Abs (SELA-

CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013). 

A especificidade da molécula de Abs para o seu Ags é explorada para análise do 

desenvolvimento de uma variedade de imunoensaios, vacinas e terapias. Recentemente algumas 

especialidades tem sido responsáveis por expandir a aplicação de Abs, permitindo melhorias de 

afinidade e especificidade (OHLIN et al., 1996; SODERLIND; OHLIN; CARLSSON, 1999; 

MIRICK et al., 2004). A compreensão do papel que cada elemento estrutural de Abs 

desempenha no reconhecimento do Ags é essencial para a engenharia bem sucedida. 

Abs para serem utilizados em LFA devem ser sensíveis, específicos, com alto grau de 

pureza e estabilidade para não prejudicarem o desempenho final do teste. A pureza, consistência 

e clonagem dos Abs, também podem influenciar na qualidade do teste. Abs monoclonais 

apresentam alta especificidade diminuindo as ligações inespecíficas e cruzadas; Abs policlonais 

embora menos específicos, apresentam a capacidade de reconhecimento de múltiplos epítopos 

para um único Ag e apresentam um custo mais baixo (DUNBAR; SCHWOEBEL, 1990; 

O’KEEFFE, et al., 2003; SHARMA et al., 2015). 

Para um desempenho eficaz intra-teste outros fatores devem ser considerados na escolha 

do Abs tais como: capacidade de ser absorvido em superfícies sólidas; capacidade de reativação 

após a reabsorção; manutenção da arquitetura estrutural após a secagem; capacidade de ligação 

não instantânea ao ser reativado, além da estabilidade entre suas ligações. Essas características 

são fundamentais para o desempenho dos LFA (MILLIPORE, 2013). 

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sela-Culang%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24115948
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sela-Culang%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24115948
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kunik%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24115948
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ofran%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24115948
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2.1.5 Partícula detectora do sinal no LFA 

 

A escolha do marcador depende da sua aplicação no dispositivo LFA. Uma lista de 

materiais podem ser utilizados como: nanopartículas de ouro (AuNPs), prata, carbono, selênio 

ou até mesmo magnéticas, as beads de látex coloridas, pontos quânticos, conversão de fósforos, 

fluoróforos orgânicos, corantes têxteis, enzimas e lipossomos. Qualquer um destes materiais 

podem ser utilizados como marcadores, basta apenas, que sejam capazes de se ligar ao Abs e 

reconhecer o analito em questão e emitir o sinal óptico possibilitando a visualização do teste 

LFA. As características desejáveis são a não alteração dos recursos bioconjugáveis, a 

estabilidade por um longo período de tempo e a capacidade de ligação e detecção em baixas 

concentrações (LOU et al., 1993; GUSSENHOVEN et al., 1997; LONNBERG; CARLSSON, 

2001; XU; MIRKIN, 2007; MEDLEY et al., 2008; WANG; KAPOOR, 2010; SAJID; 

KAWDE; DAUD, 2014; SHARMA et al., 2015). 

Atualmente, com a intervenção da nanotecnologia, se tem dado preferência por 

materiais que apresentam características diferenciais e reduzem o custo técnico, encurtam 

etapas e amplificam sinais colorimétricos nos sensores (GUBALA et al., 2012). A 

nanotecnologia engloba ciência, engenharia e tecnologia conduzidas a nanoescala, operando no 

intervalo de 1 - 100 nm. Nanotecnologia não implica trabalhar apenas com materiais à 

nanoescala, implica também que esses materiais adquiram propriedades físicas, químicas, 

mecânicas e ópticas diferentes, exatamente por se encontrarem à nanoescala. Quando uma 

partícula se encontra à nanoescala, propriedades como a fluorescência, a condutividade elétrica, 

a reatividade química e o ponto de fusão são alteradas. O ouro à nanoescala ilustra na perfeição 

as propriedades únicas que advêm desta escala. As nanopartículas de ouro não apresentam cor 

amarela, como estamos habituados a observar à macroescala, mas sim uma cor vermelha ou 

roxa. À nanoescala os movimentos dos elétrons de valência do ouro são confinados, daí as 

AuNPs reagirem de diferente maneira com a luz (GOODSELL, 2004; DREXLER, 2007; 

FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012; HOLZINGER; LE GOFF; COSNIER; 2014). 

As nanopartículas metálicas têm sido extensivamente estudadas devido às suas 

propriedades ópticas únicas resultantes da banda de ressonância plasmônica de superfície 

localizada (LSPR). Quando a radiação eletromagnética interage com as nanopartículas conduz 

a uma oscilação coletiva dos elétrons na superfície das mesmas, originando uma ressonância 

plasmonica de superfície (WILLETS; VAN DUYNE, 2007; HAMMOND et al., 2014). 

Apresentam excepcionais coeficientes de absorção que vão permitir uma maior sensibilidade 

em métodos de detecção óptica em comparação com corantes convencionais. A solução de 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kapoor%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21785530
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holzinger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25221775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Goff%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25221775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cosnier%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25221775
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AuNPs esféricas apresentam uma banda LSPR característica de aproximadamente 520 nm e cor 

vermelha. Esta banda é afetada pelo tamanho da partícula através do índice de refração do meio 

envolvente, pela forma e distância inter-partícula. O aumento do campo eletromagnético na 

superfície das AuNPs pela interação com a radiação eletromagnética fornece propriedades 

ópticas interessantes, por isso potencialmente utilizadas nos teste diagnósticos rápidos. O 

sucesso das AuNPs em ensaios biológicos reside na flexibilidade de métodos de síntese gerando 

nanopartículas com as características pretendidas, a elevada solubilidade em água, adequada 

morfologia, tamanho de dispersão e funcionalização da superfície (BAPTISTA et al., 2008; 

SPERLING; PARAK, 2010; KAVOSI et al., 2014). 

Existem vários métodos de síntese de AuNPs, contudo, o mais utilizado é a redução 

química do óxido de ouro (III) Au2O3, halogenetos com estado de oxidação +1 e +3, que na 

presença de um agente de revestimento, isto é, um composto com a capacidade de se ligar à 

superfície da nanopartícula bloqueando o seu crescimento e estabilizando o coloide no solvente 

utilizado. O controle da forma e tamanho das nanopartículas é normalmente alcançado pela 

cuidadosa seleção das condições experimentais, com o agente redutor, o tempo de reação, a 

temperatura e o agente de revestimento com melhor afinidade para as nanopartículas, 

permitindo a síntese com um bom tamanho de dispersão. A redução do ouro pelo citrato de 

sódio segundo o método de Turkevich, é o método mais comum para a síntese de AuNPs 

esféricas devido à sua simplicidade e elevado rendimento. O revestimento das nanopartículas 

com citrato de sódio evita a agregação entre elas devido à alta densidade de carga negativa 

proporcionada pelos grupos carbóxilo do citrato à superfície das mesmas. A funcionalização 

das AuNPs envolve o uso de ligantes bifuncionais, em que parte interage com a nanopartícula 

enquanto a outra é direcionada para o exterior da superfície para interações específicas com 

biomoléculas (TURKEVICH; KIN, 1970; KIMLING et al., 2006; BAPTISTA et al., 2008; 

SPERLING; PARAK, 2010; OMIDFAR; KHORSAND; DARZIANI AZIZI, 2013). 

As propriedades ópticas das AuNPs alteram-se quando existe condução dos elétrons 

perto da superfície de cada partícula, ficando os mesmos deslocados, entre partículas vizinhas, 

levando à formação de partículas agregadas. Quando isto ocorre a banda de LSPR desloca-se 

para energias mais baixas, ou seja, maior comprimento de onda, na gama do amarelo, 

permitindo a solução ter coloração azul/violeta (OMIDFAR et al., 2010; SPERLING; PARAK, 

2010). 

A espectroscopia de UV-visível é um método simples e confiável para a monitorização 

da estabilidade das AuNPs. À medida que ocorre a instabilidade das AuNPs a banda vai 

diminuindo de intensidade, devido à depleção de nanopartículas estáveis. Também pode ocorrer 
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o alargamento da banda ou a formação de uma segunda banda a maiores comprimentos de onda, 

devido à formação de agregados (RECHBERGER et al., 2003; CASTAÑEDA; ALEGRET; 

MERKOCI, 2007; SPERLING; PARAK, 2010). 

A camada de citrato ligada à superfície das nanopartículas pode ser substituída por 

outros ligantes com o objetivo de aumentar a sua estabilidade. Alguns exemplos são o ácido 

mercaptoacético, o ácido mercaptopropiônico ou o ácido mercaptoundecânico. Em meio 

biológico as nanopartículas podem interagir com diversas biomoléculas, tais como, proteínas, 

ácidos nucleicos, moléculas orgânicas, lipídios e metabólitos biológicos. A adsorção de 

biomoléculas na superfície das nanopartículas pode ocorrer por diversas forças, como, pontes 

de hidrogénio, forças de Van der Waals, atração eletroestática entre outras. A composição, a 

hidrofobicidade, a presença de grupos funcionais específicos, pH e a temperatura afetam a 

adsorção de proteínas à superfície das nanopartículas (SAPTARSHI; DUSCHL; LOPATA, 

2013). 

A bionanoconjugação entre as AuNPs e Abs pode ocorrer por adsorção, por ligação 

covalente entre a superfície da nanopartícula e o Abs ou recorrendo ao uso de moléculas 

adaptadoras. O uso de moléculas adaptadoras geralmente envolve a formação do complexo 

streptavidina-biotina. A vantagem da ligação covalente, quando comparada com a adsorção 

física é que a ligação impede a remoção competitiva dos Abs adsorvidos pelos componentes do 

sangue (OMIDFAR; KHORSAND; DARZIANI AZIZI, 2013; SAJID; KAWDE; DAUD, 

2014). 

A aplicação das AuNPs em testes LFA apresentam características distintas as quais são 

de extrema importância tais como a dispersão, tamanho e forma (normalmente esférica), uma 

vez que estas partículas devem ter mobilidade intra-teste. As partículas menores têm maior 

mobilidade, enquanto as partículas maiores tem uma capacidade de movimento reduzido. Estas 

características influenciam diretamente na sensibilidade e especificidade do teste. Há relatos na 

literatura da utilização dos mesmos materiais em tamanhos diferentes, mostrando resultados de 

testes com divergentes características (HAINFELD; POWELL, 2000; TANAKA et al., 2006; 

PAEK et al., 2007; LIN et al., 2008; LIU et al., 2013; MILLIPORE, 2013; OMIDFAR; 

KHORSAND; DARZIANI AZIZI, 2013; BIJU, 2014). 

O sucesso das AuNPs em testes LFA se dá por apresentarem coloração intensa, serem 

de fácil sintetização e conjugação com Abs uma vez que, sem elas, seria impossível se obter os 

resultados imediatos e visualização ópticas, pois são elas as responsáveis pela coloração 

vermelha (OMIDFAR; KHORSAND; DARZIANI AZIZI, 2013). 

  

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0030401803013579
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2.1.6 Desenvolvendo um sensor de fluxo lateral 

 

O desenvolvimento de um sensor de fluxo lateral geralmente segue uma sequência que 

se inicia na identificação de alvos para o diagnóstico, como Ags ou Abs específicos e que 

possuam imunogenicidade conhecidas. A escolha de reagentes e componentes do teste são 

etapas importantes para o desenvolvimento de um protótipo até este ser utilizado na rotina 

médica e há uma gama extensa de especificidades a ser avaliada de acordo com a proteína a ser 

detectada (LIU; MOU, 2003; LIU et al., 2008; LIU et al., 2009; XIE; MA; LIU, 2009; 

TOWNSEND et al., 2013; ZHU et al., 2013). 

Estudos de prova do princípio são realizados para determinar se o teste é capaz de 

detectar o alvo de diagnóstico pretendido (CRUZ-AGUADO; PENNER, 2008; YETISEN; 

AKRAM; LOWE, 2013; ROZAND, 2014). 

O protótipo, então, é submetido a testagem com amostras conhecidas, chamadas “de 

conveniência”, quando são avaliados parâmetros de sensibilidade, especificidade e valores 

preditivos. Posteriormente o protótipo é submetido a avaliação com a população alvo. Os 

resultados destes estudos são utilizados para se obter aprovação em órgãos reguladores para 

que o teste possa ser comercializado. Após a aprovação e comercialização do teste, podem ser 

realizados estudos de aplicabilidade e implementação para demonstrar o custo-efetividade do 

teste (CRUZ-AGUADO; PENNER, 2008; WHO; TDR, 2010). 

Embora as etapas de implantação de testes rápidos estejam bem estabelecidas, nem 

sempre elas ocorrem de forma rápida e prática, uma vez que os processos de padronização 

podem ser longos. 

 

2.2 Parâmetros de avaliação e validação de testes rápidos 

 

A avaliação dos parâmetros ideais após a elaboração de testes rápidos é fundamental 

para que estes possam chegar ao mercado. O desempenho, praticidade, condições de uso, 

condições de armazenamento e validade, são os mais comumente considerados (KETTLER; 

WHITE; HAWKES, 2004). 

Para análise do desempenho, são avaliados a sensibilidade e especificidade, assim como 

valores preditivos positivos e negativos de um teste em desenvolvimento que são fatores 

importantes a se considerar. É exigida alta sensibilidade de um teste a ser aplicado a doenças 

em que um diagnóstico negativo implica em sérias consequências na epidemiologia da doença 

ou para o paciente. Baixa especificidade importa menos nos casos em que o tratamento não traz 
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efeitos adversos graves, porém é uma desvantagem séria no caso do tratamento apresentar 

toxicidade, ser de alto custo e de tempo prolongado. 

A praticidade do teste, está relacionada à complexidade, ao número dos procedimentos 

a serem realizados até à utilização do teste assim como a necessidade de processamento do 

material biológico utilizado como amostra, implicando em um grande tempo de manipulação 

até à execução e a necessidade de treinamento, supervisão, insumos e equipamentos para 

obtenção dos resultados (SAJID; KAWDE; DAUD, 2014). 

As condições de uso e armazenamento de testes rápidos também são de extrema 

importância, uma vez que devem apresentar um manuseio seguro, de fácil execução, rápido, 

interpretação de resultados simples e não depender de equipamentos especiais ou refrigeração. 

Em condições de calor e umidade elevadas a predileção por testes resistentes, acondicionados 

em pacotes individuais com sílica, é uma prioridade. 

Atendendo às exigências anteriores, a validade prolongada é um fator econômico 

fundamental, pois reduz a pressão na cadeia de fornecimento e a probabilidade de desperdício. 

Testes com validade superior a 18 meses são recomendados para atender áreas remotas e de 

recursos escassos. 

Atendidas às exigências considera-se vantajoso e benéfico o uso destes testes rápidos. 

Testes de diagnóstico confiáveis e fáceis de utilizar são uma necessidade para o controle de um 

amplo espectro de doenças incluindo HIV-1, tuberculose, malária, leishmaniose, dengue, 

esquistossomose, hanseníase entre outras. Além dos testes de diagnósticos, muitas outras 

proteínas são fundamentais para caracterizar e monitorar os pacientes clinicamente, 

principalmente à beira do leito. 

 

2.3 Leishmanioses 

 

As leishmanioses são doenças endêmicas em 98 países no mundo e segundo a 

Organização Mundial de Saúde (OMS) é a sexta endemia mais importante, e a segunda causa 

de morte entre as infecções parasitárias (OMS, 2013; NOGUEIRA; MONTEIRO; ESCOBAR, 

2013; WHO, 2015). Cerca de 12 milhões de pessoas são clinicamente afetadas e 1,5 a 2,0 

milhões de novos casos ocorrem a cada ano, sendo em média 1,5 milhões de leishmaniose 

tegumentar (LT) e 200.000 – 400.000, leishmaniose visceral (LV). A LT é uma doença de 

caráter zoonótico que acomete o homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos 

com uma enfermidade polimórfica e espectral da pele e das mucosas, podendo se manifestar 

sob diferentes formas clínicas (ALVAR et al., 2012; ALVES et al., 2013). 
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A LV é uma enfermidade generalizada, aguda ou sub aguda que acomete indivíduos de 

qualquer faixa etária, sendo mais frequente em crianças menores de 10 anos (54,4%) e em 

homens (60%). A letalidade está em torno de 10%, o que corresponde a uma média de 20.000 

– 40.000 óbitos por ano (ALVAR et al., 2012). No mundo, seis países merecem atenção especial 

por representarem cerca de 90% da totalidade dos casos de LV, sendo eles: Índia, Bangladesh, 

Sudão, Sudão do sul, Brasil, e Etiópia. Nas Américas, a doença ocorre desde o sul do México 

até o norte da Argentina. No Brasil, sua distribuição está em 20 das 27 unidades federativas, 

atingindo as cinco regiões brasileiras. (ALVES, 2009; ALVES et al., 2013; ALVAR et al., 

2012; BRASIL, 2016). 

A preocupação com a LV vem aumentando em virtude do aumento do número de casos 

nas últimas décadas. Em 2000, a incidência da doença era de 1,3 casos/100.000 habitantes e 

passou para 1,7 casos/100.000 habitantes em 2015, já tendo chegado a 2,1 casos/100.000 

habitantes em 2011. A taxa de letalidade em 2000 era 3,1% e em 2015, 7,8%.  Quando 

comparado às quantidades de óbitos ocorridos no período de 2000 a 2008 com os últimos 8 

anos, houve um aumento de 23,6%.  Analisando os dados de 2015, A incidência de casos na 

região Nordeste continua alta, com 1.806 casos, 138 óbitos e taxa de mortalidade de 7,3%. 

(BRASIL, 2016). 

 

2.3.1 Agente etiológico e infecção 

 

As leishmanioses são causadas por protozoários da ordem Kinetoplastida, família 

Trypanosomatidae, gênero Leishmania (L.) (RAYMOND et al., 2012). As espécies são 

classificadas de acordo com a distribuição geográfica das áreas endêmicas, sendo denominadas 

espécies do Velho Mundo (Ásia) e Novo Mundo (Américas). O complexo Donovani 

compreende as espécies L. donovani e L. archibaldi no Velho Mundo e L. infantum e L. chagasi 

nas Américas (MAURÍCIO; STOHARD; MILES, 2000; LUKES et al., 2007; OLIVEIRA et al., 

2009). 

No mundo, 20 espécies de Leishmania patogênicas foram registradas até o momento. 

No Brasil, as espécies causadoras da leishmaniose visceral fazem parte do complexo L. 

donovani e são classificadas em três espécies: L. chagasi, L. infantum, L. donovani, 

diferenciando-se por seus vetores, hospedeiros reservatórios e patologia. A espécie L. donovani 

é encontrada no subcontinente Indiano e no leste da África, a L. infantum na região do 

Mediterrâneo e a L. chagasi nas Américas (MAURÍCIO; STOHARD; MILES, 2000; LUKES 

et al., 2007). 
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As Leishmanias são transmitidas pela picada da fêmea de insetos do gênero Lutzomya 

no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo e são parasitos intracelulares obrigatórios que 

se reproduzem por divisão binária, dentro do sistema fagocítico mononuclear de mamíferos 

suscetíveis (SHARMA; SINGH, 2008; RAYMOND et al., 2012). 

A infecção pela Leishmania ocorre quando formas promastigotas infectantes são 

inoculadas no tecido do hospedeiro durante o repasto sanguíneo do inseto vetor. Após 

escaparem da lise mediada pelo sistema complemento, as promastigotas de Leishmania 

invadem rapidamente a célula alvo para iniciar a fase intracelular da infecção, já que uma vez 

internalizadas aos fagócitos, esses parasitos modulam o microambiente estabelecendo a 

infecção (DESJEUX, 2004). 

No macrófago, os parasitos perdem o flagelo, tornando-se arredondados ou ovoides e 

são então denominadas amastigotas, formas que residem no interior dos fagolisossomos, onde 

sobrevivem e se multiplicam. As amastigotas são formas mais adaptadas ao pH ácido do meio 

e possuem enzimas como a superóxido dismutase em grandes concentrações, protegendo o 

parasita da ação oxidativa dos macrófagos (COURRET et al., 2002; OLIVIER; GREGORY; 

FORGET, 2005; DENKERS; BUTCHER, 2005). Macrófagos infectados se rompem e liberam 

amastigotas com potencial infectante, contaminando macrófagos vizinhos. Em um novo repasto 

sanguíneo, o inseto vetor ingere macrófagos infectados. Essas amastigotas, ao chegarem ao 

intestino do inseto, transformam-se em promastigotas e rapidamente se multiplicam. O inseto, 

ao exercer um novo hematofagismo, inocula formas infectantes e o ciclo se completa (SACKS; 

KAMHAWI, 2001; OLIVEIRA et al., 2009). 

No hospedeiro mamífero a infecção propicia a multiplicação do parasito nas células do 

sistema fagocítico mononuclear acionando mecanismos da resposta imune.  

 

2.3.2 Fisiopatologia 

 

Vários eventos acontecem durante a interação patógeno-hospedeiro, especialmente na 

infecção causada pelos parasitos do gênero Leishmania, os quais, ativam vários componentes 

do sistema imune (Figura 3). Entre eles, encontram-se os neutrófilos e células apresentadoras 

de antígenos (macrófagos linfócitos B e células dendríticas); a ativação do sistema 

complemento e a presença dos mediadores inflamatórios, como prostaglandinas e leucotrienos, 

desencadeiam a resposta imune inata para controle da infecção. Ao entrarem em contato com o 

parasito Leishmania, os componentes da resposta imune inata, induzem a uma resposta imune 

específica, desencadeando a resposta imune adquirida, onde os linfócitos T e B são os principais 
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atores, induzindo, desta forma, resistência contra a infecção, bem como susceptibilidade 

(BARRAL; COSTA, 2011). 

Após a inoculação das promastigotas de Leishmania na pele do hospedeiro, o sistema 

complemento é ativado. A ativação do sistema complemente permite que o parasito seja 

fagocitado por vacúolos parasitóforos, que se fundem com as vesículas da via endocítica, 

endossomos tardios ou lisossomos da célula hospedeira, assim, os macrófagos ativam os 

mecanismos microbicidas, através da geração das espécies reativas de oxigênio, as quais são 

mediadas pelo nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase (NADPH), necessários 

para o controle do parasito. Portanto, após a internalização pelos macrófagos, promastigotas de 

Leishmania conseguem inibir a ação do fagolisossomo. O fator principal dessa inibição é o 

glicolipídio lipofosfoglicano (LPG). Esse glicolipide tem um impacto profundo sobre o 

fagossoma, causando acúmulo perifagosomal de F-actina, que provoca o rompimento dos 

lipídeos fagolisossomais e consequentemente a inibição da ação da NADPH oxidase, dessa 

forma, o impedimento da formação do fagolisossomo, é a estratégia de sobrevivência dos 

parasitos de Leishmania dentro dos macrófagos (MORADIN; DESCOTEAUX, 2012). 

As promastigotas metacíclicas são mais resistentes à lise e ativam a via clássica do 

sistema complemento pois, durante a metaciclogênese sofrem diversas modificações 

morfológicas, bioquímicas e fenotípicas que aumentam sua virulência e resistência. A proteção 

dos macrófagos, realizada por componentes gerados pela LPG, permitem a multiplicação e 

sobrevivência do parasito dentro do ambiente hostil do fagolisossomo. Por outro lado, as 

promastigotas procíclicas, são altamente sensíveis à ação da lise mediada pelo sistema 

complemento. Portanto, o sistema complemento, é uma das primeiras barreiras do sistema 

imune inato que o parasito necessita ultrapassar para que a infecção seja bem sucedida 

(AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004; ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012). 

A lise mediada pelo sistema do complemento para o controle de patógenos é realmente 

importante na imunidade inata e adaptativa, uma vez que a Leishmania dribla à ação de lise. As 

promastigotas metacíclicas são capazes de inativar enzimaticamente o fragmento C3b do 

sistema complemento através da glicoproteína de 63 kDa (GP63), inativando o complemento 

C3bi. Esta inativação do sistema complemento permite a opsonização, que facilita a fagocitose, 

permitindo que C3bi, se ligue aos receptores do sistema complemento CR1 e/ou CR3, presentes 

em células fagocíticas dos macrófagos e neutrófilos, tendo como consequência a inativação da 

ação do complemento, portanto favorecendo a sobrevivência do parasito, conseguindo infectar 

outras células do hospedeiro sem causar uma resposta inflamatória à entrada do patógeno 

(ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Awasthi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15243162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mathur%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15243162
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saha%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15243162
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Embora, os macrófagos sejam as principais células hospedeiras para Leishmania, os 

neutrófilos migram rapidamente e em grande quantidade para o local da infecção fagocitando 

o parasito, ativando mecanismos microbicidas, sintetizando quimiocinas e citocinas, os quais 

podem propiciar o controle inicial da infecção (CHARMOY et al., 2010; MORADIN; 

DESCOTEAUX, 2012). Acredita-se que a atividade leishmanicida é dependente da produção 

de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e elastase dos neutrófilos (AFONSO et al., 2008), mas 

a liberação de elastase inibe a ação imunomoduladora das células dendríticas diferenciadas a 

partir de monócitos humanos, já que aumentam os níveis do fator de crescimento beta (TGF-β) 

(MAFFIA et al., 2007). 

A interação entre células dendríticas e patógeno, é inicializada pelo reconhecimento 

entre os receptores das células e os padrões moleculares associados a patógenos (PAMPs), 

incluindo lipopolisacarídeo (LPS), glicolipídios e ácidos nucleicos. Os sinais estabelecidos 

através dos receptores tipo Toll (TLRs), podem induzir a maturação celular e a produção de 

citocinas, proporcionando uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa. Para a sinalização 

na infecção com Leishmania acontecer é necessário uma proteína adaptadora MyD88, a qual 

está implicada em várias vias dos TLR, incluindo TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9 (VIEIRA, et al., 

2013). Durante a infecção, a interação Leishmania células dendríticas é complexa, pois envolve 

uma série de eventos de sinalização celular e produção de citocinas que podem estimular ou 

inibir as respostas das células T, tendo como consequência o controle ou a progressão da doença 

(LIU; UZONNA, 2012; DE ASSIS et al., 2012). A magnitude e perfil da ativação das células 

dendríticas varia dependendo das espécies e cepas de Leishmania (MARKIKOU-OUNI; BEN 

ACHOUR-CHENIK; MEDDEB-GARNAOUI, 2012), das diferentes subpopulações e do 

estimulo exógeno (DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012). 

