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RESUMO

Os ensaios de fluxo lateral, do inglés “Lateral Flow Assay” (LFA) ou teste de tira, sdo utilizados
ha algumas décadas como testes rapidos. Desde o surgimento das primeiras tiras, na década de
70, a qualidade e intensidade do sinal colorimétrico melhoraram com o advento da
nanotecnologia. O diagnostico e controle de doencas, principalmente as negligenciadas,
frequente nos paises em desenvolvimento, vem sendo o alvo principal de tecnologias, como a
imunocromatografia. A Leishmaniose visceral (LV) é uma doenca grave, letal que afeta 12
milhdes de pessoas em 98 paises. Clinicamente a enfermidade é caracterizada como um
protétipo de disfuncdo imune especifica e em resposta uma gama de interleucinas sdo
acionadas, elevando os seus niveis séricos. A interleucina-6 (IL-6) € uma citocina
multifuncional que desempenha papel-chave ndo apenas no sistema imunologico, mas também
em uma variedade de processos bioldgicos. Na LV esta citocina esta relacionada a fatores de
gravidade e oObito. Este estudo teve como objetivo deselvolver um dispositivo simples para
deteccdo rapida da IL-6 e identificacdo de pacientes com LV grave. Duzentos e trinta e cinco
pacientes com suspeita clinica de LV tiveram sangue e medula Ossea coletados para
confirmacéo diagndstica da doenga. Cento e um pacientes tiveram diagnostico confirmado para
LV por pesquisa direta ou cultura. Amostras de plasma foram quantificadas para IL-6 por
citometria de fluxo e tecnologia LFA. A concentracdo 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
Obito. Pacientes com maior probabilidade de morte apresentaram niveis mais elevados de IL-6
e proteina C-reativa (p < 0,0001 e p = 0,0367, respectivamente). O aumento de I1L-6 também
esteve positivamente correlacionado ao aumento da proteina C-reativa (r = 0,6997; p < 0,0001).
O melhor modelo de montagem do teste LFA deu-se em funcéo das caracteristicas do plasma
humano e o cromdgeno de marcacao foi a nanoparticula de ouro (AuNPs) com diametro médio
de 14 nm. O teste de agregacgdo do anticorpo AuNPs/Anti-1L-6 mostrou-se satisfatorio para as
concentracdes de 200,0 a 800,0 pug/mL. Para validagdo do teste LFA montou-se uma curva
padrdo com a proteina IL-6 recombinante (0 — 10.000 ng/mL) a qual mostrou-se linear com
coeficiente angular de inclinacdo de 0,005 x 4,42 e coeficiente de correlacdo, 0,987 e LD 0,72
ng/mL. A curva padrdo com 800,0 pg/mL de Anti-IL-6 no conjugado mostrou ser reprodutivel
(SD = 0,16; SE = 0,08). O coeficiente de repetitividade para as duplicatas foi de 76,8%.
Amostras reais mensuradas em trés condicdes diferentes, evidenciaram que quanto maior a
concentracdo de anti-IL-6 no conjugado, maior o ndmero de amostras positivas e
correspondentes visualmente com a curva padrdo para a proteina pura. O fluxo de amostra foi
satisfatorio 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 I1L-8, IL-10 e IL-12 e ndo houve marcagdo em nenhum
dos testes. O dispositivo simples, LFA, denominado Quick-IL test (IL-6), mostrou-se sensivel,
especifico e seletivo. O método semiquantitativo mostrou-se eficaz para caracterizagdo de
pacientes com LV grave. O aplicativo de leitura para dispositivos moveis captura, processa e
quantifica as imagems comparando com a escala de cor padréo, considerando interferentes
ambientais.

Palavras-chave: Teste rapido; 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 1L-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 werel4 nm.
Antibody aggregation test, AUNPs/Anti-I1L-6 were satisfactory at concentrations 200.0 to 800.0
pg/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-1L-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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APRESENTACAO

A leishmaniose visceral (LV) é uma doencga urbana, quase sempre sub-aguda, podendo
ser raramente cronica, que acomete principalmente paises em desenvolvimento com condicdes
precarias de saneamento. No cendrio nacional, o estado do Piaui, juntamente com Cearj,
Maranhdo e Para sdo os estados com maior nimero de casos. O Instituto de Doengas Tropicais
Natan Portella (IDTNP), localizado na cidade de Teresina, Piaui, 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 bioldgico ao longo dos Ultimos 15 anos, fazendo deste centro uma referéncia
nas pesquisas de LV grave.

Os estudos anteriores que caracterizam o perfil clinico e imunol6gico da doenca grave,
descobriram marcadores que identificaram previamente quem sdo os doentes com maior risco
de o6bito. Dentro destas perspectivas, o desenvolvimento de testes rapidos passou a ser um
desafio.

Neste contexto, este trabalho apresenta na revisdo bibliogréafica, o desenvolvimento da
tecnologia descrito na se¢do 2.1. Na secdo 2.2 serdo apresentados os parametros de avaliacdo e
a validacdo do teste. Subsequentemente, na sec¢ao 2.3, abordaremos a leishmaniose visceral e 0
papel da interleucina 6 na doenga grave e por fim, apresentaremos na se¢do 2.4 0 uso de
aplicativos em dispositivos moveis para interpretacdo de testes diagnosticos

A metodologia também foi dividida em sec¢des, sendo a primeira, relacionada ao produto
datecnologia, a segunda, reporta o estudo epidemiolégico da populacéo para validacéo do teste,
a terceira os parametros de validacéo da tecnologia e a quarta o software de leitura para o teste
rapido.

Os resultados serdo apresentados em quatro secdes. Na primeira apresentaremos as
associages da interleucina 6 com a leishmaniose visceral grave, na secéo Il apresentaremos 0s
resultados da padronizacdo do teste rapido e posteriormente, apresentaremos as secoes Il e IV
que abordardo validacdo do teste e aplicativo de leitura da intensidade colorimétrica do teste

para dispositivos maveis.
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1 INTRODUCAO

Em seres humanos, a leishmaniose visceral é caracterizada como um protétipo de
disfuncédo imune especifica (SAHA et al., 2006). Os mecanismos envolvidos na infeccdo pela
Leishmania e sua relagdo com a gravidade da doenca tém sido abordados por meio de avaliagdes
do perfil imunofenotipicos e de produgdo de citocinas, assim como em outras doengas
inflamatérias (CLARK et al., 2004; MISCH; HAWN, 2008; WARNER; MOLDAWER, 2008).

As citocinas sdo proteinas produzidas pela imunidade imune inata e adaptativa que
expressam respostas imunologicas mediadas pelas vias de sinalizagdo intracelular em resposta
a infeccdes e inflamacdes sendo, portanto, considerados marcadores de imunidade. Na LV as
mudancas sistémicas nos niveis de citocinas refletem no agravo da doenca e na disseminacédo
do parasito e podem levar a um espectro de manifestac6es clinicas e imunolégicas. (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 estdo relacionados a niveis elevados de IL-6 e proteina C-
reativa, e sdo considerados marcadores de infec¢des e inflamacdes (PEPYS; HIRSCHFIELD,
2003).

A interleucina-6 (IL-6) é uma citocina multifuncional que desempenha um papel-chave
né@o apenas no sistema imunoldgico, mas também em uma variedade de processos biologicos.
Niveis elevados de IL-6 no soro estdo associados com o desenvolvimento de canceres e doencas
inflamatdrias, além de ser considerado um marcador precoce de inflamacdo. As concentracdes
de IL-6 em adultos saudaveis séo inferiores a 6 pg/mL e variagdes pequenas podem ser
importantes para diagnostico e projecdo da gravidade de doencas inflamatorias. Sabe-se que
atualmente os métodos tradicionais de deteccdo da IL-6 sdo: Enzime-linked immunosorbent
assay (ELISA) e citometry bead array (CBA), entretanto, sdo técnicas trabalhosas e caras para
serem utilizada na rotina diagnostica. Como alternativa buscamos encontrar tecnologias para o
desenvolvimento de um teste rapido. Atualmente, os sensores de fluxo lateral (Lateral Flow
Assay - LFA) sdo tecnologias que asseguram resultados ndo s6 qualitativos e sim quantitativos
e estdo sendo utilizados como alternativa na rotina diagnostica por serem produzidos em grande

escala a um baixo custo e ndo necessitar de profissional habilitado para interpretagéo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Testes rapidos

Testes rapidos sdo inovagdes tecnoldgicas que vém ganhando mercado devido a
necessidade de diagndstico precoce, controle e monitoramento de um amplo espectro de
doencas, com leitura visual em até 30 minutos (PEELING et al., 2006a).

Alguns métodos de diagndstico sdo complexos e dificeis para serem aplicados em areas
sem infraestrutura adequada e recursos humanos capacitados, fazendo-se necessério o
transporte de amostras ou de pacientes, 0 que muitas vezes pode comprometer os resultados em
questdo. O diagnoéstico rapido e precoce permite intervences apropriadas, prevencdo de
sequelas, interrupcao da cadeia de transmissdo, vigilancia epidemioldgica da infeccédo, além de
intervencdo clinica imediata (MABEY et al., 2004; PEELING et al., 2006a; PEELING et al.,
2006b).

A producdo e desenvolvimento de testes diagndsticos rapidos tem sido prioridade de
grandes empresas biotecnologicas, uma vez que o mercado consumidor e 0s programas publicos
de saude buscam agilidade, facilidade e baixo custo para producdo destas tecnologias.
Atualmente o que se busca sdo testes simples, que possam ser utilizados diretamente pelos
profissionais das unidades basicas de salde e ndo requeiram equipamentos ou condi¢des
especiais de armazenamento com longo prazo de validade (RIDLEY, 2006).

Diante do cenario econémico atual, o investimento na area de desenvolvimento e
comercializacdo de produtos nacionais competitivos isentos de impostos sdo capazes de gerar
divisas e é considerado uma prioridade na area de biotecnologia aplicada a satde publica
(YAGER et al., 2006; ELLERBEE et al., 2009; HOLFORD; DAVIS; HIGSON, 2012).

Um amplo nimero de testes de diagnostico rapido sdo baseados em principios
imunocromatograficos. No mercado estao disponiveis testes para diversas finalidades, sendo os
mais comuns, o0s testes de gravidez, controle da ovulacdo, detec¢do de agentes infecciosos,
drogas ilicitas e medicdo de varios analitos importantes para a fisiologia humana. Além destes
produtos voltados para a area médica, existem testes rapidos voltados para as areas forense,
ambiental e agropecuéria (PAROLO; MERKOCI, 2013; PAROLO et al., 2013).

Os testes rapidos sdo usados para informar a presenca ou a concentracao de uma ampla
variedade de analitos. Quando o analito é uma proteina, entdo o elemento de reconhecimento
bioldgico utilizado é normalmente um anticorpo (Abs) uma vez que a interacdo do Abs com a

proteina, antieno (Ags,) € especifica. A cobinacdo 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;
CASTANEDA; ALEGRET; MERKOCI, 2007; WARSINKE, 2009; OMIDFAR;
KHORSAND; DARZIANI AZIZl, 2013).

Os imunoensaios geralmente sdo de duas categorias: diagnostico qualitativo (presenca
ou ausencia, sim ou nado) obtidos, por exemplo, por deteccdo visual simples; ou diagnoéstico
quantitativo que mede a concentracdo do antigenos. Os métodos quantitativos com visualizagdo
Optica, utilizam escalas colorimétricas para intervalos fixos que podem ser interpretados
visualmente. A maioria dos métodos quantitativos necessitam de equipamentos para leitura
Optica, espectofotometros, espectrofluorimetros e contadores de cintilagdo, equipamentos
caros, 0s quais séo considerados desvantagens deste tipo de testes, uma vez que 0S mesmos
voltam a ter limitacdo de interpretacdo (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 mdveis tém sido uma promissora
ferramenta para a interpretacdo dos testes semi-quantitativos, com interpretacdo subjetiva,

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

2.1.1 Lateral Flow Assay (LFA)

Os testes imunocromatograficos, também chamados de ensaios de fluxo lateral, sensor
de papel ou teste de tira, vém sendo utilizados ha algumas décadas. Estes biossensores,
considerados testes rapidos, sdo uma extensdo tecnolégica dos testes de aglutinacdo,
desenvolvidos na década de 50 por Singer e Plotz (1956).

O desenvolvimento deste tipo de ensaio tem ampla aplicacdo pratica, uma vez que sao
simples de facil utilizacdo, o resultado € imediato ou demanda apenas alguns minutos, a
estabilidade e durabilidade se mantém por um longo periodo e em variadas condicGes
climéticas, além de demandar baixo custo para seu desenvolvimento. Estas caracteristicas
fazem os testes de tira uma ferramenta ideal para utilizacdo em domicilio ou campo e ndo exige
nenhum profissional habilitado para sua interpretacdo (PEELING et al., 2006b; ELLERBEE et
al., 2009; WARSINKE, 2009; HOLFORD; DAVIS; HIGSON, 2012).

Os paises em desenvolvimento, onde as tecnologias avancadas e caras Sdo pouco
acessiveis e ndo estdo disponiveis para a grande maioria da populacdo, sdo candidatos
promissores e beneficiarios 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 sdo tecnologias que asseguram nao sO
resultados qualitativos mas também quantitativos, de excelente qualidade. Desde o surgimento
dos primeiros sensores, os testes de gravidez da década de 70, muitos materiais vém sendo
aprimorados para melhorar a qualidade destes dispositivos. Com 0 surgimento da
nanotecnologia, o emprego das nanoparticulas facilitou a interpretacdo 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-
MUNIZ; MERKOCI, 2013; QUESADA-GONZALEZ; MERKOCI, 2015).

Os ensaios que utilizam enzimas, imunoensaios de fluxo lateral s&o testes simples de
reconhecimento rapido de proteinas desenvolvidos a partir de um imunoensaio ja existente,
transportado para os sensores imunocromatograficos. A imunocromatografia representa uma
tecnologia inovadora que concentra a reacdo Abs-Ags em uma Unica fase sélida 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
etal., 2015).

Existem 5 componentes principais que formam a tira de teste LFA: a membrana de
nitrocelulose para deteccdo — “Detection pad” (1). Esta membrana é flanqueada em uma
extremidade por uma membrana receptora de reagente ou amostra — “Sample pad” (2),
constituida por fibra de algoddo ou celulose e uma microfibra de vidro contendo o reagente
cromogeno — “Conjugation pad” (3) e na outra extremidade por uma zona de absorgdo —
“Absorbant pad” (4). Este conjunto é apoiado por um cartdo suporte (5), cortado em tiras com
tamanho adequado para a quantidade de analito a ser medido. Este esquema esta 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 esquematico 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. cartdo
suporte.

l:%\
B

Fonte: Autoria propria, 2018

O marcador 6ptico mais utilizado é o cromogeno, composto por nanoparticulas de ouro
coloidal, um marcador mais estavel que reagentes fluorescentes ou enzimaticos (TANAKA et
al., 2006). Um reagente de captura, (Abs-Ags) ¢ inserido na forma de uma linha ou ponto na
membrana de nitrocelulose, denominada linha/ponto teste “test line” (T). Um segundo reagente
de captura € depositado numa segunda linha paralela a linha teste e funciona como controle —
“control line” (C), figura 2. Os testes normalmente sdo lidos entre 15 e 30 minutos apds
aplicacdo 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 esquematico dos componentes de um sensor de fluxo lateral, evidenciando a zona de detec¢édo
com marcacdes em ponto e linha, caracterizadas como T, para a marcacdo de teste e C para a marcacdo do controle
positivo do teste.

Fonte: autoria propria, 2017

2.1.2 Componentes do sensor de fluxo lateral

A escolha dos componentes para o desenvolvimento de um teste LFA deve levar em
consideracdo 0s seguintes parametros: propriedades da amostra a ser medida, protocolo de
execucdo, limite de deteccdo, sensibilidade, especificidade, tempo de execucdo do teste,
interpretacdo e caracteristicas 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 consideracdo vérias caracteristicas, 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 varias fungdes, sendo a mais importante, promover a distribuigdo controlada e
homogénea da amostra sobre o conjugado e a entrada da solu¢do 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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H4 dois tipos de membrana para amostra, as fibras de celulose e as malhas de algodé&o.
Os filtros de celulose apresentam caracteristicas como a capacidade de receber volumes maiores
de analito sem prejudicar a uniformidade da dispersdo, 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 rapidos. Os filtros de malha, compostos por fibras
mistas, ndo permitem tratamento com outros solventes para preservar as caracteristicas das
proteinas, por outro lado, sdo mais resistentes e capazes de reter as células vermelhas do sangue,
liberando apenas o fluxo do plasma. Esta propriedade confere uma vantagem a aplicacéo de
amostras de sangue total sem que haja interferéncia da pigmentacdo 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 consideracdo o0s parametros que
influenciam na taxa de liberagdo da amostra, principalmente a espessura e gramatura do filtro
e pressdo exercida dentro do teste. O contato prolongado da amostra com o conjugado sem sua
exposicdo a Ags e Abs impregnados na membrana, permitem a competicdo entre as
imunoglobulinas presentes na amostra impregnadas na linha controle, dificultando ou
impedindo a coloragéo da linha afetando a validade do teste (LEUVERING et al., 1980; WANG
et al., 2006; SAJID; KAWDE; DAUD, 2014).

A reacdo prolongada com o conjugado também limita a reacdo Ags-Abs na linha de
teste, por promover a ligacdo inespecifica entre os reagentes. A passagem rapida da amostra
pela zona de deteccdo, um problema comum até a adequacédo dos parametros internos do teste,
ndo permite as reacfes Ags-Abs, que apresentam um tempo habil para ocorréncia, podendo ndo
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 Gltima
analise 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
caracteristicas fundamentais para o bom desempenho do teste. A fibra de vidro € o material
mais utilizado nos testes LFA, porém os filtros de celulose e filtros de poliéster com superficie
modificada, também podem ser utilizados (MILLIPORE, 2013; SAJID; KAWDE; DAUD,
2014).
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O suporte do conjugado ideal deve apresentar algumas caracteristicas fundamentais a
fim de permitir a qualidade, alta sensibilidade e especificidade do teste.

Componentes de membrana ideais permitem a boa impregnacéo de reagentes, evitando
que o conjugado ou a amostra analisada fiquem aderidos as fibras da membrana, reduzindo a
intensidade de coloracéo dos pontos de teste e controle. A uniformidade do fluxo é outro fator
de grande importancia pois ele deve garantir que o conjugado flua e se deposite de maneira
homogénea ao longo da membrana permitindo o aparecimento uniformes da marcagdo. A
retencdo de substancias inadequadas e volumes excessivos de liquidos logicamente
influenciardo nas propriedades intra teste, desta forma a membrana deve reter um volume
homogéneo de material garantindo que todos os testes de um mesmo lote apresentem a mesma
concentracdo de conjugado (LEUVERING et al., 1980; POSTHUMA-TRUMPIE et al., 2009;
MILLIPORE, 2013;).

2.1.2.3 Membrana de nitrocelulose — zona de deteccao

Alguns materiais ja foram testados para serem utilizados na zona de deteccdo, 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 €, possivelmente, o material mais importante no
desenvolvimento de um teste de fluxo lateral. Essas membranas se ligam eletrostaticamente
com proteinas através da interacao do dipolo forte do nitrato éster com dipolo forte do peptideo,
e tornam-se neutras em sua capacidade de adsorver a proteina, independente do pH do meio.
Caracteristicas fisico-quimicas destas membranas influenciam sua capilaridade, que por sua vez
afetam o grau de deposicao dos reagentes, sensibilidade e especificidade do teste e a intensidade
de coloracgéo 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 seérie de fatores, sendo
a taxa de capilaridade o fator mais importante e para isto devem ser considerados: tamanho,
linearidade e quantidade de poros (porosidade), area de superficie e caracteristicas estruturais.
H& uma correlacdo 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 ndo seja uma preocupacdo. Objetivando apenas a deteccdo, 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 exclusdo de eventuais diagnosticos
(MILLIPORE, 2013; SHARMA et al., 2015).

2.1.2.4 Membrana absorvente

O filtro absorvente, composto por celulose, estd posicionado na extremidade distal da
membrana de nitrocelulose e tem como funcdo principal permitir que maior volume de amostra
adentre a zona do teste. Este maior volume é importante, pois pode ser utilizado para lavar
particulas do reagente detector ligadas fracamente, reduzindo o nimero de ligacdes nao
especificas (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
sanduiche.

LFA no formato sanduiche, um Abs revestido por um marcador (enzimas,
nanoparticulas ou corante fluorescente) é imobilizado numa plataforma de conjugacéo para se
ligar a proteina, formando o conhecido complexo “chave-fechadura” que se liga a um Abs
primario na linha de teste, emitindo o sinal 6ptico. Este tipo de formato € 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 ndo tém a capacidade de se ligarem a Abs
simultaneamente. Quando a amostra migra até a linha de teste, o Ags pré-imobilizado, vai se
ligar ao conjugado em dois possiveis casos, no caso de a amostra ndo conter o analito alvo ou
no caso de conter em baixas concentra¢Oes, permitindo assim que nem todos os Abs do
conjugado fiqguem ligados ao Ags da amostra. O Ags presente na amostra e 0 que esta
imobilizado na linha de teste competem para se ligarem ao Abs conjugado. O formato de
multipla deteccéo é utilizado no diagnostico de diferentes alvos. Os testes rapidos, neste caso
apresentam um numero de linhas/ponto de teste igual ao nimero 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 sdo glicoproteinas secretadas por linfocitos B especializados, com duas
funcBes distintas: uma é se ligar especificamente ao antigeno alvo e outra é provocar uma
resposta imune contra o Ags ligado ao recrutar outras células e moléculas. A associacao entre
um Abs-Ags envolve uma miriade de interagGes ndo covalentes entre o epitopo, sitio de ligacéo
no Ags, e paratopes, sitio de ligacdo no Abs. A capacidade do Abs se ligar a qualquer superficie
ndo propria com especificidade e alta afinidade ndo é apenas a chave da imunidade, mas
também uma valiosa ferramenta para desenvolvimento em biologia experimental, pesquisa
biomédica, diagnostico e terapia. A diversidade de suas capacidades vinculativas €
particularmente impressionante dada a alta semelhanca estrutural entre todos os Abs (SELA-
CULANG; KUNIK; OFRAN, 2013).

A especificidade da molécula de Abs para o seu Ags € explorada para analise do
desenvolvimento de uma variedade de imunoensaios, vacinas e terapias. Recentemente algumas
especialidades tem sido responsaveis por expandir a aplicacdo de Abs, permitindo melhorias de
afinidade e especificidade (OHLIN et al., 1996; SODERLIND; OHLIN; CARLSSON, 1999;
MIRICK et al., 2004). A compreensdao 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 sensiveis, especificos, com alto grau de
pureza e estabilidade para ndo prejudicarem o desempenho final do teste. A pureza, consisténcia
e clonagem dos Abs, também podem influenciar na qualidade do teste. Abs monoclonais
apresentam alta especificidade diminuindo as ligagdes inespecificas e cruzadas; Abs policlonais
embora menos especificos, apresentam a capacidade de reconhecimento de maltiplos epitopos
para um Unico 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 superficies sélidas; capacidade de reativacao
apos a reabsorcao; manutencdo da arquitetura estrutural apos a secagem; capacidade de ligacdo
ndo instantanea ao ser reativado, além da estabilidade entre suas ligacGes. Essas caracteristicas
séo 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 Particula detectora do sinal no LFA

A escolha do marcador depende da sua aplicacdo no dispositivo LFA. Uma lista de
materiais podem ser utilizados como: nanoparticulas de ouro (AuNPS), prata, carbono, selénio
ou até mesmo magnéticas, as beads de latex coloridas, pontos quanticos, conversao de fosforos,
fluoréforos organicos, corantes téxteis, enzimas e lipossomos. Qualquer um destes materiais
podem ser utilizados como marcadores, basta apenas, que sejam capazes de se ligar ao Abs e
reconhecer o0 analito em questéo e emitir o sinal éptico possibilitando a visualizacdo do teste
LFA. As caracteristicas desejaveis sdo a ndo alteragdo dos recursos bioconjugaveis, a
estabilidade por um longo periodo de tempo e a capacidade de ligacéo e deteccdo em baixas
concentracdes (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 intervengdo da nanotecnologia, se tem dado preferéncia por
materiais que apresentam caracteristicas diferenciais e reduzem o custo técnico, encurtam
etapas e amplificam sinais colorimétricos nos sensores (GUBALA et al., 2012). A
nanotecnologia engloba ciéncia, engenharia e tecnologia conduzidas a nanoescala, operando no
intervalo de 1 - 100 nm. Nanotecnologia ndo implica trabalhar apenas com materiais a
nanoescala, implica também que esses materiais adquiram propriedades fisicas, quimicas,
mecanicas e épticas diferentes, exatamente por se encontrarem a nanoescala. Quando uma
particula se encontra a nanoescala, propriedades como a fluorescéncia, a condutividade elétrica,
a reatividade quimica e o ponto de fusdo sdo alteradas. O ouro a nanoescala ilustra na perfeicdo
as propriedades Unicas que advém desta escala. As nanoparticulas de ouro ndo apresentam cor
amarela, como estamos habituados a observar & macroescala, mas sim uma cor vermelha ou
roxa. A nanoescala os movimentos dos elétrons de valéncia do ouro sdo confinados, dai as
AUNPs reagirem de diferente maneira com a luz (GOODSELL, 2004; DREXLER, 2007;
FARIA-TISCHER; TISCHER, 2012; HOLZINGER; LE GOFF; COSNIER; 2014).

As nanoparticulas metalicas tém sido extensivamente estudadas devido as suas
propriedades Opticas Unicas resultantes da banda de ressonancia plasménica de superficie
localizada (LSPR). Quando a radiacao eletromagnética interage com as nanoparticulas conduz
a uma oscilacdo coletiva dos elétrons na superficie das mesmas, originando uma ressonancia
plasmonica de superficie (WILLETS; VAN DUYNE, 2007; HAMMOND et al., 2014).
Apresentam excepcionais coeficientes de absor¢do que véo permitir uma maior sensibilidade

em métodos de deteccdo Optica em comparagdo com corantes convencionais. A solucdo 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 caracteristica de aproximadamente 520 nm e cor
vermelha. Esta banda é afetada pelo tamanho da particula através do indice de refracdo do meio
envolvente, pela forma e distancia inter-particula. O aumento do campo eletromagnético na
superficie das AuNPs pela interacdo com a radiacdo eletromagnética fornece propriedades
Opticas interessantes, por isso potencialmente utilizadas nos teste diagnosticos rapidos. O
sucesso das AuNPs em ensaios bioldgicos reside na flexibilidade de métodos de sintese gerando
nanoparticulas com as caracteristicas pretendidas, a elevada solubilidade em agua, adequada
morfologia, tamanho de dispersdo e funcionalizacdo da superficie (BAPTISTA et al., 2008;
SPERLING; PARAK, 2010; KAVOSI et al., 2014).

Existem varios métodos de sintese de AuNPs, contudo, o mais utilizado é a reducéo
quimica do oxido de ouro (I11) Au203, halogenetos com estado de oxidagéo +1 e +3, que na
presenca de um agente de revestimento, isto €, um composto com a capacidade de se ligar a
superficie da nanoparticula blogueando o seu crescimento e estabilizando o coloide no solvente
utilizado. O controle da forma e tamanho das nanoparticulas ¢ normalmente alcancado pela
cuidadosa selecdo das condicBGes experimentais, com o agente redutor, o tempo de reacéo, a
temperatura e o agente de revestimento com melhor afinidade para as nanoparticulas,
permitindo a sintese com um bom tamanho de dispersdo. A reducdo do ouro pelo citrato de
sodio segundo o método de Turkevich, é o método mais comum para a sintese de AuNPs
esféricas devido a sua simplicidade e elevado rendimento. O revestimento das nanoparticulas
com citrato de sédio evita a agregacdo entre elas devido a alta densidade de carga negativa
proporcionada pelos grupos carbéxilo do citrato a superficie das mesmas. A funcionalizacéo
das AuNPs envolve o uso de ligantes bifuncionais, em que parte interage com a nanoparticula
enquanto a outra é direcionada para o exterior da superficie para interacdes especificas com
biomoléculas (TURKEVICH; KIN, 1970; KIMLING et al., 2006; BAPTISTA et al., 2008;
SPERLING; PARAK, 2010; OMIDFAR; KHORSAND; DARZIANI AZIZl, 2013).

As propriedades opticas das AuNPs alteram-se quando existe condugdo dos elétrons
perto da superficie de cada particula, ficando os mesmos deslocados, entre particulas vizinhas,
levando a formacéo de particulas 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 solucéo ter coloragéo azul/violeta (OMIDFAR et al., 2010; SPERLING; PARAK,
2010).

A espectroscopia de UV-visivel € um método simples e confidvel para a monitorizacéo
da estabilidade das AuNPs. A medida que ocorre a instabilidade das AuNPs a banda vai

diminuindo de intensidade, devido a deplecdo de nanoparticulas estaveis. Também pode ocorrer



33

o0 alargamento da banda ou a formacé&o de uma segunda banda a maiores comprimentos de onda,
devido a formacéo de agregados (RECHBERGER et al., 2003; CASTANEDA; ALEGRET;
MERKOCI, 2007; SPERLING; PARAK, 2010).

A camada de citrato ligada a superficie das nanoparticulas pode ser substituida por
outros ligantes com o objetivo de aumentar a sua estabilidade. Alguns exemplos sdo o &cido
mercaptoacético, o acido mercaptopropidnico ou o acido mercaptoundecanico. Em meio
bioldgico as nanoparticulas podem interagir com diversas biomoléculas, tais como, proteinas,
acidos nucleicos, moléculas orgéanicas, lipidios e metabdlitos bioldgicos. A adsorcdo de
biomoléculas na superficie das nanoparticulas pode ocorrer por diversas forgas, como, pontes
de hidrogénio, forcas de Van der Waals, atracdo eletroestatica entre outras. A composicdo, a
hidrofobicidade, a presenca de grupos funcionais especificos, pH e a temperatura afetam a
adsorcdo de proteinas a superficie das nanoparticulas (SAPTARSHI; DUSCHL; LOPATA,
2013).

A bionanoconjugacao entre as AuNPs e Abs pode ocorrer por adsorcdo, por ligagéo
covalente entre a superficie da nanoparticula e o Abs ou recorrendo ao uso de moléculas
adaptadoras. O uso de moléculas adaptadoras geralmente envolve a formacdo do complexo
streptavidina-biotina. A vantagem da ligacdo covalente, quando comparada com a adsorc¢ao
fisica é que a ligacdo impede a remogdo competitiva dos Abs adsorvidos pelos componentes do
sangue (OMIDFAR; KHORSAND; DARZIANI AZIZI1, 2013; SAJID; KAWDE; DAUD,
2014).

A aplicacdo das AuNPs em testes LFA apresentam caracteristicas distintas as quais sdo
de extrema importancia tais como a dispersdo, tamanho e forma (normalmente esférica), uma
vez que estas particulas devem ter mobilidade intra-teste. As particulas menores tém maior
mobilidade, enquanto as particulas maiores tem uma capacidade de movimento reduzido. Estas
caracteristicas influenciam diretamente na sensibilidade e especificidade do teste. Ha relatos na
literatura da utilizagdo dos mesmos materiais em tamanhos diferentes, mostrando resultados de
testes com divergentes caracteristicas (HAINFELD; POWELL, 2000; TANAKA et al., 2006;
PAEK et al., 2007; LIN et al., 2008; LIU et al., 2013; MILLIPORE, 2013; OMIDFAR;
KHORSAND; DARZIANI AZIZl, 2013; BIJU, 2014).