As células infectadas podem migrar da pele para órgãos como fígado, medula óssea, 

linfonodos e baço. Nesses órgãos, permanece a replicação do parasita. Estudos in vitro 

demonstraram que Leishmania pode expressar proteínas solúveis, assim os macrófagos 

reconhecem esse parasita como células apoptóticas e realizam a fagocitose. Em seguida, passam 

a sintetizar interleucina 10 (IL-10). Desta forma, os macrófagos, modulados pela Leishmania 

adquirirem um perfil regulatório/anti-inflamatório. A síntese de IL-10 é um mecanismo 

igualmente passível de ser usado para proteger o patógeno, evitando a sua eliminação 

(TRINCHIERI, 2007). 

A citocina IL-10 é uma citocina diretamente envolvida na disfunção da atividade 

leishmanicida dos macrófagos, facilitando a persistência do parasita (ROY et al., 2015). Apesar 

de IL-10 suprimir a geração e a manutenção da resposta Th1, a principal atividade promotora 
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da doença desempenhada por IL-10 talvez seja exatamente condicionar macrófagos para 

aumentar a sobrevida e o crescimento do parasita (NYLÉN et al., 2007). Quando a ação de IL-

10 é neutralizada, é possível observar um aumento da secreção de interferon γ (INF-γ) e TNF-

α (GAUTAM et al., 2011). INF-γ é responsável por ativar a síntese do Oxido Nítrico Sintaxe 

Induzido (iNOS), responsável pela produção de óxido nítrico (NO), um potente leishmanicida 

do macrófago. 

IL-10 também inibe a produção de algumas citocinas por macrófagos ativados e a 

expressão de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade classe II (MHC classe 

II), resultando no bloqueio da resposta imune efetiva (BACELLAR; CARVALHO, 2005; 

NYLÉN; SACKS, 2007). Desta forma, IL-10 é uma citocina importante na LV, uma vez que a 

ação da mesma é passível de modular a atividade inflamatória pela sua atividade 

imunossupressora que também, pode dificultar a eliminação do parasita (ROY et al., 2015). 

Níveis de IL-10 elevados no início da LV estão envolvidos no estabelecimento, na 

progressão da infecção (PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2006). IL-10 é uma citocina com 

possíveis efeitos sistêmicos e a sua origem celular tem mostrado afetar profundamente o 

resultado da regulação imune (TRINCHIERI, 2007). A citocina é secretada por vários tipos 

celulares, incluindo macrófagos, células dendríticas, células natural killer, linfócitos B, e várias 

subpopulações de células T. No entanto, para determinar o papel de IL-10 na LV, é importante 

identificar se há um tipo celular específico que seja responsável pela sua síntese e, com isso, 

module o sistema imunológico de tal forma a permitir a persistência da doença (GAUTAM et 

al., 2011). 

A responsabilidade pela manutenção da LV é exercida pela ação microbicida do 

hospedeiro, ativada por células T efetoras por meio de Ags e fatores co-estimulatórios aos 

linfócitos, tais como a Interleucina-12 (IL-12), principal indutor fisiológico da produção de 

IFN- γ e da diferenciação das células T em Th1 (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SACKS; 

SHER, 2002; NYLÉN; SACKS, 2007). As células T, responsáveis por proteger o hospedeiro 

contra a Leishmania; tem sua ação evidenciada em estudos que mostram a interação de CD40-

CD40L polarizado com células Th1, requerendo a produção de IL-12 (KAMANAKA et al., 

1996). A proteção ao hospedeiro pela CD40 é atribuída a uma resposta Th1 (CAMPBELL et 

al., 1996; KAMANAKA et al., 1996). A interação de CD40 – CD40L estimula os macrófagos 

a produzirem citocinas e mediadores como o NO, o qual é o responsável por eliminar o parasito 

(STOUT; SUTTLES, 1996; MURUGAIYAN et al., 2007). 

O desenvolvimento de uma resposta imune efetiva do hospedeiro contra patógenos 

intracelulares e o controle de sua expressão pelo parasita é intermediado pela citocina IL-12, 
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responsável também por permitir a sobrevivência do parasito no hospedeiro. A infecção por 

Leishmania leva à diminuição na secreção desta interleucina, sem inibir a ação de outras 

citocinas (MCDOWELL; SACKS, 1999). IL-12 desempenha importante papel na regulação da 

resposta imunológica celular in vitro por atuar diretamente na ativação de células T e induzir a 

proliferação de linfócitos e a produção de INF-γ, que tem sua atividade anulada pela adição de 

IL-10 (BACELLAR; CARVALHO, 2005; CALDAS et al., 2005). 

Além do papel do parasito na inibição da produção de IL-12, os macrófagos sofrem ação 

das citocinas anti-inflamatórias IL-10 e TGF-β, que em modelos com outras doenças 

parasitárias tem papel importante na regulação da parasitemia e da resposta inflamatória 

(SACKS; SHER, 2002). A TGF-β, citocina supressora, na infecção pela Leishmania, está 

relacionada à capacidade de inibição de iNOS e na diferenciação de células T para o fenótipo 

Th1 e Th2 (GORELIK; CONSTANT; FLAVELL, 2002). 

A fisiopatologia de pacientes com LV é caracterizada por um balanço imunológico que, 

por sua vez, poderia ser definida por um quadro clínico que induz à inibição ou estimulação in 

vivo da atividade de algumas citocinas cuja função principal consiste em ativar macrófagos, 

células-alvo de L. infantum. Além disso, a LV também caracteriza-se pela presença de 

inflamação sistêmica. 

 

Figura 3 - Esquema representativo da interação parasita-hospedeiro na infecção por L. infantum, ressaltando a 

ativação e imunossupressão de citocinas. 
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2.3.3 Citocinas 

 

As citocinas são proteínas produzidas pela imunidade imune inata que expressam 

respostas imunológicas mediadas pelas vias de sinalização intracelular em resposta a infecções 

e inflamações sendo, portanto, considerados marcadores de imunidade (PARKIN; COHEN, 

2001). 

A síntese e ação de citocinas geralmente são influenciadas pela ação de outras citocinas, 

levando a uma cascata de ativação subsequente destas glicoproteínas. Esta ação pode mediar os 

efeitos biológicos das citocinas ativadas anteriormente. As citocinas, podem ter efeitos 

antagônicos ou sinérgicos, locais ou sistêmicos e desta forma podem alterar as expressões e 

funções pré determinadas de certas citocinas (WILLIAM, 2013). 

As citocinas são classificadas em três categorias: reguladores da imunidade inata, 

reguladores da imunidade adaptativa, e estimuladores da hematopoese (KUMAR; BHATIA; 

PAI, 2017). 

As citocinas da imunidade inata são produzidas por diferentes populações de células e 

agem em diferentes células alvo. Estas distinções não são absolutas, uma vez que uma mesma 

citocina pode ser produzida durante reações da imunidade inata ou adaptativa e diferentes 

citocinas podem ter ações sobrepostas. As citocinas da imunidade inata são mediadores locais 

ou sistêmicos da inflamação, produzidas em grande quantidade principalmente pelos 

macrófagos, neutrófilos e células natural-killer (NK) (WILLIAM, 2013). 

A imunidade adquirida tem como estratégias de combate aos micro-organismos, a 

secreção de anticorpos que se ligam aos patógenos extracelulares e promovem a sua ingestão e 

subsequente destruição pelos fagócitos, o aumento da capacidade microbicida dos macrófagos 

por células T helper e a destruição das células infectadas por linfócitos T citotóxicos 

(WILLIAM, 2013). 

 

2.3.3.1 Citocinas na LV 

 

Nas leishmanioses humanas o perfil de citocinas traçado e baseado em um perfil misto 

de citocinas envolvidos na infecção e os mecanismos de resposta imune tentam identificar 

fatores responsáveis pelo fenótipo de resistência e suscetibilidade a infecção pelo parasito 

(PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2006). 

A resposta imune na LV ativa caracteriza-se pela elevação de citocinas com diferentes 

atividades pro-inflamatória, INF-γ, TNF-α, interleucina 2 (IL-2), IL-6, IL-12, interleucina 17 
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(IL-17), e fator inibitório da migração de macrófagos (MIF), anti-inflamatória, interleucina 4 

(IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13 (IL-13), regulatória, interleucina 1 (IL-1) e as 

quimiocinas, interleucina quimiotática ligante 8 (CXCL8), macrophage chemotactic protein 

(MCP) e macrophage inflammatory protein tipo 1 beta (MIP-1β) (SANTOS-OLIVEIRA et al., 

2011; KUMAR; BHATIA; PAI, 2017). Estudos distintos divergem quanto a caracterização da 

resposta do hospedeiro na infecção pelo parasita Leishmania, uma vez que pacientes com LV 

crônica não apresentaram resistência em cepas de pacientes tratados (DOS SANTOS et al., 

2014), porém outras pesquisas sugerem que cepas de Leishmania resistentes, modulam o 

sistema imunológico produzindo citocinas (DE MOURA et al., 2016). 

Diante da variabilidade de fatores que podem influenciar e caracterizar o aumento dos 

níveis de citocinas na LV, estudos demostram que a os níveis de IL-10, TNF-α, INF-γ, estão 

associados a infecção por Leishmania (ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; PERUHYPE-

MAGALHÃES et al., 2006; NYLÉN et al., 2007; LIMA, 2015).  

O papel imunopatogênico de IL-10 tem sido observado em estudo de supressão de 

células T in vitro e resultados semelhantes foram demostrados em níveis plasmáticos de IL-10 

e IFN-γ (CALDAS et al., 2005).  Assim, IL-10 pode suprimir a actividade benéfica de IFN-γ 

ativada por macrófagos infectados. Níveis séricos mais elevados de IL-10 e IFN-γ foram 

evidenciados em crianças com LV grave (GAMA, et al., 2013). 

Os níveis elevados de CXCL8 também parecem estar associados a infecção e 

características clinicas (PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2006; COSTA et al., 2013; LIMA, 

2015), assim como os níveis de IL-6 (PERUHYPE-MAGALHÃES et al., 2006; NYLÉN et al., 

2007; ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; COSTA et al., 2013; SENE, 2013; LIMA, 2015) 

e IL-12 (NYLÉN et al., 2007; SILVA et al., 2012). 

A variabilidade de células e citocinas envolvidas na infecção pela LV e seus ativadores 

e estimulantes tornam difícil determinar quem predomina em relação ao desequilíbrio que a 

doença modula. A alteração do padrão de resposta frente as variáveis clinicas também é 

divergente (CALDAS et al., 2005). 

A caracterização do padrão de resposta imune frente a gravidade e morte na LV também 

assume papel característico e por vezes, divergentes a outros padrões clínicos (COSTA et al., 

2013; SENE, 2013; DOS SANTOS et al., 2016). E a concentração de citocinas é aparentemente 

mais elevada em pacientes com LV grave (COSTA, 2009; COSTA et al., 2013; SENE, 2013; 

DOS SANTOS et al., 2016), quando comparados aos pacientes que apresentam a doença sem 

gravidade (LIMA, 2015). 
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A resposta imune na LV grave parece ser caracterizada por citocinas contra regulatórias 

e não supressoras, evidenciando um desequilíbrio na resposta imunológica do hospedeiro, desta 

forma o retardo da ação profilática pode ser fatal para o doente. 

 

2.3.4 Interleucina 6 

 

A interleucina 6 (IL-6) é uma citocina multifuncional envolvida em numerosos 

processos biológicos, tais como a regulação da resposta inflamatória aguda, modulação das 

respostas imune específica incluindo as células B, diferenciação de células T, regulação do 

metabolismo ósseo, trombopoiese, proliferação epidérmica, diferenciação de células neuronais, 

neuroprotecção e caracterização de certos tipos de cânceres e doenças (SCHETT et al., 2013; 

HIRANO, 2014). 

A IL-6 pertence às famílias de citocinas promotoras de respostas celulares por meio de 

um complexo da subunidade da gp 130, que é transdutora de sinal de glicoproteína para 

promover a ligação com o receptor de IL-6 (IL-6R), também conhecido como gp 80. IL-6 se 

liga a IL-6R e por dimerização se liga a gp 130 do receptor de transdução de sinal (JONES, 

2005). IL-6 se liga a receptores da família tirosina kinase Jak ativando a via de sinalização 

STAT3, aumentando a expressão do gene SOCS1. Por fim, SOCS1 inibe a sinalização e a 

expressão de alguns genes, inibindo a síntese de INF-γ pelos linfócitos T CD4. A ação anti-

inflamatória de IL-6 induz a produção de anticorpos por células B, indiretamente, por aumentar 

a expressão de IL-21 em T CD4+. IL-21 estimula a síntese de anticorpos em linfócitos B através 

da ligação ao seu receptor (IL-21R) (HEINRICH et al., 2003; HUNTER; JONES, 2015). 

Quando ativada, esta citocina induz à proliferação de células T e na presença de IL-2, 

induzem a diferenciação de células T CD8+ em células T citotóxicas. IL-6 também está 

envolvida no processo de  diferenciação de células Th17 e consequentemente na produção de 

IL-17 e na inibição e diferenciação de células T reguladoras (Treg). Há evidencias de que a 

interleucina seja um fator de crescimento para queratinócitos epidérmicos, células renais, 

mieloma e células de plasmacitoma (GROSSMAN et al., 1989; PITTA et al., 2009). 

A ativação de receptores de IL-6 ocorre por duas vias, a clássica, mediadas por IL-6R 

(CD126) e gp130 (CD130) na membrana e a via “trans-signaling” onde IL-6 solúvel (sIL-6R) 

se liga a IL-6 segregada para formar um complexo, cuja meia-vida é aumentada, promovendo 

a maior disponibilidade e circulação (ROSE-JOHN; HEINRICH, 1994; JONES; SCHELLER; 

ROSE-JOHN, 2011). Sabe-se que tanto IL-6 como sIL-6R estão aumentados em inflamações. 
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São considerados níveis normais de IL-6 (1,0 – 5,0 pg/mL) (WAAGE et al., 1989) e de sIL-6R 

(25,0 – 35,0 ng/mL) (JONES et al., 2001). 

A citocina pró-inflamatória com função pleiotrópica, regula a resposta de fase aguda e 

a transição da resposta imune inata para a resposta imune adaptativa e tem como células-alvo 

os linfócitos B e timócitos. IL-6 aumenta a síntese de proteínas hepáticas que estão envolvidas 

na fase aguda e como resposta, surgem sintomas tais como febre, calafrios e fadiga (HUNTER; 

JONES, 2015). A função de IL-6 não está restrita à resposta imune, uma vez que a mesma atua 

na hematopoiese, trombopoiese, formação de osteoclastos, resposta hepática de fase aguda, 

resultando na elevação da proteína C-reativa (CRP) e proteína sérica amilóide. IL-6 estimula a 

resposta de fase aguda hepática, resultando em um aumento da produção de CRP e 

consequentemente dos níveis séricos. Por este motivo, CRP é utilizada como marcador e 

substituto de IL-6. Assim, elevada atividade de IL-6 pode ser detectada através da medição de 

CRP (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003) no entanto, em patologias como cânceres, doenças 

autoimunes e algumas infecções, CRP não é considerado um marcador fiel, ressaltando a 

importância de IL-6 como marcador (PANICHI et al., 2004; FRAUNBERGER et al., 2006; 

MROCZKO et al., 2010). 

Acredita-se que a IL-6 tem papel fundamental no desenvolvimento de múltiplas doenças 

e distúrbios, incluindo, fadiga, caquexia, doenças auto-imunes, doenças inflamatórias crônicas, 

doenças do sistema ósseo, doenças do coração, obesidade, diabetes, asma, Alzheimer, esclerose 

multipla entre outras. Enquanto IL-6 tem ação protetora em muitas infecções a mesma atividade 

pode ser a responsável pela manutenção de inflamação crônica em outras patologias, 

(SCREPANTI et al., 1996; OHSHIMA et al., 1998). 

Além de seu papel direto na patogênese de câncer e outras doenças crônicas, elevados 

níveis de IL-6 parecem afetar negativamente o bem-estar e qualidade de vida dos pacientes, 

pois resultam em caquexia, febre e redução sérica de albumina (SCHETT et al., 2013; 

HUNTER; JONES, 2015). 

A produção de IL-6 é de responsabilidade de uma ampla gama de tipos celulares 

incluindo monócitos, fibroblastos, queratinócitos epidérmicos, células endoteliais vasculares, 

células renais, células gliais, condrócitos, células T e B além de algumas células tumorais 

(AKIRA et al., 1990). A citocina é a responsável por estimular as células B a secretarem Abs 

capazes de prevenir a apoptose celular e ativar osteoclastos, sinoviócitos, neutrófilos e outras 

células hematopoiéticas (YASUKAWA et al., 1987; SCHETT et al., 2013; HIRANO, 2014). 

Estudos de avaliação da função cardiovascular vêm utilizando a IL-6 como importante 

marcador para diversas patologias cardíacas. Estudos demostraram que leucócitos ativados 



46 

 

 

estimulam a produção de interleucinas, TNF-α e IFN-.γ. Especialmente a IL-6, principal 

acionador de hepatócitos para produzir RNAm para produção de proteínas de fase aguda 

(fibrinogênio, CRP, amiloide sérico A) (YUDKIN et al., 2000). 

Elevados níveis de IL-6 foram observados em muitos tipos de câncer, sendo eles: câncer 

de mama, colo do útero, colo-retal, leucemias, câncer de prostata, pancreas, pulmão e carcinoma 

de celulas renais  (WEI et al, 2001;  RIEDEL et al., 2005; CHUNG; CHAEN; HSU, 2006; 

FRAUNBERGER et al., 2006; LIPPITZ, 2013; LIPPITZ; HARRIS, 2016). Estudos clínicos 

mostraram melhorias nos resultados de doentes que receberam terapias anti-IL-6, 

principalmente nos casos de alguns cânceres, onde a terapia desempenha um papel direto 

inibindo a proliferação de células cancerígenas (TRIKHA, et al., 2003). A literatura relata IL-6 

como um marcador precoce de inflamação pós-operatória e infecções (KRAGSBJERG; 

HOLMBERG; VIKERFORS, 1996; DI CESARE et al., 2005; RANDAU et al., 2014). Além 

disso, há evidencias de que doentes com lesões cerebrais traumáticas apresentam concentrações 

séricas elevadas de IL-6 e são mais propensos a desenvolver sintomas crônicos 

(HERGENROEDER et al., 2010). 

Atualmente, o desafio é identificar onde e quando a IL-6 é ativada nas inflamações a 

fim de compreender como o efeito pleiotrópico que determina a progressão, gravidade e 

duração das mais variadas doenças. 

 

2.3.4.1 IL-6 na LV 

 

A IL-6 na LV desempenha atividades pró-inflamatória e anti-inflamatória (LIEW; 

O'DONNELL, 1993) e tem como células-alvo os linfócitos B e timócitos (DIEHL et al., 2000; 

DIEHL et al., 2002; LEE et al., 2016). Mesmo nos estágios iniciais da doença, a citocina está 

positivamente correlacionada com IL-10, fato que reforça que IL-6 também pode desempenhar 

uma atividade anti-inflamatória (RAMOS et al., 2016). 

IL-6 é necessária para desencadear e manter ambas as respostas, Th1, Th2 e Th17 

(SAMOILOVA et al., 1998; BACELLAR et al., 2009; PITTA et al., 2009; KUMAR; BHATIA; 

PAI, 2017). Estudos evidenciam que níveis de IL- 6 e de TNF-α estão elevados durante a fase 

aguda, por ocasião das reativações de LV, em pacientes no Sudão (VAN DER POLL; 

ZIJLSTRA; MEVISSEN, 1995). A citocina pode estar relacionada à produção aumentada de 

proteínas de fase aguda, à hipergamaglobulinemia e à indução de febre em pacientes com LV. 

Estas características também são evidenciadas em estudos que mostraram uma correlação 

positivo dos níveis de IL-6 com a CRP (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). 
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A ação anti-inflamatória de IL-6, exercida ao inibir a diferenciação de linfócitos T CD4 

no perfil Th1, inibe a produção de INF-γ, pois IL-6 se liga a seu receptor nos linfócitos e ativa 

a via de sinalização signal transducers and activators of transcription (STAT3), aumentando a 

expressão do gene supressor of cytokine signaling 1 (SOCS1). Por fim, SOCS1 inibe a 

sinalização e a expressão do gene INF-γ. Desta forma, ao diminuir a síntese de INF-γ pelos 

linfócitos T CD4, IL-6 contribui para a replicação de Leishmania nos macrófagos. A atividade 

anti-inflamatória de IL-6 em pacientes com LV pode igualmente contribuir com a 

imunossupressão dos macrófagos, pois aumenta a imunidade humoral (DIEHL et al., 2000). 

IL-6 e outras citocinas aparecem aumentadas em pacientes com LV anterior ao 

tratamento (DOS SANTOS et al, 2016). Recentemente, um estudo avaliando o a 

imunorregulação da LV em pacientes infectados por L. donovani, evidenciou que IL-6, 

juntamente com IL-17 e IL-10 são mais secretadas em pacientes curados do que em pacientes 

com a doença ativa. Outras populações celulares mostraram estar associadas com características 

clínicas (ARAUJO-SANTOS et al., 2017). 

A avaliação de pacientes com leishmaniose visceral americana, causada por L. infantum 

na Amazônia evidenciou fortes associações de IL-6 e IL-10 caracterizando a imunopatogênese 

da doença grave e estabeleceu o papel anti-inflamatório das citocinas TNF-α e IL-6, e das 

citocinas inflamatórias IL-4 e IL-6 com a infecção (RAMOS et al., 2016). 

A associação de IL-6 com os fatores de gravidade da LV estão bem estabelecidos 

(COSTA et al., 2010; SENE, 2013; COSTA et al., 2013, BRAZ, 2016). Sepse, sangramentos e 

óbito estão correlacionados e mais elevados nos pacientes que apresentavam estas 

características. Sene, 2013, identificou em uma análise univariada, as seguintes variáveis 

clinicas em associação ao óbito: hemorragia a admissão, hemorragia, sangramento gengival, 

epistaxe, sepse, pneumonia, icterícia, diarreia, edema, esplenomegalia, equimose e coinfecção 

HIV-1/Leishmania; carga parasitária e com as interleucinas. Estas variáveis clínicas e os níveis 

de citocinas foram introduzidas no modelo de regressão logística e o melhor conjunto de 

variáveis preditoras de morte na análise multivariada incluiu carga parasitária, IL-6 e TNF-α. 

Desta forma, entender os mecanismos imunológicos que levam a doença grave e os fatores de 

suscetibilidade ao desenvolvimento da mesma, passou a ser um desafio, uma vez que antecipar 

o tratamento em pacientes não graves, possa ser a alternativa para inibir a progressão à 

gravidade. 
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2.3.5 Proteína C-reativa 

 

A proteína C-reativa (CRP) é uma proteína que reflete a resposta da fase aguda. O termo 

"fase aguda" refere-se a eventos locais e sistêmicos que acompanham a resposta local 

inflamatória que inclui vasodilatação, agregação plaquetária, quimiotaxia de neutrófilos e 

liberação de enzimas lisossômicas. As respostas sistêmicas incluem febre, leucocitose e uma 

alteração na síntese hepática de proteínas de fase aguda (HUSSAIN; KIM, 2002). A definição 

de proteína de fase aguda é aquela cuja concentração plasmática aumenta (proteína de fase 

aguda positiva) ou diminui (proteínas de fase aguda negativas) em pelo menos 25% durante 

distúrbios inflamatórios. Outras proteínas de fase aguda incluem proteínas de transporte 

(hapatoglobina, ceruloplasmina, inibidor da gama 1-tripsina), proteínas de coagulação 

(fibrinogênio, protrombina) e componentes do complemento (C3, C4, C5) (GABAY; 

KUSHER, 1999). 

A mensuração de CRP pode ser usada como uma ferramenta de diagnóstico para 

encontrar infecções clínicas, controlar os efeitos do tratamento, resultados e detecção precoce 

da recaída da doença e, portanto, pode ser um auxiliar de diagnóstico útil na determinação da 

progressão da doença (GABAY; KUSHER, 1999). 

Tillet e Francis, (1930) descobriram a presença de CRP no soro de pacientes com 

pneumonia. O nome é derivado da capacidade da CRP em reagir com o polissacarídeo C isolado 

da paredes de células pneumocócicas. A proteína é um membro da família de pentraxina, 

sintetizada por hepatócitos, classificada como uma proteína de fase aguda com base no aumento 

da concentração plasmática durante a infecção e inflamação (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). 

Pepys e Baltz (1983), relataram que a CRP é sintetizado pelo fígado em resposta a diversos 

estímulos inflamatórios, incluindo calor, trauma, infecção e hipóxia (ZAMBSON et al., 1985). 

A função principal da CRP é a sua capacidade de se ligar à fosfocolina e reconhecer 

alguns agentes patogênicos estranhos, os fosfolípidos das células danificadas. CRP ativa o 

sistema complemento quando ligado a um dos seus ligantes e também pode se ligar a células 

fagocíticas, para iniciar o processo de eliminação das células alvo, por sua interação com 

sistemas efetores tanto humorais como celulares de inflamação. Outros efeitos pró-

inflamatórios da CRP incluem a indução de citocinas inflamatórias e fator tecidual nos 

monócitos. A proteína também tem capacidade de prevenir a adesão de neutrófilos às células 

endoteliais, diminuindo a expressão superficial da L-selectina, inibindo a geração de superóxido 

por neutrófilos e estimulando a síntese do antagonista do receptor de IL-1 por células 

mononucleares (GABAY; KUSHER, 1999). 
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A CRP foi considerada por estimular a produção de fator tecidual de monócitos em 

sangue periférico humano e tem um efeito pró-coagulante. CRP recruta monócitos por 

quimiotaxia mediada por receptor (SLADE et al., 2003). 

A concentração normal de níveis plasmáticos de CRP na maioria dos indivíduos 

saudáveis geralmente são 1,0 mg/L, sendo o normal definido como < 10,0 mg/L. Os níveis 

plasmáticos aumentam dentro de 4 á 6  horas após a lesão tecidual inicial e continuam a 

aumentar várias centenas de vezes dentro de 24 á 48 horas. A CRP permanece elevada durante 

a resposta da fase aguda e retorna ao normal com a restauração da estrutura e função dos tecidos. 

O aumento da CRP é exponencial, dobrando a cada 8 á 9 horas. A meia-vida é inferior a 24 

horas. (RIDKER et al., 2003). 

A quantidade de CRP produzida pelo corpo varia de pessoa para pessoa, e isso é afetado 

pela composição genética de um indivíduo (representando quase metade da variação nos níveis 

de CRP entre diferentes pessoas) e estilo de vida. Após a estimulação dos hepatócitos por 

citocinas, os níveis de CRP no sangue começam a aumentar dentro de 6 horas. Estas 

concentrações podem aumentar até 1000 vezes  mais. O tabagismo e a obesidade estão 

positivamente correlacionados com os níveis de CRP, enquanto a perda de peso e a cessação 

do tabagismo diminuem os valores de CRP (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). As pessoas com 

índice de massa corporal normal apresentaram diferenças na CRP média quando comparados 

com pessoas com massa corporal mais elevadas e diferença diminuiu com o aumento do índice 

de massa corporal e foi insignificante entre pessoas com obesidade grave (WILLIAMSON, 

2003). 

IL-6 e CRP representam os marcadores mais sensíveis utilizados para avaliar o estado 

inflamatório de um indivíduo (DAVE; BATISTA; VAN DYKE, 2004; RAMAMOORTHY et 

al., 2012). Estudos utilizam ambas as proteínas para prever o risco aumentado de desenvolver 

doenças cardiovasculares, arteriosclerose e certos tipos de cânceres (ISHIKAWA et al, 2000; 

NYSTROM, 2007). 

CRP, IL-6 e neutrófilos podem contribui, em parte para o mecanismo para as 

associações observadas entre infecções crônicas e doenças cardiovasculares. A CRP pode ativar 

complementos na parede do vaso sanguíneo danificado. IL-6 possui propriedades pró-

inflamatórias e efeitos pró-coagulantes. Essas propriedades podem contribuir para a patogênese 

das síndromes inflamatórias sistemicas. Além disso, IL-6 estimula a produção de CRP por 

hepatócitos. Os níveis elevados de neutrófilos afetam as características sanguíneas, pois se 

aderem as membranas endoteliais e liberam radicais de oxigênio livres e enzimas proteolíticas, 
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e dessa forma também contribuem para aumentar a atividade inflamatória (RAMAMOORTHY 

et al., 2012). 

 

2.3.5.1 Proteína C-reativa na LV 

 

A proteína C-reativa é uma proteína de fase aguda que se liga a estruturas de superfície 

de vários organismos incluindo a Leishmania donovani, alterando a função dos macrófagos. 

Seu papel principal na leishmaniose visceral, como em outras infecções está associado a 

resposta imune inata, onde por ativação do sistema complemento, macrófagos promovem 

opsonização e resposta protetora contra o parasita (MOLD et al., 1981; MORTENSEN; 

ZHONG, 2000). Um exemplo é a opsonização de CRP pela absorção subsequente de 

Streptococcus pneumoniae em camundongos, resultando no aumento da bactéria, e proteção 

contra a infecção (SZALAI; BRILES; VOLANAKIS, 1996). 

Estudos in vitro, evidenciaram que a CRP liga-se a carboidratos, a fosforilcolina, na 

superfície de organismos como S. pneumoniae e as glicoproteínas do carbono fosforilado na 

superfície de L. donovani metacíclico (CULLEY et al., 1996; CULLEY et al., 2000). Além 

disso, demontrou-se que CRP liga-se a promastigotas metacíclicas de L. mexicana, 

desencadeando a transformação para o estágio de amastigota, independente da temperatura e 

da mudança de pH (BEE et al., 2001). Outro estudo in vitro, demostrou que a Leishmania pode 

usar a CRP para modular a infecção sem prejudicar a ação dos macrófagos (BODMAN-SMITH 

et al., 2002). 

Em seres humanos, níveis CRP frente a infecção pela LV, apresentam um aumento de 

até 1000 vezes em 24 horas, para a inflamação severa (GASIM; THEANDER; ELHASSAN, 

2000). Níveis de CRP são utilizados como controle da LV em pacientes com tratamento, 

evitando procedimentos invasivos. (WASUNNA et al., 1995; SINGH et al., 1999). Pacientes 

com LV com níveis elevados de CRP pós tratamento apresentam mais chance de desenvolver 

lesão dermal pós Calazar (PKDL) (GASIM; THEANDER; ELHASSAN, 2000). 

Na índia, níveis de CRP foram utilizados para correlacionar quantidade de parasitas no 

baço. Crianças infectadas por LV apresentaram valor médio de CRP de 62,9 mg/L, enquanto 

que os controles saudáveis apresentaram 3,34 mg/L. Após 10 dias de tratamento, evidenciou-

se redução nos níveis de CRP em 91% das crianças. A correlação com as biopsias de baço 

evidenciou que 62% das crianças com níveis inferiores a 12,0 mg/L não apresentaram parasitas. 

No entanto, 92% das crianças que apresentaram parasitas no baço apresentaram níveis de CRP 

superior a 12,0 mg/L (SINGH et al., 1999).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Theander%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ElHassan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ElHassan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Theander%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ElHassan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
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2.3.6 Patogenia 

 

A LV é uma enfermidade generalizada, caracterizada pelo comprometimento de células 

do retículo endotelial onde os parasitos crescem se multiplicam e disseminam de forma 

descontrolada. Assim, as reações patológicas consequentes à infecção são mais proeminentes 

em órgãos como fígado, baço e medula óssea (BASILEIRO FILHO, 2000; FRANCO et al., 

2010). 

O comprometimento hepático reflete o tipo de resposta imune gerada pelo parasito. 

Normalmente, se nota um aumento de volume do órgão, hiperplasia e hipertrofia das células de 

Kupffer. O aumento de volume ocupa grande parte da cavidade abdominal, deslocando outros 

órgãos. Os hepatócito normalmente não parasitados e os espaços porta são expandidos por 

infiltrado linfocitário, plasmócitos e macrófagos (DUARTE; MARIANO; CORBETT, 1989; 

BASILEIRO FILHO, 2000; FERREL; KAKAR, 2011). 

O baço apresenta hiperplasia e hipertrofia das células retículo endoteliais com presença 

de macrófagos parasitados. Os sinusóides e cordões de Bilroth exibem ligeira plasmocitose. Na 

polpa branca há uma diminuição seletiva dos linfócitos T, com surgimento de plasmócitos e 

macrófagos (BASILEIRO FILHO, 2000; FERREL; KAKAR, 2011). 

A medula óssea apresenta-se normalmente hipocelularidade granulocítica e 

hipercelularidade eritrocítica, com predomínio de micro-eritroblastos. Os macrófagos 

parasitados estão aumentados em número e volume. Os plasmócitos aparecem de forma 

agrupada com multinucleações (COTTERELL; ENGWERDA; KAYE, 2000; BRASILEIRO 

FILHO, 2000). 

Pacientes com LV apresentam ainda comprometimento pulmonar, renal e intestinal 

(DUARTE; MARIANO; CORBETT, 1989; DUTRA et al., 1985; MUIGAI et al., 1983; 

BRASILEIRO FILHO, 2000). 

 

2.3.7 Caracterização clinica da LV 

 

Clinicamente, pacientes com LV apresentam febre irregular e de longa duração, 

hepatoesplenomegalia, anemia com leucopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia, 

emagrecimento, edema e estado de debilidade progressivo, levando à caquexia e, até mesmo, 

ao óbito (PEARSON; SOUSA, 1996; BADARÓ; DUARTE, 1996; HERWALDT, 1999; 

GAMA et al., 2004; DE ASSIS et al., 2012; SELVAPANDIYAN et al., 2005).  
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A evolução das formas clínicas é diversa, podendo o indivíduo apresentar desde formas 

assintomáticas (raro), formas oligossintomáticas com cura espontânea, formas com 

manifestações graves, podendo alcançar letalidade entre 10% e 98% em casos tratados 

inadequadamente e não tratados, respectivamente (GONTIJO; MELO, 2004; ALVARENGA 

et al., 2010). 

As formas sintomáticas, apresentam sinais clássicos da doença, como: febre e 

hepatoesplenomegalia e na maioria dos casos, icterícia, acometimento renal e sangramentos. Esses 

pacientes apresentaram palidez cutânea e de mucosas, fraqueza, adinamia, relato de perda ponderal, 

e anorexia (COSTA et al., 2010; CHANDRA; CHANDRA; KAUSHIK, 2013). 

Na LV grave observa-se as características: falência respiratória, edema, tosse, vômito, 

infecções bacterianas, diarréia, convulsões, adinamia, inapetência, sonolência, hemorragias e 

sepse (COSTA, 2009; BELO et al., 2014). Outro fator que deve ser considerado importante em 

relação a doença grave é a idade. Lactentes com menos de 1 ano e os adultos entre 50 e 60 anos, 

assim como os co-infectados HIV-1/Leishmania, apresentaram maior letalidade (COSTA, 

2009; COURA-VITAL et al., 2014). 

Essa classificação da LV de acordo com a gravidade do quadro clínico pode estar 

relacionada com o desenvolvimento de uma resposta inflamatória sistêmica que contribui com 

anormalidades na hemostasia (COSTA, 2009). Os distúrbios da coagulação são relevantes 

porque quanto maior o número de sítios de sangramentos apresentados pelos pacientes, maior 

será gravidade da LV (COSTA et al., 2013). Essa situação clínica associada a imunoparalisia é 

propícia para a instalação de infecções bacterianas (COSTA et al., 2010), complicação que 

aumenta a taxa de mortalidade (SARKARI et al., 2016). 

No Piauí, alguns estudos clínicos dão importantes suportes à literatura. A avaliação 

clínica de trezentos e oitenta e seis pacientes identificou anemia grave, febre por mais de 60 

dias, diarreia e icterícia como fatores de predição de óbito, com uma taxa de letalidade de 4,4% 

(WERNECK et al., 2003). Em 2009, Costa et al., avaliou o perfil clínico de 883 pacientes e a 

letalidade geral foi de 7,5% com associação a fatores como infecções bacterianas, diarreia, 

edema e sangramentos. Este mesmo estudo sugere associação com citocinas pro-inflamatórias 

(COSTA, 2009). Costa et al. (2010) estudaram 396 pacientes e apontaram a infecção bacteriana 

e o sangramento como eventos que levaram 72 pacientes à morte. Para infecção bacteriana, 

cinco fatores de risco foram únicos para morte (desnutrição, alterações pulmonares, anemia 

grave, neutropenia grave e número de leucócitos aumentados), enquanto seis foram exclusivos 

para morte por sangramento (icterícia, neutropenia relativa grave, trombocitopenia grave, lesão 

hepática, insuficiência renal, maior carga de parasitas na medula óssea). 
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No Nordeste, outros estudos com crianças e adolescentes mostraram que a causa do 

óbito está relacionada com infecções, hemorragias, insuficiência hepática, edema e icterícia 

(QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004; SAMPAIO et al., 2010). Sabe-se que mesmo em 

tratamento 5,0 – 10,0% dos pacientes vão a óbito e os fatores não são bem conhecidos 

(SEAMAN et al., 1996). No Brasil ocorrem, em média, 240 mortes por ano (ALVARENGA et 

al., 2010; BRASIL, 2016). 

As milhares de mortes têm ocorrido principalmente em decorrência da iatrogenia e de 

fatores que levam ao agravo do quadro clínico, como infecções bacterianas, associação com co-

morbidades e infecções oportunistas como o HIV-1 (ALVAR et al., 1997; MONTALBÁN et 

al., 1989; KADIVAR, et al., 2000; MUELLER et al., 2009; ALVARENGA et al., 2010).  A 

combinação de LV e HIV-1 é devastadora, pois a sinergia faz com que o vírus iniba a ação das 

células CD4, limitando a capacidade de controle do sistema imune e permitindo a disseminação 

do parasito. Alterações no perfil de citocinas em pacientes com LV sugerem coinfecção com 

HIV-1. Nestes casos, as manifestações clínicas são atípicas e o tratamento menos efetivo 

(GRADONI; SCALONE; GRAMICCIA, 1993; PINTADO; LÓPES-VÉLEZ, 2000; 

PINTADO et al., 2001; MOLINA; GRADONI; ALVAR, 2003). 

Pacientes co-infectados por HIV-1/Leishmania apresentam maior morbidade e 

letalidade, portanto a infecção desses pacientes pelo vírus pode ser considerado um parâmetro 

de gravidade (COSTA, 2009; COSTA et al., 2010). No entanto, pacientes com LV que tiveram 

sangramento apresentaram um score de gravidade maior do que dos pacientes co-infectados 

com HIV-1 (COURA-VITAL et al., 2014). 

O desenvolvimento do software KalaCal® para cálculo do score de gravidade, ou seja, 

a probabilidade de morte dos pacientes com LV, veio agregar clinicamente os pacientes com 

LV, uma vez que identificar fatores que levam ao agravo clínico possa ser a solução para 

impedir a alta mortalidade (COSTA et al., 2016). 

O desafio para impedir que os pacientes com LV cheguem a gravidade, e identificar os 

fatores clínicos e imunológicos, prévios ao agravamento da doença, que possam predizer a 

doença grave. O desenvolvimento e aplicação destes testes rápidos imunológicos, podem ser 

considerados peça fundamental para a triagem dos doentes que tem maior probabilidade de 

morte, intensificando monitoramentos clínicos e antecipando terapias, evitando o estado de 

debilidade progressivo com hemorragias, infecções bacterianas, sepse e consequentemente o 

óbito.  

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Molina%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gradoni%20L%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Alvar%20J%22%5BAuthor%5D


54 

 

 

2.4 Software de leitura para dispositivos móveis 

 

Os telefones celulares, especialmente os smartphones, são as ferramentas móveis mais 

utilizadas. Aproximadamente 1,75 biliões de pessoas usam estes dispositivos cotidianamente, 

no mundo, e estima-se um crescimento de 2,03 biliões (28% da população do mundo) até 2018 

(MOBITHINKING, 2014). 

Os dispositivos móveis, smartphones, tem sido amplamente associados aos sistemas de 

detecção dos sensores de fluxo lateral, chips de sensores eletroquímicos, testes bioquímicos e 

outros testes com possível detecção manual (ZHANG et al., 2015). A aplicação é usada para 

identificação de microorganismos celulares via microscopia (LEE; YANG, 2014), microscopia 

de florescência para detecção de Salmonella, E. coli e HCMV (CUI et al., 2013; NICOLINI; 

FRONCZEK; YOON, 2015) e medidas de intensidade colorimétricas para pH, glicose, cortisol 

na saliva e explosivos entre outros (SHEN; HAGEN; PAPAUTSKY, 2012; CHUN et al., 2014; 

SALLES et al., 2014; ZANGHERI et al., 2015). 

Programas de aplicação, do ingles, application program (App) são dispositivos 

construídos com multifunções e são considerados controladores, analisadorores e reprodutores 

rápidos para monitoramento em tempo real simplificando metodologias, reduzindo custos e 

tempo em relação aos sistemas de detecção tradicionais. (ZHANG et al., 2015; ZHOU et al., 

2015). 

A principal função destes sistemas operacionais é o monitoramento, cuja função mais 

importante é obter o reconhecimento e transformar a detecção em informação imediata e muitas 

vezes com transmissão e transferência de informações instantâneas (MOBITHINKING, 2014; 

ZHANG et al., 2015). 

A alta resolução das câmeras que equipam os smartphones, é o grande trunfo para o 

desenvolvolvimento de tecnologias capazes de auxiliar na interpretação de dados gerados por 

biossensores e sensores químicos, onde o método de detecção mais comum é a óptica 

(SKANDARAJAH et al., 2014; ZANGHERI et al., 2015). 

As primeiras ferramentas de interpretação de dados sanguíneos e de microorganimos 

simulando um microscópio, foram passos iniciais para o desenvolvimento de tecnologias que 

pudessem ser associados a outras áreas de diagnóstico (BRESLAUER et al., 2009). 

Atualmente com o avanço das tecnologias de imagens, as resoluções em nanoescala 

permitiram os dispositivos móveis utilizarem este compacto equipamento para detectar 

nanopartículas, vírus e DNA. A microscopia de imagem, fluorescente ou colorimétrica, onde o 

método de detecção é desenvolvido por intensidade de luz, a precisão das informações são 
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facilmente transformadas em medidas quantitativas ou qualitativas não subjetivas (TSENG et 

al., 2010; NICOLINI; FRONCZEK; YOON, 2015). 

Os métodos de detecção colorimétrica em especial, são os mais reportados na literatura, 

uma vez que os métodos semi-quantitativos de cores produzidos, podem ser facilmente 

convertidos em escala numérica (SHEN; HAGEN; PAPAUTSKY, 2012). Esta perspectiva, 

veio solucionar possíveis problemas para a subjetividade de métodos colorimétricos semi-

quantitativos (ZHOU et al., 2015; ZHANG; LIU, 2016; DONG et al., 2017). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivos gerais 

 

 Desenvolver um dispositivo simples para detecção rápida da IL-6 e identificação de 

pacientes com leishmaniose visceral grave. 

 

3.2 Objetivos específicos 

 

 Identificar os materiais ideais para o desenvolvimento do sensor LFA; 

 Padronizar o teste LFA para IL- 6; 

 Desenvolver um perfil colorimétrico a partir da curva padrão com a proteína IL-6 

recombinante; 

 Comparar as medidas realizadas no dispositivo LFA com a citometria de fluxo; 

 Correlacionar fatores de gravidade da LV com IL- 6 e proteína C reativa; 

 Gerar um produto com características comerciais; 

 Testar o desempenho do produto nos pacientes com LV;  

 Confirmar a sensibilidade e especificidade do produto; 

 Desenvolver softwares de leitura para dispositivos móveis. 
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4 METODOLOGIA  

 

4.1 Desenvolvimento do protótipo – Quick-IL test (IL-6) 

 

4.1.1 Solução de Nanopartículas de ouro coloidal 

 

O preparo das nanopartículas de ouro se deu a partir do cloreto de ouro III (HAuCl4). 

Foi utilizado para preparação da solução coloidal 0,1% (HAuCl4) a 25 mM. Utilizou-se 

aquecimento e agitação até atingir 100 oC. O processo de redução das AuNPs foi realizado com 

citrato de sódio 1%, a concentração desta, influencia diretamente no tamanho das AuNPs. Nesta 

concentração, obteve-se AuNPs com diâmetros de 10 a 16 nm. Ao final da fervura, 5 a 10 

minutos, a solução incolor mudou de coloração. Primeiramente para violeta e depois vermelho. 

Após adquirir a coloração vermelha, aguardou-se 5 minutos e foi resfriado em temperatura 

ambiente. A solução foi guardada a 4 oC protegida de luz, figura 4.  

 

Figura 4. Esquema ilustrativo do preparo das nanopartículas de ouro em solução coloidal. 

 

 

4.1.2 Teste de agregação AuNPs/Anti-IL-6 

 

O teste de agregação foi realizado em placa com 96 poços contendo 150,0 µL de solução 

AuNPs, pH 9. Dez microlitros de Abs anti-IL-6 diluído em água nas concentrações de 0, 1,0 

µg/mL 5,0 µg/mL, 20 µg/mL; 200,0 µg/mL; 400,0 µg/mL; 600,0 µg/mL e 800,0 µg/mL, foram 
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adicionados aos poços contendo AuNPs. Após agitação por 20 min á 600 rpm, adicionou-se aos 

poços 20,0 µL de NaCl a 10%, exceto em apenas um dos poços, que continha apenas AuNPs. 

Os testes foram realizados em duplicatas para as concentrações estabelecidas. 

 

4.1.3 Solução do conjugado - AuNPs/Anti-Il-6 

 

As etapas de preparo da solução do conjugado e membrana do conjugado estão 

representadas na figura 5. 

A solução do conjugado foi preparada a partir da solução coloidal de AuNPs, pH 9.0, 

acrescida de tampão borato de sódio 0,1 mM com pH 9.2. Foram adicionadas à solução 

anticorpo monoclonal “anti human IL-6” (anti-IL-6) (Abcan Plc – Cambridge, Reino Unido) a 

fim de serem testadas as melhores concentrações (200,0 µg/mL; 400,0 µg/mL; 600,0 µg/mL e 

800,0 µg/mL) para análise da melhor qualidade do preparo do conjugado. A solução foi 

incubada por 20 minutos, 650 rpm à 25 oC. Após a incubação, foi adicionado solução de soro 

albumina bovina (BSA) (1,0 mg/mL) para isolamento dos sítios livres presentes nas AuNPs e 

novamente incubado por 20 minutos, 650 rpm a 25 oC. O volume total da solução foi 

centrifugado por 80 minutos, 6000 rpm a 4 oC. O precipitado foi ressuspendido em 500,0 µL 

de tampão borato de sódio na concentração de 2,0 mM, pH 7.4, acrescido de sacarose 10%, 

figura 5. 

 

4.1.4 Membrana suporte do conjugado - “Conjugation pad" 

 

A membrana do conjugado escolhida neste experimento foi a membrana de vidro (Glass 

Fiber Conjugate Pad - GFCP000800 – EMD Merck Millipore KGaA – Darmstadt, Alemanha). 

A impregnação da solução do conjugado, previamente descrita, na fibra de vidro foi realizada 

por imersão. Tiras de 15 – 20 cm foram cortadas e delicadamente enroladas em uma pinça fina 

para absorção da solução. Para secagem as mesmas foram mantidas o vácuo por 2 horas (Glove 

Box Workstation -MBRAUN GmbH, Germany). 

 

 

 

 

 

 



59 

 

 

Figura 5. Representação esquemática ilustrativa da conjugação de nanoparticulas de ouro em solução coloidal 

com anticorpo anti-IL-6 e preparo da fibra de vidro (imersão à secagem) para montagem do teste rápido. 

 
 

 

4.1.5 Membrana receptora de amostra - “Sample pad” 

 

A membrana receptora de amostra é uma membrana de celulose cuja função é absorção 

e controle do fluxo da amostra. Para melhor desempenho, as membranas (Cellulose Fiber 

Sample Pad Roll - CFSP001700 / C083 – EMD Merck Millipore KGaA – Darmstadt, 

Alemanha) foram pré-tratadas com PBS, acrescido de BSA na concentração de 1,0 g/L e 

Tween 20® 0,05%. Para secagem, as membranas foram mantidas em estufa a 60 oC por 2 

horas, figura 6.  

 

Figura 6. Representação esquemática ilustrando o pré-tratamento da membrana de celulose, membrana receptora 

da amostra para montagem do teste rápido 
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4.1.6 Construção do teste rápido – Quick-IL test (IL-6) 

 

O teste LFA para a IL-6 foi montado a partir das tiras previamente preparadas e descritas 

acima, utilizando as membranas Hi-Flow Plus Membranes (EMD Merck Millipore, KGaA – 

Darmstadt, Alemanha). Para desenvolvimento deste sistema, foram utilizadas 4 diferentes 

membranas, a base de celulose, sendo elas:  membranas receptora ou filtro da amostra “sample 

pad” e membrana de absorção, “absorbant pad”; membrana de fibra de vidro “conjugation 

pad” e membrana de nitrocelulose “detection pad”, conforme demonstrado na figura 7. 

 

Figura 7. Representação esquemática demonstrando a montagem do teste rápido para interleucina 6 por 

sobreposição das membranas que compõem o teste. 

 
 

 

4.1.7 Imobilização do anticorpo na membrana de nitrocelulose 

 

A membrana utilizada na linha de detecção ou linha de teste foi a membrana de 

nitrocelulose (SHF1800425, EMD Merck Millipore KGaA – Darmstadt, Alemanha) 

classificada como de alto fluxo e encontram-se disponíveis no mercado como Hi-Flow (HF), e 

varia de 65 a 180 segundos por 6 centímetro de membrana. Para melhor reatividade, os mais 

recomendados são de alto fluxo de 135 e 180 (HF135 e HF180). A imobilização do anticorpo 

na superfície da membrana de nitrocelulose foi realizada por meio de adsorção física em 

membranas, HF180. A membrana foi cortada em tiras de 0,5 cm onde foram fixados os 

anticorpos de captura: anticorpo primário, Monoclonal mouse IgG anti-IL-6 (1,0 g/L) (Abcan 

Plc – Cambridge, Reino Unido) caracterizando o ponto de teste e o Abs secundário (ponto de 

controle), anti-mouse IgG (1,0 g/L) (R&D Systems, a Biotechne Brand, Mineápolis, USA) 
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foram imobilizados a 35 mm e 25 mm, respectivamente, a partir da extremidade superior da 

tira. Para obter um padrão de imobilização homogêneo e delimitado, 1,0 µL das soluções de 

Abs foram cuidadosamente adicionados utilizando micropipeta. As tiras foram secas em 

temperatura ambiente por 60 minutos, figura 8. 