O sucesso das AuNPs em testes LFA se da por apresentarem coloragao intensa, serem
de facil sintetizagéo e conjugacdo com Abs uma vez que, sem elas, seria impossivel se obter os
resultados imediatos e visualizacdo Opticas, pois sdo elas as responsaveis pela coloracdo
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 sequéncia que
se inicia na identificacdo de alvos para o diagnostico, como Ags ou Abs especificos e que
possuam imunogenicidade conhecidas. A escolha de reagentes e componentes do teste sdo
etapas importantes para o desenvolvimento de um protétipo até este ser utilizado na rotina
médica e ha uma gama extensa de especificidades a ser avaliada de acordo com a proteina 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 principio sdo realizados para determinar se o teste é capaz de
detectar o alvo de diagndstico pretendido (CRUZ-AGUADO; PENNER, 2008; YETISEN;
AKRAM; LOWE, 2013; ROZAND, 2014).

O prototipo, entdo, ¢ submetido a testagem com amostras conhecidas, chamadas “de
conveniéncia”, quando sdo avaliados parametros de sensibilidade, especificidade e valores
preditivos. Posteriormente o prototipo é submetido a avaliagdo com a populacdo alvo. Os
resultados destes estudos sdo utilizados para se obter aprovacdo em 6rgdos reguladores para
que o teste possa ser comercializado. Apds a aprovacao e comercializacdo do teste, podem ser
realizados estudos de aplicabilidade e implementacdo para demonstrar o custo-efetividade do
teste (CRUZ-AGUADO; PENNER, 2008; WHO; TDR, 2010).

Embora as etapas de implantacdo de testes rapidos estejam bem estabelecidas, nem
sempre elas ocorrem de forma rapida e pratica, uma vez que 0s processos de padronizacdo

podem ser longos.

2.2 Parametros de avaliacdo e validacao de testes rapidos

A avaliacdo dos parametros ideais apés a elaboracdo de testes rapidos € fundamental
para que estes possam chegar ao mercado. O desempenho, praticidade, condi¢bes de uso,
condigdes de armazenamento e validade, sdo os mais comumente considerados (KETTLER,;
WHITE; HAWKES, 2004).

Para analise do desempenho, sdo avaliados a sensibilidade e especificidade, assim como
valores preditivos positivos e negativos de um teste em desenvolvimento que sdo fatores
importantes a se considerar. E exigida alta sensibilidade de um teste a ser aplicado a doencas
em que um diagnostico negativo implica em sérias consequéncias na epidemiologia da doenca

ou para o paciente. Baixa especificidade importa menos nos casos em que o tratamento néo 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, esta relacionada a complexidade, ao numero dos procedimentos
a serem realizados até a utilizacdo do teste assim como a necessidade de processamento do
material bioldgico utilizado como amostra, implicando em um grande tempo de manipulacéo
até a execucdo e a necessidade de treinamento, supervisdo, insumos e equipamentos para
obtencéo dos resultados (SAJID; KAWDE; DAUD, 2014).

As condicBes de uso e armazenamento de testes rapidos também sdo de extrema
importancia, uma vez que devem apresentar um manuseio seguro, de fécil execucdo, rapido,
interpretacdo de resultados simples e ndo depender de equipamentos especiais ou refrigeracéo.
Em condicdes de calor e umidade elevadas a predilecdo por testes resistentes, acondicionados
em pacotes individuais com silica, € uma prioridade.

Atendendo as exigéncias anteriores, a validade prolongada é um fator econémico
fundamental, pois reduz a pressao na cadeia de fornecimento e a probabilidade de desperdicio.
Testes com validade superior a 18 meses sdo recomendados para atender areas remotas e de
recursos escassos.

Atendidas as exigéncias considera-se vantajoso e benéfico o uso destes testes rapidos.
Testes de diagndstico confidveis e faceis de utilizar s&o uma necessidade para o controle de um
amplo espectro de doengas incluindo HIV-1, tuberculose, maléria, leishmaniose, dengue,
esquistossomose, hanseniase entre outras. Além dos testes de diagnosticos, muitas outras
proteinas sdo fundamentais para caracterizar e monitorar 0s pacientes clinicamente,

principalmente & beira do leito.

2.3 Leishmanioses

As leishmanioses sdo doencas endémicas em 98 paises no mundo e segundo a
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) é a sexta endemia mais importante, e a segunda causa
de morte entre as infec¢des parasitarias (OMS, 2013; NOGUEIRA; MONTEIRO; ESCOBAR,
2013; WHO, 2015). Cerca de 12 milhdes de pessoas sdo clinicamente afetadas e 1,5 a 2,0
milhdes de novos casos ocorrem a cada ano, sendo em média 1,5 milhdes de leishmaniose
tegumentar (LT) e 200.000 — 400.000, leishmaniose visceral (LV). A LT é uma doenca de
carater zoondtico que acomete o0 homem e diversas espécies de animais silvestres e domésticos
com uma enfermidade polimorfica e espectral da pele e das mucosas, podendo se manifestar
sob diferentes formas clinicas (ALVAR et al., 2012; ALVES et al., 2013).
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A LV ¢é uma enfermidade generalizada, aguda ou sub aguda que acomete individuos de
qualquer faixa etaria, sendo mais frequente em criangas menores de 10 anos (54,4%) e em
homens (60%). A letalidade esta em torno de 10%, o que corresponde a uma média de 20.000
—40.000 obitos por ano (ALVAR et al., 2012). No mundo, seis paises merecem atencédo especial
por representarem cerca de 90% da totalidade dos casos de LV, sendo eles: india, Bangladesh,
Sudéo, Suddo do sul, Brasil, e Etiopia. Nas Américas, a doenca ocorre desde o sul do México
até o norte da Argentina. No Brasil, sua distribuicdo estd em 20 das 27 unidades federativas,
atingindo as cinco regides brasileiras. (ALVES, 2009; ALVES et al., 2013; ALVAR et al.,
2012; BRASIL, 2016).

A preocupacdo com a LV vem aumentando em virtude do aumento do nimero de casos
nas ultimas décadas. Em 2000, a incidéncia da doenca era de 1,3 casos/100.000 habitantes e
passou para 1,7 casos/100.000 habitantes em 2015, j& 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 as quantidades de 6bitos ocorridos no periodo de 2000 a 2008 com os Gltimos 8
anos, houve um aumento de 23,6%. Analisando os dados de 2015, A incidéncia de casos na
regido Nordeste continua alta, com 1.806 casos, 138 o6bitos e taxa de mortalidade de 7,3%.
(BRASIL, 2016).

2.3.1 Agente etioldgico e infeccao

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios da ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania (L.) (RAYMOND et al., 2012). As espécies sdo
classificadas de acordo com a distribuicdo geogréfica das areas endémicas, sendo denominadas
espécies do Velho Mundo (Asia) 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 (MAURICIO; STOHARD; MILES, 2000; LUKES et al., 2007; OLIVEIRA et al.,
2009).

No mundo, 20 espécies de Leishmania patogénicas foram registradas até o momento.
No Brasil, as espécies causadoras da leishmaniose visceral fazem parte do complexo L.
donovani e sdo classificadas em trés espécies: L. chagasi, L. infantum, L. donovani,
diferenciando-se por seus vetores, hospedeiros reservatorios e patologia. A espécie L. donovani
é encontrada no subcontinente Indiano e no leste da Africa, a L. infantum na regido do
Mediterraneo e a L. chagasi nas Américas (MAURICIO; STOHARD; MILES, 2000; LUKES
et al., 2007).
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As Leishmanias séo transmitidas pela picada da fémea de insetos do género Lutzomya
no Novo Mundo e Phlebotomus no Velho Mundo e séo parasitos intracelulares obrigatérios que
se reproduzem por divisao binaria, dentro do sistema fagocitico mononuclear de mamiferos
suscetiveis (SHARMA; SINGH, 2008; RAYMOND et al., 2012).

A infeccdo pela Leishmania ocorre quando formas promastigotas infectantes séo
inoculadas no tecido do hospedeiro durante o repasto sanguineo do inseto vetor. Apds
escaparem da lise mediada pelo sistema complemento, as promastigotas de Leishmania
invadem rapidamente a célula alvo para iniciar a fase intracelular da infeccéo, ja que uma vez
internalizadas aos fagdcitos, esses parasitos modulam o microambiente estabelecendo a
infeccdo (DESJEUX, 2004).

No macrofago, os parasitos perdem o flagelo, tornando-se arredondados ou ovoides e
sdo entdo denominadas amastigotas, formas que residem no interior dos fagolisossomos, onde
sobrevivem e se multiplicam. As amastigotas sao formas mais adaptadas ao pH acido do meio
e possuem enzimas como a superdxido dismutase em grandes concentracdes, protegendo o
parasita da acdo oxidativa dos macréfagos (COURRET et al., 2002; OLIVIER; GREGORY;
FORGET, 2005; DENKERS; BUTCHER, 2005). Macrofagos infectados se rompem e liberam
amastigotas com potencial infectante, contaminando macrdfagos vizinhos. Em um novo repasto
sanguineo, o inseto vetor ingere macréfagos 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 mamifero a infecgdo propicia a multiplicacdo do parasito nas células do

sistema fagocitico mononuclear acionando mecanismos da resposta imune.

2.3.2 Fisiopatologia

Varios eventos acontecem durante a interacdo patégeno-hospedeiro, especialmente na
infeccdo causada pelos parasitos do género Leishmania, os quais, ativam varios componentes
do sistema imune (Figura 3). Entre eles, encontram-se os neutréfilos e células apresentadoras
de antigenos (macrdfagos linfocitos B e células dendriticas); a ativacdo do sistema
complemento e a presenca dos mediadores inflamatorios, como prostaglandinas e leucotrienos,
desencadeiam a resposta imune inata para controle da infecgdo. Ao entrarem em contato com o
parasito Leishmania, os componentes da resposta imune inata, induzem a uma resposta imune

especifica, desencadeando a resposta imune adquirida, onde os linfocitos T e B sdo os principais
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atores, induzindo, desta forma, resisténcia contra a infeccdo, bem como susceptibilidade
(BARRAL; COSTA, 2011).

Ap0s a inoculacdo das promastigotas de Leishmania na pele do hospedeiro, o sistema
complemento é ativado. A ativacdo do sistema complemente permite que o parasito seja
fagocitado por vacuolos parasitoforos, que se fundem com as vesiculas da via endocitica,
endossomos tardios ou lisossomos da célula hospedeira, assim, os macrofagos ativam 0s
mecanismos microbicidas, através da geracdo das espécies reativas de oxigénio, as quais sao
mediadas pelo nicotinamide adenine dinucleotide phosphate-oxidase (NADPH), necessarios
para o controle do parasito. Portanto, apds a internalizagdo pelos macrofagos, promastigotas de
Leishmania conseguem inibir a acdo do fagolisossomo. O fator principal dessa inibi¢do é o
glicolipidio lipofosfoglicano (LPG). Esse glicolipide tem um impacto profundo sobre o
fagossoma, causando acumulo perifagosomal de F-actina, que provoca o rompimento dos
lipideos fagolisossomais e consequentemente a inibicdo da acdo da NADPH oxidase, dessa
forma, o impedimento da formacdo do fagolisossomo, € a estratégia de sobrevivéncia dos
parasitos de Leishmania dentro dos macrofagos (MORADIN; DESCOTEAUX, 2012).

As promastigotas metaciclicas sdo mais resistentes a lise e ativam a via classica do
sistema complemento pois, durante a metaciclogénese sofrem diversas modificagdes
morfolégicas, bioquimicas e fenotipicas que aumentam sua viruléncia e resisténcia. A protecdo
dos macrofagos, realizada por componentes gerados pela LPG, permitem a multiplicacdo e
sobrevivéncia do parasito dentro do ambiente hostil do fagolisossomo. Por outro lado, as
promastigotas prociclicas, sdo altamente sensiveis a acdo 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 infeccdo seja bem sucedida
(AWASTHI; MATHUR; SAHA, 2004; ISNARD; SHIO; OLIVIER, 2012).

A lise mediada pelo sistema do complemento para o controle de patdgenos € realmente
importante na imunidade inata e adaptativa, uma vez que a Leishmania dribla a acdo de lise. As
promastigotas metaciclicas sdo capazes de inativar enzimaticamente o fragmento C3b do
sistema complemento através da glicoproteina de 63 kDa (GP63), inativando o complemento
C3bi. Esta inativacgao do sistema complemento permite a opsonizagéo, que facilita a fagocitose,
permitindo que C3bi, se ligue aos receptores do sistema complemento CR1 e/ou CR3, presentes
em células fagociticas dos macrofagos e neutréfilos, tendo como consequéncia a inativagao da
acdo do complemento, portanto favorecendo a sobrevivéncia do parasito, conseguindo infectar
outras células do hospedeiro sem causar uma resposta inflamatéria a entrada do patdégeno
(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 macréfagos sejam as principais células hospedeiras para Leishmania, 0s
neutrdfilos migram rapidamente e em grande quantidade para o local da infeccdo fagocitando
0 parasito, ativando mecanismos microbicidas, sintetizando quimiocinas e citocinas, 0s quais
podem propiciar o controle inicial da infeccdo (CHARMOY et al.,, 2010; MORADIN;
DESCOTEAUX, 2012). Acredita-se que a atividade leishmanicida é dependente da produgéo
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e elastase dos neutrofilos (AFONSO et al., 2008), mas
a liberacdo de elastase inibe a acdo imunomoduladora das células dendriticas diferenciadas a
partir de monaocitos humanos, ja que aumentam os niveis do fator de crescimento beta (TGF-f3)
(MAFFIA et al., 2007).

A interacdo entre células dendriticas e patdgeno, € inicializada pelo reconhecimento
entre os receptores das células e os padrées moleculares associados a patogenos (PAMPS),
incluindo lipopolisacarideo (LPS), glicolipidios e acidos nucleicos. Os sinais estabelecidos
através dos receptores tipo Toll (TLRs), podem induzir a maturacdo celular e a produgédo de
citocinas, proporcionando uma ponte entre a imunidade inata e adaptativa. Para a sinalizagao
na infeccdo com Leishmania acontecer é necessario uma proteina adaptadora MyD88, a qual
estd implicada em varias vias dos TLR, incluindo TLR2, TLR4, TLR7 e TLR9 (VIEIRA, et al.,
2013). Durante a infeccdo, a interacdo Leishmania células dendriticas é complexa, pois envolve
uma série de eventos de sinalizacdo celular e producédo de citocinas que podem estimular ou
inibir as respostas das células T, tendo como consequéncia o controle ou a progresséo da doenca
(LIU; UZONNA, 2012; DE ASSIS et al., 2012). A magnitude e perfil da ativacdo das células
dendriticas varia dependendo das espécies e cepas de Leishmania (MARKIKOU-OUNI; BEN
ACHOUR-CHENIK; MEDDEB-GARNAOQUI, 2012), das diferentes subpopulacdes e do
estimulo exdégeno (DE OLIVEIRA; BRODSKYN, 2012).

As células infectadas podem migrar da pele para érgdos como figado, medula 6ssea,
linfonodos e bacgo. Nesses 6rgdos, permanece a replicacdo do parasita. Estudos in vitro
demonstraram que Leishmania pode expressar proteinas solUveis, assim 0s macr6fagos
reconhecem esse parasita como células apoptoticas e realizam a fagocitose. Em seguida, passam
a sintetizar interleucina 10 (IL-10). Desta forma, os macréfagos, modulados pela Leishmania
adquirirem um perfil regulatério/anti-inflamatorio. A sintese de IL-10 é um mecanismo
igualmente passivel de ser usado para proteger o patdgeno, evitando a sua eliminagédo
(TRINCHIERI, 2007).

A citocina IL-10 é uma citocina diretamente envolvida na disfuncdo da atividade
leishmanicida dos macréfagos, facilitando a persisténcia do parasita (ROY et al., 2015). Apesar

de 1L-10 suprimir a geragdo e a manutencao da resposta Thl, a principal atividade promotora
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da doenca desempenhada por IL-10 talvez seja exatamente condicionar macréfagos para
aumentar a sobrevida e o crescimento do parasita (NYLEN et al., 2007). Quando a ac&o de IL-
10 é neutralizada, é possivel observar um aumento da secre¢do de interferon y (INF-y) ¢ TNF-
o (GAUTAM et al., 2011). INF-y é responsavel por ativar a sintese do Oxido Nitrico Sintaxe
Induzido (iNOS), responsavel pela producgdo de 6xido nitrico (NO), um potente leishmanicida
do macrofago.