 

Figura 8. Representação esquemática de um teste LFA em nitrocelulose HF180, com anticorpos imobilizados a 

25 e 35 mm respectivamente, pronta para utilização. 

 
 

4.1.8 Curva padrão colorimétrica 

 

Para realização da curva padrão, utilizou-se a proteína IL-6 recombinante (R&D 

Systems, a Biotechne Brand, Mineápolis, USA). Diluições seriadas para as concentrações: 

10.000, 5.000, 2.500, 1.000, 500, 250, 100, 50 e 10 ng/mL e 10.000, 5.000, 2.500, 1.000, 500, 

250, 100, 50 e 10 pg/mL foram realizadas em solução de PBS com 0,05% Tween 20® e PBS 

com adição de 0,01% Tween 20®. Após a padronização com as concentrações em ng/mL, 

tentamos baixar o limite de detecção para pg/mL. 

Nas tiras em duplicatas, foram adicionados, 100,0 µL da solução contendo as diferentes 

concentrações de IL-6. Após 5 minutos, novamente foram depositados 100,0 µL de PBS para 

lavagem da membrana. Após 20 minutos as tiras foram fotografadas e arquivadas. 
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4.1.9 Protocolo de execução do teste rápido Quick-IL test (IL-6) 

 

Amostras de plasma na quantidade de 150,0 μl foram adicionadas as tiras de teste por 5 

minutos. Para melhorar o fluxo das amostras na tira, foram adicionados 100,0 μl de solução de 

lavagem (PBS). Neste procedimento pode-se observar o fluxo da amostra através de uma linha 

de coloração rosa movendo-se em direção das zonas de teste e controle. A leitura dos resultados 

foi realizada visualmente após 20 minutos, figura 9. 

 

Figura 9. Representação esquemática do fluxo de plasma humano no teste rápido para IL-6. 

 

 

 

4.1.10 Protocolo de interpretação do teste rápido Quick-IL test (IL-6)  

 

Nesta tese, foi utilizado o teste rápido no formato sanduíche. O plasma humano foi 

adicionada à membrana receptora de amostra. O Ags presente na amostra (IL-6), entra em 

contato com o conjugado (AuNPs/Anti-IL-6), reconhecendo a proteína IL-6, formando o 

complexo (AuNPs/Anti-IL-6/Ags) que são arrastados por capilaridade através da membrana até 

o ponto de teste (T) (Figura 10). O Abs de captura, Anti-IL-6, previamente imobilizado na 

membrana forma o complexo denominado sanduíche (AuNPs/Anti-IL-6/Ags/Abs primário). A 

marcação de controle, contendo um Abs secundário, Anti-mouse IgG, se liga ao excesso de 

conjugado AuNPs/Anti-IL-6 evidenciando a marcação no ponto controle (C), indicando a 

funcionalidade do teste. 
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Figura 10. Representação esquemática do teste rápido no formato sanduíche a partir da ligação da proteína IL-6 

com o conjugado (AuNPs/Anti-IL-6), que através do fluxo, chega ao ponto de teste (T) formando o sanduíche com 

o anticorpo Anti-IL-6 primário. A segunda marcação, representada pela zona de controle (C) evidencia a ligação 

do reagente da área de controle (Anti-mouse IgG), anticorpo secundário, que se liga ao Mouse AuNPs/Anti-IL-6, 

caracterizando a funcionalidade do teste com a marcação pontual de controle positivo. 

 

 
                                                                                                 Fonte: Autoria própria, 2018 

 

 

O teste rápido para IL-6 só é válido se houver coloração do ponto controle. A ponto de 

teste deverá corar com tonalidades variáveis de rosa, o que revela a presença da proteína IL-6, 

em concentrações variáveis nas amostras testadas (BÜHRER-SÉKULA et al., 2003). O 

resultado negativo é indicado pela ausência pontual na faixa do teste e a presença de um ponto 

na faixa de controle (Figura 11). Como a proteína testada deve estar presente em todos os 

indivíduos, mesmo que em baixas concentrações, todos os testes devem apresentar as duas 

marcações pontuais. A intensidade de coloração entre as faixas criadas, de acordo com as 

diluições conhecidas, faz do sensor um teste quantitativo. 
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Figura 11. Representação esquemática do teste rápido no formato sanduíche negativo e positivo em diferentes 

concentrações para a IL-6. 

 
 

4.1.11 Caracterização das nanopartículas de ouro 

 

As AuNPs foram caracterizadas recorrendo à espectroscopia de UV-Visível (USB4000 

Fiber Optic Spectrometer – Ocean Optics – FL, USA). Todos os espectros foram traçados na 

gama de comprimentos de onda entre 300 e 900 nm em cubetas de quartzo com 1,0 cm de 

percurso óptico. No espetro de UV-Visível, a solução coloidal de AuNPs apresenta uma banda 

LSPR característica com um máximo de absorbância a cerca de 520 nm. De acordo com os 

parâmetros utilizados na síntese espera-se obter nanopartículas esféricas com um diâmetro 

médio entre 14-20 nm. 

Para obtenção das imagens digitais, utilizou-se a microscopia eletrônica de transmissão 

(MET). Uma gota de 5,0 µL da solução contendo as AuNPs foi colocada sobre uma grade de 

cobre e recoberta com um filme de carbono com espessura de 20 a 30 mm. A amostra foi seca 

à temperatura ambiente durante 16 horas.  

O microscópio eletrônico de escolha foi o Morgagni™ TEM, que opera a 80 kV, de 

propriedade do Laboratório Central de Microscopia Eletrônica (LCME) do Instituto de Física 

da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 
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4.2 Desenho do estudo epidemiológico 

 

4.2.1 Design 

 

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, onde os resultados em pesquisa básica, 

serão aplicados na rotina diagnóstica em serviço de saúde pública. 

 

4.2.2 População alvo 

 

Pessoas com LV causada por L. infantum. 

 

4.2.3 População fonte 

 

Pessoas com suspeita de LV do Instituto de Doenças Tropicais Natan Portella (IDTNP).  

 

4.2.4 População de estudo 

 

Pessoas com diagnóstico de LV confirmado por pesquisa direta de amastigotas e/ou 

cultura positivos atendidos no IDTNP, Teresina, Piauí, Brasil, entre abril e setembro de 2015. 

 

4.2.5 Critérios de inclusão 

 

Pessoas de ambos os sexos e de todas as idades, diagnosticados por LV. 

 

4.2.6 Definições 

 

Considerou-se caso os pacientes de ambos os sexos, todas as idades com diagnóstico 

confirmados de LV por pesquisa direta e/ou cultura de amastigotas, que apresentavam 

evidencias clinicas sugestiva de LV como: febre e esplenomegalia. 

Os parâmetros clínicos dos pacientes com LV avaliados, além de variáveis demográficas 

(idade e sexo) e estados nutricionais (relato de perda de peso, percentual de peso perdido), 

foram: relato de febre, febre > 39 oC, tempo de duração da febre, palidez, tamanho do baço, 

tamanho do fígado, irritabilidade, fadiga, vômito, sonolência, falta de apetite, diarreia, dor 

abdominal, tosse, falta de ar, oliguria, edema, sangramentos, icterícia, dispneia, raios-x de 

pulmão normal, esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, infecção do trato urinário, 
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insuficiência renal crônica, pneumonia, sepse, coinfecção HIV-1/Leishmania e parâmetros 

hematológicos. 

Foi considerado sangramento, qualquer relato ou avaliação dos seguintes parâmetros: 

qualquer sangramento à admissão, sangramento gengival, sangramento digestivo, petéquias, 

equimose, epistaxe e sangramento superficial de venóclise. O sangramento a admissão foi relato 

do pacientes e não ao exame clinico. A variável hemorragia considerou qualquer tipo de 

sangramento e sangramentos em mais de um sítio. 

Considerou-se febre, um aumento de temperatura superior a 37,5 oC. Utilizou-se o 

parâmetro tempo de febre relatado para considerarmos como tempo da doença.  

A pneumonia foi diagnosticada com a presença de febre e exame de raio-x de tórax ou 

tomografia com o diagnóstico definido. 

As infecções bacterianas foram consideradas através de culturas positivas. 

Considerou-se sepse a presença de hiperventilação, hipoperfusão tecidual, saturação 

venosa, oliguria e alteração de consciência. 

A medida do baço considerada foi pela maior extensão, do bordo costal em direção à 

ponta esplênica. 

 

4.2.7 Considerações sobre a amostra 

 

Foram considerados amostra 235 participantes, consecutivos, com suspeita de LV que 

tiveram sangue coletados prévio ao diagnóstico e início de intervenção terapêutica.  

Todos os pacientes foram submetidos à anamnese e ao exame físico por médicos 

envolvidos na pesquisa de acordo com questionário estruturado (Anexo 7) nas primeiras 48 

horas da internação, independente de confirmação prévia da doença.  

Após a confirmação do diagnóstico, por pesquisa direta e/ou cultura de amastigotas, 101 

pacientes tiveram os prontuários analisados no ato da internação e após 36 meses e os pacientes 

que apresentavam registros satisfatórios, avaliando desde os aspectos clínicos iniciais até a alta 

ou desfecho final, tiveram a IL-6 e CRP quantificados em plasma.  

Todos os pacientes elegíveis ao estudo preencheram os critérios acima definidos e foram 

escolhidos de forma sequencial.  

O grupo controle foi composto por 10 pacientes, considerados saudáveis não foram 

submetidos a avaliação clínica.  

Oito pacientes com diagnóstico de sepse, sem evidencia de LV, controle para outra 

patologia, oriundos da Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) do IDTNP participaram do 
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estudo e tiveram as amostras de plasma quantificadas, para critérios de avaliação do teste 

rápido. 

 

4.2.8 Considerações éticas 

 

Este projeto foi aprovado pelo comitê de Ética e pesquisa da Universidade Federal do 

Piauí - CAE: 44037015.3.0000.5314, cuja vigência deu início em 14 de abril de 2015 (Anexo 

1). 

O estudo foi conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da Resolução 

do Conselho Nacional de Saúde-CNS 466/12 que trata das Diretrizes e Normas de Pesquisas 

Envolvendo Seres Humanos (BRASIL, 2012) e demais resoluções complementares a mesma. 

Análise Ética de Projetos de Pesquisa que Envolva Armazenamento de Material Biológico 

Humano ou Uso de Materiais Armazenados em Pesquisas Anteriores, CNS n° 441/2011, 

(CONEP, 2017). As Recomendações Éticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas 

Envolvendo Sujeitos Humanos (WORLD, 1993) e das recomendações para o tratamento da LV 

no Brasil (BRASIL, 2016). Todos os pacientes incluídos no estudo, ou seus responsáveis, 

assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, (Anexo 6). 

Os voluntários participantes no estudo foram submetidos a riscos considerados 

pequenos e uma vez que as intervenções necessárias, como a coleta de sangue periférico, faz 

parte da rotina diagnóstica do IDTNP. 

 

4.2.9 Mensuração da exposição 

 

4.2.9.1 Obtenção da amostra 

 

A obtenção da amostra foi realizada seguindo o protocolo previamente estabelecido para 

diagnóstico clinico e laboratorial dos pacientes com suspeita de LV, do IDTNP, sem alteração 

para este projeto. Para análise da IL-6 e CRP foi coletado sangue periférico para obtenção de 

plasma e os mesmos foram armazenados à - 80 oC, até a sua utilização. 

 

4.2.9.2 Sangue periférico e plasma 

 

As amostras de sangue periférico foram coletadas em tubos contendo ácido etileno-

diamino tetra-acético (EDTA) (4,0 mL) e submetidos à centrifugação a 20.000 gramas (g) ou 
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14.000 rotações por minuto (rpm) por 10 minutos para separação das partes, foram fracionadas 

e armazenados em tubos eppendorfs de 1,5 mL à - 20 oC, até a sua utilização. 

 O plasma foi obtido a partir de sangue periférico. A coleta foi realizada em tubos com 

citrato (4,0 mL), submetidos à centrifugação a 20.000 gramas (g) ou 14.000 rotações por minuto 

(rpm) por 10 minutos para separação das partes. O sobrenadante foi retirado e colocado em 

tubos Eppendorfs de 1,5 mL e armazenados a - 20 oC. 

 

4.2.10 Mensuração do efeito  

 

4.2.10.1 Citometria de fluxo (CBA) para IL-6 

 

4.2.10.1.1 Padrão CBA-Flex 

 

A montagem da curva padrão foi realizada em um tubo Eppendorf, onde foi diluído a 

citocina liofilizada em 200,0 μL de diluente. Após 15 minutos em temperatura ambiente, foram 

feitas alíquotas de 25,0 μL para criopreservação a - 70 oC. Para diluição do padrão Top Standard 

(TS), utilizou-se um tubo Eppendorf com 90,0 μL de diluente Assay Diluente (AS), o qual 

adicionou-se 10,0 μL do padrão previamente diluído. Em tubos eppendorf com 50,0 μL de AS, 

realizou-se a diluição seriada (1:2 – 1:4 – 1:8 – 1:16 – 1:32 – 1:64 – 1:128 – 1:256). A solução 

inicial TS foi homogeneizada e 50,0 μL foram transferidos para os tubos subsequentes. O último 

tubo, identificado com branco, recebeu apenas os 50,0 μL de diluente AS. 

 

4.2.10.1.2 Solução com “beads” de captura CBA-Flex 

 

O preparo das beads se deu em tubo Eppendorf, onde foram adicionados 500,0 µL do 

tampão Wash Buffer (WB) em (No amostras / 2) sendo o volume da citocina a ser dosada. Nosso 

composto foi feito para 236 poços, sendo 226 amostras e 10 padrões. Assim foi adicionado um 

volume de 118,0 μL da citocina que resultou um volume final de 618,0 μL. A mistura dos 

reagentes foi centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm e 4 ºC. Após a centrifugação foi retirado 

sobrenadante com uma seringa de 20,0 mL e agulha 40 X 12. O precipitado foi ressuspendido 

no diluente das esferas “beads” de captura. O cálculo do volume utilizado foi 18,0 μL para cada 

poço, sendo 4.248,0 μL. Manter as placas a 4 ºC.  
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4.2.10.1.3 Adição da florescência - PE CBA-Flex 

 

O volume a ser adicionado, seguiu o cálculo do (No amostras / 2) de floróforos 

Ficoeritrina (PE) do inglês Phycoerythrin, ou seja, 118,0 μL. O cálculo do diluente será (No x 

17,5 μL), ou seja, 2.065,0 μL. Após o preparo, foi realizado vortex das “beads” e PE. Estes 

passos foram realizados brevemente e protegidos de luz.  

 

4.2.10.1.4 Ensaio CBA-Flex 

 

Para realização do ensaio foram adicionados 17,0 μL de PE e 18,0 μL de “beads” aos 

25,0 μL de amostra em cada poço. Realizou-se um vortex e realizou-se incubação por 3 horas 

a 4 ºC, protegido de luminosidade. Após a incubação foi adicionado 400,0 μL de tampão de 

lavagem e centrifugado por 5 minutos a 1.500 rpm a 4 ºC. Ao final da centrifugação, foi 

descartado o sobrenadante e adicionado 150,0 μl de tampão de lavagem. 

 

4.2.10.1.5 Aquisição das amostras no citômetro de fluxo 

 

Foram adquiridos 30.000 eventos por amostra no programa BD FACSDIVA®, 

presente no citômetro de fluxo FACSCANTOII. 

As beads foram visualizadas de acordo com a intensidade de fluorescência. No CBA, 

as beads de captura das citocinas são misturadas com o anticorpo de detecção conjugado com 

o fluorocromo. 

Os dados foram apresentados sob a forma de histogramas, que combinaram os 

parâmetros de número de partículas avaliadas ou de diagramas biparamétricos – dot-plot, que 

combinaram os parâmetros dois a dois. No dot-plot, cada ponto (dot) correspondeu a um evento 

analisado pelo citómetro representado pela intensidade média de florescência.  

A conversaão dos valores de intensidade média de florescência em concentração se 

deu no programa Infinicity® (citognos). 

 

4.2.10.2 Quantificação da Proteína C-reativa 

 

A medida quantitativa da proteína C reativa foi realizada pelo método de química seca 

(Slides CRV VITROS Chemistry products – Ortho Clinical Diagnosis – Johnson & Johnson, 

Brasil), onde 11,0 µL de plasma foram adicionados ao Slide CRP VITROS, cuja composição 
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são múltiplas camadas, formadas por elementos analíticos revestido por um suporte de poliéster. 

O formato imuno-cinético da CRP baseia-se num formato de imunoensaio enzimático 

heterogéneo em sanduíche. Este formato, um derivado da fosforilcolina é ligado de forma 

covalente às microesferas de polímero de poliestireno e, na presença de cálcio, atua como um 

agente de captura. O anticorpo monoclonal anti-CRP conjugado com peroxidase de rábano 

(HRP) atua como gerador de sinal. A densidade de reflexo do corante foi medida depois da 

adição do Fluido de Imuno-Lavagem VITROS. Após a adição do corante de detecção e 

incubação as amostras foram lavadas e as leituras realizadas em espectrofotômetro 5600 Ortho 

Clinical (Ortho Clinical Diagnosis – Johnson & Johnson, Brasil) a um comprimento de onda 

de 540 nm imediatamente depois da incubação. 

 

4.2.10.3 Análise de dados gerados 

 

4.2.10.3.1 Análise estatística 

 

Os dados coletados foram armazenados em planilhas do programa Microsoft Windows 

Excell®, 2015. Os dados quantitativos foram apresentados em valores absolutos, medianas, 

médias desvio-padrão, desvio de erro e porcentagens.  

A normalidade de distribuição de variáveis numéricas foi avaliada pelas medidas de 

Curtose. A normalização dos dados foi realizada utilizando logaritmo natural (Ln) quando 

necessários. 

As diferenças entre variáveis dicotômicas foram analisadas pelo teste do quiquadrado 

(X2). A análise de correlação de Spearman foi empregada para detectar concordância entre 

variáveis contínuas com dados esparsos e a análise de correlação de Pearson foi empregada para 

variáveis com distribuição normal. O teste t de Student foi usado para comparar diferenças entre 

médias de variáveis contínuas de amostras independentes com distribuição normal. Os testes 

de Wilcoxon e Kruskal-Wallis foram usados para comparar diferenças entre médias de variáveis 

com distribuição não paramétrica. 

A análise univariada simples foi utilizada para predizer as variáveis que estavam 

associadas ao óbito. A regressão logística múltipla foi utilizada para mostrar o melhor modelo 

de inferência dos parâmetros.  
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Para validação da tecnologia utilizou-se a regressão linear simples para avaliar a 

correlação entre os teste. A acurácia do teste foi avaliada através dos valores preditivos 

positivos e negativos e o modelo foi caracterizado pela construção da curva ROC. 

A concordância entre os testes foi avaliada pelo índice de Kappa e, para a interpretação 

deste índice, foram utilizados os critérios de Landis & Koch, 1977, (LANDIS; KOCH, 1977) 

como mostrado na tabela abaixo. 

 

Tabela 1. Interpretação da escala de referência do índice Kappa. 

 Índice de Kappa Grau de concordância 

< 0,00 POBRE 

0,00 –0,20 MUITO LEVE 

0,21 –0,40 LEVE 

0,41 –0,60 MODERADO 

0,61 –0,80 SUBSTANCIAL 

0,81 –1,00 QUASE PERFEITO 

Fonte. LANDIS; KOCH, 1977 

 

Em todos os testes foram considerados significantes o nível de rejeição da hipótese 

menor que 0,05 ou 5%. 

Para a realização destas análises e construção de gráficos foi utilizado o programa 

BioEstat 5.3. 

 

4.2.10.3.2 Análise da probabilidade de morte 

 

Utilizou-se o teste Kala-Cal®, programa que permite calcular a probabilidade de morte 

dos pacientes com LV, desenvolvido no laboratório de pesquisas em Leishmanioses 

IDTNP/UFPI, cujo endereço eletrônico para o acesso é http://sbmt.org.br/kalacal/ (COSTA et 

al., 2016). 

 

4.2.10.3.3 Análise da intensidade de cor da curva padrão IL-6 

 

O ImageJ é um software para processamento e análise de imagens, desenvolvido por 

Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA, em linguagem Java. Com este 

software é possível exibir, editar, analisar, processar, salvar e imprimir imagens de 8, 16 e 32 

bits. O programa permite o processamento de diversos formatos de imagem como TIFF, GIF, 

http://sbmt.org.br/kalacal/
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JPEG, BMP, DICOM e FITS. No ImageJ, o cálculo das áreas é feito pela contagem de pixels 

das regiões selecionadas pelo usuário ou por um algoritmo específico (RASBAND, 2011). O 

ImageJ atua na imagem pela intensidade, ou nível de cinza dos pixels. As imagens 

transformadas em escala de cinza, tiveram 100 medidas de área quantificadas e avaliadas quanto 

a intensidade da tonalização. 

 

4.2.10.3.4 Análise das propriedade das AuNPs utilizadas no teste rápido 

 

Utilizando o software ImageJ, as imagens das nanopartículas do desenho originado, 

foram transformadas para 8 bits (níveis de cinza entre 0 - 255, necessário para o cálculo da 

transformação watershed) para obtenção da imagem binária. Como a imagem original possui 

uma barra de escala, através de uma ferramenta do próprio software, foi realizada a medida 

deste comprimento em pixels e sua conversão, que neste caso foi para 50,0 nm. Em função de 

diversas características da imagem analisada, como diferenças de tonalidades dos níveis de 

cinza, os objetos foram agrupados e os ruídos provocados pelas técnicas de processamento 

utilizadas foram corrigidos através da delimitação dos contornos das nanopartículas. Estes 

procedimentos foram feitos sempre tendo como base a imagem original. Tal alternativa pode 

ser realizada sem comprometimento da qualidade da análise, desde que os contornos originais 

fossem realçados. (DIAS, 2008). Os valores gerados das imagens foram processadas quanto as 

classes de medida das áreas das partículas, a frequência simples absoluta, frequência simples 

relativa, a frequência absoluta acumulada e a frequência relativa acumulada das partículas me-

didas. Com estes dados foi possível a obtenção de tabelas e gráficos.  

 

4.3 Controle de qualidade e validação do teste LFA (IL-6) 

 

O processo de controle de qualidade e validação do teste LFA considerou primeiramente 

os parâmetros de fluxo e tempo de corrida na tira de teste. Desta forma, avaliou-se: 

Fluxo: a área de leitura dos testes deveriam estar limpa após 20 minutos. Foi tolerado 

um fundo rosa claro desde que a linha do controle estivesse claramente legível, e um fundo 

amarelado quando as amostras de plasma apresentavam coloração e viscosidade alteradas. 

Tempo: o tempo de fluxo, ou seja, tempo que a amostra/conjugado levaram para atingir 

a janela de leitura, o qual não deveria ser superior a 5 minutos. 
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As etapas do controle de qualidade foram contempladas ainda avaliando os controles 

negativos e positivos, onde, diferentes concentrações de Tween 20® na presença/ausência de 

proteína recombinante IL-6 e com a proteína em diferentes concentrações foram testados. 

Cada etapa de desenvolvimento do teste passou por um controle de qualidade, que serviu 

para a validação, para os quais foram definidos os seguintes requisitos (BÜHRER-SÉKULA et 

al., 2003; CLEOPHAS; DROOGENDIJK; VAN OUWERKERK, 2008). 

Acurácia ou precisão do teste é a validação do sistema ou a habilidade do teste dizer se 

o positivo e de fato positivo e o negativo, verdadeiro negativo, indicados por especificidade e 

sensibilidade. 

Especificidade: as tiras devem apresentar resultados negativos em 100% das amostras 

que apresentarem apenas tampão PBS independente das concentrações de Tween 20®. 

Amostras de plasma com baixas concentrações de IL-6 devem ser rigorosamente avaliadas 

quanto a presença de marcação. 

Sensibilidade: os testes devem apresentar os resultados designados a cada amostra 

testada. As tiras de teste com variadas concentrações de proteína recombinante foram testadas 

em duplicata e pelo menos em duas as marcações devem estar presentes e homogênea.  

Sabendo que IL-6 é mensurado quantitativamente, para validação do teste LFA foi 

necessário considerar um padrão ouro de mensuração, no caso, a medida realizada por 

citometria de fluxo (variável dependente) e o novo teste a variável independente. A exatidão e 

validação do teste foi dada por uma regressão linear positiva entre os teste.  

Reprodutibilidade: refere-se a repetição entre as diferenças das duplicatas. Por tanto, 

avaliou-se: 

1. Desvio padrão; 

2. Coeficiente de repetitividade; 

3. Correlação intra-classes. 

Seletividade: refere-se a capacidade do teste para detecção de IL-6 não reconhecer 

outras proteínas. 

Precisão: a boa precisão refere-se a variação ou distanciamento em que o valor indicado 

tem do alvo, ou seja, padrão. A precisão foi medida pelo desvio padrão (SD) e desvio de erro 

(SE). 

Continuous receiver operating curve (ROC): a curva ROC indica a precisão e acurácia 

do teste diagnóstico através da aproximação da curva ROC ao eixo y.  

  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cleophas%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Droogendijk%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Ouwerkerk%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
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4.4 Softwares para dispositivos móveis 

 

O desenvolvimento do App para dispositivos móveis vem sendo realizado através de 

uma parceria com FACTOS – Factory of Computational Solutions, vinculada ao laboratório de 

computação da UFPI, cuja denominação fictícia é “Detecção Colorimétrica”. 

Foi criado o protótipo de um software para dispositivos móveis, com a finalidade de 

capturar, interpretar e quantificar o sinal colorimétrico baseado nas concentrações de IL-6 pura 

e transformação da intensidade de cor, gerou um algoritmo numérico. O aplicativo foi 

desenvolvido na plataforma IDE Android Studio e para implementação do App, utilizou-se o 

Android nativo e o pacote Opencv, que disponibiliza funções de visão computacional e 

processamento de imagens para auxiliar no trabalho com as cores. 

Para funcionamento do App foi escolhido o espaço de cor CIE L*a*b para representar 

a cor, onde nessa representação foi levado em consideração a luminosidade (L), as coordenadas 

vermelho/verde (a) e as coordenada amarelo/azul (b). Utilizando essas informações foram 

quantificados as diferenças entre as duas cores utilizando a seguinte formula: 

 

ΔE* = [ΔL*2 + Δa*2 + Δb*2 ]1/2 

 

ΔE representa a diferença entre as duas cores, ΔL a diferença das taxas de luminosidade 

das duas cores, Δa a diferença das taxas das coordenadas do vermelho/verde e Δb a diferença 

das taxas das coordenadas do amarelo/azul. Baseado no valor do ΔE a cor da amostra foi 

classificada, de acordo com a proximidade desse valor, para cada taxa do padrão. 
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5 RESULTADOS  

 

Seção I 

 

5.1 Interleucina 6 na doença grave 

 

5.1.1 Caracterização do grupo de estudo para LV 

 

O estudo foi composto por cento e um pacientes com diagnóstico de LV, confirmados 

através de pesquisa direta e cultura de amastigotas. 

A presença de parasitos em extensão de medula óssea avaliada microscopicamente foi 

positiva em 84 (83,1%) dos participantes e 74 (73,2%) tiveram o diagnóstico confirmado em 

cultura.  

O estudo foi composto por 13 (12,8%) pacientes com idade inferior a 1 ano, 23 (22,7%) 

com idades entre 2 e 18 anos, 35 (34,6%) com idades entre 19 e 39 anos e 30 (29,7%) pacientes 

com mais de 40 anos. A média de idade dos pacientes estudados foi de 27,46 (SD 20,27) anos. 

Cinquenta e nove pacientes (58,4%) eram do sexo masculino (Tabela 2).  

Oito pacientes (7,9%) foram ao óbito e 35 (34,5%) dos pacientes tinham coinfecção 

HIV-1/Leishmania. 

As variáveis demográficas (idade e sexo) mostraram-se homogêneas entre os grupos 

estudados (p = 3022; p = 0,5967), respectivamente. 

 

Tabela 2. Características dos pacientes com leishmaniose visceral que compõem o estudo. 

 

 Categoria No. de pacientes (%) Valor de p 

 Idade    

 < 1 anos 13 12,8 0,3022 

 2 - 18 23 22,7  

 19 – 39 anos 35 34,6  

 > 40 anos 30 29,7  

 Gênero    

 Masculino 59 58,4 0,5967 

 Feminino 42 41,5  

 HIV-1 35 34,6  

 Óbito 8  7,9  

Total  101 100  
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5.1.2 Probabilidade de morte 

 

A probabilidade de morte (PM) média do grupo de estudo foi 13,7%. Homens 

apresentaram PM superior ás mulheres (11,5% vs 7,6%; p = 0,0468). Pacientes com idade 

inferior a 18 anos tiveram PM inferior ao pacientes com idade superior a 18 anos (1,3% vs 

15,4%; p < 0,0001). 

Pacientes com PM inferior a 15,4% apresentaram níveis mais baixos de interleucina 6 

(25,97 pg/mL vs 53,64 pg/mL; p = 0,0178). Desta forma, considerou-se graves os sujeitos que 

apresentaram PM superior a 15,5%, uma vez que o mesmo é considerado indicador de 

gravidade para LV (SENE, 2013; COSTA et al., 2013; DOS SANTOS et al., 2016). 

A PM apresentou-se moderadamente correlacionada com os níveis de IL-6 (r = 0,5550; 

p < 0,0001) e levemente correlacionada com a CRP (r = 0,2169; p = 0,0367), figuras 12 e 13. 

 

Figura 12: Correlação positiva entre a concentração de interleucina 6 medida no plasma com o percentual de 

probabilidade de morte dos pacientes com leishmaniose visceral. Valor de p < 0,0001. Coeficiente de correlação 

de Pearson, r = 0,5550. 

 
                                                                                .  Fonte: Autoria própria, 2018. 
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Figura 13: Correlação positiva entre a concentração de proteína C-reativa no plasma com o percentual de 

probabilidade de morte dos pacientes com leishmaniose visceral. Valor de p =. 0,0367. Coeficiente de correlação 

de Pearson, r = 0,2169. 

 

 
                                                                                .  Fonte: Autoria própria, 2018. 

 

Pacientes com coinfecção HIV-1/Leishmania apresentaram PM superior aos pacientes 

não coinfectados (PM: 15,4% vs 3,6%; p < 0,0001), figura 14.  

 

Figura 14: Associação entre o percentual de probabilidade de morte dos pacientes com leishmaniose visceral na 

presença e ausência de coinfecção HIV-1/Leishmania. Valor de p < 0,0001. 

 

 
                                                                                    .  Fonte: Autoria própria, 2018. 

 



78 

 

 

5.1.3 Interleucina 6 

 

Após a leitura dos níveis de citocinas em intensidade média de florescência, os valores 

foram convertidos em pg/mL. Todas as amostras mensuradas tiveram níveis de IL-6 detectadas. 

O nível mínimo de detecção foi 0,13 pg/mL de sangue. 

Os níveis normais de IL-6 no plasma são inferiores a 5,0 pg/mL de sangue (HUNTER; 

JONES, 2015). A concentração média de IL-6 no grupo estudado foi 232,80 pg/mL e a mediana 

29,25 pg/mL. Para fins estatísticos, considerou-se a mediana dos valores. 

A caracterização clínica dos pacientes com LV e sua associação com os níveis de IL-6 

estão descritos na tabela 3. 

As variáveis demográficas (idade e sexo) não estão associadas ao aumentos dos níveis 

de IL-6 (p = 0,1928; p = 0,3242) respectivamente. 

Variados parâmetros clínicos presentes nos pacientes com LV (febre, fadiga, perda de 

peso, presença de petéquias, vomito, epistaxe e icterícia) mostraram-se associados ao aumento 

dos níveis de IL-6, embora não estatisticamente significantes. 

Na presença de sepse os pacientes apresentaram elevados níveis para IL-6, (301,40 vs 

28,12; p = 0,0127). 

Pacientes que foram a óbito apresentaram níveis de IL-6 mais elevados (195,9 pg/mL 

vs 26,7 pg/mL; p = 0,0007). A gravidade da LV normalmente é caracterizada por sangramentos 

e hemorragia. Neste grupo de pacientes, foram verificados elevados níveis da citocina (403,5 

pg/mL vs 26,4 pg/mL; p < 0,0001). 

A coinfecção HIV-1/Leishmania mostrou estar relacionada a elevados níveis de 

interleucina 6 (88,07 pg/mL vs 19,14 pg/mL; p = 0,0085). 

  



79 

 

 

Tabela 3. Associações entre as variáveis clinicas e os níveis de IL-6 (pg/mL) no plasma de pacientes com LV. 

 

                           Característica clinica 

 Presente                            

(mediana) 

Ausente                 

(mediana) 

Valor de p 

HIV-1 88,07 19,14 0,0085 

Óbito 195,98 26,78 0,0007 

Hemorragia 401,23 26,04 < 0,0001 

Sepse 301,40 28,12 0,0126* 

Febre 33,75 12,11 0,0626 

Perda de peso 34,00 29,95 0,2550 

Fadiga 62,52 32,90 0,2615 

Falta de ar 29,90 28,12 0,8328 

Dispneia 48,83 27,53 0,1685 

Pulmão nl 32,97 30,83 0,5132 

Vomito 33,72 30,50 0,5496 

Diarreia 27,51 31,76 1,00 

Esplenomegalia 28,53 29,17 0,9910 

Hepatoesplenomegalia 30,83 35,27 0,3530 

Edema 26,11 23,18 0,9287 

Icterícia 42,37 30,17 0,5526 

Oliguria 15,43 29,61 0,3248 

Petéquias 29,42 23,61 0,4785 

Equimose 32,07 28,69 0,9552 

Epistaxe 105,97 31,14 0,1900 

Sangramento gengival 29,86 27,22 0,7049 

Sangramento de venóclise         38,54 29,25 0,6835 
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5.1.4 Proteína C-reativa 

 

Após a leitura dos níveis de CRP, 94 amostras (93,06%), tiveram resultados satisfatórios 

e os valores foram apresentados em mg/L. Estudos consideram valores de CRP normais inferior 

a 10,0 mg/L de sangue para indivíduos saudáveis (RIDKER et al., 2003). O valor médio de 

CRP no grupo estudado foi de 83,67 mg/L. O nível mínimo de detecção na população estudada 

foi de 5,0 mg/L de sangue e o máximo, 550,0 mg/L de sangue. Sete amostras tiveram volume 

de plasma insatisfatório para confirmação dos resultados na contraprova. 

As variáveis demográficas (idade e sexo) não estão associadas os níveis de proteína C-

reativa (p = 0,9280; p = 0,2041) respectivamente. 

As associações clinicas com os níveis de CRP estão reportados na tabela 4. 

Na presença de sepse os pacientes apresentaram níveis elevados de CRP (186,15 vs 

56,40; p = 0,0160).  

Sabendo que níveis elevados de CRP estão associados a infecções e inflamações, não 

diferente, evidenciamos níveis elevados de CRP nos pacientes que sangraram (226,65 vs 53,30; 

p < 0,0001) e tiveram o desfecho fatal (240,40 vs 53,70; p = 0,0033). 

Os níveis de IL-6 aumentam significantemente com o aumento dos níveis de CRP (r = 

0,6997; p < 0,0001), figura 15, e correlacionaram-se substancialmente. 

 

Figura 15. Correlação entre a concentração de interleucina 6 com a proteína C-reativa no plasma de pacientes com 

leishmaniose visceral. Valor de p < 0,0001. Coeficiente de correlação de Pearson, r = 0,6997. 
 

 
                                                                                .  Fonte: Autoria própria, 2018. 
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Tabela 4. Associações entre as variáveis clinicas e os níveis de CRP(mg/mL) no plasma de pacientes com LV. 

 

 Característica clinica 

 Presente                       

(mediana) 

Ausente               

(mediana) 

Valor de p 

HIV-1 60,50 46,45 0,1379 

Óbito 240,40 53,70 0,0033 

Hemorragia 226,65 53,30 < 0,0001 

Sepse 186,15 56,40 0,0160 

Febre 60,30 48,70 0,3407 

Perda de peso 50,40 63,60 0,3725 

Fadiga 53,10 80,30 0,2582 

Falta de ar 45,15 57,80 0,8227 

Dispneia 93,70 57,10 0,2671 

Pulmão nl 56,40 63,00 0,4042 

Vomito 46,40 60,30 0,2784 

Diarreia 49,35 60,10 0,1438 

Esplenomegalia 53,10 80,30 0,3742 

Hepatoesplenomegalia 57,80 55,45 0,6501 

Edema 66,10 30,20 0,6506 

Icterícia 55,10 57,80 0,7494 

Oliguria 60,10 35,90 0,2079 

Petéquias 65,50 56,75 0,7265 

Equimose 46,60 57,40 0,6941 

Epistaxe 57,45 44,60 0,5852 

Sangramento gengival 57,80 44,05 0,5445 

Sangramento de venóclise 40,50 57,80 0,5408 

 

 

5.1.5 Caracterização do grupo controle saudáveis 

 

Voluntários participantes do grupo controle eram do sexo feminino com idade média 

30,6 (+ 9,5) anos. 
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5.1.6 Caracterização do grupo com sepse 

 

A média de idade dos participantes sépticos em UTI, foi de 36,7 (+ 9,9) anos, sendo 7 

(87,5%) do sexo masculino e apresentaram níveis de IL-6 médio de 49,8 pg/mL (+ 31,67) e o 

aumento dos níveis desta interleucina mostraram-se levemente correlacionados com oliguria (p 

= 0,0343), icterícia (p = 0,0521), hemorragia (p = 0,0437) e albuminemia (p = 0,0478). 

Todos os pacientes eram portadores de HIV-1. 
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Seção II 

 

5.2 Caracterização do teste LFA – Quick-IL test (IL-6) 

 

5.2.1 Caracterização de nanopartículas de ouro  

 

A caracterização das AuNPs relevou-se reprodutível, na medida em que todas as 

soluções de AuNPs apresentam uma banda de ressonância plasmonica de superfície localizada 

(LSPR) característica situada a aproximadamente 520 nm, como se pode observar na Figura 16, 

evidenciando a formação de suspensão bem dispersa. 

 

Figura 16. Espetro de UV-Visível de AuNPs com ~ 14 nm de diâmetro a uma concentração de 5,70 nM. A banda 

LSPR encontra-se situada a 520 nm. 

 
                                                                            Fonte: Autoria própria, 2018 

 

A partir das imagens TEM foi possível observar a homogeneidade do tamanho e a forma 

das AuNPs. A figura 17 mostra uma imagem realizada no TEM, com uma escala de 50 nm 

inserida. Observa-se que a amostra é composta por nanopartículas esféricas com uniformidade 

de forma e tamanho. 

Utilizando os recursos do software ImageJ, 500 nanopartículas foram contadas e o 

tamanho médio estimado foi de 14 nm, como pode ser observado pelo histograma representado 

na figura 18. 
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Figura 17. Micrografia TEM com escala de 50 nm, caracterizando a homogeneidade de forma e tamanho das 

nanopartículas de ouro. 

 

                                                                                              Fonte: Autoria própria, 2018 

 

Figura 18. Histograma da distribuição de diâmetro médio das partículas de ouro, evidenciando o predomínio de 

partículas de aproximadamente 14 nm, utilizando programa ImageJ. 

 
                                                                                          Fonte: Autoria própria, 2018 
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5.2.2. Teste de agregação das AuNPs no conjugado 

 

O teste de agregação das AuNPs/Anti-IL-6 mostrou-se satisfatório para as 

concentrações de 200,0 a 800,0 µg/mL como evidenciado na figura 19. 

A coloração rosa, mostra a conjugação satisfatória (formação do conjugado) de 

AuNPs/Anti-IL-6 e a coloração cinzenta, para as concentrações de 20,0 µg/mL, 5,0 µg/mL, 1,0 

µg/mL e 0, na presença de NaCl a 10%, caracteriza a agregação. 

 

Figura 19. Teste de agregação de AuNPs nas concentrações de 800,0 µg/mL; 600,0 µg/mL; 400,0 µg/mL; 200,0 

µg/mL; 20,0 µg/mL; 5,0 µg/mL; 1,0 µg/mL e 0 µg/mL de Anti-IL-6, na presença e na ausência de cloreto de sódio 

a 10%. 

 
 

5.2.3. Interpretação da curva padrão para IL-6 recombinante 

 

Considerou-se as curvas padrões nas concentrações (400,0 µg/mL; 600,0 µg/mL e 800,0 

µg/mL) de anti-IL-6 no conjugado, uma vez que foram quantificadas amostras reais nestas 

condições. A curva padrão referenciada foi a de 800,0 µg/mL, com maior número de amostras 

quantificadas.  

As diluições seriadas utilizadas para construção da curva padrão com a proteína IL-6 

recombinante, seguiu um padrão de intensidade de cor linear e progressivo, ou seja, de acordo 

com as diluições, houve uma aumento progressivo intensidade de cor, como evidencias na 

figura 20. 
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Figura 20. Curva padrão de IL-6 de acordo com a intensidade de cor, utilizando tiras do teste rápido LFA, para as 

concentrações de 0 ng/mL; 10 ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL, 1.000 ng/mL, 2.500 ng/mL; 5.000 ng/mL e 10.000 

ng/mL de interleucina 6 recombinante 

 

 
                                                                                Fonte: Autoria própria, 2018 

 

Utilizando um editor e quantificador de imagem ImageJ, que atua na imagem pela 

intensidade ou nível de cinza dos pixels, realizamos a transformação das cores para a escala 

cinza, Figura 21, onde as medidas geradas foram transformadas em valores médios, 

correspondente a quantidade de proteína IL-6 depositada na fita como demonstrado na tabela 

5.  

 

Figura 21. Imagem das tiras de curva padrão transformada para a escala de cinza, nas concentrações de 0 ng/mL; 

10 ng/mL, 100 ng/mL, 500 ng/mL, 1.000 ng/mL, 2.500 ng/mL; 5.000 ng/mL e 10.000 ng/mL de interleucina 6 

recombinante, para leitura dos pixels nas áreas de teste e controle para quantificação pelo programa ImageJ. 

 

 
                                                                                         Fonte: Autoria própria, 2018 
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Tabela 5 – Distribuição da área em nm2 correspondente aos pixels contados de acordo com a coloração das 

imagens. 

 

Concentração de IL-6 

(ng/mL) Área 

Pixels                         

100-x 133,500 Média SD 

0 
132.739 0.761 

0.690 0.100 132.881 0.619 

10 
129.722 3.778 

3.480 0.422 130.318 3.182 

100 
128.989 4.511 

4.227 0.402 129.557 3.943 

500 
124.443 9.057 

8.858 0.281 124.841 8.659 

1.000 
122.165 11.335 

11.153 0.257 122.529 10.972 

2.500 
113.142 20.358 

20.190 0.237 113.477 20.023 

5.000 
98.892 34.608 

33.892 1.012 100.324 33.176 

10.000 
76.028 57.472 

57.159 0.442 76.654 56.847 

 

A figura 22, representa o percentual de intensidade de cor para padronização da curva 

padrão pelo programa ImageJ. A marcação pontual com a concentração de 0 ng/mL de IL-6, 

apresentou uma intensidade média de cor de 0,6% a concentração de 10 ng/mL, uma intensidade 

média de cor de 3,4% a concentração de 100 ng/mL, uma intensidade média de cor de 4,2% a 

concentração de 500 ng/mL, uma intensidade média de cor de 8,85%, a concentração de 1.000 

ng/mL, uma intensidade média de cor de 11,1% a concentração de 2.500 ng/mL, uma 

intensidade de 20,1%, para 5.000 ng/mL a intensidade de cor foi 33,8% e para 10.000 ng/mL, 

uma intensidade média de cor de 57,1%.  
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Figura 22.  Distribuição da quantidade de pixels na área medida (nm2) pela intensidade de cor, de acordo com os 

ng/mL de IL-6.  

 
                                                                                                               Fonte: Autoria própria, 2018 

 

O índice de inclinação da reta usada para estimar a eficiência da curva apresentou um 

coeficiente angular de 0,005 x 4,42. O coeficiente de correlação, que avalia a precisão da curva 

padrão, foi de 0,987, figura 23. 

 

 

Figura 23. Representação gráfica linear da porcentagem de cor de acordo com a concentração de IL-6. 

 
                                                                                                           Fonte: Autoria própria, 2018 

 

O limite de detecção (LD) foi calculado á partir da média do branco, acrescido de 3 X o 

valor do seu SD. Desta forma o LD do LFA, Quick-IL test (IL-6), estimado pelo ImageJ, foi de 

0,72 ng/mL de IL-6.  

A padronização da curva padrão em pg/mL não foi satisfatória linearmente para todos 

os pontos testados. Desta forma, buscamos verificar quais parâmetros poderiam influenciar na 

melhoria dos resultados. Foram testadas duas diferentes concentrações de Tween 20® no 
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tampão de corrida (0,05% e 0,1%) e no preparo da membrana receptora de amostra (0,05% e 

0,1%). Assim, os melhores resultados obtidos foram com as tiras preparadas com 0,05% de 

Tween 20® para ambos os parâmetros. A tentativa de construção da curva não foi bem sucedida 

e houve marcação dos pontos de 10, 1.000 pg/mL e das concentrações mais elevadas com 

correspondentes valores as curvas em ng/mL. 
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Seção III 

 

5.3. Caracterização dos grupos de estudo para validação do sensor LFA – Quick-IL test 

(IL-6) 

 

O ensaio foi caracterizado por experimentos com amostras reais (pacientes com LV) em 

3 momentos distintos e as quantificações foram realizadas para solução de conjugado AuNPs 

nas concentrações de 400,0; 600,0 e 800,0 µg/mL de anticorpo anti-IL-6, Tabela 6. 

Os testes preliminares não se mostraram satisfatórios para a montagem da curva padrão 

com a proteína IL-6 recombinante. Porém as amostras de plasma quantificadas nestes testes, 

para as concentrações de 400,0 µg/mL e 600,0 µg/mL, 22 (19,5%) apresentaram a marcação 

pontual em 50% das amostras, sendo 6 (27,2%) com marcação visual correspondente aos níveis 

de IL-6 medidos por citometria de fluxo, comparativo as curvas padrão montadas 

subsequentemente para a escala de cor. 

Em um segundo momento, na tentativa de padronização da curva padrão, duas 

concentrações de anti-IL-6 foram testadas: 400,0 e 600,0 µg/mL. O padrão mostrou-se 

satisfatório, apresentando intensidade de sinal crescente quando a concentração de anti-IL-6 no 

conjugado foi de 600,0 µg/mL. Novas amostras biológicas foram testadas, 24 (21,4%) e 12 

(50%) apresentaram sinal colorimétrico onde 11 (45,8%) estão visualmente pareados com a 

intensidade de cor pela curva padrão, na inspeção visual. 

A maior intensidade de cor na linha de teste, foi obtida com as concentrações de 600,0 

e 800,0 µg/mL de anti-IL-6 na solução de preparo do conjugado com AuNPs. A comparação 

da intensidade de sinal para ambas as concentrações mostraram-se satisfatórias, porém as tiras 

preparadas com a concentração de 800,0 µg/mL apresentou intensidade de sinal mais 

homogênea do que as realizadas com as concentrações anteriores. Sessenta e seis (58,9%) das 

amostras biológicas de pacientes com LV foram mensuradas com este novo padrão de 

conjugado e 60 amostras (90,9%) apresentaram sinal colorimétrico, sendo 46 (69,6 %) 

correspondentes visualmente com a intensidade de cor baseado na curva padrão. 

Cento e trinta e seis quantificações foram realizadas com plasma humano, sendo 112 

referentes aos pacientes com LV, onde 11 destas medidas foram de pacientes repetidos, cujas 

medidas foram realizadas com diferentes concentrações de Abs no conjugado.  

O grupo de pacientes com sepse (8), quando testados para o sensor apresentaram 

marcação pontual para IL-6, porém não compatíveis com a intensidade de cor, baseados nas 



91 

 

 

medidas de citometria de fluxo e percentual de intensidade de cor da curva padrão. Estas 

amostras foram testadas em triplicata (24 testes). 

 

Tabela 6. Caracterização das amostras de plasma dos pacientes com LV testadas para as concentrações de anti-

IL-6 estudadas no sensor LFA, baseadas na avaliação óptica. 

Etapa  Conc. de anti-

IL-6 (µg/mL) 

No. de testes 

(%) 

No. de testes com 

sinal colorimétrico 

No. de testes 

pareados com 

curva padrão 

1  400 13 (59,1) 8 (61,5%) Curva ausente 

 600 9 (40,9) 7 (77,7%) Curva ausente 

2  600 24 (21,4) 12 (50%) 11(45,8) 

3  800 66 (58,9) 60 (90,9%) 46 (69,6%) 

 

 

5.4. Validação do ensaio LFA para IL-6 – Quick-IL test (IL-6) 

 

5.4.1 Validação do ensaio LFA pela curva padrão colorimétrica 

 

Os teste realizados com as curvas padrões colorimétricas foram realizados em 

duplicatas. 

As tiras testadas com tampão de lavagem, PBS independente das concentrações de 

Tween 20®, apresentaram resultados negativos em 100% das tiras. 

A reprodutibilidade do padrão foi avaliado entre as duplicatas após a quantificação com 

ImageJ. Foram feitas 100 medidas de área para cada tira nas diferentes concentrações de IL-6 

e o Standard deviation (SD) e Standard error (SE) calculado foi baseado nas médias das 

diferentes concentrações de anti-IL-6 no conjugado. Assim, para a concentração de 400,0 

µg/mL (SD = 0,27; SE = 0,09); 600,0 µg/mL (SD = 0,21; SE = 0,10); 800,0 µg/mL (SD = 0,16; 

SE = 0,08). 

O coeficiente de repetitividade (coeficiente de variação) entre as duplicatas foi de 70,2% 

para tiras com 400,0 µg/mL de anti-IL-6; 74,9% para as tiras com 600,0 µg/mL de anti-IL-6 e 

para 76,8% para as tiras com 800,0 µg/mL de anti-IL-6. 
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A melhor precisão entre as curvas padrão foram para os testes realizados com as tiras 

contendo 800,0 µg/mL de anti-IL-6. A boa precisão foi avaliada através da menor variação ou 

distanciamento em que o valor indicado se deu do alvo, ou seja, os valores menor de SD e SE.  

Foram realizados testes de seletividade com as citocinas IL-8, IL-10 e IL-12 e não houve 

marcação em nenhuma das tiras testadas. 

 

5.4.2 Validação do ensaio LFA com o grupo LV 

 

A avaliação do fluxo da amostra mostrou-se satisfatório para 121 (88,9%) testes. O 

tempo de fluxo médio foi inferior a 5 minutos para 118 (86,7%) das amostras testadas. Dezoito 

amostras (13,2%) não fluíram para a membrana do conjugado por apresentarem volume 

reduzido ou viscosidade aumentada. 

Não foram realizadas duplicatas das amostras reais do grupo de pacientes com LV por 

insuficiência de material, desta forma não foram calculados os índices de repetitividade e 

reprodutibilidade. 

Sabendo que IL-6 é mensurado quantitativamente, para validação do teste LFA foi 

necessário considerar um padrão ouro de mensuração, no caso, a medida realizada por CBA 

(variável dependente) e o novo teste a variável independente, o qual foi considerado o 

parâmetro de percentual de intensidade de cor. A exatidão e validação do teste foi dada por uma 

regressão linear positiva entre os testes (r = 0,2218; p = 0,0159) figura 24. 