IL-10 também inibe a producdo de algumas citocinas por macréfagos ativados e a
expressao de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade classe 11 (MHC classe
I1), resultando no bloqueio da resposta imune efetiva (BACELLAR; CARVALHO, 2005;
NYLEN; SACKS, 2007). Desta forma, IL-10 é uma citocina importante na LV, uma vez que a
acdao da mesma € passivel de modular a atividade inflamatoria pela sua atividade
imunossupressora que também, pode dificultar a eliminacéo do parasita (ROY et al., 2015).

Niveis de IL-10 elevados no inicio da LV estdo envolvidos no estabelecimento, na
progresséo da infeccio (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006). IL-10 é uma citocina com
possiveis efeitos sistémicos e a sua origem celular tem mostrado afetar profundamente o
resultado da regulacdo imune (TRINCHIERI, 2007). A citocina € secretada por varios tipos
celulares, incluindo macrofagos, células dendriticas, células natural killer, linfocitos B, e véarias
subpopulacdes de células T. No entanto, para determinar o papel de IL-10 na LV, é importante
identificar se ha um tipo celular especifico que seja responsavel pela sua sintese e, com isso,
module o sistema imunoldgico de tal forma a permitir a persisténcia da doenca (GAUTAM et
al., 2011).

A responsabilidade pela manutencdo da LV é exercida pela acdo microbicida do
hospedeiro, ativada por células T efetoras por meio de Ags e fatores co-estimulatorios aos
linfécitos, tais como a Interleucina-12 (IL-12), principal indutor fisiolégico da producdo de
IFN- v e da diferenciacdo das células T em Thl (SACKS; NOBEN-TRAUTH, 2002; SACKS;
SHER, 2002; NYLEN; SACKS, 2007). As células T, responsaveis por proteger o hospedeiro
contra a Leishmania; tem sua acéo evidenciada em estudos que mostram a interacdo de CD40-
CDA40L polarizado com células Thl, requerendo a producéo de IL-12 (KAMANAKA et al.,
1996). A protecdo ao hospedeiro pela CD40 é atribuida a uma resposta Thl (CAMPBELL et
al., 1996; KAMANAKA et al., 1996). A interacdo de CD40 — CD40L estimula os macrofagos
a produzirem citocinas e mediadores como 0 NO, o qual é o responsavel por eliminar o parasito
(STOUT; SUTTLES, 1996; MURUGAIYAN et al., 2007).

O desenvolvimento de uma resposta imune efetiva do hospedeiro contra patdgenos

intracelulares e o controle de sua expressdo pelo parasita é intermediado pela citocina IL-12,
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responsavel também por permitir a sobrevivéncia do parasito no hospedeiro. A infec¢do por
Leishmania leva a diminuigdo na secrecdo desta interleucina, sem inibir a acdo de outras
citocinas (MCDOWELL,; SACKS, 1999). IL-12 desempenha importante papel na regulacédo da
resposta imunologica celular in vitro por atuar diretamente na ativacéo de células T e induzir a
proliferacdo de linfocitos e a producdo de INF-y, que tem sua atividade anulada pela adigdo de
IL-10 (BACELLAR; CARVALHO, 2005; CALDAS et al., 2005).

Além do papel do parasito na inibicdo da producéo de IL-12, os macréfagos sofrem agéo
das citocinas anti-inflamatorias IL-10 e TGF-B, que em modelos com outras doengas
parasitarias tem papel importante na regulacdo da parasitemia e da resposta inflamatéria
(SACKS; SHER, 2002). A TGF-B, citocina supressora, na infec¢do pela Leishmania, esta
relacionada a capacidade de inibicdo de iNOS e na diferenciacdo de células T para o fenotipo
Thl e Th2 (GORELIK; CONSTANT; FLAVELL, 2002).

A fisiopatologia de pacientes com LV é caracterizada por um balango imunoldgico que,
por sua vez, poderia ser definida por um quadro clinico que induz a inibi¢do ou estimulagéo in
vivo da atividade de algumas citocinas cuja funcao principal consiste em ativar macrofagos,
células-alvo de L. infantum. Além disso, a LV também caracteriza-se pela presenca de

inflamacdo sistémica.

Figura 3 - Esquema representativo da interacdo parasita-hospedeiro na infeccdo por L. infantum, ressaltando a
ativacdo e imunossupressdo de citocinas.
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2.3.3 Citocinas

As citocinas sdo proteinas produzidas pela imunidade imune inata que expressam
respostas imunologicas mediadas pelas vias de sinalizacao intracelular em resposta a infecgdes
e inflamacdes sendo, portanto, considerados marcadores de imunidade (PARKIN; COHEN,
2001).

A sintese e acdo de citocinas geralmente sdo influenciadas pela a¢do de outras citocinas,
levando a uma cascata de ativacdo subsequente destas glicoproteinas. Esta acdo pode mediar 0s
efeitos biologicos das citocinas ativadas anteriormente. As citocinas, podem ter efeitos
antagbnicos ou sinérgicos, locais ou sistémicos e desta forma podem alterar as expressoes e
fungBes pré determinadas de certas citocinas (WILLIAM, 2013).

As citocinas sdo classificadas em trés categorias: reguladores da imunidade inata,
reguladores da imunidade adaptativa, e estimuladores da hematopoese (KUMAR; BHATIA,
PAI, 2017).

As citocinas da imunidade inata sdo produzidas por diferentes populacées de células e
agem em diferentes células alvo. Estas distin¢Ges ndo sdo absolutas, uma vez que uma mesma
citocina pode ser produzida durante reacdes da imunidade inata ou adaptativa e diferentes
citocinas podem ter a¢des sobrepostas. As citocinas da imunidade inata s&o mediadores locais
ou sistétmicos da inflamacdo, produzidas em grande quantidade principalmente pelos
macrofagos, neutrofilos e células natural-killer (NK) (WILLIAM, 2013).

A imunidade adquirida tem como estratégias de combate aos micro-organismos, a
secrecao de anticorpos que se ligam aos patégenos extracelulares e promovem a sua ingestdo e
subsequente destrui¢do pelos fagdcitos, o aumento da capacidade microbicida dos macr6fagos
por células T helper e a destruicdo das células infectadas por linfocitos T citotoxicos
(WILLIAM, 2013).

2.3.3.1 Citocinas na LV

Nas leishmanioses humanas o perfil de citocinas tracado e baseado em um perfil misto
de citocinas envolvidos na infecgdo e os mecanismos de resposta imune tentam identificar
fatores responsaveis pelo fenotipo de resisténcia e suscetibilidade a infeccdo pelo parasito
(PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006).

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

atividades pro-inflamatoria, INF-y, TNF-q, interleucina 2 (IL-2), IL-6, IL-12, interleucina 17
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(IL-17), e fator inibitorio da migracdo de macrofagos (MIF), anti-inflamatdria, interleucina 4
(IL-4), interleucina 5 (IL-5) e interleucina 13 (IL-13), regulatdria, interleucina 1 (IL-1) e as
quimiocinas, interleucina quimiotatica ligante 8 (CXCL8), macrophage chemotactic protein
(MCP) e macrophage inflammatory protein tipo 1 beta (MIP-1p) (SANTOS-OLIVEIRA et al.,
2011; KUMAR; BHATIA,; PAI, 2017). Estudos distintos divergem quanto a caracterizacéo da
resposta do hospedeiro na infeccdo pelo parasita Leishmania, uma vez que pacientes com LV
crénica ndo apresentaram resisténcia em cepas de pacientes tratados (DOS SANTOS et al.,
2014), porém outras pesquisas sugerem que cepas de Leishmania resistentes, modulam o
sistema imunoldgico produzindo citocinas (DE MOURA et al., 2016).

Diante da variabilidade de fatores que podem influenciar e caracterizar o aumento dos
niveis de citocinas na LV, estudos demostram que a os niveis de IL-10, TNF-a, INF-y, estdo
associados a infeccdo por Leishmania (ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; PERUHYPE-
MAGALHAES et al., 2006; NYLEN et al., 2007; LIMA, 2015).

O papel imunopatogénico de IL-10 tem sido observado em estudo de supressdo de
células T in vitro e resultados semelhantes foram demostrados em niveis plasmaticos de I1L-10
e IFN-y (CALDAS et al., 2005). Assim, IL-10 pode suprimir a actividade benéfica de IFN-y
ativada por macrofagos infectados. Niveis séricos mais elevados de IL-10 e IFN-y foram
evidenciados em criangcas com LV grave (GAMA, et al., 2013).

Os niveis elevados de CXCL8 também parecem estar associados a infeccdo e
caracteristicas clinicas (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006; COSTA et al., 2013; LIMA,
2015), assim como os niveis de 1L-6 (PERUHYPE-MAGALHAES et al., 2006; NYLEN et al.,
2007; ANSARI; SALUJA; SALOTRA, 2006; COSTA et al., 2013; SENE, 2013; LIMA, 2015)
e IL-12 (NYLEN et al., 2007; SILVA et al., 2012).

A variabilidade de células e citocinas envolvidas na infeccdo pela LV e seus ativadores
e estimulantes tornam dificil determinar quem predomina em relacdo ao desequilibrio que a
doenca modula. A alteracdo do padrdo de resposta frente as varidveis clinicas também é
divergente (CALDAS et al., 2005).

A caracterizacdo do padrdo de resposta imune frente a gravidade e morte na LV também
assume papel caracteristico e por vezes, divergentes a outros padrées clinicos (COSTA et al.,
2013; SENE, 2013; DOS SANTOS et al., 2016). E a concentracdo 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 doenga sem
gravidade (LIMA, 2015).
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A resposta imune na LV grave parece ser caracterizada por citocinas contra regulatérias
e ndo supressoras, evidenciando um desequilibrio na resposta imunoldgica do hospedeiro, desta

forma o retardo da acdo profilatica pode ser fatal para o doente.

2.3.4 Interleucina 6

A interleucina 6 (IL-6) € uma citocina multifuncional envolvida em numerosos
processos bioldgicos, tais como a regulacdo da resposta inflamatdria aguda, modulacdo das
respostas imune especifica incluindo as células B, diferenciacdo de células T, regulacdo do
metabolismo 0sseo, trombopoiese, proliferacao epidérmica, diferenciagédo de células neuronais,
neuroproteccado e caracterizacdo de certos tipos de canceres e doencas (SCHETT et al., 2013,
HIRANO, 2014).

A IL-6 pertence as familias de citocinas promotoras de respostas celulares por meio de
um complexo da subunidade da gp 130, que é transdutora de sinal de glicoproteina para
promover a ligacdo com o receptor de IL-6 (IL-6R), também conhecido como gp 80. IL-6 se
liga a IL-6R e por dimerizacédo se liga a gp 130 do receptor de transducdo de sinal (JONES,
2005). IL-6 se liga a receptores da familia tirosina kinase Jak ativando a via de sinalizagéo
STATS3, aumentando a expressdo do gene SOCS1. Por fim, SOCSL1 inibe a sinalizacéo e a
expressdo de alguns genes, inibindo a sintese de INF-y pelos linfocitos T CD4. A agédo anti-
inflamatdria de IL-6 induz a producéo de anticorpos por células B, indiretamente, por aumentar
aexpressdo de IL-21 em T CD4*. IL-21 estimula a sintese de anticorpos em linfocitos B através
da ligagéo ao seu receptor (IL-21R) (HEINRICH et al., 2003; HUNTER; JONES, 2015).

Quando ativada, esta citocina induz a proliferacdo de células T e na presenca de IL-2,
induzem a diferenciacdo de células T CD8* em células T citotdxicas. IL-6 também esta
envolvida no processo de diferenciacdo de células Th17 e consequentemente na producédo de
IL-17 e na inibicdo e diferenciacdo de células T reguladoras (Treg). H& evidencias de que a
interleucina seja um fator de crescimento para queratindcitos epidérmicos, células renais,
mieloma e células de plasmacitoma (GROSSMAN et al., 1989; PITTA et al., 2009).

A ativacdo de receptores de IL-6 ocorre por duas vias, a classica, mediadas por IL-6R
(CD126) e gp130 (CD130) na membrana e a via “trans-signaling” onde 1L-6 soluvel (sIL-6R)
se liga a IL-6 segregada para formar um complexo, cuja meia-vida é aumentada, promovendo
a maior disponibilidade e circulagdo (ROSE-JOHN; HEINRICH, 1994; JONES; SCHELLER,;
ROSE-JOHN, 2011). Sabe-se que tanto IL-6 como sIL-6R estdo aumentados em inflamacoes.
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Séao considerados niveis 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 pré-inflamatoria com funcgéo pleiotropica, regula a resposta de fase aguda e
a transicdo da resposta imune inata para a resposta imune adaptativa e tem como células-alvo
os linfocitos B e timadcitos. IL-6 aumenta a sintese de proteinas hepéaticas que estao envolvidas
na fase aguda e como resposta, surgem sintomas tais como febre, calafrios e fadiga (HUNTER,;
JONES, 2015). A funcéo de IL-6 ndo estéa restrita a resposta imune, uma vez que a mesma atua
na hematopoiese, trombopoiese, formacdo de osteoclastos, resposta hepética de fase aguda,
resultando na elevacgdo da proteina C-reativa (CRP) e proteina sérica amildide. IL-6 estimula a
resposta de fase aguda hepética, resultando em um aumento da producdo de CRP e
consequentemente dos niveis 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 medicdo de
CRP (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003) no entanto, em patologias como canceres, doengas
autoimunes e algumas infeccdes, CRP ndo é considerado um marcador fiel, ressaltando a
importancia 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 multiplas doencas
e distarbios, incluindo, fadiga, caquexia, doengas auto-imunes, doencas inflamatorias cronicas,
doencas do sistema 6sseo, doencas do coracao, obesidade, diabetes, asma, Alzheimer, esclerose
multipla entre outras. Enquanto IL-6 tem acédo protetora em muitas infecces a mesma atividade
pode ser a responsavel pela manutencdo de inflamacdo crénica em outras patologias,
(SCREPANTI et al., 1996; OHSHIMA et al., 1998).

Além de seu papel direto na patogénese de cancer e outras doencas cronicas, elevados
niveis de IL-6 parecem afetar negativamente o bem-estar e qualidade de vida dos pacientes,
pois resultam em caquexia, febre e reducdo sérica de albumina (SCHETT et al., 2013;
HUNTER; JONES, 2015).

A producdo de IL-6 é de responsabilidade de uma ampla gama de tipos celulares
incluindo mondcitos, fibroblastos, queratindcitos epidérmicos, células endoteliais vasculares,
células renais, células gliais, condrdcitos, células T e B além de algumas células tumorais
(AKIRA et al., 1990). A citocina é a responsavel por estimular as células B a secretarem Abs
capazes de prevenir a apoptose celular e ativar osteoclastos, sinoviocitos, neutréfilos e outras
células hematopoiéticas (YASUKAWA et al., 1987; SCHETT et al., 2013; HIRANO, 2014).

Estudos de avaliacdo da funcéo cardiovascular vém utilizando a IL-6 como importante

marcador para diversas patologias cardiacas. Estudos demostraram que leucdcitos ativados
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estimulam a producdo de interleucinas, TNF-a ¢ IFN-.y. Especialmente a IL-6, principal
acionador de hepatocitos para produzir RNAm para producdo de proteinas de fase aguda
(fibrinogénio, CRP, amiloide sérico A) (YUDKIN et al., 2000).