 

Figura 24. Regressão linear simples entre a concentração de interleucina 6 medida por citometria de fluxo e o 

percentual de intensidade de cor quantificado no ImageJ para as amostras mensuradas no sensor de fluxo lateral. 

Valor de p < 0,0159. Coeficiente de correlação, r = 0,2218. 

 
                                                                               .  Fonte: Autoria própria, 2018 
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Os valores preditivo positivo, preditivo negativos e acurácia dos testes não foram 

calculados pela ausência de mensuração das amostras do grupo controle saudáveis. 
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Seção IV 

 

5.4 Aplicativo de leitura para dispositivos móveis 

 

Os testes iniciais, com as tiras já secas de curva padrão mostraram-se satisfatórios, 

porém a intensidade de sinal fraca, limitou a precisão da associação do sinal colorimétrico com 

o valor absoluto estimado. As diferenças de posicionamento das marcações de teste e controle 

limitaram a precisão da interpretação. 

Imagens de arquivo, originadas por câmera de celular, que foram realizadas de tiras a 

fresco, momento em que o teste foi realizado, apresentaram uma melhor intensidade do sinal 

colorimétrico e resultando uma interpretação mais precisa. 

Após a implementação de captura da imagem utilizando a câmera nativa do dispositivo 

e em seguida com a foto já adquirida e exibido na tela do celular pelo App, foi possível 

segmentar e selecionar na imagem, manualmente com o intuito de limitar a imagem no círculo, 

área de teste. Esse processo do aplicativo, detectou a cor indicada na imagem, no entanto a 

tentativa de classificação de acordo com a escala padrão não foi satisfatória. 

O layout do dispositivo está ilustrado na figura 25. 

 

Figura 25. Esquema representativo do aplicativo de leitura colorimétrica para o Quick IL test (IL-6). (A) Ilustração 

da tela de captura de imagem do dispositivo, ressaltando a área de teste; (B) Ilustração do processamento de leitura 

quantitativa de acordo com a curva padrão colorimétrica. 
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6 DISCUSSÃO 

 

6.1. Desenvolvimento do protótipo 

 

A escolha dos materiais e suas características são fundamentais para o processo de 

padronização e desenvolvimento de um dispositivo de qualidade. Desta forma, a escolha dos 

filtros utilizados como filtro de amostra, suporte do conjugado, membrana de teste e absorvente 

levou em consideração várias características sendo o tempo de fluxo da amostra a principal 

delas (MILLIPORE, 2013).  

A membrana receptora de amostra levou em conta parâmetros que influenciam na taxa 

de liberação da amostra, principalmente a espessura e gramatura e a pressão exercida dentro da 

tira. Entre filtros de celulose ou malhas de algodão a opção por utilizar a membrana de celulose 

ocorreu devido a sua capacidade de receber volumes maiores de amostra sem prejudicar a 

uniformidade de dispersão, apresentar capacidade de pré-tratamento permitindo regulação do 

pH, modulação da força iônica, manutenção da viscosidade e bloqueio de ligações inespecíficas 

na reação e transporte para a membrana do conjugado. Os filtros de celulose apresentam um 

baixo custo, são fáceis de manusear, práticos, suas características de corte são simples, 

permitindo o corte em diâmetros variados. Tais características fazem destas membranas as mais 

utilizadas nos LFA (MILLPIPORE, 2013; PAROLO; MERKOCI, 2013; GE et al., 2014; 

SAJID; KAWDE; DAUD, 2014). 

O suporte de conjugado escolhido foi o composto por microfibra de vidro, material 

amplamente utilizado como suporte do conjugado por ser imunologicamente inerte, evitando 

que imunoglobulinas da amostra fiquem retidas no filtro. Apesar de menos importante, a 

capacidade de absorção de variadas quantidades de solução tampão suficientes para diluir e 

carrear a amostra deve ser garantida. Outra característica importante a ser considerada por esta 

fibra, é sua capacidade de bloquear ligações inespecíficas entre Ags e Abs, preservando a 

qualidade do teste, características que fazem desta fibra a mais utilizada entre as de celulose e 

poliéster de superfície modificada (LEUVERING et al., 1980; MILLIPORE, 2013; SAJID; 

KAWDE; DAUD, 2014). 

A membrana de nitrocelulose, ou membrana de teste é a membrana primordial, 

fundamental para o perfeito desempenho do teste. A escolha da membrana HF180, apresenta 

boa reatividade e costuma ser a membrana mais utilizada em testes rápidos para diagnósticos 

em humanos (CHEN et al., 2014; JIANG et al., 2015; LIN et al., 2015; DONG et al., 2017). A 

classificação “HF” - High flow - alto fluxo, ocorre em virtude do fluxo de corrida, 180 segundos 
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por 6 centímetros de membrana. A detecção pontual do teste e controle na membrana são 

requisitos absolutos do bom desempenho do sistema. Levou-se em considerações parâmetros 

que respeitassem o fluxo lateral dinâmico, uma vez que os constituintes químicos envolvidos 

estão constantemente se movendo através de materiais para alcançar um equilíbrio, 

possibilitando a formação de imunocomplexos (teste e controle) em um período de tempo pré 

estabelecido (20 minutos). Assim, foram considerados os padrões de fluxo na membrana 

(viscosidade vs porosidade), tempo de reação molecular entre Abs-Ags, comprimento do 

percurso na tira LFA para considerar a eficácia do sistema escolhido (ZHANG et al., 2006; 

LONNBERG; CARLSSON, 2001; OKU et al., 2001, ZHU et al., 2002; MILLIPORE, 2013; 

SHARMA et al., 2015). 

A aplicação dos reagentes de captura (Abs primário e Abs secundário) sobre a 

membrana de nitrocelulose e o suporte do conjugado, além da largura no corte das tiras, 

permitindo a precisão do tamanho do filtro e montagem no cartão suporte são passos que 

requerem uma uniformidade muito grande visando garantir a reprodutibilidade do teste, uma 

vez que é possível controlar a quantidade exata de reagentes que entram no teste (150,0 µL). 

Estes passos não foram rigorosamente seguidos nas etapas iniciais de padronização, uma vez 

que não se sabia o tamanho de tira ideal para o volume de amostra testado inicialmente. Desta 

forma, a padronização da curva de calibração inicial, com 600,0 µg/mL de anti-IL-6, resultou 

em uma coloração gradual ascendente, mas não perfeitamente crescente de forma linear na 

intensidade de cor para todas as concentrações e não muito consistente entre as duplicatas. Estes 

fatores foram corrigidos quando utilizamos 800,0 µg/mL de anti-IL-6 no conjugado. Desta 

forma, as curvas de calibração tiveram mais pontos de diluições para a proteína IL-6 pura 

inclusos, melhorando o índice de inclinação da reta e com um menor SD entre as duplicatas, de 

acordo com experimentos de validação (CLEOPHAS; DROOGENDIJK; VAN 

OUWERKERK, 2008). 

A posição dos pontos de teste e controle nos testes preliminares, passou por alterações 

de posicionamento para melhorar a intensidade dos sinais, não permitindo a competitividade 

entre os reagentes. A padronização estabelecida (25mm e 35mm) para os pontos de controle e 

teste, respectivamente, a partir da região distal da tira, resultou em uma linearidade de leitura e 

interpretação na quantificação dos resultados, estando de acordo com alguns autores (PAEK et 

al, 2007; POSTHUMA-TRUMPIE; KORF, AMEROGEN, 2009; MILLIPORE, 2013).  

Sabe-se que a automatização contando com uma plataforma computadorizada calibrada 

e precisa, resultaria em uma melhor padronização das marcações dos Abs teste e controle, 

porém, além do investimento no equipamento, o sistema exigiria um volume maior destes 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cleophas%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Droogendijk%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Ouwerkerk%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Ouwerkerk%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881


97 

 

 

anticorpos aumentando o custo de produção (TANAKA et al., 2006; XU et al., 2009; CHOI et 

al., 2010). 

A opção por utilizar ouro coloidal, reagente atóxico, de preparo simples e reprodutível, 

com padrão de coloração estável cuja revelação permite a visualização óptica, justificou a 

escolha do nanocomposto como marcador com Anti-IL-6 para conjugação no teste. Utilizou-se 

o citrato de sódio como agente redutor, pois de acordo com a literatura, através do método de 

Turkevich, teríamos AuNPs com diâmetro médio de 14 mm, ilustrado nas figuras de 16 a 18 

(GOODSELL, 2004; KIMLING et al., 2006; DREXLER, 2007; SPERLING; PARAK, 2010; 

FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012;  GUBALA et al., 2012; HOLZINGER; LE GOFF; 

COSNIER; 2014; ALDEWACHI et al., 2017).  

O teste de agregação das nanopartículas em solução de NaCl a 10% evidenciou que as 

concentrações de 200,0 µg/mL; 400,0 µg/mL; 600,0 µg/mL e 800,0 µg/mL de anti-IL-6 no 

conjugado são satisfatórios para a montagem do teste LFA. A opção por utilizar as 

concentrações mais altas ocorreu em virtude da maior intensidade de sinal colorimétrico e de 

maior homogeneidade entre as duplicatas (PAROLO; ESCOUSA-MUNIZ; MERCOÇI, 2013; 

ALDEWACHI et al., 2017). 

Foram realizadas combinações de AuNPs/Anti-IL-6 nas concentrações de 200,0 µg/mL; 

400,0 µg/mL; 600,0 µg/mL e 800,0 µg/mL, pois iniciamos os testes preliminares baseados em 

experimentos LFA com outras proteínas e não tínhamos parâmetros de funcionalidade para a 

proteína proposta (BÜHRER-SÉKULA et al., 2003; CHOI et al., 2004; CHOI et al., 2010; 

DONG et al., 2017). As tiras com 400,0 µg/mL; 600,0 µg/mL e 800,0 µg/mL de anti IL-6 no 

conjugado, tiveram marcação pontual satisfatória, linear, e apresentaram um menor SD e SE 

em relação as tiras de teste com concentração de 800,0 µg/mL.  

O protótipo do teste rápido para detecção de IL-6 foi satisfatório, uma vez que foi obtida 

uma intensidade de coloração crescente, de acordo com o aumento da concentração da proteína 

pura, para a curva padrão em ng/mL, evidenciado pela eficiência da curva de 98,7%. Os testes 

considerados semi-quantitativo, isto é, que geram intervalos para as diferentes concentrações 

permitindo uma alteração de cor, com características para visualização óptica e de acordo com 

as diluições seriadas realizadas, houve um aumento crescente. Neste estudo, foi realizado 

diluições para as concentrações de 0, 10, 50, 100, 500, 1.000, 2.500, 5.000 e 10.000 ng/mL de 

IL-6, como em outros testes LFA com satisfatório grau de detecção (NAGATAMI et al., 2006; 

TANAKA et al., 2006; POSTHUMA-TRUMPIE; KORF, AMEROGEN, 2009; CHOI et al., 

2010; WANG et al., 2011). A tentativa de obtenção da curva padrão em pg/mL não foi 

satisfatória pois,  obtivemos sinal, porém com um menor percentual de linearidade e 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Holzinger%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25221775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Le%20Goff%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25221775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cosnier%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25221775
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repetitividade dos níveis intensidade de cor, também de acordo com outros estudos que para 

obtenção da curva padrão satisfatória e melhores LD utilizaram outras estratégias de conjugado 

como a dupla conjugação de AuNPs, de distintos tamanhos para amplificação do sinal (CHOI 

et al., 2010); alteração do diâmetro das AuNPs no conjugado 40nm também foi outra estratégia 

para diminuir o LD e melhorar a intensidade de sinal para HCG e PSA (TANAKA et al., 2006; 

NAGATANI et al., 2006). 

Neste estudo, os parâmetros testados para se obter a linearidade dos pontos da curva 

padrão em pg/mL foram alterações nas concentrações de Tween 20® no tampão de corrida e 

membrana receptora de amostra, mas na tentativa de construção da curva os pontos de diluição 

com concentrações mais elevadas marcaram satisfatoriamente e os com concentrações 

inferiores a 1.000 pg/mL quando marcaram, não houve linearidade, fazendo-se necessário mais 

testes e ajustes de parâmetros para melhor calibração da curva padrão para estas concentrações. 

O processo completo de validação do teste rápido utilizando amostras reais, grupo de 

pacientes LV,  não foi possível, uma vez que o volume de plasma para as tiras eram insuficientes 

para realização dos mesmos em duplicatas, como sugerido no processo de validação 

(CLEOPHAS; DROOGENDIJK; VAN OUWERKERK, 2008). Assim, o processo de validação 

do teste, para alguns parâmetros, deu-se pela curva padrão de 800,0 µg/mL de anti-IL-6, 

evidenciado através dos valores de (SD = 0,16; SE = 0,08), que de acordo com CLEOPHAS; 

DROOGENDIJK; VAN OUWERKERK, 2008, os índices de SD ideais devem estar entre 10 – 

20% e os valores de SE inferiores a 10%, caracterizando bons níveis de reprodutibilidade, 

repetitividade e precisão. 

As análises comparativas entre as quantidades de IL-6 mensurada por CBA quando 

comparados com as quantificações realizadas no sensor LFA, cujos valores foram 

transformados em percentual de intensidade de cor apresentaram uma correlação linear positiva 

leve (r = 0,2218; p = 0,0159). Tal fato pode ser explicado pela dificuldade de interpolação dos 

percentuais de intensidade de cor das tiras teste com amostras reais, com as concentrações 

compatíveis referenciadas pela curva padrão. O programa ImageJ transforma qualquer 

coloração, sombra ou tonalidade amarelada, em escalas de cinza e estes interferentes 

aumentaram o percentual de intensidade de cor das amostras (RASABAND, 2011). No entanto, 

um razoável percentual de amostras reais mostraram-se compatíveis com a curva padrão na 

inspeção óptica (63,3%).  

Os fatores que nos impediram de realizar outras análise estatísticas entre os teste LFA e 

a CBA foram: 1. Interferentes na coloração do plasma (proteínas, bilirrubinas e hemácias), que 

consequentemente influenciaram na coloração pontual; 2. Viscosidade aumentada, impedindo 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cleophas%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Droogendijk%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Ouwerkerk%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cleophas%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Droogendijk%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Ouwerkerk%20BM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18690881
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a fluidez na membrana por entupir os poros; 3. Excesso de fluidez, permitindo que o plasma 

adentre a membrana sem que tenha tempo hábil de se ligar ao conjugado AuNPs/Anti-IL-6 

(POSTHUMA-TRUMPIE; KORF, AMEROGEN, 2009).  

Os testes realizados com amostras de pacientes com sepse, originados de UTI, não 

apresentaram compatibilidade na marcação pontual, uma vez que as amostras de plasma eram 

muito amareladas e apresentavam um aspecto muito fluido, parecendo não permitir a ligação 

da proteína com o Abs no conjugado. Ao pingar o plasma notou-se uma facilidade do liquido 

penetrar na membrana receptora de amostra que rapidamente invadiu a membrana do conjugado 

e a zona de detecção sem configurar ligação Ags-Abs na marcação pontual, nem tão pouco para 

o controle. Assim, para estas amostras o teste foi insatisfatório. Tal fato ocorreu para 6/8 

pacientes testados. Tal fato parece acontecer porque os pacientes em UTI apresentam-se 

ictéricos e a coloração do plasma pareceu influenciar e ser um confundidor na tonalidade de 

cor, assim como outros fatores que podem influenciar a alteração de coloração em testes rápidos 

(YU et al., 2018). A influência da fluidez deve ocorre por haver um excesso de hidratação 

venosa destes pacientes (POSTHUMA-TRUMPIE; KORF, AMEROGEN, 2009). 

O aumento da viscosidade e fluidez neste estudo influenciaram por utilizarmos amostra 

de plasma congelada e não fresca. É provável que a utilização de amostras de sangue fresco, 

onde adaptaríamos uma membrana específica para receber sangue, a qual faria a separação de 

plasma das hemácias, muito provavelmente resolveríamos este fator de influência 

(ALSHTROM, 2010; MILLIPORE, 2013; PAROLO; MERCOÇI, 2013). 

As tiras testadas para os pacientes com sepse apresentaram coloração amarelada, não 

correspondendo com as concentrações do padrão ouro, CBA, com o percentual de coloração 

estabelecido pelo programa ImageJ. 

Todos os pacientes em UTI apresentavam HIV e o perfil de citocinas mensuradas 

mostrou-se diferentes dos valores habituais, quando comparado aos pacientes coinfectados com 

HIV-1/Leishmania. IL-6 em especial, não apareceu tão aumentada, como esperado. Tal fato 

também pode ser justificado pela meia vida de IL-6, que embora permaneça circulante por até 

10 dias, sua meia vida é diferente para as vias de produção de gp80 e gp130 e a obtenção das 

amostras de plasma destes pacientes foi entre 2 a 7 dias após o diagnóstico clínico de sepse, que 

muitas vezes também não é coincidente com o ápice de produção, baseado no grau da 

inflamação sistêmica (GERHARTZ et al., 1994; NAPOLITANO, 2018). 

A quantificação dos níveis de IL-6 por CBA apresenta custo elevado e a técnica ainda é 

pouco aplicada na rotina diagnóstica devido à complexidade dos kits disponíveis no mercado. 

Neste estudo a utilização da técnica, considerada padrão ouro, foi utilizada para realizar 
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associações com fatores clínicos da LV grave e seus valores foram considerados de referência 

para validação do teste rápido LFA, já relatados anteriormente, com uma correlação positiva 

fraca, devido aos interferentes mencionados. 

O desenvolvimento do App para dispositivos móveis vem se mostrando eficaz nas 

etapas as quais, nos propomos a desenvolver, no entanto, fatores ambientais intermediários ao 

teste e aquisição da imagem pelo dispositivo parecem requerer alguns algoritmos para ajustes 

de funcionalidade do App. A literatura relata o desenvolvimento de softwares para dispositivos 

móveis permitindo a leitura de valores absolutos para estes tipos de testes rápidos, com boa 

aceitação, padronização e funcionalidade (ZHOU, et al., 2015; ZHANG; LIU, 2016; DONG et 

al., 2017). 

 

6.2 Interleucina 6 na LV grave 

 

Foram mensurados IL-6 no plasma de 101 pacientes com LV e o resultado das dosagens 

foram superiores aos níveis basais das citocinas mensuradas em pacientes assintomáticos e 

sadios (WONG et al., 2008; HOSNIJEH et al., 2010; HUNTER; JONES, 2015). 

Os fatores prognósticos utilizados para avaliar a gravidade clínica da LV são muitos 

(WERNECK et al., 2003; COSTA, 2009; COSTA et al., 2010; SAMPAIO et al., 2010: COSTA 

et al., 2013; SENE, 2103; ZACARIAS et al., 2017). Neste estudo, além das variáveis 

demográficas (idade e sexo) e estados nutricionais (relato de perda de peso, percentual de peso 

perdido), foram avaliados: relato de febre, febre > 39 oC, palidez, tamanho do baço,  

irritabilidade, fadiga, vômito, sonolência, falta de apetite, diarreia, dor abdominal, tosse, falta 

de ar, oliguria, edema, sangramentos, icterícia, dispneia, raio-x de pulmão normal, 

esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, infecção do trato urinário, insuficiência renal crônica, 

pneumonia, sepse e coinfecção HIV-1/Leishmania. 

Níveis mais elevados de IL-6 foram observados nas pessoas com febre, fadiga, perda de 

peso, presença de petéquias, vomito, epistaxe e icterícia, mesmo que os níveis não tenham se 

mostrado estatisticamente significantes, mas concordantes com outros estudos (COSTA et al., 

2013; SENE, 2103). 

A citocina IL-6 foi considerada uma interleucina central no prognóstico de morte 

(COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2016). Peruhype-Magalhães et al. (2006) relataram o 

aumento desta citocina em pacientes com LV clássica. Em nosso estudo, esta citocina 

apresentou-se aumentada quando correlacionada com os fatores: hemorragia, sepse e óbito, 

também de acordo com os relatos sobre doença grave (COSTA et al., 2013; COSTA et al., 
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2016). Barral-Neto et al. (1991) relataram um aumento da citocina IL-6 na doença ativa. 

Acredita-se que esta citocina exerça papel modulador de diferenciação de células T CD4+ em 

Th1 ou Th2 (KEMP et al., 1994; KAMANAKA et al., 1996). Acredita-se que este 

direcionamento para Th2 é o responsável pela produção de IL-4 e inibição de INF-γ. É 

importante considerarmos também que estudos da fase aguda de sepse, malária e dengue 

identificaram IL-6 e TNF-α aumentados como verificamos neste estudo (CLARK et al., 2004; 

DEVIGNOT et al., 2010; SKIRECKI et al., 2012).  

Diante do número de estudos que relacionam níveis elevados de IL-6 a gravidade da 

LV, realizamos os testes de probabilidade de morte (PM) no programa Kala-Cal® e verificamos 

que pacientes deste estudo, com maior probabilidade de morte apresentavam níveis mais 

elevados de IL-6, como relatado pelos autores no desenvolvimento da pesquisa que deu origem 

ao programa (COSTA et al., 2016). 

Homens e pacientes com idade superior a 18 anos, apresentaram PM mais elevadas, 

provavelmente porque nestes grupos estão alocados os pacientes com coinfecção HIV-

1/Leishmania, uma vez que a PM foi superior neste grupo de pacientes. A relação da LV com 

HIV-1 já é bastante conhecida. Trata-se de uma doença oportunista comum entre pacientes 

imunosuprimidos (CRUZ et al., 2006). Neste estudo, pacientes coinfectados com HIV-

1/Leishmania apresentaram níveis mais elevados de IL-6, como já relatado em outro estudo, 

que comparou o papel das interleucinas tanto na medula óssea como no sangue periférico 

(BRAZ, 2016). É possível que a diferença no perfil das respostas imunes destes pacientes sejam 

inerentes a uma resposta celular e humoral (MOLINA; GRADONI; ALVAR, 2003), o que 

favorece o risco de infecção e desenvolvimento da doença (ASHFORD, 2000; MORENO et 

al., 2000; CHAPPUIS et al., 2007). Pacientes imunosuprimidos apresentam resposta imune-

celular comprometida. Além disto, alterações imunológicas causadas pelo HIV-1 são 

particularmente favoráveis à multiplicação exacerbada do parasito (EZRA; OCHOA; CRAFT, 

2010). Associações com resposta imune de pacientes coinfectados, HIV-1/Leishmania, também 

estão associadas com aumento da quantidade de parasitas no sangue periférico e medula óssea 

(SENE, 2013; ZACARIAS et al., 2017). 

IL-6 não está restrita à resposta imune, uma vez que a mesma atua na hematopoiese, 

trombopoiese, formação de osteoclastos, resposta hepática de fase aguda, resultando na 

elevação da CRP (RAMAMOORTHY et al., 2012; TULEK et al., 2013). Neste estudo a 

correlação de IL-6 com CRP foi positiva, mostrando que o processo inflamatório na LV é 

caracterizado por elevação do VHS, enzimas hepáticas, CRP, hipoalbuminemia, presença de 

edema, icterícia, pancitopenia, elevação nos níveis de algumas citocinas, entre elas a IL-6. Essas 
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alterações podem anteceder o desequilíbrio da coagulação sanguínea, resultando em 

sangramento (COSTA et al., 2103). Desta forma, como verificamos em nosso estudo, 

sangramento e óbito também estão correlacionados com niveis elevados de CRP. 

A CRP é considerada fator estimulatório da produção do fator tissular em monócitos, 

contribuindo para o desenvolvimento da coagulação intravascular disseminada e trombose em 

estados de inflamação (CERMAK et al., 1993). Assim, diante de um quadro inflamatório 

crônico, em pacientes com LV, pode predispor distúrbios na coagulação sanguínea, que são 

intensificados em casos de infecções bacterianas. Kao et al. (2015) observaram que pacientes 

com cirrose hepática grave, apresentaram sangramento de varizes associados a cultura 

bacteriana positiva e estes estavam associados ao desfecho letal e a níveis elevados CRP. Este 

estudo também observou níveis elevados de IL-6 com a via STAT3.  

O estudo de associações clinicas com IL-6 e CRP mostraram-se semelhantes para ambas 

as características de gravidade da LV (sepse, hemorragias e óbito), com exceção da coinfecção 

HIV-1/Leishmania, que mostrou-se associada apenas com IL-6.  

A análise dos números (níveis de IL-6 e CRP) frente as variáveis estudadas nos sinaliza 

que níveis de IL-6 estão em proporções de aumento muito superiores em relação aos níveis de 

CRP, talvez este fato justifique que maior número de estudos que associem níveis de citocinas 

com doença grave (SENE, 2013; COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2016; DOS SANTOS et 

al., 2016, ZACARIAS et al, 2017) as comparações de estudos realizados com CRP 

(WASUNNA et al., 1995; SINGH et al., 1999; GASIM; THEANDER; ELHASSAN, 2000). 

Um estudo de revisão, onde é relatado IL-6 como marcador para várias patologias, identificou 

a citocina um marcador mais fidedigno que CRP, quando comparados ambas (HUNTER; 

JONES, 2015), pois não se sabe, exatamente se todas as vias de estimulo para a produção de 

IL-6 estão correlacionadas ao aumento de CRP. 