Elevados niveis de IL-6 foram observados em muitos tipos de cancer, sendo eles: cancer
de mama, colo do Utero, colo-retal, leucemias, cancer de prostata, pancreas, pulmao 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 clinicos
mostraram melhorias nos resultados de doentes que receberam terapias anti-IL-6,
principalmente nos casos de alguns canceres, onde a terapia desempenha um papel direto
inibindo a proliferagdo de células cancerigenas (TRIKHA, et al., 2003). A literatura relata IL-6
como um marcador precoce de inflamacdo pds-operatoria e infeccbes (KRAGSBJERG;
HOLMBERG; VIKERFORS, 1996; DI CESARE et al., 2005; RANDAU et al., 2014). Além
disso, hé evidencias de que doentes com lesdes cerebrais traumaticas apresentam concentracdes
séricas elevadas de IL-6 e sdo mais propensos a desenvolver sintomas cronicos
(HERGENROEDER et al., 2010).

Atualmente, o desafio € identificar onde e quando a IL-6 é ativada nas inflamacbes a
fim de compreender como o efeito pleiotropico que determina a progressdo, gravidade e
duracdo das mais variadas doengas.

23411L-6nalLV

A IL-6 na LV desempenha atividades prd-inflamatéria e anti-inflamatéria (LIEW;
O'DONNELL, 1993) e tem como células-alvo os linfdcitos B e timacitos (DIEHL et al., 2000;
DIEHL et al., 2002; LEE et al., 2016). Mesmo nos estagios iniciais da doenga, a citocina esta
positivamente correlacionada com IL-10, fato que reforca que IL-6 também pode desempenhar
uma atividade anti-inflamatéria (RAMOS et al., 2016).

IL-6 é necessaria para desencadear e manter ambas as respostas, Thl, Th2 e Thl7
(SAMOILOVA etal., 1998; BACELLAR etal., 2009; PITTA etal., 2009; KUMAR; BHATIA;
PAI, 2017). Estudos evidenciam que niveis de IL- 6 e de TNF-a estdo elevados durante a fase
aguda, por ocasido das reativacbes de LV, em pacientes no Suddo (VAN DER POLL;
ZIJLSTRA; MEVISSEN, 1995). A citocina pode estar relacionada a producdo aumentada de
proteinas de fase aguda, a hipergamaglobulinemia e a inducdo de febre em pacientes com LV.
Estas caracteristicas também sdo evidenciadas em estudos que mostraram uma correlacdo
positivo dos niveis de IL-6 com a CRP (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003).
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A acdo anti-inflamatoria de IL-6, exercida ao inibir a diferenciacéo de linfécitos T CD4
no perfil Thl, inibe a producdo de INF-y, pois IL-6 se liga a seu receptor nos linfdcitos e ativa
a via de sinalizacéo signal transducers and activators of transcription (STAT3), aumentando a
expressao do gene supressor of cytokine signaling 1 (SOCS1). Por fim, SOCSL1 inibe a
sinalizacédo e a expressdo do gene INF-y. Desta forma, ao diminuir a sintese de INF-y pelos
linfocitos T CD4, IL-6 contribui para a replicacdo de Leishmania nos macrofagos. A atividade
anti-inflamatoria de IL-6 em pacientes com LV pode igualmente contribuir com a
imunossupressao dos macrofagos, 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 o0 a
imunorregulacdo da LV em pacientes infectados por L. donovani, evidenciou que IL-6,
juntamente com IL-17 e IL-10 sdo mais secretadas em pacientes curados do que em pacientes
com a doenca ativa. Outras populacdes celulares mostraram estar associadas com caracteristicas
clinicas (ARAUJO-SANTOS et al., 2017).

A avaliacdo de pacientes com leishmaniose visceral americana, causada por L. infantum
na Amazoénia evidenciou fortes associag¢6es de IL-6 e IL-10 caracterizando a imunopatogénese
da doenca grave e estabeleceu o papel anti-inflamatério das citocinas TNF-o e IL-6, e das
citocinas inflamatorias IL-4 e IL-6 com a infeccdo (RAMOS et al., 2016).

A associacdo de IL-6 com os fatores de gravidade da LV estdo bem estabelecidos
(COSTA et al., 2010; SENE, 2013; COSTA et al., 2013, BRAZ, 2016). Sepse, sangramentos e
Obito estdo correlacionados e mais elevados nos pacientes que apresentavam estas
caracteristicas. Sene, 2013, identificou em uma analise univariada, as seguintes varidveis
clinicas em associagdo ao 6bito: hemorragia a admissdo, hemorragia, sangramento gengival,
epistaxe, sepse, pneumonia, ictericia, diarreia, edema, esplenomegalia, equimose e coinfeccao
HIV-1/Leishmania; carga parasitaria e com as interleucinas. Estas varidveis clinicas e os niveis
de citocinas foram introduzidas no modelo de regressdo logistica e 0 melhor conjunto de
variaveis preditoras de morte na analise multivariada incluiu carga parasitaria, IL-6 € TNF-a.
Desta forma, entender os mecanismos imunoldgicos que levam a doenca grave e os fatores de
suscetibilidade ao desenvolvimento da mesma, passou a ser um desafio, uma vez que antecipar
0 tratamento em pacientes ndo graves, possa ser a alternativa para inibir a progressdo a

gravidade.
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2.3.5 Proteina C-reativa

A proteina C-reativa (CRP) é uma proteina que reflete a resposta da fase aguda. O termo
"fase aguda” refere-se a eventos locais e sisttmicos que acompanham a resposta local
inflamatoria que inclui vasodilatacdo, agregacdo plaquetaria, quimiotaxia de neutréfilos e
liberacdo de enzimas lisossomicas. As respostas sistémicas incluem febre, leucocitose e uma
alteracdo na sintese hepatica de proteinas de fase aguda (HUSSAIN; KIM, 2002). A definicdo
de proteina de fase aguda é aquela cuja concentracdo plasmatica aumenta (proteina de fase
aguda positiva) ou diminui (proteinas de fase aguda negativas) em pelo menos 25% durante
disturbios inflamatdrios. Outras proteinas de fase aguda incluem proteinas de transporte
(hapatoglobina, ceruloplasmina, inibidor da gama 1-tripsina), proteinas de coagulacédo
(fibrinogénio, protrombina) e componentes do complemento (C3, C4, C5) (GABAY,;
KUSHER, 1999).

A mensuracdo de CRP pode ser usada como uma ferramenta de diagndstico para
encontrar infeccdes clinicas, controlar os efeitos do tratamento, resultados e deteccdo precoce
da recaida da doenca e, portanto, pode ser um auxiliar de diagndstico atil na determinacédo da
progresséo da doenca (GABAY; KUSHER, 1999).

Tillet e Francis, (1930) descobriram a presenca de CRP no soro de pacientes com
pneumonia. O nome é derivado da capacidade da CRP em reagir com o polissacarideo C isolado
da paredes de células pneumocaocicas. A proteina € um membro da familia de pentraxina,
sintetizada por hepatocitos, classificada como uma proteina de fase aguda com base no aumento
da concentracdo plasmatica durante a infeccédo e inflamacéo (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003).
Pepys e Baltz (1983), relataram que a CRP ¢ sintetizado pelo figado em resposta a diversos
estimulos inflamatorios, incluindo calor, trauma, infeccéo e hipoxia (ZAMBSON et al., 1985).

A funcdo principal da CRP é a sua capacidade de se ligar a fosfocolina e reconhecer
alguns agentes patogénicos estranhos, os fosfolipidos das células danificadas. CRP ativa o
sistema complemento quando ligado a um dos seus ligantes e também pode se ligar a células
fagociticas, para iniciar o processo de eliminacdo das células alvo, por sua interagdo com
sistemas efetores tanto humorais como celulares de inflamacdo. Outros efeitos pro-
inflamatdrios da CRP incluem a inducdo de citocinas inflamatorias e fator tecidual nos
monocitos. A proteina também tem capacidade de prevenir a adeséo de neutrofilos as células
endoteliais, diminuindo a expressédo superficial da L-selectina, inibindo a geragao de superoxido
por neutrofilos e estimulando a sintese do antagonista do receptor de IL-1 por células
mononucleares (GABAY; KUSHER, 1999).
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A CRP foi considerada por estimular a producdo de fator tecidual de mondcitos em
sangue periférico humano e tem um efeito pré-coagulante. CRP recruta mondcitos por
quimiotaxia mediada por receptor (SLADE et al., 2003).

A concentracdo normal de niveis plasmaticos de CRP na maioria dos individuos
saudaveis geralmente sdo 1,0 mg/L, sendo o normal definido como < 10,0 mg/L. Os niveis
plasmaticos aumentam dentro de 4 & 6 horas ap0s a lesdo tecidual inicial e continuam a
aumentar varias centenas de vezes dentro de 24 a 48 horas. A CRP permanece elevada durante
aresposta da fase aguda e retorna ao normal com a restauracéo da estrutura e funcao dos tecidos.
O aumento da CRP é exponencial, dobrando a cada 8 & 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 € afetado
pela composicdo genética de um individuo (representando quase metade da variagdo nos niveis
de CRP entre diferentes pessoas) e estilo de vida. Ap6s a estimulagdo dos hepatdcitos por
citocinas, os niveis de CRP no sangue comeg¢am a aumentar dentro de 6 horas. Estas
concentracdes podem aumentar até 1000 vezes mais. O tabagismo e a obesidade estdo
positivamente correlacionados com os niveis de CRP, enquanto a perda de peso e a cessacao
do tabagismo diminuem os valores de CRP (PEPYS; HIRSCHFIELD, 2003). As pessoas com
indice de massa corporal normal apresentaram diferencas na CRP média quando comparados
com pessoas com massa corporal mais elevadas e diferenca diminuiu com o aumento do indice
de massa corporal e foi insignificante entre pessoas com obesidade grave (WILLIAMSON,
2003).

IL-6 e CRP representam os marcadores mais sensiveis utilizados para avaliar o estado
inflamato6rio de um individuo (DAVE; BATISTA; VAN DYKE, 2004; RAMAMOORTHY et
al., 2012). Estudos utilizam ambas as proteinas para prever o risco aumentado de desenvolver
doencas cardiovasculares, arteriosclerose e certos tipos de canceres (ISHIKAWA et al, 2000;
NYSTROM, 2007).

CRP, IL-6 e neutrofilos podem contribui, em parte para 0 mecanismo para as
associagOes observadas entre infeccbes cronicas e doencas cardiovasculares. A CRP pode ativar
complementos na parede do vaso sanguineo danificado. IL-6 possui propriedades pro-
inflamatdrias e efeitos pro-coagulantes. Essas propriedades podem contribuir para a patogénese
das sindromes inflamatorias sistemicas. Além disso, IL-6 estimula a producdo de CRP por
hepatdcitos. Os niveis elevados de neutréfilos afetam as caracteristicas sanguineas, pois se

aderem as membranas endoteliais e liberam radicais de oxigénio livres e enzimas proteoliticas,
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e dessa forma também contribuem para aumentar a atividade inflamatéria (RAMAMOORTHY
etal., 2012).

2.3.5.1 Proteina C-reativa na LV

A proteina C-reativa é uma proteina de fase aguda que se liga a estruturas de superficie
de varios organismos incluindo a Leishmania donovani, alterando a funcdo dos macrofagos.
Seu papel principal na leishmaniose visceral, como em outras infec¢des estd associado a
resposta imune inata, onde por ativacdo do sistema complemento, macréfagos promovem
opsonizagdo e resposta protetora contra o parasita (MOLD et al., 1981; MORTENSEN,;
ZHONG, 2000). Um exemplo é a opsonizacdo de CRP pela absorcdo subsequente de
Streptococcus pneumoniae em camundongos, resultando no aumento da bactéria, e protecao
contra a infeccdo (SZALAI; BRILES; VOLANAKIS, 1996).

Estudos in vitro, evidenciaram que a CRP liga-se a carboidratos, a fosforilcolina, na
superficie de organismos como S. pneumoniae e as glicoproteinas do carbono fosforilado na
superficie de L. donovani metaciclico (CULLEY et al., 1996; CULLEY et al., 2000). Além
disso, demontrou-se que CRP liga-se a promastigotas metaciclicas de L. mexicana,
desencadeando a transformacgdo para o estagio de amastigota, independente da temperatura e
da mudanca de pH (BEE et al., 2001). Outro estudo in vitro, demostrou que a Leishmania pode
usar a CRP para modular a infeccdo sem prejudicar a acdo dos macr6fagos (BODMAN-SMITH
etal., 2002).

Em seres humanos, niveis CRP frente a infeccdo pela LV, apresentam um aumento de
até 1000 vezes em 24 horas, para a inflamacdo severa (GASIM; THEANDER; ELHASSAN,
2000). Niveis de CRP sdo utilizados como controle da LV em pacientes com tratamento,
evitando procedimentos invasivos. (WASUNNA et al., 1995; SINGH et al., 1999). Pacientes
com LV com niveis elevados de CRP poés tratamento apresentam mais chance de desenvolver
lesdo dermal pds Calazar (PKDL) (GASIM; THEANDER; ELHASSAN, 2000).

Na india, niveis de CRP foram utilizados para correlacionar quantidade de parasitas no
baco. Criangas infectadas por LV apresentaram valor médio de CRP de 62,9 mg/L, enquanto
gue os controles saudaveis apresentaram 3,34 mg/L. Ap6s 10 dias de tratamento, evidenciou-
se reducdo nos niveis de CRP em 91% das criangas. A correlagdo com as biopsias de baco
evidenciou que 62% das criancas com niveis inferiores a 12,0 mg/L ndo apresentaram parasitas.
No entanto, 92% das criangas que apresentaram parasitas no bago apresentaram niveis 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
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2.3.6 Patogenia

A LV é uma enfermidade generalizada, caracterizada pelo comprometimento de células
do reticulo endotelial onde os parasitos crescem se multiplicam e disseminam de forma
descontrolada. Assim, as reacGes patolégicas consequentes a infeccdo sdo mais proeminentes
em 6rgdos como figado, baco e medula 6ssea (BASILEIRO FILHO, 2000; FRANCO et al.,
2010).

O comprometimento hepatico reflete o tipo de resposta imune gerada pelo parasito.
Normalmente, se nota um aumento de volume do 6rgdo, hiperplasia e hipertrofia das células de
Kupffer. O aumento de volume ocupa grande parte da cavidade abdominal, deslocando outros
orgdos. Os hepatdcito normalmente ndo parasitados e 0s espagos porta sdo expandidos por
infiltrado linfocitario, plasmdcitos e macréfagos (DUARTE; MARIANO; CORBETT, 1989;
BASILEIRO FILHO, 2000; FERREL; KAKAR, 2011).

O bago apresenta hiperplasia e hipertrofia das células reticulo endoteliais com presenca
de macrdfagos parasitados. Os sinusoides e corddes de Bilroth exibem ligeira plasmocitose. Na
polpa branca ha uma diminuicéo seletiva dos linfécitos T, com surgimento de plasmadcitos e
macréfagos (BASILEIRO FILHO, 2000; FERREL; KAKAR, 2011).

A medula Ossea apresenta-se normalmente hipocelularidade granulocitica e
hipercelularidade eritrocitica, com predominio de micro-eritroblastos. Os macr6fagos
parasitados estdo aumentados em numero e volume. Os plasmdcitos aparecem de forma
agrupada com multinuclea¢bes (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 Caracterizacao clinica da LV

Clinicamente, pacientes com LV apresentam febre irregular e de longa duragéo,
hepatoesplenomegalia, anemia com leucopenia, hipergamaglobulinemia e hipoalbuminemia,
emagrecimento, edema e estado de debilidade progressivo, levando a caquexia e, até mesmo,
ao Obito (PEARSON; SOUSA, 1996; BADARO; DUARTE, 1996; HERWALDT, 1999;
GAMA et al., 2004; DE ASSIS et al., 2012; SELVAPANDIYAN et al., 2005).
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A evolugdo das formas clinicas é diversa, podendo o individuo apresentar desde formas
assintométicas (raro), formas oligossintoméaticas com cura espontanea, formas com
manifestacdes graves, podendo alcancar letalidade entre 10% e 98% em casos tratados
inadequadamente e ndo tratados, respectivamente (GONTIJO; MELO, 2004; ALVARENGA
etal., 2010).