Este estudo vem reforçar estudos anteriores e suas associações com os fatores que levam 

ao agravo da LV e consequentemente a morte (SENE, 2013; COSTA et al., 2013; DOS 

SANTOS et al., 2016). Concentrações de IL-6 acima de 200,0 pg/mL associam-se 

significativamente à probabilidade de morte (DOS SANTOS et al., 2016). Enquanto indivíduos 

saudáveis não apresentam IL-6 em níveis detectáveis (0 a 5 pg/mL) e aqueles com LV 

apresentaram variação de 2,0 a 103,0 pg/mL (VAN DER POLL; ZIJLSTRA; MEVISSEN, 

1995) porém em nossos grupo de estudo, obtivemos pacientes com níveis de IL-6 superior a 

8.000,0 pg/mL evidenciando o intenso grau de inflamação. Considerando que pacientes com 

LV, mesmo que em estágios iniciais da doença já apresentam níveis elevados de IL-6, a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Theander%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ElHassan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
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detecção desta interleucina como fator de pré disposição de morte pode antecipar terapias 

intervindo no não agravamento da doença. 

Diante destas perspectivas, a nova tecnologia descreve um novo e inventivo sensor de 

fluxo lateral para detecção de interleucina 6 utilizando nanopartículas de ouro e marcação 

pontual na linha de teste para visualização óptica. O sistema é sensível, específico, seletivo, 

prático, portátil, rápido de fácil reprodutibilidade e de baixo custo para produção. 
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7 CONCLUSÕES 

 

1. Um dispositivo simples para detecção rápida da interleucina 6 foi caracterizado 

utilizando um teste rápido, baseado nos princípios imunocromatográficos, que utiliza 

nanopartículas de ouro para visualização óptica e marcação pontual na linha de teste, 

resultando um dispositivo de baixo custo para produção. 

2. O teste LFA com 4 membranas distintas e AuNPs/Anti-IL-6, como reagente cromógeno 

no conjugado, na concentração de 800,0 µg/mL, foi o melhor modelo padronizado. 

3. A padronização da curva padrão a partir da proteína recombinante IL-6 (0 – 10.000,0 

ng/mL) mostrou-se satisfatória seguindo padrão de intensidade de cor, permitindo a 

criação de intervalos de coloração correspondentes com a quantidade da proteína 

utilizada, caracterizando o teste como quantitativo. 

4. O modelo de regressão linear simples correlacionou fracamente a citometria de fluxo 

om a nova tecnologia, o LFA. 

5. O dispositivo LFA foi caracterizado como teste rápido por apresentar resultado em 20 

minutos, simples, por ser de visualização óptica e não necessitar de profissional 

habilitado para interpretação. 

6. O processo de validação caracterizou o produto como reprodutível, preciso e seletivo, 

com satisfatório fluxo de migração e bom coeficiente de repetitividade. 

7. O software para dispositivos móveis realiza a captura da imagem, processa e transforma 

algoritmos de cor, com baixa correspondência com a curva padrão.  

8. A IL-6 mostrou-se associada a sepse, sangramentos e óbito nos pacientes com LV. 

9. Pacientes graves, com PM moderada apresentaram elevados níveis de IL-6 e CRP. 

10. O aumento de IL-6 está substancialmente correlacionado com CRP. 

11. Pacientes com coinfecção HIV-1/Leishmania apresentaram maior PM e níveis elevados 

de IL-6 e CRP. 
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Este estudo reforça a IL-6 como característica pré-dispositora de morte em pacientes 

com LV.  

O teste rápido poderá antecipar o diagnóstico dos pacientes que estão suscetíveis a 

desenvolver a LV de forma grave e através de terapias Anti-IL-6, evitarem o desenvolvimento 

do quadro imunológico agudo. 

O desenvolvimento da tecnologia deste estudo resultou em um novo e inventivo 

dispositivo para detecção rápida não apenas da IL-6 e sim protótipo molde para várias proteínas. 

O desenvolvimento do Kit Quick-IL test (IL-6), composto por: dispositivo teste (20 

unidades) embaladas individualmente, frasco de solução de corrida 5,0 mL, pipeta sorológica 

graduada, (figura 26), é uma grande perspectiva. 

O teste LFA Quick-IL test (IL-6) permitiu o desenvolvimento de uma nova tecnologia, 

os leitores para dispositivos móveis, em fase de aprimoramento e teste. 

 

Figura 26. Ilustração dos elementos que compõem o Kit Quick-IL test (IL-6). 1. Frasco de solução de corrida 5,0 

mL; 2. Dispositivo teste, pronto para uso; 3. Pipeta sorológica graduada. 

 

 
                                                                                                    Fonte: Autoria própria, 2018 
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 APÊNDICE 3: Patente 

 

SENSOR DE FLUXO LATERAL PARA DETECÇÃO DE INTERLEUCINAS 

As interleucinas são proteínas envolvidas na resposta imune inata frente a infecções, 

inflamações e, tradicionalmente, são identificadas e quantificadas por métodos caros e 

trabalhosos inviabilizando a utilização na rotina diagnóstica.  Os ensaios de fluxo lateral ou 

teste de tira, já vem sendo utilizados há algumas décadas e os mesmo são considerados testes 

rápido. O invento, refere-se a sensor de fluxo lateral para detecção quantitativa de interleucinas 

utilizando nanopartículas de ouro, e marcação pontual na linha de teste para visualização sensor 

de fluxo lateral para detecção quantitativa de interleucinas utilizando nanopartículas de ouro, e 

marcação pontual na linha de teste para visualização óptica. O sistema é portátil, sensível, 

específico, seletivo, prático, rápido de fácil reprodutibilidade e de baixo custo para produção. 

 

REIVINDICAÇÕES 

1. Sensor de fluxo lateral para detecção de interleucinas caracterizado por detectar e 

mensurar interleucinas utilizando em sua arquitetura nanomateriais e disposição pontual na 

linha de teste para visualização óptica. 

2. Sensor de fluxo lateral para detecção de interleucinas de acordo com a 

reinvindicação 1, caracterizado por ser um teste de tira com montagem em papel e/ou 

membranas flexíveis de fontes variáveis. 

3. Sensor de fluxo lateral para detecção de interleucinas de acordo com a 

reinvindicação 1 e 2, caracterizado por apresentar como método de revelação a 

imunocromatografia do tipo quali/quantitativa. 

4. Sensor de fluxo lateral para detecção de interleucinas caracterizado por utilizar 

nanopartículas de ouro em seu conjugado como fonte geradora de sinal optico. 

5. Sensor de fluxo lateral para detecção de interleucinas caracterizado por ser um teste 

único ou multiplo, permitindo detecção e quantificação de uma ou mais proteínas 

simultaneamente. 

6. Sensor de fluxo lateral para detecção de interleucinas caracterizado por ser um teste 

rápido, portátil, de facil reprodutibilidade a um baixo custo, alé, de sensivel, específico e 

seletivo. 
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LATERAL FLOW ASSAY FOR INTERLEUKIN 6: A TECHNOLOGICAL AND 

SCIENTIFIC PROSPECTION AT 10-YEAR SURVEY 

 

 

Ingridi de Souza Sene,1 2, Vladimir Costa2, Gisele Elias Nunes Pauli5, Ivan H. Bechtold5; 

Lívio César Cunha Nunes 1 4, Carla Eiras 1 3, Carlos Henrique Nery Costa1 2 

 

1. Universidade Federal do Piauí, Teresina - PI, Brasil  
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4. Centro de Ciências da Saúde (CCS) – UFPI - Dep. Farmácia 

5. Universidade Federal de Santa Catarina, Florianópolis – SC, Brasil 

 

 

 

Abstract: Background: Interleukin-6 (IL-6) is a multifunctional cytokine that plays a keystone role not only in 

the immune system but also in numerous biological processes. Elevated IL-6 levels have been observed in many 

types of cancer and inflammatory diseases. Among the techniques that have been used to quantify IL-6, Lateral 

Flow Assay (LFA) is one of the most promising. Objective: To perform a technological and scientific exploration 

about the development of LFA for IL-6. Methods: This study performed a technological and scientific exploration 

about the development of LFA for IL-6 detection. The Instituto Nacional de Propriedade Industrial – INPI (Brazil), 

European Patent Office - Espacenet and the United States Patent and Trademark Office – USPTO were used in 

technological prospection, considering all patents relating to LFA for IL-6 detection. For scientific investigation 

was used the follow periodic data bases: Web of Science, Science Direct, PubMed and Scielo, from 2007 to May 

2017. Results: There were no patents with the searched keywords and a limited number of scientific articles were 

found. Therefore, the development of an LFA sensor for detecting IL-6 appears to be innovative with significant 

biotechnological importance, reaching for a technology transfer to generate economic and industrial growth. 

Conclusion: The development of lateral flow immunosensors for IL-6 is innovative, since we couldn’t find patents 

describing this kind of biosensor. The scientific prospection reported two lateral flow immunosensors. However, 

the test for IL-6 is still not done without using some kind of equipment for detection, like the one we propose in 

perspectives. 

 

Keywords: Lateral Flow Assay; IL-6; Diagnosis. 
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1. INTRODUCTION  

 

Immunochromatographic tests also called lateral flow assays have already been used for 

some decades. These biosensors are considered a technological extension of the agglutination 

immunoassays tests developed by SINGER and PLOTZ, (1956)[1].  

The development of this type of assay has a broad practical application once they are 

easy to use, the result is immediate or demands only a few minutes, the stability and durability 

are sustained for a long period of time and in varied climate conditions, besides requiring low 

development cost. These characteristics make strip tests ideal for home, bedside or field use 

and do not demand a specialized professional for its interpretation [1-4]. 

Third World countries, where advanced and costly technologies are not always available 

to most of the population, are the potential beneficiaries of the development of these simple 

devices [5]. 

Currently, biosensors are technologies that assure not only qualitative results but also 

excellent quantitative ones. Since the advent of the first strips, like pregnancy tests during the 

1970’s, many materials have been incremented to improve the quality of these sensors. With 

the development of nanotechnologies, the employment of gold nanoparticles, improve the 

intensity of the colorimeter signal and the sensitivity and specificity of the tests [6-10].  

The assays that utilize enzymes, lateral flow immunoassays, are quick protein 

recognition strip tests applied to detect pathogens, toxins, harmful substances among other 

monitoring actions [11-14].  

Developing a lateral flow immunoassay for the detection of interleukin 6 (IL-6) has been 

our choice, since there are countless types of electrochemical sensors reported, with excellent 

sensitivity and specificity but that still demand costly equipment and a competent professional 

to interpret results [15-22].  

IL-6 has been characterized for its capacity to promote the expansion of T cell 

population and its differentiation to B cells [23, 24]. Therefore, this cytokine is considered 

pleiotropic, for presenting a similar action to hormones and for being produced in almost every 

cell of the immune system [25]. Recent studies associate high IL-6 levels to the development 

or progression of breast, pulmonary, thyroids and rectal cancer as well as the progression and 

maintenance of immunological diseases [26-29]. IL-6, has also been reported as an early marker 

of post-operative inflammation, severe visceral leishmaniasis, malaria and sepsis shock [30-

36]. Moreover, there is evidence that sick people with traumatic brain lesions present high IL-

6 serum concentration are more likely to develop chronic symptoms [37].  
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Currently, the challenge is to identify where and when IL-6 is activated in inflammation 

in order to understand how the pleiotropic cytokine determines the progression, gravity and 

duration of different diseases. 

Traditionally, IL-6 expression is measured through the enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA) technique [38], flow cytometry [39], conductivity immunosensor [40], 

chemiluminescent immunoassay [41] and fluorescence based on optic fiber biosensors [42, 43], 

which are considered sophisticated methods, but with high costs and dependent on large 

equipment. Some have a low detection limit, restricting measurement in some samples. 

Recently several electrochemical techniques have been applied for the construction of an IL-6 

immunosensor with high sensitivity, good selectivity and low detection limit. 

The objective of this manuscript was to conduct a review of original articles on this 

topic published over the last decade and of the body of patents related to IL-6 lateral flow assay. 

 

2. METHODOLOGY 

 

For the technological mapping, a scientific technological prospective study on the 

important databases of National Institute of Industrial Property (INPI), European Patent Office 

(EPO) and United States Patent and Trademark Office (USPTO) with no time limitation was 

carried out. To search for articles the scientific databases Web of Science, PubMed, Science 

Direct and Scielo were used within the ten-year period. 

First, the keywords “lateral flow assay”, “lateral flow immunoassay”, “lateral flow 

immunoassays”, “interleukin” and “interleukin 6” were used.  

Next, we analyzed the articles and patents obtained with different combinations of these 

words such as “lateral flow assay AND interleukin”, “lateral flow assay AND interleukin 6”, 

“lateral flow immunoassay AND interleukin”, “lateral flow immunoassay AND interleukin 6”, 

“lateral flow immunoassays AND interleukin”, “lateral flow immunoassays AND interleukin 

6”, so that the searches were refined according to the work done. In all cases the searches were 

limited to the fields “title, abstract and key-words”. 

In the journal database Web of Science, the one with the highest number of publications 

with the keyword “lateral flow assay”, the amount of documents per year, the countries with 

the highest number of publications and the main application areas of this technology were 

analyzed. Taking into consideration the technological innovation for the specific 

immunosensor, we refined the search to the combinations of the keywords “lateral flow 
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immunoassay” AND “interleukin 6”, where we analyzed the database that presented the highest 

number of articles, Web of Science. 

All the documents that presented these words in the title or in the abstract were 

considered and all the articles in which some kind of lateral flow immunosensor were developed 

to measure IL-6. Duplicate and review articles, as well as those whose methodology didn’t 

report the development of the sensor were excluded. 

 

3. RESULTS AND DISCUSSION  

 

3.1 Analysis of the published patents 

 

Technological research has shown that the European database, Espacenet, presents the 

highest number of patents followed by the American USPTO. On the Brazilian database, 

INPI, only four patents have been found (Table 1). Our research has evidenced that if we use 

more up to date technical terms such as “immunoassay” we can see an even lower number of 

patents, showing the technological innovation of this kind of sensor. 

 
Table 1 –Number of patents found with the keywords on the Espacenet, USPTO and INPI databases. 

             Key Espacenet USPTO INPI 

Lateral flow assay 505 124 4 

Lateral flow immunoassay 226 23 0 

Lateral flow immunoassays 34 12 0 

Interleukin >10.000 4.698 17 

Interleukin 6 2306 223 0 

 

The results in Table 1 show that in Brazil, regarding technological innovation, the 

number of deposited patents is inferior to the number of deposits on the international databases, 

which shows that developed countries invest heavily in research and innovation. According to 

Arbix (2005) [44], Brazil has been unable to keep up with the world technological production 

regarding patents. Even though there has been an increase in the number of patenting in the 

world, Brazil has not followed the growth of countries like China and the USA. 

After research with isolated keywords from our study, a refinement using combinations 

with two of these words was carried out (Table 2). 
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Table 2 –Number of patents found combining two keywords related to the study on theEspacenet, USPTO and 

INPI databases. 

Key Espacenet USPTO INPI 

Lateral flow assay AND Interleukin  0 0 0 

Lateral flow assay AND Interleukin 6 0 0 0 

Lateral flow immunoassay AND Interleukin  0 0 0 

Lateral flow immunoassay AND Interleukin 6 0 0 0 

Lateral flow immunoassays AND Interleukin  0 0 0 

Lateral flow immunoassays AND Interleukin 6 0 0 0 

 

Through refinement, we could observe that by combining the keywords no patents were 

found, regardless of the database searched, which evidences the originality and the 

technological aspect of the proposed theme. 

 

3.2 Analysis of the published articles 

 

The number of scientific articles published with the keywords in the scientific databases 

Web of Science, PubMed, Science Direct and Scielo are illustrated on Table 3. By comparing 

the number of patents deposited in the national and international databases, we could realize 

that the number of published scientific articles with the keywords “interleukin” and “interleukin 

6” is higher in relation to the technological terms since it is a broader term inserted in several 

clinical and scientific contexts. However, the number of publications with the technological 

innovation terms “lateral flow assay”, “lateral flow immunoassay” and “lateral flow 

immunoassays” is still small compared to the other researched keywords. 

 

Tabela 3 –Number of articles found with the keywords on the scientific databases Web of Science, PubMed, 

Science Direct e Scielo. 

key Web of Science PubMed Science Direct Scielo 

Lateral flow assay 1143 238 367 3 

Lateral flow immunoassay 595 233 196 0 

Lateral flow immunoassays 155 50 172   0 

Interleukin 99.136 85.200 41.326 364 

Interleukin 6 49.662 25.615 14.463 23 

 

 

The analysis of the three searched keywords for biotechnology shows that the most used 

term in the publications was “lateral flow assay” and the database Web of Science presented 
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the highest number of articles in the last ten years, where 2014, 2015 and 2016 were the years 

with most publications (Figure 1). 

 

 

Figure1–Articles published in the last ten years with the keywords “lateral flow assay”. 

 

The countries that presented the highest number of publications were the USA, 386 

publications, followed by China with 288 publications. Brazil is the 24th country with 13 articles 

on the topic (Figure 2).This scenario shows that the top two countries in publications produce 

a lot of technology, therefore having a high budget available for research. By observing the 

scenario as a whole, we could see that although many countries in Europe have more stable 

economies than developing countries, the number of publications in Russia, Belgium, Australia 

and Austria is not much higher to Brazil’s. 

 

 

Figure 2 – Countries with publications containing the keyword “lateral flow assay”. 
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By diagnosing the main publication areas with these keywords, we could notice that the 

greatest areas of interest for publication are chemistry, science technology other topics and 

biochemistry molecular biology (Figure 3). 

 

 

Figure 3 – Publication areas with the keyword “lateral flow assay”. 

 

After analyzing the researched terms of interest, we scanned the four scientific databases 

for keyword combinations as represented on Table 4. 

On the Web of Science database, we found articles for all the tested combinations. 

Twelve articles for the term “lateral flow assay AND interleukin”; 9 articles for the combination 

“lateral flow assay AND interleukin 6”; 13 articles for the combination “lateral flow 

immunoassay AND interleukin”; 12 for the specific term “lateral flow immunoassay AND 

interleukin 6”; the combinations “lateral flow immunoassays AND interleukin” and “lateral 

flow immunoassays AND interleukin 6” we found two articles. On the PubMed and Science 

Direct databases, we found a small number of articles for the specific combinations and on the 

Scielo database; we didn’t find any articles related to the researched topics. 
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Table 4 –Number of articles published with the keyword combinations on the Web of Science, PubMed, Science 

Direct and Scielo databases. 

Palavras-chave Web of Science PubMed Science Direct Scielo 

Lateral flow assay AND 

Interleukin 

12 2 4 0 

Lateral flow assay AND 

Interleukin 6 

9 1 4 0 

Lateral flow immunoassay 

AND Interleukin 

13 0 3 0 

Lateral Flow Immunoassay 

AND Interleukin 6 

12 0 3 0 

Lateral Flow Immunoassays 

AND Interleukin 

2 0 3 0 

Lateral Flow Immunoassays 

AND Interleukin 6 

2 0 0 0 

 

Through the depurated analysis of the articles found on Web of Science, the database 

with the highest number of publications (12 articles) with the combination of keywords “lateral 

flow immunoassay AND interleukin 6” in the last ten years, we could notice that the highest 

number of publications was registered for the years 2015 and 2016, as illustrated on Figure 4. 

 

  

Figure 4 –Published articles in the last ten years with the keyword combination “Lateral flow immunoassay.AND 

Interleukin 6” that were found in Web of Science database. 
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Twelve articles were found in the literature with the combinations “Lateral flow assay 

AND interleukin 6”, Table 5. However, seven of them didn’t describe in their methodology the 

immunosensor, reporting only the interleukin 6 measurement with the kit Milenia® QuickLine 

IL-6, whose reading were done through the Milenia® POCScan Reader equipment (Biotec 

GmbH, Giessen, Germany). These articles highlight the clinical trial used to characterize 

infections and didn’t related the development of the technology [45-52].   

Prieto and collaborators (2010) [53]  have done a study comparing the method efficiency 

(ECLIA, Roche Diagnostics) through electrochemiluminescence in the COBAS E601 analyzer 

equipment (Roche Diagnostics) with the semi-quantitative method (Milenia Biotec) in order to 

analyze the method efficiency [53]. 

Three articles written by Swanson and D’Andrea (2013) [54] approach the technology 

of developing or improving lateral flow sensors, in which a multiple quantitative lateral flow 

sensor that used infrared light for the detection was developed. The trial measures IL-6 in a 

scale of 0 to100 pg/mL and reactive C protein of 50 to 2500 ng/mL on the same strip.  The 

sensor developed by the authors uses antibody conjugates with fluorescent nanoparticles. 

However, the antibody conjugation process requires a lot of equipment and reagents, which 

increases the cost of the sensor. Once the conjugate has been prepared, the sensor has classic 

characteristics of an LFA sensor, however, the quantification of IL-6 is performed by 

florescence and not to the naked eye, like other commercial LFAs for other types of analytes, 

making it impossible to read on the bedside or in places without infrastructure, making difficult 

the rapid diagnosis. The sensor was very effective, with a limit of detection lower than the 

detection limit of the ELISA technique, which was used to compare the measures of IL-6 in the 

proposed study. 

Other two articles written by the same group report the development of a LFA for IL-6 

and TNF-α on the same strip using fluorescent microspheres with a detection limit of 7.15 

pg/mL and 10.7 pg/mL, respectively [55, 56]. As reported by the author, the limitation of the 

study was on the quality of the fluorescent microspheres, because for some reading spectra, the 

signal strength was low. Again, this type of sensor requires equipment for reading of IL-6, 

hindering the bedside diagnosis. In this study the authors evaluated plasma samples at normal 

viscosity, and in hydrogel, increased viscosity, where the limit of detection of the latter was not 

as low as in the standard solution. Better uniformity was reported on the sensor test strip, when 

the viscosity of the plasma was varied, leaving the test more uniform, an important factor when 

the objective is a single test for multiple proteins. The limit of detection of this system was 

improved in the most recent study [55], after conjugation of these fluorescent microspheres 



146 

 

 

with modified carboxylate, since the signal intensity and uniformity for the detection of IL-6 

were improved.  The authors also evaluated the quality of the conjugate by observing the profile 

and size of the nanoparticles, aggregation of the nanoparticles to the antibodies, oligomerization 

of the antibody, among other parameters, in order to decrease the effect of interfering substances 

that may influence the diagnostic and the detection limit [56]. 

 

4. CONCLUSION 

 

The data presented by the technological mapping have shown that the development IL-

6 lateral flow immunosensors is innovative, since we couldn’t find patents describing this kind 

of biosensor. The scientific prospection reports the development of two lateral flow 

immunosensors. However, the observation is still not done without using some kind of 

technology for colorimetric detect like the one we propose. 

 

5. FUTURE PESPECTIVES 

In Brazil, a lateral flow sensor for IL-6 is currently being developed, which is affordable 

and fast reading, without needing FTIR and fluorescence equipment, as has been reported in 

the literature. We cannot provide many details about this device because it is under intellectual 

property registration, but we can emphasize that this sensor is unprecedented and able to read 

the test for IL-6 at the naked eye, in a colorimetric way, without needing equipment, which 

greatly facilitates its application in the clinical phase and bedside diagnostics. Currently, this 

sensor is in the clinical trials phase in bedside patients, with quite satisfactory results. The 

prospect is that this device will soon be commercially available. A publication with more details 

of this sensor will also be available soon. 
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APÊNDICE 6. Termos de Consentimento Livre e Esclarecido 

 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Crianças, Adolescentes e Pessoas 

Incapacitadas de Decidir. 

 

Ao assinar este documento, você estará concordando em participar de uma pesquisa médica. Chamada: 

“Detecção rápida da citocina IL-6 para identificação da LV grave”. Este estudo está sendo realizado 

neste hospital como parte de uma pesquisa. 

 

1. Objetivo: O objetivo deste estudo é conseguir detectar previamente as razões do sangramento que 

muitos pacientes com calazar apresentam. Os médicos sabem bem que pessoas com calazar podem 

apresentar sangramentos no nariz, na boca, no estômago, no intestino, na pele, enfim em vários locais. 

Estes sangramentos podem ser muito graves e muitas vezes o tratamento não tem bons resultados. Se os 

médicos conseguirem entender melhor porque acontecem estes sangramentos eles poderão encontrar 

tratamentos mais eficazes e assim salvar mais vidas e diminuir mais o sofrimento das pessoas com esta 

doença. 

 

Explicação do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”. 

 

2. Título do estudo: “Detecção rápida da citocina IL-6 para identificação da LV grave.”  

Investigadores responsáveis: Dr. Carlos Henrique Nery Costa, Dra. Dorcas Lamounier Costa e Ingridi 

de Souza Sene.  

 

Informação sobre a participação: O _____________________________________ recebeu o 

diagnóstico de leishmaniose visceral (Calazar). O calazar é causado por micróbios que são transmitidos 

por picadas de um pequeno inseto conhecido como "asa de palha", “mosquito palha” ou "cangalinha". 

Os micróbios, chamados leishmanias, invadem o fígado, baço e a medula dos ossos, onde o sangue é 

produzido, e provocam emagrecimento, febre, anemia e aumento da barriga. O calazar pode levar a 

pessoa à morte se não for tratado. E, infelizmente, mesmo com os remédios que dispomos hoje, algumas 

pessoas não se recuperam. Nesta situação triste, quase sempre a morte acontece porque a pessoa tem 

infecções graves ou porque tem sangramentos incontroláveis. 

 

O___________________________________________________ foi convidado a participar de uma 

pesquisa médica para podermos detectar as pessoas que poderão ter sangramento e desenvolver a forma 

grave do calazar. É importante que se entenda que: (1) Esta participação é totalmente voluntária. (2) A 

participação poderá ser interrompida a qualquer momento. A recusa em participar não implicará em 

nenhum prejuízo e o tratamento continuará da melhor forma possível. (3) O Sr. (A Sra.) pode fazer 

qualquer pergunta que desejar para entender melhor o estudo. 

 

3. Procedimentos a serem seguidos. Se o Sr. (a Sra.) concordar que 

_____________________________________________________________________________ 

Participe deste estudo, ele (ela) será internado no hospital, onde uma história médica e um exame físico 

serão realizados. No primeiro dia do estudo serão colhidos os exames de sangue, necessários para 

orientar o tratamento. Pequenas quantidades de sangue a mais serão necessárias para realizar a detecção 

da citocina IL-6 e outros possíveis marcadores para identificação do sangramento e gravidade do calazar. 