As formas sintomaticas, apresentam sinais classicos da doenga, como: febre e
hepatoesplenomegalia e na maioria dos casos, ictericia, acometimento renal e sangramentos. Esses
pacientes apresentaram palidez cutanea 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 caracteristicas: faléncia respiratoria, edema, tosse, vomito,
infeccdes bacterianas, diarréia, convulsdes, adinamia, inapeténcia, sonoléncia, hemorragias e
sepse (COSTA, 2009; BELO et al., 2014). Outro fator que deve ser considerado importante em
relagcdo a doenca 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 classificacdo da LV de acordo com a gravidade do quadro clinico pode estar
relacionada com o desenvolvimento de uma resposta inflamatdria sistémica que contribui com
anormalidades na hemostasia (COSTA, 2009). Os distarbios da coagulagdo sdo relevantes
porque quanto maior o numero de sitios de sangramentos apresentados pelos pacientes, maior
sera gravidade da LV (COSTA et al., 2013). Essa situacéo clinica associada a imunoparalisia é
propicia para a instalacdo de infeccdes bacterianas (COSTA et al., 2010), complicacdo que
aumenta a taxa de mortalidade (SARKARI et al., 2016).

No Piaui, alguns estudos clinicos dado importantes suportes a literatura. A avaliacdo
clinica de trezentos e oitenta e seis pacientes identificou anemia grave, febre por mais de 60
dias, diarreia e ictericia como fatores de predicdo de 6bito, com uma taxa de letalidade de 4,4%
(WERNECK et al., 2003). Em 2009, Costa et al., avaliou o perfil clinico de 883 pacientes e a
letalidade geral foi de 7,5% com associacdo a fatores como infeccdes bacterianas, diarreia,
edema e sangramentos. Este mesmo estudo sugere associa¢do com citocinas pro-inflamatorias
(COSTA, 2009). Costa et al. (2010) estudaram 396 pacientes e apontaram a infec¢éo bacteriana
e 0 sangramento como eventos que levaram 72 pacientes a morte. Para infec¢do bacteriana,
cinco fatores de risco foram Unicos para morte (desnutrigdo, alteracdes pulmonares, anemia
grave, neutropenia grave e nimero de leucécitos aumentados), enquanto seis foram exclusivos
para morte por sangramento (ictericia, neutropenia relativa grave, trombocitopenia grave, lesao

hepatica, insuficiéncia renal, maior carga de parasitas na medula 0ssea).
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No Nordeste, outros estudos com criangas e adolescentes mostraram que a causa do
Obito esta relacionada com infecgfes, hemorragias, insuficiéncia hepética, edema e ictericia
(QUEIROZ; ALVES; CORREIA, 2004; SAMPAIO et al., 2010). Sabe-se que mesmo em
tratamento 5,0 — 10,0% dos pacientes vdo a Obito e os fatores ndo sdo 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 tém ocorrido principalmente em decorréncia da iatrogenia e de
fatores que levam ao agravo do quadro clinico, como infec¢fes bacterianas, associagcdo com co-
morbidades e infecgdes oportunistas como o HIV-1 (ALVAR et al., 1997; MONTALBAN et
al., 1989; KADIVAR, et al., 2000; MUELLER et al., 2009; ALVARENGA et al., 2010). A
combinacédo de LV e HIV-1 é devastadora, pois a sinergia faz com que o virus iniba a acdo das
células CD4, limitando a capacidade de controle do sistema imune e permitindo a disseminacéo
do parasito. Alteracdes no perfil de citocinas em pacientes com LV sugerem coinfec¢do com
HIV-1. Nestes casos, as manifestaces clinicas sdo atipicas e o tratamento menos efetivo
(GRADONI; SCALONE; GRAMICCIA, 1993; PINTADO; LOPES-VELEZ, 2000;
PINTADO et al., 2001; MOLINA; GRADONI; ALVAR, 2003).

Pacientes co-infectados por HIV-1/Leishmania apresentam maior morbidade e
letalidade, portanto a infeccdo desses pacientes pelo virus pode ser considerado um parametro
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 calculo do score de gravidade, ou seja,
a probabilidade de morte dos pacientes com LV, veio agregar clinicamente 0s pacientes com
LV, uma vez que identificar fatores que levam ao agravo clinico possa ser a solucdo 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 clinicos e imunoldgicos, prévios ao agravamento da doenca, que possam predizer a
doenca grave. O desenvolvimento e aplicacdo destes testes rapidos imunolégicos, podem ser
considerados peca fundamental para a triagem dos doentes que tem maior probabilidade de
morte, intensificando monitoramentos clinicos e antecipando terapias, evitando o estado de
debilidade progressivo com hemorragias, infecgdes bacterianas, sepse e consequentemente o

Obito.


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
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2.4 Software de leitura para dispositivos moveis

Os telefones celulares, especialmente os smartphones, sdo as ferramentas moveis mais
utilizadas. Aproximadamente 1,75 bilides de pessoas usam estes dispositivos cotidianamente,
no mundo, e estima-se um crescimento de 2,03 bilides (28% da populagdo do mundo) até 2018
(MOBITHINKING, 2014).

Os dispositivos moveis, smartphones, tem sido amplamente associados aos sistemas de
deteccdo dos sensores de fluxo lateral, chips de sensores eletroquimicos, testes bioquimicos e
outros testes com possivel deteccdo manual (ZHANG et al., 2015). A aplicacdo é usada para
identificacdo de microorganismos celulares via microscopia (LEE; YANG, 2014), microscopia
de florescéncia para deteccdo 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 aplicacdo, do ingles, application program (App) sao dispositivos
construidos com multifuncdes e sdo considerados controladores, analisadorores e reprodutores
rapidos para monitoramento em tempo real simplificando metodologias, reduzindo custos e
tempo em relacdo aos sistemas de detecgéo tradicionais. (ZHANG et al., 2015; ZHOU et al.,
2015).

A principal funcdo destes sistemas operacionais € 0 monitoramento, cuja funcdo mais
importante é obter o reconhecimento e transformar a detec¢do em informacao imediata e muitas
vezes com transmisséo e transferéncia de informacdes instantaneas (MOBITHINKING, 2014;
ZHANG et al., 2015).

A alta resolucdo das cameras que equipam os smartphones, é o grande trunfo para o
desenvolvolvimento de tecnologias capazes de auxiliar na interpretacdo de dados gerados por
biossensores e sensores quimicos, onde o método de deteccdo mais comum é a Optica
(SKANDARAJAH et al., 2014; ZANGHERI et al., 2015).

As primeiras ferramentas de interpretacdo de dados sanguineos e de microorganimos
simulando um microscépio, foram passos iniciais para o0 desenvolvimento de tecnologias que
pudessem ser associados a outras areas de diagnostico (BRESLAUER et al., 2009).

Atualmente com o avanco das tecnologias de imagens, as resolu¢des em nanoescala
permitiram os dispositivos mdveis utilizarem este compacto equipamento para detectar
nanoparticulas, virus e DNA. A microscopia de imagem, fluorescente ou colorimétrica, onde o

método de deteccdo é desenvolvido por intensidade de luz, a precisdo das informacdes séo
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facilmente transformadas em medidas quantitativas ou qualitativas ndo subjetivas (TSENG et
al., 2010; NICOLINI; FRONCZEK; YOON, 2015).

Os métodos de deteccao colorimétrica em especial, sdo 0s mais reportados na literatura,
uma vez que 0s métodos semi-quantitativos de cores produzidos, podem ser facilmente
convertidos em escala numérica (SHEN; HAGEN; PAPAUTSKY, 2012). Esta perspectiva,
veio solucionar possiveis 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

v Desenvolver um dispositivo simples para deteccdo rapida da IL-6 e identificacdo de

pacientes com leishmaniose visceral grave.

3.2 Objetivos especificos

v" 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 padrdo com a proteina 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 proteina C reativa;

Gerar um produto com caracteristicas comerciais;

Testar o desempenho do produto nos pacientes com LV;

Confirmar a sensibilidade e especificidade do produto;

NN N N N RN

Desenvolver softwares de leitura para dispositivos moveis.
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4 METODOLOGIA
4.1 Desenvolvimento do protdtipo — Quick-IL test (1L-6)

4.1.1 Solucdo de Nanoparticulas de ouro coloidal

O preparo das nanoparticulas de ouro se deu a partir do cloreto de ouro 11 (HAUClIy).
Foi utilizado para preparagdo da solucdo coloidal 0,1% (HAuUCls) a 25 mM. Utilizou-se
aquecimento e agitacao até atingir 100 °C. O processo de reducgdo das AuNPs foi realizado com
citrato de sddio 1%, a concentracgdo desta, influencia diretamente no tamanho das AuNPs. Nesta
concentracdo, obteve-se AuUNPs com didmetros de 10 a 16 nm. Ao final da fervura, 5 a 10
minutos, a solucdo incolor mudou de coloragéo. Primeiramente para violeta e depois vermelho.
Apo6s adquirir a coloragdo vermelha, aguardou-se 5 minutos e foi resfriado em temperatura

ambiente. A solucdo foi guardada a 4 °C protegida de luz, figura 4.

Figura 4. Esquema ilustrativo do preparo das nanoparticulas de ouro em solucéo coloidal.
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Fonte: autoria propria, 2018

4.1.2 Teste de agregacdo AuNPs/Anti-I1L-6

O teste de agregacao foi realizado em placa com 96 pogos contendo 150,0 uL de solugéo
AuNPs, pH 9. Dez microlitros de Abs anti-1L-6 diluido em &gua nas concentracfes de 0, 1,0
pg/mL 5,0 pg/mL, 20 pg/mL; 200,0 pg/mL; 400,0 pg/mL; 600,0 pg/mL e 800,0 pg/mL, foram
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adicionados aos po¢os contendo AuNPs. Apds agitagdo por 20 min & 600 rpm, adicionou-se aos
pocos 20,0 uL de NaCl a 10%, exceto em apenas um dos pogos, que continha apenas AuNPs.

Os testes foram realizados em duplicatas para as concentracdes estabelecidas.

4.1.3 Solugéo do conjugado - AUNPs/Anti-11-6

As etapas de preparo da solucdo do conjugado e membrana do conjugado estdo
representadas na figura 5.

A solucédo do conjugado foi preparada a partir da solugdo coloidal de AuNPs, pH 9.0,
acrescida de tampdo borato de soédio 0,1 mM com pH 9.2. Foram adicionadas a solucdo
anticorpo monoclonal “anti human IL-6” (anti-1L-6) (Abcan Plc — Cambridge, Reino Unido) a
fim de serem testadas as melhores concentracdes (200,0 pg/mL; 400,0 pg/mL; 600,0 pg/mL e
800,0 pg/mL) para andlise da melhor qualidade do preparo do conjugado. A solucdo foi
incubada por 20 minutos, 650 rpm a 25 °C. Apds a incubacdo, foi adicionado solucdo de soro
albumina bovina (BSA) (1,0 mg/mL) para isolamento dos sitios livres presentes nas AuUNPs e
novamente incubado por 20 minutos, 650 rpm a 25 °C. O volume total da solucdo foi
centrifugado por 80 minutos, 6000 rpm a 4 °C. O precipitado foi ressuspendido em 500,0 pL
de tampdo borato de s6dio na concentracdo 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 impregnacdo da solucdo do conjugado, previamente descrita, na fibra de vidro foi realizada
por imers&o. Tiras de 15 — 20 cm foram cortadas e delicadamente enroladas em uma pinga fina
para absor¢do da solucdo. Para secagem as mesmas foram mantidas o vacuo por 2 horas (Glove
Box Workstation -MBRAUN GmbH, Germany).
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Figura 5. Representacdo esquematica ilustrativa da conjugacdo de nanoparticulas de ouro em solucdo coloidal
com anticorpo anti-1L-6 e preparo da fibra de vidro (imersdo a secagem) para montagem do teste rapido.

AulNPs - pH9.0
NalB407-0,1mM
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B0 min, 4 *C, 6000 rpm

Secagema vacuo por2 horas

| Fibra de vidro | Fonte: auntoria propria, 2018

4.1.5 Membrana receptora de amostra - “Sample pad”

A membrana receptora de amostra € uma membrana de celulose cuja funcéo é absor¢éo
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 concentragdo de 1,0 g/L e
Tween 20® 0,05%. Para secagem, as membranas foram mantidas em estufa a 60 °C por 2

horas, figura 6.

Figura 6. Representacéo esquematica ilustrando o pré-tratamento da membrana de celulose, membrana receptora
da amostra para montagem do teste rapido
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—
Membrana de celulose

PBS; BSA-1,0gL;
0,05% - Tween 20% Fonte: autoria propria, 2018
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4.1.6 Construcao do teste rapido — Quick-IL test (1L-6)

O teste LFA paraa 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” ¢ membrana de absor¢do, “absorbant pad”; membrana de fibra de vidro “conjugation

pad” e membrana de nitrocelulose “detection pad”, conforme demonstrado na figura 7.

Figura 7. Representacdo esquematica demonstrando a montagem do teste rdpido para interleucina 6 por
sobreposicdo das membranas que compdem o teste.
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Fonte: Autoria propria, 2017

4.1.7 Imobilizacéo do anticorpo na membrana de nitrocelulose

A membrana utilizada na linha de deteccdo ou linha de teste foi a membrana de
nitrocelulose (SHF1800425, EMD Merck Millipore KGaA - Darmstadt, Alemanha)
classificada como de alto fluxo e encontram-se disponiveis no mercado como Hi-Flow (HF), e
varia de 65 a 180 segundos por 6 centimetro de membrana. Para melhor reatividade, os mais
recomendados sdo de alto fluxo de 135 e 180 (HF135 e HF180). A imobilizacéo do anticorpo
na superficie da membrana de nitrocelulose foi realizada por meio de adsorcéo fisica em
membranas, HF180. A membrana foi cortada em tiras de 0,5 cm onde foram fixados 0s
anticorpos de captura: anticorpo primario, Monoclonal mouse 1gG anti-IL-6 (1,0 g/L) (Abcan
Plc — Cambridge, Reino Unido) caracterizando o ponto de teste e 0 Abs secundario (ponto de
controle), anti-mouse 1gG (1,0 g/L) (R&D Systems, a Biotechne Brand, Mineapolis, USA)
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foram imobilizados a 35 mm e 25 mm, respectivamente, a partir da extremidade superior da
tira. Para obter um padréo de imobilizagdo homogéneo e delimitado, 1,0 pL das solugdes de
Abs foram cuidadosamente adicionados utilizando micropipeta. As tiras foram secas em

temperatura ambiente por 60 minutos, figura 8.

Figura 8. Representacdo esquematica de um teste LFA em nitrocelulose HF180, com anticorpos imobilizados a
25 e 35 mm respectivamente, pronta para utilizacéo.
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Fonte: Autoria propria, 2018

4.1.8 Curva padréo colorimétrica

Para realizacdo da curva padrdo, utilizou-se a proteina IL-6 recombinante (R&D
Systems, a Biotechne Brand, Mineépolis, USA). Diluices seriadas para as concentraces:
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 solucio de PBS com 0,05% Tween 20® e PBS
com adicdo de 0,01% Tween 20®. Apds a padronizagdo com as concentragdes em ng/mL,
tentamos baixar o limite de deteccéo para pg/mL.

Nas tiras em duplicatas, foram adicionados, 100,0 pL da solucéo contendo as diferentes
concentragOes de IL-6. Apds 5 minutos, novamente foram depositados 100,0 pL de PBS para

lavagem da membrana. Apds 20 minutos as tiras foram fotografadas e arquivadas.
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4.1.9 Protocolo de execucao do teste rapido Quick-IL test (1L-6)

Amostras de plasma na quantidade de 150,0 ul foram adicionadas as tiras de teste por 5
minutos. Para melhorar o fluxo das amostras na tira, foram adicionados 100,0 pul de solugdo de
lavagem (PBS). Neste procedimento pode-se observar o fluxo da amostra através de uma linha
de coloragéo rosa movendo-se em direcdo das zonas de teste e controle. A leitura dos resultados

foi realizada visualmente apds 20 minutos, figura 9.