Em caso de aparecer sangramento depois da internação, uma nova amostra de sangue será necessária. 
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As quantidades de sangue são muito pequenas e só serão colhidas no momento da internação ou do 

aparecimento de sangramento. Contudo, exames periódicos poderão ser necessários para o 

acompanhamento do tratamento, independente da pesquisa. A sua participação terá uma duração média 

20 a 30 dias, apenas o tempo necessário para se tratar o calazar. 

 

3.a. Armazenamento de material biológico. Uma amostra pequena do sangue e da medula óssea será 

armazenada para a necessidade de estudos futuros. 

 

4. Riscos, danos e desconforto. A participação de uma pessoa neste trabalho praticamente não envolve 

risco. A maior parte dos exames que serão realizados faz parte de uma rotina para qualquer pessoa com 

a possibilidade de estar com calazar. Uma pequena quantidade a mais de sangue vai ser necessária para 

os testes. É importante que você saiba que há riscos envolvendo o tratamento do calazar, independentes 

da pesquisa. O calazar é quase sempre fatal quando não tratado e o tratamento, embora quase sempre 

seja eficaz, ocasionalmente pode falhar. 

 

5. Benefícios. A pessoa que participar deste estudo não terá nenhum prejuízo, mas também não terá um 

benefício pessoal imediato. No entanto, ela estará colaborando em um estudo científico que poderá 

beneficiar outras pessoas que porventura tenham a mesma doença. Ninguém receberá auxílio financeiro 

pela participação neste estudo, mas também não terá gastos decorrentes da participação. O atendimento 

médico e o tratamento estão assegurados pelo Serviço Único de Saúde –SUS e obedecerão as melhores 

recomendações do país. 

 

6. Compromisso de confidencialidade da identidade do voluntário. Os registros desta participação 

serão mantidos confidenciais. Entretanto, estes registros poderão ser analisados por representantes da 

Universidade Federal do Piauí. Isto faz parte da responsabilidade destes órgãos em acompanhar a 

pesquisa. Seu nome nunca será divulgado em nenhum relatório deste estudo. 

 

7. Novos achados significativos. Qualquer informação importante que surgir durante sua participação 

no estudo e que possa afetar a sua saúde será levada ao seu conhecimento, através dos médicos 

responsáveis (Dra. Dorcas e Dr. Carlos Henrique). Eles entrarão em contato com o Sr (a Sra) através de 

carta, telegrama ou telefone, no endereço indicado por você. 

 

8. Indenizações e ressarcimentos. Caso fique comprovado que o (a) 

_____________________________________________ foi prejudicado devido à sua participação no 

estudo, haverá direito a tratamento médico integral e à indenização conforme previsto no item V.6 da 

Resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde do Ministério da Saúde sobre pesquisas médicas 

envolvendo seres humanos, que estabelece: “Os sujeitos da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo 

de dano previsto ou não no termo de consentimento e resultante de sua participação, além do direito à 

assistência integral, tem direito à indenização”. “O Sr (A Sra) terá conhecimento de qualquer 

informação nova descoberta durante o estudo que possa fazer com que você mude de ideia quanto a 

permanecer no mesmo”. 

 

9. Pessoas e locais para respostas, perguntas e informações relacionadas ao estudo. Por favor, entre 

em contato com uma das pessoas abaixo caso você tenha perguntas relacionadas com esta pesquisa 

médica: 

 

Dra. Dorcas Lamounier Costa, pelo telefone (86) 3221 3413 

Dr. Carlos Henrique Nery Costa, pelo telefone (86) 3221-3413 
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SE O SR (A SRA) NÃO ENTENDEU ALGUMA PARTE DESTE DOCUMENTO, PERGUNTE AO 

INVESTIGADOR ANTES DE ASSINAR. UMA CÓPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO 

LHE SERÁ ENTREGUE EM SEGUIDA. 

 

 

FORMULÁRIO DE CONTATO COM O PACIENTE 

 

 

No do paciente em estudo:________________ Registro do IDTNP _________________ 

Nome do paciente: _______________________________________________________ 

Data de nascimento: _____/_____/____                            Sexo:____________________ 

Nome da mãe:___________________________________________________________ 

Nome do pai: ___________________________________________________________ 

Informante/ Acompanhante:________________________________________________ 

Parentesco:___________________________ Telefone: __________________________ 

Tel. residencial: (  ) ________ Tel. comercial: (  ) _________ Tel. público: (  ) _________ 

Endereço para correspondência: ___________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________ 

Ponto de referência: _____________________________________________________________ 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para crianças, adolescentes e pessoas 

incapacitadas de decidir: declaração do responsável 

 

Eu,_______________________________________________________, com 18 anos de idade ou mais, 

detentor de (nome do responsável) integral competência para decidir por 

_____________________________________________ torna-o um menor (nome do paciente menor) 

voluntário para participar do estudo denominado “Detecção rápida da citocina IL-6 para 

identificação da LV grave.” As implicações desta participação voluntária, incluindo a natureza, 

duração e objetivo do estudo, os métodos e meios através dos quais ele será conduzido, assim como as 

inconveniências e riscos esperados foram explicados a mim. Tive a oportunidade de esclarecer todas as 

dúvidas que eu tinha a respeito do estudo. Estou de acordo de que uma amostra do sangue sejam 

armazenados para pesquisas futuras. 

Entendo que em qualquer momento posso desistir da participação neste estudo sem que este indivíduo 

sofra nenhuma punição ou perda de seus direitos. Eu recebi uma cópia deste termo de consentimento. 

 

 

_____________________________                      ____________________________ 

          Nome do responsável                            Assinatura ou impressão digital do responsável 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas 

 

Declaração da testemunha: 

 

Eu presenciei a explicação acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao responsável 

pelo paciente de fazer perguntas neste documento e testemunhar a assinatura do mesmo.  

 

 

_____________________________                    _____________________________ 

        Nome da testemunha                             Assinatura ou impressão digital da testemunha 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas 

 

Declaração do investigador: 

 

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntário. No melhor do meu conhecimento, ele entendeu o 

objetivo, procedimentos, riscos e benefícios deste estudo. Declaro também que o responsável paciente 

recebeu uma cópia do termo de consentimento. 

 

 

_______________________________                 _______________________________ 

          Nome do investigador                                      Assinatura do investigador 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas. 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Adultos 

 

Ao assinar este documento, você estará concordando em participar de uma pesquisa médica. Chamada: 

“Detecção rápida da citocina IL-6 para identificação da LV grave”. Este estudo está sendo realizado 

neste hospital como parte de uma pesquisa. 

 

1. Objetivo: O objetivo deste estudo é conseguir detectar previamente as razões do sangramento que 

muitos pacientes com calazar apresentam. Os médicos sabem bem que pessoas com calazar podem 

apresentar sangramentos no nariz, na boca, no estômago, no intestino, na pele, enfim em vários locais. 

Estes sangramentos podem ser muito graves e muitas vezes o tratamento não tem bons resultados. Se os 

médicos conseguirem entender melhor porque acontecem estes sangramentos eles poderão encontrar 

tratamentos mais eficazes e assim salvar mais vidas e diminuir mais o sofrimento das pessoas com esta 

doença. 

 

Explicação do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”. 

 

2. Título do estudo: “Detecção rápida da citocina IL-6 para identificação da LV grave.”  

Investigadores responsáveis: Dr. Carlos Henrique Nery Costa, Dra. Dorcas Lamounier Costa e Ingridi 

de Souza Sene.  

 

Informação sobre a participação: O _____________________________________ recebeu o 

diagnóstico de leishmaniose visceral (Calazar). O calazar é causado por micróbios que são transmitidos 

por picadas de um pequeno inseto conhecido como "asa de palha", “mosquito palha” ou "cangalinha". 

Os micróbios, chamados leishmanias, invadem o fígado, baço e a medula dos ossos, onde o sangue é 

produzido, e provocam emagrecimento, febre, anemia e aumento da barriga. O calazar pode levar a 

pessoa à morte se não for tratado. E, infelizmente, mesmo com os remédios que dispomos hoje, algumas 

pessoas não se recuperam. Nesta situação triste, quase sempre a morte acontece porque a pessoa tem 

infecções graves ou porque tem sangramentos incontroláveis. 

 

O___________________________________________________ foi convidado a participar de uma 

pesquisa médica para podermos detectar as pessoas que poderão ter sangramento e desenvolver a forma 

grave do calazar. É importante que se entenda que: (1) Esta participação é totalmente voluntária. (2) A 

participação poderá ser interrompida a qualquer momento. A recusa em participar não implicará em 

nenhum prejuízo e o tratamento continuará da melhor forma possível. (3) O Sr. (A Sra.) pode fazer 

qualquer pergunta que desejar para entender melhor o estudo. 

 

3. Procedimentos a serem seguidos. Se o Sr. (a Sra.) concordar que 

______________________________________________________________________ 

participe deste estudo, ele (ela) será internado no hospital, onde uma história médica e um exame físico 

serão realizados. No primeiro dia do estudo serão colhidos os exames de sangue, necessários para 

orientar o tratamento. Pequenas quantidades de sangue a mais serão necessárias para realizar a detecção 

da citocina IL-6 e outros possíveis marcadores para identificação do sangramento e gravidade do calazar. 

Em caso de aparecer sangramento depois da internação, uma nova amostra de sangue será necessária. 

As quantidades de sangue são muito pequenas e só serão colhidas no momento da internação ou do 

aparecimento de sangramento. Contudo, exames periódicos poderão ser necessários para o 

acompanhamento do tratamento, independente da pesquisa. A sua participação terá uma duração média 

20 a 30 dias, apenas o tempo necessário para se tratar o calazar. 
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3.a. Armazenamento de material biológico. Uma amostra pequena do sangue e da medula óssea será 

armazenada para a necessidade de estudos futuros. 

 

4. Riscos, danos e desconforto. A participação de uma pessoa neste trabalho praticamente não envolve 

risco. A maior parte dos exames que serão realizados faz parte de uma rotina para qualquer pessoa com 

a possibilidade de estar com calazar. Uma pequena quantidade a mais de sangue vai ser necessária para 

os testes. É importante que você saiba que há riscos envolvendo o tratamento do calazar, independentes 

da pesquisa. O calazar é quase sempre fatal quando não tratado e o tratamento, embora quase sempre 

seja eficaz, ocasionalmente pode falhar. 

 

5. Benefícios. A pessoa que participar deste estudo não terá nenhum prejuízo, mas também não terá um 

benefício pessoal imediato. No entanto, ela estará colaborando em um estudo científico que poderá 

beneficiar outras pessoas que porventura tenham a mesma doença. Ninguém receberá auxílio financeiro 

pela participação neste estudo, mas também não terá gastos decorrentes da participação. O atendimento 

médico e o tratamento estão assegurados pelo Serviço Único de Saúde –SUS e obedecerão as melhores 

recomendações do país. 

 

6. Compromisso de confidencialidade da identidade do voluntário. Os registros desta participação 

serão mantidos confidenciais. Entretanto, estes registros poderão ser analisados por representantes da 

Universidade Federal do Piauí. Isto faz parte da responsabilidade destes órgãos em acompanhar a 

pesquisa. Seu nome nunca será divulgado em nenhum relatório deste estudo. 

 

7. Novos achados significativos. Qualquer informação importante que surgir durante sua participação 

no estudo e que possa afetar a sua saúde será levada ao seu conhecimento, através dos médicos 

responsáveis (Dra. Dorcas e Dr. Carlos Henrique). Eles entrarão em contato com o Sr (a Sra) através de 

carta, telegrama ou telefone, no endereço indicado por você. 

 

8. Indenizações e ressarcimentos. Caso fique comprovado que o (a) 

_____________________________________________ foi prejudicado devido à sua participação no 

estudo, haverá direito a tratamento médico integral e à indenização conforme previsto no item V.6 da 

Resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde do Ministério da Saúde sobre pesquisas médicas 

envolvendo seres humanos, que estabelece: “Os sujeitos da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo 

de dano previsto ou não no termo de consentimento e resultante de sua participação, além do direito à 

assistência integral, tem direito à indenização”. “O Sr (A Sra) terá conhecimento de qualquer 

informação nova descoberta durante o estudo que possa fazer com que você mude de ideia quanto a 

permanecer no mesmo”. 

 

9. Pessoas e locais para respostas, perguntas e informações relacionadas ao estudo. Por favor, entre 

em contato com uma das pessoas abaixo caso você tenha perguntas relacionadas com esta pesquisa 

médica: 

 

Dra. Dorcas Lamounier Costa, pelo telefone (86) 3221 3413 

Dr. Carlos Henrique Nery Costa, pelo telefone (86) 3221-3413 

 

SE O SR (A SRA) NÃO ENTENDEU ALGUMA PARTE DESTE DOCUMENTO, PERGUNTE AO 

INVESTIGADOR ANTES DE ASSINAR. UMA CÓPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO 

LHE SERÁ ENTREGUE EM SEGUIDA. 
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FORMULÁRIO DE CONTATO COM O PACIENTE 

 

 

No do paciente em estudo:________________ Registro do IDTNP _________________ 

Nome do paciente: _______________________________________________________ 

Data de nascimento: _____/_____/____                            Sexo:________________________ 

Nome da mãe:___________________________________________________________ 

Nome do pai: ___________________________________________________________ 

Informante/ Acompanhante:________________________________________________ 

Parentesco:___________________________ Telefone: __________________________ 

Tel. residencial: (  ) ________ Tel. comercial: (  ) _________ Tel. público: (  ) _________ 

Endereço para correspondência:________________________________________________________ 

______________________________________________________________________ 

Ponto de referência: ______________________________________________________ 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Adultos: declaração do paciente 

 

Eu,_____________________________________________________, com 18 anos de idade ou mais, 

em pleno gozo (nome do voluntário) das minhas faculdades mentais, concordo em participar como 

voluntário no estudo denominado “Detecção rápida da citocina IL-6 para identificação da LV 

grave”. 

As implicações de minha participação voluntária, incluindo a natureza, duração e objetivo do estudo, os 

métodos e meios através dos quais ele será conduzido, assim como as inconveniências e riscos esperados 

foram explicados a mim. Tive a oportunidade de esclarecer todas as dúvidas que eu tinha a respeito do 

estudo. Estou de acordo de que uma amostra do meu sangue e da minha medula óssea sejam 

armazenados para pesquisas futuras. Entendo que em qualquer momento posso desistir de participar do 

estudo sem sofrer nenhuma punição ou perda de meus direitos. Eu recebi uma cópia deste termo de 

consentimento. 

 

 

_____________________________                    _____________________________ 

          Nome do voluntário                              Assinatura ou impressão digital do voluntário 

 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas 

 

 

Declaração da testemunha: 

 

Eu presenciei a explicação acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao voluntário de 

fazer perguntas e a assinatura do mesmo.  

 

 

_____________________________                    _____________________________ 

       Nome da testemunha                                Assinatura ou impressão digital da testemunha 

 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas 

 

Declaração do investigador: 

 

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntário. No melhor do meu conhecimento, ele entendeu o 

objetivo, procedimentos, riscos e benefícios deste estudo. Declaro também que o responsável paciente 

recebeu uma cópia do termo de consentimento. 

 

 

_______________________________                 _______________________________ 

          Nome do investigador                                      Assinatura do investigador 

 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas. 
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Inclusão pós-morten em Projeto de Pesquisa 

 

Declaração do responsável  

Eu, ______________________________________________, com 18 anos de idade ou mais, em pleno 

gozo das minhas faculdades mentais, autorizo a inclusão pos morten do paciente 

_______________________________________________ na pesquisa “Detecção rápida da citocina 

IL-6 para identificação da LV grave”. 

As implicações desta participação, incluindo a natureza, duração e objetivo do estudo, os métodos e 

meios através dos quais ele será conduzido foram explicados a mim. Tive a oportunidade de esclarecer 

todas as dúvidas que eu tinha a respeito do estudo. Estou de acordo de que uma amostra do sangue seja 

armazenada para pesquisas futuras e que uma amostra do sangue do baço seja colhida agora para 

exames. Entendo que em qualquer momento posso retirar essa participação no estudo sem sofrer 

nenhuma punição ou perda de meus direitos. Eu recebi uma cópia deste termo de consentimento. 

 

 

_____________________________                    _____________________________ 

          Nome do paciente                              Assinatura ou impressão digital do responsável 

 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas 

 

 

Declaração da testemunha: 

 

Eu presenciei a explicação acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao voluntário de 

fazer perguntas e a assinatura do mesmo.  

 

 

_____________________________                    _____________________________ 

       Nome da testemunha                                Assinatura ou impressão digital da testemunha 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas 

 

 

Declaração do investigador: 

 

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntário. No melhor do meu conhecimento, ele entendeu o 

objetivo, procedimentos, riscos e benefícios deste estudo. Declaro também que o responsável paciente 

recebeu uma cópia do termo de consentimento. 

 

 

_______________________________                 _______________________________ 

          Nome do investigador                                      Assinatura do investigador 

 

 

Data _____/_____/_____ às ________ horas. 
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APÊNDICE 7: Questionário estruturado para enformações clínicas 

 
“Detecção rápida da citocina IL-6 para identificação da LV grave”. 

 

1. IDENTIFICAÇÃO 

No. do paciente no estudo: DLC-                .  Número do prontuário no IDTNP: __________ 

Nome:______________________________________________________ Sexo: ___M   ___F 

Data do nascimento:___/___/___ Data da admissão: ___/___/___  Data da alta: ___/___/___ 

Procedência (UF) : _________________________  Município : ________________________ 

 

2. HISTÓRIA CLÍNICA 

Tempo de doença:____ dias 

Perda de peso.................................................................... 

Se sim, quantificar: _______ g  

Febre.................................................................................. 

Se sim duração da febre: ______ dias 

Calafrios............................................................................. 

Palidez................................................................................ 

Apatia................................................................................. 

Agitação / irritabilidade....................................................... 

Fadiga / astenia.................................................................. 

Vômitos.............................................................................. 

Sonolência.......................................................................... 

Insônia ............................................................................... 

Inapetência......................................................................... 

Aumento do  volume abdominal......................................... 

Diarréia............................................................................... 

Constipação intestinal........................................................ 

Dor abdominal.................................................................... 

Tosse.................................................................................. 

Dispnéia............................................................................. 

Alteração da cor da urina...................................................  

Oligúria............................................................................... 

Queda de cabelo................................................................  

Edema................................................................................ 

Petéquias........................................................................... 

Equimoses.......................................................................... 

Epistaxe.............................................................................. 

Sangramento gengival....................................................... 

Sangramento em locais de punção.................................... 

Sangramento digestivo....................................................... 

 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

(    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 
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Hematúria macroscópica.................................................... (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado 

3. EXAME FÍSICO 

Peso: ____,__kg  Estatura: ______ cm   PA: _____x_____ mmHg  FC:_____ bpm  FR:_____ irpm  

Temperatura axilar máxima durante a internação   ____ oC     

Estado geral  (    )   1. Bom  2. Regular   3. Comprometido 

Consciente  (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Cor das mucosas    (     )  1. Normocoradas  2. Palidez  leve/moderada  3. Palidez  acentuada 

Icterícia   (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Perfusão periférica  (    ) 1. Boa    2. Cianose de extremidades    3. Cianose generalizada 

Lesões de pele / Especificar (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Se sim, especificar (tipo da lesão, localização, tamanho, forma, contornos, ulceração, elevação, secreção) 

__________________________________________________________________________________________

______________________________________________________________________ 

Alopecia  (    ) 1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Linfonodomegalia (    ) 1. Ausente    2. Em 1-2 cadeias    3.  Em mais de 3 cadeias 

Hidratação   (    )  1. Hidratado    2. Desidratado I    3. Desidratado II   4. Desidratado III  9. Ignorado    

Edema   (    )  1. Ausente   2. Edema de MMII  3. Edema generalizado     

Estado nutricional: (    )  1. Eutrófico  2. Desnutrido I  3. Desnutrido II  4. Desnutrido III   9. Ignorado 

Dispnéia  (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Se sim, retrações intercostais ou subdiafragmáticas   (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Ausculta pulmonar   (    ) Normal     (    ) Estertores crepitantes     (    ) Estertores bolhosos   

                                 (    ) Sibilos   (    )  Roncos  

Outras: _________________________________________________________________________      

Ausculta cardíaca   (    )  Normal   (     ) Sopro    (    ) Arritmia     (    ) Ritmo de galope  (    ) Frêmito  

(    ) Atrito pericárdico    (    )  Abafamento de bulhas 

(    ) Outras: _____________________________________________________________________ 

Esplenomegalia    (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Se sim, baço a_______ cm do BCE, na linha hemiclavicular, em direção à ponta 

Hepatomegalia   (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado    

Se sim, fígado a______ cm do BCD e _____ cm do apêndice xifóide 

Diagnóstico anterior de LV: (    )  1. Sim   2. Não  9. Ignorado      Data: ___/___/___ 

 

4. TERAPÊUTICA UTILIZADA   1. Sim   2. Não   9. Ignorado 

 

Terapia de suporte: 

(    ) Antibióticos 

(    ) Concentrado de hemácias 

(    ) Concentrado de plaquetas 

(    ) Plasma 

(    ) Vitamina K 

(    ) Complexo protrombínico 

 Terapia específica 

(    ) Antimonial de N metil glucamina       Data: ___/____/___ 

 

(    ) Desoxicolato de anfotericina B        Data: ___/____/___ 

 

(    ) Anfotericina B lipossomal        Data: ___/____/___ 

(    ) Miltefosina 
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(    ) AAS ou terapia anticoagulante           Data: ___/____/___ 

(    ) Outras: ___________________________________________________________________________ 

___________________________________________________________________________________________

_______________________________________________________________________________ 

 

5. COMPLICAÇÕES  1. Sim   2. Não   9. Ignorado 

(    ) Infecção urinária 

(    ) Insuficiência renal 

(    ) Pneumonia 

(    ) Infecção cutânea ou do tecido celular subcutâneo 

(    ) Sepse 

(    ) Hemorragia  

(    ) Convulsões 

(    ) Outra: ___________________________________________________________________ 

_____________________________________________________________________________ 

 

6. CO-MORBIDADES   1. Sim   2. Não   9. Ignorado 

(    ) HIV / aids 

(    ) Uso de drogas imunossupressoras 

(    ) Câncer.  Especificar:________________________________________________________  

(    ) Transplante.  Especificar:____________________________________________________ 

(    ) Doença renal crônica 

 (    ) Doença hepática crônica 

 (    ) Outra: ___________________________________________________________________ 

 

7. EVOLUÇÃO CLÍNICA 

Número de dias de febre após o início da terapia específica: ____ dias 

Tamanho do baço à saída do hospital: ____ cm do RCE 

Tamanho do fígado à saída do hospital: ____ cm do RCD 

(    ) Alta hospitalar com melhora 

(    ) Alta hospitalar sem melhora 

(    ) Transferência para UTI 

(    ) Transferência para outro serviço 

(    ) Óbito 

Em caso de óbito, data do óbito: ___/___/___ Causa mortis:_______________________________________ 

Comentários:__________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________________

_____________________________________________________________________________________________

______________________________________________________________________ 
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Data 

 

Valores normais Dia 0 Dia ___ Dia ___ Dia ___ 

     

Hemácias Homens: 4,3 a 5,7 x 106 

Mulheres e crianças: 3,9 a 5,3  x 106 

    

Hemoglobina Homens: 13,50 a 18,00g/dL 

Mulheres e crianças: 12,00 a 16,40/dL 
    

Hematócrito Homens: 40 a 54 % 

Mulheres e crianças: 36 a 47 % 

    

VCM Normal: 76,0 – 3     

HCM Normal: 27,0 –      

CHCM Normal: 32,0 – 36,0 %     

Leucócitos Criança: 4.000 a 10.000/mm³ 

Adultos: 4.000 a 9.000/mm³ 

    

Pro, meta e mielócitos 0\%     

Bastonetes 1-5\%     

Segmentadados Criança: 30 a 55\% 

Adultos: 50 a 70\% 
    

Eosinófilos Criança: 1 a 5\% 

Adultos: 1 a 4 

    

Basófilos 0-1\%     

Linfócitos Criança: 30 a 45\% 

Adultos: 20 a 45\% 
    

Monócitos 0\-2 %     

Plaquetas Criança: 150.000 a 430.000/mm³ 

Adultos: 150.000 a 400.000/mm³ 

 

    

VHS <10     

AST (TGO) Homens: <37U/I 

Mulheres: <31U/I 
    

ALT (TGP) Homens: < 40U/I 

Mulheres: <31U/I 
    

Fosfatase alcalina Crianças: 27 a 215  U/dL 

Adultos:  27 a 100 U/dL 
    

Bil. Direta Até 0,4 mg/dL     

Bil. Indireta Até 0,8 mg/dL     

Creatinina 0,4 – 1,3 mg/dL     

Uréia 15 a 45 mg/dL     

Leishmania na MO Ausente     

Sorologia p/  Leishmania Não reagente     

Cultura p/  Leishmania Sem crescimento     

Teste HIV Não reagente     

Proteinas Totais 6,0 a 8,0 g/dL     

Albumina 3,5 a 5,5  g/dL     

Globulinas 2,0 a 3,2 g/dL     

Coagulograma      

Tempo sangramento 1-4 min     

Tempo coagulação Até 12 min     

TAP 70-100%     

INR 0,91 – 1,25     

Exame de Urina 

Proteínas Ausente     

Hg/hemácias Ausente     

Cilindros Ausente     

Piócitos  Até 5 por campo-     

Exame de  fezes 

Parasitológico Negativo     

Radiologia  

Rx Tórax  

Culturas  
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