Figura 9. Representacéo esquemética do fluxo de plasma humano no teste rapido para IL-6.
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4.1.10 Protocolo de interpretacdo do teste rapido Quick-IL test (IL-6)

Nesta tese, foi utilizado o teste rapido no formato sanduiche. O plasma humano foi
adicionada a membrana receptora de amostra. O Ags presente na amostra (IL-6), entra em
contato com o conjugado (AuNPs/Anti-IL-6), reconhecendo a proteina IL-6, formando o
complexo (AuNPs/Anti-1L-6/Ags) que sdo arrastados por capilaridade através da membrana até
0 ponto de teste (T) (Figura 10). O Abs de captura, Anti-IL-6, previamente imobilizado na
membrana forma o complexo denominado sanduiche (AuNPs/Anti-I1L-6/Ags/Abs primario). A
marcacdo de controle, contendo um Abs secundario, Anti-mouse IgG, se liga ao excesso de
conjugado AuNPs/Anti-IL-6 evidenciando a marcagdo no ponto controle (C), indicando a

funcionalidade do teste.
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Figura 10. Representacdo esquematica do teste rapido no formato sanduiche a partir da ligacdo da proteina IL-6
com o conjugado (AuNPs/Anti-1L-6), que através do fluxo, chega ao ponto de teste (T) formando o sanduiche com
0 anticorpo Anti-IL-6 primario. A segunda marcacdo, representada pela zona de controle (C) evidencia a ligacdo
do reagente da area de controle (Anti-mouse 1gG), anticorpo secundario, que se liga ao Mouse AuNPs/Anti-IL-6,

caracterizando a funcionalidade do teste com a marcagéo pontual de controle positivo.
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Fonte: Autoria prépria, 2018

O teste rapido para IL-6 so € valido se houver coloracdo do ponto controle. A ponto de
teste devera corar com tonalidades variaveis de rosa, o que revela a presenca da proteina IL-6,
em concentragdes variaveis nas amostras testadas (BUHRER-SEKULA et al., 2003). O
resultado negativo é indicado pela auséncia pontual na faixa do teste e a presenca de um ponto
na faixa de controle (Figura 11). Como a proteina testada deve estar presente em todos 0s
individuos, mesmo que em baixas concentracfes, todos os testes devem apresentar as duas

marcagOes pontuais. A intensidade de coloragdo entre as faixas criadas, de acordo com as

dilui¢bes conhecidas, faz do sensor um teste quantitativo.
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Figura 11. Representacdo esquematica do teste rapido no formato sanduiche negativo e positivo em diferentes
concentragdes para a IL-6.
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Fonte: autoria propria, 2018

| Ponto de teste

4.1.11 Caracterizacdo das nanoparticulas de ouro

As AuNPs foram caracterizadas recorrendo a espectroscopia de UV-Visivel (USB4000
Fiber Optic Spectrometer — Ocean Optics — FL, USA). Todos os espectros foram tracados na
gama de comprimentos de onda entre 300 e 900 nm em cubetas de quartzo com 1,0 cm de
percurso optico. No espetro de UV-Visivel, a solugdo coloidal de AuNPs apresenta uma banda
LSPR caracteristica com um maximo de absorbancia a cerca de 520 nm. De acordo com 0s
parametros utilizados na sintese espera-se obter nanoparticulas esféricas com um diametro
médio entre 14-20 nm.

Para obtencdo das imagens digitais, utilizou-se a microscopia eletronica de transmissao
(MET). Uma gota de 5,0 pL da solucdo 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
a temperatura ambiente durante 16 horas.

O microscopio eletronico de escolha foi o Morgagni™ TEM, que opera a 80 kV, de
propriedade do Laboratério Central de Microscopia Eletrénica (LCME) do Instituto de Fisica
da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).



65

4.2 Desenho do estudo epidemioldgico
4.2.1 Design

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo, onde os resultados em pesquisa basica,

serdo aplicados na rotina diagnostica em servigo de saude publica.

4.2.2 Populagéo alvo

Pessoas com LV causada por L. infantum.

4.2.3 Populacao fonte

Pessoas com suspeita de LV do Instituto de Doencas Tropicais Natan Portella (IDTNP).

4.2.4 Populacao de estudo

Pessoas com diagndstico de LV confirmado por pesquisa direta de amastigotas e/ou

cultura positivos atendidos no IDTNP, Teresina, Piaui, Brasil, entre abril e setembro de 2015.

4.2.5 Critérios de inclusao

Pessoas de ambos 0s sexos e de todas as idades, diagnosticados por LV.

4.2.6 Definigdes

Considerou-se caso 0s pacientes de ambos 0s sexos, todas as idades com diagnostico
confirmados de LV por pesquisa direta e/ou cultura de amastigotas, que apresentavam
evidencias clinicas sugestiva de LV como: febre e esplenomegalia.

Os parametros clinicos dos pacientes com LV avaliados, além de variaveis demograficas
(idade e sexo) e estados nutricionais (relato de perda de peso, percentual de peso perdido),
foram: relato de febre, febre > 39 °C, tempo de duracdo da febre, palidez, tamanho do baco,
tamanho do figado, irritabilidade, fadiga, vomito, sonoléncia, falta de apetite, diarreia, dor
abdominal, tosse, falta de ar, oliguria, edema, sangramentos, ictericia, dispneia, raios-x de

pulmdo normal, esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, infeccdo do trato urinario,
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insuficiéncia renal cronica, pneumonia, sepse, coinfeccdo HIV-1/Leishmania e parametros
hematoldgicos.

Foi considerado sangramento, qualquer relato ou avaliacdo dos seguintes parametros:
qualquer sangramento a admissdo, sangramento gengival, sangramento digestivo, petéquias,
equimose, epistaxe e sangramento superficial de vendclise. O sangramento a admissao foi relato
do pacientes e ndo ao exame clinico. A varidvel hemorragia considerou qualquer tipo de
sangramento e sangramentos em mais de um sitio.

Considerou-se febre, um aumento de temperatura superior a 37,5 °C. Utilizou-se o
parametro tempo de febre relatado para considerarmos como tempo da doenca.

A pneumonia foi diagnosticada com a presenca de febre e exame de raio-x de torax ou
tomografia com o diagndstico definido.

As infeccdes bacterianas foram consideradas através de culturas positivas.

Considerou-se sepse a presenca de hiperventilacdo, hipoperfuséo tecidual, saturacdo
venosa, oliguria e alteracdo de consciéncia.

A medida do baco considerada foi pela maior extensao, do bordo costal em direcdo a

ponta esplénica.

4.2.7 Consideracg0es sobre a amostra

Foram considerados amostra 235 participantes, consecutivos, com suspeita de LV que
tiveram sangue coletados prévio ao diagnostico e inicio de intervencao terapéutica.

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese e ao exame fisico por médicos
envolvidos na pesquisa de acordo com questionario estruturado (Anexo 7) nas primeiras 48
horas da internacdo, independente de confirmacdo prévia da doenca.

Apds a confirmacdo do diagndstico, por pesquisa direta e/ou cultura de amastigotas, 101
pacientes tiveram os prontuarios analisados no ato da internacéo e apos 36 meses e 0s pacientes
que apresentavam registros satisfatorios, avaliando desde os aspectos clinicos iniciais até a alta
ou desfecho final, tiveram a IL-6 e CRP quantificados em plasma.

Todos os pacientes elegiveis ao estudo preencheram os critérios acima definidos e foram
escolhidos de forma sequencial.

O grupo controle foi composto por 10 pacientes, considerados saudaveis nao foram
submetidos a avaliagéo clinica.

Oito pacientes com diagndstico 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 avaliacdo do teste

rapido.

4.2.8 Consideracoes éticas

Este projeto foi aprovado pelo comité de Etica e pesquisa da Universidade Federal do
Piaui - CAE: 44037015.3.0000.5314, cuja vigéncia deu inicio em 14 de abril de 2015 (Anexo
1).

O estudo foi conduzido em conformidade com os preceitos fundamentais da Resolucéo
do Conselho Nacional de Satude-CNS 466/12 que trata das Diretrizes e Normas de Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos (BRASIL, 2012) e demais resolucdes complementares a mesma.
Anélise Etica de Projetos de Pesquisa que Envolva Armazenamento de Material Bioldgico
Humano ou Uso de Materiais Armazenados em Pesquisas Anteriores, CNS n° 441/2011,
(CONEP, 2017). As Recomendagbes Eticas Internacionais para Pesquisas Biomédicas
Envolvendo Sujeitos Humanos (WORLD, 1993) e das recomendacdes para o tratamento da LV
no Brasil (BRASIL, 2016). Todos os pacientes incluidos no estudo, ou seus responsaveis,
assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, (Anexo 6).

Os voluntarios participantes no estudo foram submetidos a riscos considerados
pequenos e uma vez que as intervencgdes necessarias, como a coleta de sangue periférico, faz

parte da rotina diagndstica do IDTNP.

4.2.9 Mensuracgao da exposicao

4.2.9.1 Obtencdo da amostra

A obtencéo da amostra foi realizada seguindo o protocolo previamente estabelecido para
diagndstico clinico e laboratorial dos pacientes com suspeita de LV, do IDTNP, sem alteracao
para este projeto. Para analise da IL-6 e CRP foi coletado sangue periférico para obtengéo de

plasma e os mesmos foram armazenados a - 80 °C, até a sua utilizac&o.

4.2.9.2 Sangue periférico e plasma

As amostras de sangue periferico foram coletadas em tubos contendo &cido etileno-

diamino tetra-acetico (EDTA) (4,0 mL) e submetidos a centrifugacdo a 20.000 gramas (g) ou
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14.000 rotagdes por minuto (rpm) por 10 minutos para separacao das partes, foram fracionadas
e armazenados em tubos eppendorfs de 1,5 mL a - 20 °C, até a sua utilizacao.

O plasma foi obtido a partir de sangue periférico. A coleta foi realizada em tubos com
citrato (4,0 mL), submetidos a centrifugacdo a 20.000 gramas (g) ou 14.000 rota¢des por minuto
(rpm) por 10 minutos para separacdo das partes. O sobrenadante foi retirado e colocado em
tubos Eppendorfs de 1,5 mL e armazenados a - 20 °C.

4.2.10 Mensuracéo do efeito

4.2.10.1 Citometria de fluxo (CBA) para IL-6

4.2.10.1.1 Padrao CBA-Flex

A montagem da curva padrdo foi realizada em um tubo Eppendorf, onde foi diluido a
citocina liofilizada em 200,0 pL de diluente. Apds 15 minutos em temperatura ambiente, foram
feitas aliquotas de 25,0 uL para criopreservacao a - 70 °C. Para diluicdo do padrdo Top Standard
(TS), utilizou-se um tubo Eppendorf com 90,0 uL de diluente Assay Diluente (AS), o qual
adicionou-se 10,0 uL do padrio previamente diluido. Em tubos eppendorf com 50,0 uL de AS,
realizou-se a diluigdo seriada (1:2 — 1:4 —1:8 — 1:16 — 1:32 — 1:64 — 1:128 — 1:256). A solucéo
inicial TS foi homogeneizada e 50,0 pL foram transferidos para os tubos subsequentes. O ultimo

tubo, identificado com branco, recebeu apenas os 50,0 puL de diluente AS.

4.2.10.1.2 Solugéo com “beads” de captura CBA-Flex

O preparo das beads se deu em tubo Eppendorf, onde foram adicionados 500,0 uL do
tamp&o Wash Buffer (WB) em (N° amostras / 2) sendo o volume da citocina a ser dosada. Nosso
composto foi feito para 236 pocos, sendo 226 amostras e 10 padrdes. Assim foi adicionado um
volume de 118,0 pL da citocina que resultou um volume final de 618,0 uL. A mistura dos
reagentes foi centrifugado por 5 minutos a 14.000 rpm e 4 °C. Apos a centrifugacéo 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 célculo do volume utilizado foi 18,0 puL para cada

poco, sendo 4.248,0 pL. Manter as placas a 4 °C.



69

4.2.10.1.3 Adicéo da florescéncia - PE CBA-Flex

O volume a ser adicionado, seguiu o calculo do (N° amostras / 2) de floroforos
Ficoeritrina (PE) do inglés Phycoerythrin, ou seja, 118,0 uL. O calculo do diluente sera (N° X
17,5 uL), ou seja, 2.065,0 uL.. Apds 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 realizagdo do ensaio foram adicionados 17,0 uL de PE e 18,0 uL de “beads” aos
25,0 uL de amostra em cada pogo. Realizou-se um vortex e realizou-se incubagéo por 3 horas
a 4 °C, protegido de luminosidade. Apo6s a incubacédo foi adicionado 400,0 uL de tampao de
lavagem e centrifugado por 5 minutos a 1.500 rpm a 4 °C. Ao final da centrifugacdo, foi

descartado o sobrenadante e adicionado 150,0 pl de tampao de lavagem.

4.2.10.1.5 Aquisicdo das amostras no citbmetro de fluxo

Foram adquiridos 30.000 eventos por amostra no programa BD FACSDIVA®,
presente no citdmetro de fluxo FACSCANTOII.

As beads foram visualizadas de acordo com a intensidade de fluorescéncia. No CBA,
as beads de captura das citocinas sao misturadas com o anticorpo de deteccao conjugado com
o fluorocromo.

Os dados foram apresentados sob a forma de histogramas, que combinaram 0s
parametros de numero de particulas avaliadas ou de diagramas biparamétricos — dot-plot, que
combinaram os parametros dois a dois. No dot-plot, cada ponto (dot) correspondeu a um evento
analisado pelo citdbmetro representado pela intensidade média de florescéncia.

A conversado dos valores de intensidade média de florescéncia em concentracdo se

deu no programa Infinicity® (citognos).
4.2.10.2 Quantificacdo da Proteina C-reativa
A medida quantitativa da proteina C reativa foi realizada pelo método de quimica seca

(Slides CRV VITROS Chemistry products — Ortho Clinical Diagnosis — Johnson & Johnson,
Brasil), onde 11,0 pL de plasma foram adicionados ao Slide CRP VITROS, cuja composigéo
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sdo multiplas camadas, formadas por elementos analiticos revestido por um suporte de poliéster.
O formato imuno-cinético da CRP baseia-se num formato de imunoensaio enzimético
heterogéneo em sanduiche. Este formato, um derivado da fosforilcolina é ligado de forma
covalente as microesferas de polimero de poliestireno e, na presenca de calcio, atua como um
agente de captura. O anticorpo monoclonal anti-CRP conjugado com peroxidase de rabano
(HRP) atua como gerador de sinal. A densidade de reflexo do corante foi medida depois da
adicdo do Fluido de Imuno-Lavagem VITROS. Apos a adicdo do corante de detecgédo e
incubacdo as amostras foram lavadas e as leituras realizadas em espectrofotdmetro 5600 Ortho
Clinical (Ortho Clinical Diagnosis — Johnson & Johnson, Brasil) a um comprimento de onda
de 540 nm imediatamente depois da incubag&o.

4.2.10.3 Analise de dados gerados

4.2.10.3.1 Analise estatistica

Os dados coletados foram armazenados em planilhas do programa Microsoft Windows
Excell®, 2015. Os dados quantitativos foram apresentados em valores absolutos, medianas,
médias desvio-padrao, desvio de erro e porcentagens.

A normalidade de distribuicdo de variaveis numéricas foi avaliada pelas medidas de
Curtose. A normalizagdo dos dados foi realizada utilizando logaritmo natural (Ln) quando
Necessarios.

As diferencas entre varidveis dicotdmicas foram analisadas pelo teste do quiquadrado
(X?). A analise de correlacdo de Spearman foi empregada para detectar concordancia entre
variaveis continuas com dados esparsos e a analise de correlagdo de Pearson foi empregada para
variaveis com distribuicdo normal. O teste t de Student foi usado para comparar diferencas entre
médias de variaveis continuas de amostras independentes com distribuicdo normal. Os testes
de Wilcoxon e Kruskal-Wallis foram usados para comparar diferencas entre médias de variaveis
com distribuicdo ndo paramétrica.

A analise univariada simples foi utilizada para predizer as variaveis que estavam
associadas ao oObito. A regressao logistica multipla foi utilizada para mostrar o melhor modelo

de inferéncia dos parametros.
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Para validacdo da tecnologia utilizou-se a regressao linear simples para avaliar a
correlacdo entre os teste. A acuracia do teste foi avaliada através dos valores preditivos
positivos e negativos e 0 modelo foi caracterizado pela construcdo da curva ROC.

A concordancia entre os testes foi avaliada pelo indice de Kappa e, para a interpretacao
deste indice, foram utilizados os critérios de Landis & Koch, 1977, (LANDIS; KOCH, 1977)

como mostrado na tabela abaixo.

Tabela 1. Interpretacdo da escala de referéncia do indice Kappa.

Indice de Kappa Grau de concordéancia
< 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 nivel de rejeicdo da hipotese
menor que 0,05 ou 5%.

Para a realizacdo destas analises e construcdo de gréficos foi utilizado o programa
BioEstat 5.3.

4.2.10.3.2 Analise da probabilidade de morte

Utilizou-se o teste Kala-Cal®, programa que permite calcular a probabilidade de morte
dos pacientes com LV, desenvolvido no laboratério de pesquisas em Leishmanioses
IDTNP/UFPI, cujo endereco eletrénico para o0 acesso € http://sbmt.org.br/kalacal/ (COSTA et
al., 2016).

4.2.10.3.3 Analise da intensidade de cor da curva padréo IL-6

O ImageJ é um software para processamento e analise de imagens, desenvolvido por
Wayne Rasband no National Institute of Mental Health, USA, em linguagem Java. Com este
software é possivel 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 calculo das &reas é feito pela contagem de pixels
das regides selecionadas pelo usuario ou por um algoritmo especifico (RASBAND, 2011). O
Image) atua na imagem pela intensidade, ou nivel de cinza dos pixels. As imagens
transformadas em escala de cinza, tiveram 100 medidas de area quantificadas e avaliadas quanto

a intensidade da tonalizacéo.

4.2.10.3.4 Analise das propriedade das AuNPs utilizadas no teste rapido

Utilizando o software ImagelJ, as imagens das nanoparticulas do desenho originado,
foram transformadas para 8 bits (niveis de cinza entre 0 - 255, necessario para o célculo da
transformacédo watershed) para obtencdo da imagem binaria. Como a imagem original possui
uma barra de escala, através de uma ferramenta do proprio software, foi realizada a medida
deste comprimento em pixels e sua conversao, que neste caso foi para 50,0 nm. Em funcdo de
diversas caracteristicas da imagem analisada, como diferencas de tonalidades dos niveis de
cinza, os objetos foram agrupados e os ruidos provocados pelas técnicas de processamento
utilizadas foram corrigidos através da delimitacdo dos contornos das nanoparticulas. Estes
procedimentos foram feitos sempre tendo como base a imagem original. Tal alternativa pode
ser realizada sem comprometimento da qualidade da anélise, desde que os contornos originais
fossem realcados. (DIAS, 2008). Os valores gerados das imagens foram processadas quanto as
classes de medida das areas das particulas, a frequéncia simples absoluta, frequéncia simples
relativa, a frequéncia absoluta acumulada e a frequéncia relativa acumulada das particulas me-

didas. Com estes dados foi possivel a obtengdo de tabelas e gréficos.

4.3 Controle de qualidade e validacéo do teste LFA (IL-6)

O processo de controle de qualidade e validacdo do teste LFA considerou primeiramente
os parametros de fluxo e tempo de corrida na tira de teste. Desta forma, avaliou-se:

Fluxo: a area de leitura dos testes deveriam estar limpa ap6s 20 minutos. Foi tolerado
um fundo rosa claro desde que a linha do controle estivesse claramente legivel, e um fundo
amarelado quando as amostras de plasma apresentavam coloracéo e viscosidade alteradas.

Tempo: o tempo de fluxo, ou seja, tempo que a amostra/conjugado levaram para atingir

a janela de leitura, o qual ndo 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 concentragdes de Tween 20® na presenca/auséncia de
proteina recombinante IL-6 e com a proteina em diferentes concentracfes foram testados.

Cada etapa de desenvolvimento do teste passou por um controle de qualidade, que serviu
para a validagdo, para os quais foram definidos os seguintes requisitos (BUHRER-SEKULA et
al., 2003; CLEOPHAS; DROOGENDIK; VAN OUWERKERK, 2008).

Acurécia ou precisdo do teste € a validacdo do sistema ou a habilidade do teste dizer se
0 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 tampdo PBS independente das concentracdes de Tween 20®.
Amostras de plasma com baixas concentracdes de IL-6 devem ser rigorosamente avaliadas
quanto a presenca de marcagéo.

Sensibilidade: os testes devem apresentar os resultados designados a cada amostra
testada. As tiras de teste com variadas concentracfes de proteina recombinante foram testadas
em duplicata e pelo menos em duas as marcagdes devem estar presentes e homogénea.

Sabendo que IL-6 € mensurado quantitativamente, para validacdo do teste LFA foi
necessario considerar um padrdo ouro de mensuragdo, no caso, a medida realizada por
citometria de fluxo (variavel dependente) e o novo teste a varidvel independente. A exatiddo e
validacao do teste foi dada por uma regressdo linear positiva entre o0s teste.

Reprodutibilidade: refere-se a repeticdo entre as diferencas das duplicatas. Por tanto,
avaliou-se:

1. Desvio padréo;
2. Coeficiente de repetitividade;
3. Correlacdo intra-classes.

Seletividade: refere-se a capacidade do teste para deteccdo de IL-6 ndo reconhecer
outras proteinas.

Precisdo: a boa precisdo refere-se a variagdo ou distanciamento em que o valor indicado
tem do alvo, ou seja, padrdo. A precisdao foi medida pelo desvio padrdo (SD) e desvio de erro
(SE).

Continuous receiver operating curve (ROC): a curva ROC indica a preciséo e acuracia

do teste diagnostico através da aproximacao 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 moveis

O desenvolvimento do App para dispositivos moveis vem sendo realizado através de
uma parceria com FACTOS — Factory of Computational Solutions, vinculada ao laboratério de
computagdo da UFPI, cuja denominago ficticia é “Detec¢do Colorimétrica”.

Foi criado o protdtipo de um software para dispositivos moveis, com a finalidade de
capturar, interpretar e quantificar o sinal colorimétrico baseado nas concentragdes de IL-6 pura
e transformacdo da intensidade de cor, gerou um algoritmo numérico. O aplicativo foi
desenvolvido na plataforma IDE Android Studio e para implementacdo do App, utilizou-se o
Android nativo e o pacote Opencv, que disponibiliza fun¢bes de visdo computacional e
processamento de imagens para auxiliar no trabalho com as cores.

Para funcionamento do App foi escolhido o espaco de cor CIE L*a*b para representar
a cor, onde nessa representacéo foi levado em consideracgéo a luminosidade (L), as coordenadas
vermelho/verde (a) e as coordenada amarelo/azul (b). Utilizando essas informagfes foram

quantificados as diferencas entre as duas cores utilizando a seguinte formula:

AE* = [AL*2 + Aa*2 + Ab*2 |1/2

AE representa a diferenca entre as duas cores, AL a diferenca das taxas de luminosidade
das duas cores, Aa a diferencga das taxas das coordenadas do vermelho/verde e Ab a diferenca
das taxas das coordenadas do amarelo/azul. Baseado no valor do AE a cor da amostra foi

classificada, de acordo com a proximidade desse valor, para cada taxa do padréo.
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5 RESULTADOS

Secéo |

5.1 Interleucina 6 na doenca grave

5.1.1 Caracterizagao do grupo de estudo para LV

O estudo foi composto por cento e um pacientes com diagndéstico de LV, confirmados
através de pesquisa direta e cultura de amastigotas.

A presenca de parasitos em extensdo de medula 6ssea avaliada microscopicamente foi
positiva em 84 (83,1%) dos participantes e 74 (73,2%) tiveram o diagndstico 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 6bito e 35 (34,5%) dos pacientes tinham coinfeccdo
HIV-1/Leishmania.

As variaveis demograficas (idade e sexo) mostraram-se homogéneas entre 0s grupos

estudados (p = 3022; p = 0,5967), respectivamente.

Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com leishmaniose visceral que compdem o estudo.

Categoria N°. de pacientes (%) Valor de p
Idade
< 1anos 13 12,8 0,3022
2-18 23 22,7
19 — 39 anos 35 34,6
> 40 anos 30 29,7
Género
Masculino 59 58,4 0,5967
Feminino 42 41,5
HIV-1 35 34,6
Obito 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 & 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 niveis mais baixos de interleucina 6
(25,97 pg/mL vs 53,64 pg/mL; p = 0,0178). Desta forma, considerou-se graves 0s sujeitos que
apresentaram PM superior a 15,5%, uma vez que 0 mesmo € 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 niveis 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: Correlagdo positiva entre a concentragdo 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 correlacdo
de Pearson, r = 0,5550.

10—

&
=
= “ o
= 6= =3
= =]
) frs:]
= ° L) o
£ g .
g e I <] o
R § o 5 0
] ; o
s Pet § 3 i
= 3 B o © @
= I @ @ @
& @
& =]
&
i o

% de Probabilidade de morte

. Fonte: Autoria prépria, 2018.



77

Figura 13: Correlacdo positiva entre a concentracdo de proteina C-reativa no plasma com o percentual de
probabilidade de morte dos pacientes com leishmaniose visceral. Valor de p =. 0,0367. Coeficiente de correlacéo

de Pearson, r = 0,2169.
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. Fonte: Autoria prépria, 2018.

Pacientes com coinfeccdo HIV-1/Leishmania apresentaram PM superior aos pacientes
néo coinfectados (PM: 15,4% vs 3,6%; p < 0,0001), figura 14.

Figura 14: Associagéo entre o percentual de probabilidade de morte dos pacientes com leishmaniose visceral na
presenca e auséncia de coinfecgdo HIV-1/Leishmania. Valor de p < 0,0001.
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5.1.3 Interleucina 6

Ap0s a leitura dos niveis de citocinas em intensidade média de florescéncia, os valores
foram convertidos em pg/mL. Todas as amostras mensuradas tiveram niveis de IL-6 detectadas.
O nivel minimo de deteccéo foi 0,13 pg/mL de sangue.

Os niveis normais de IL-6 no plasma sdo inferiores a 5,0 pg/mL de sangue (HUNTER;
JONES, 2015). A concentracao média de IL-6 no grupo estudado foi 232,80 pg/mL e a mediana
29,25 pg/mL. Para fins estatisticos, considerou-se a mediana dos valores.

A caracterizagdo clinica dos pacientes com LV e sua associa¢do com o0s niveis de 1L-6
estdo descritos na tabela 3.

As variaveis demogréficas (idade e sexo) ndo estdo associadas ao aumentos dos niveis
de IL-6 (p = 0,1928; p = 0,3242) respectivamente.

Variados parametros clinicos presentes nos pacientes com LV (febre, fadiga, perda de
peso, presenca de petéquias, vomito, epistaxe e ictericia) mostraram-se associados ao aumento
dos niveis de IL-6, embora ndo estatisticamente significantes.

Na presenca de sepse 0s pacientes apresentaram elevados niveis para IL-6, (301,40 vs
28,12; p = 0,0127).

Pacientes que foram a Obito apresentaram niveis 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 niveis da citocina (403,5
pg/mL vs 26,4 pg/mL; p < 0,0001).

A coinfeccdo HIV-1/Leishmania mostrou estar relacionada a elevados niveis de
interleucina 6 (88,07 pg/mL vs 19,14 pg/mL; p = 0,0085).



Tabela 3. Associagdes entre as variaveis clinicas e os niveis de IL-6 (pg/mL) no plasma de pacientes com LV.

Caracteristica clinica

Presente Ausente Valor de p
(mediana) (mediana)

HIV-1 88,07 19,14 0,0085
Obito 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
Pulmao nl 32,97 30,83 0,5132
VVomito 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
Ictericia 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 vendclise 38,54 29,25 0,6835
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5.1.4 Proteina C-reativa

Ap0s a leitura dos niveis de CRP, 94 amostras (93,06%), tiveram resultados satisfatorios
e os valores foram apresentados em mg/L. Estudos consideram valores de CRP normais inferior
a 10,0 mg/L de sangue para individuos saudaveis (RIDKER et al., 2003). O valor médio de
CRP no grupo estudado foi de 83,67 mg/L. O nivel minimo de deteccéo na populacao estudada
foi de 5,0 mg/L de sangue e 0 maximo, 550,0 mg/L de sangue. Sete amostras tiveram volume
de plasma insatisfatorio para confirmacéo dos resultados na contraprova.

As variaveis demogréficas (idade e sexo) ndo estdo associadas os niveis de proteina C-
reativa (p = 0,9280; p = 0,2041) respectivamente.

As associagdes clinicas com os niveis de CRP estdo reportados na tabela 4.

Na presenca de sepse 0s pacientes apresentaram niveis elevados de CRP (186,15 vs
56,40; p = 0,0160).

Sabendo que niveis elevados de CRP estdo associados a infec¢des e inflamacgdes, ndo
diferente, evidenciamos niveis 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 niveis de IL-6 aumentam significantemente com o aumento dos niveis de CRP (r =

0,6997; p < 0,0001), figura 15, e correlacionaram-se substancialmente.

Figura 15. Correlagdo entre a concentracdo de interleucina 6 com a proteina C-reativa no plasma de pacientes com
leishmaniose visceral. Valor de p < 0,0001. Coeficiente de correlacdo de Pearson, r = 0,6997.

Ln da concentracio de CRP (mg/L)

Ln da concentracio de IL-6 (pg/mL)

. Fonte: Autoria prdpria, 2018.
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Tabela 4. Associagdes entre as variaveis clinicas e os niveis de CRP(mg/mL) no plasma de pacientes com LV.

Caracteristica clinica

Presente Ausente Valor de p
(mediana) (mediana)
HIV-1 60,50 46,45 0,1379
Obito 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
Pulmé&o nl 56,40 63,00 0,4042
VVomito 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
Ictericia 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 vendclise 40,50 57,80 0,5408

5.1.5 Caracterizacdo do grupo controle saudaveis

Voluntarios participantes do grupo controle eram do sexo feminino com idade média
30,6 (+ 9,5) anos.
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5.1.6 Caracterizacdo 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 niveis de IL-6 médio de 49,8 pg/mL (+ 31,67) e 0
aumento dos niveis desta interleucina mostraram-se levemente correlacionados com oliguria (p
=0,0343), ictericia (p = 0,0521), hemorragia (p = 0,0437) e albuminemia (p = 0,0478).

Todos os pacientes eram portadores de HIV-1.
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Secéo 11

5.2 Caracterizacao do teste LFA — Quick-IL test (IL-6)

5.2.1 Caracterizacdo de nanoparticulas de ouro

A caracterizacdo das AuNPs relevou-se reprodutivel, na medida em que todas as
solugdes de AuNPs apresentam uma banda de ressonancia plasmonica de superficie localizada
(LSPR) caracteristica situada a aproximadamente 520 nm, como se pode observar na Figura 16,

evidenciando a formacéo de suspensdo bem dispersa.

Figura 16. Espetro de UV-Visivel de AuNPs com ~ 14 nm de didmetro a uma concentracédo de 5,70 nM. A banda
LSPR encontra-se situada a 520 nm.
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Fonte: Autoria propria, 2018

A partir das imagens TEM foi possivel 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 € composta por nanoparticulas esféricas com uniformidade
de forma e tamanho.

Utilizando os recursos do software ImageJ, 500 nanoparticulas 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

nanoparticulas de ouro.
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Fonte: Autoria propria, 2018

Figura 18. Histograma da distribui¢do de didmetro médio das particulas de ouro, evidenciando o predominio de
particulas de aproximadamente 14 nm, utilizando programa ImageJ.
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5.2.2. Teste de agregacéo das AuNPs no conjugado

O teste de agregacdo das AuNPs/Anti-1L-6 mostrou-se satisfatorio para as
concentragdes de 200,0 a 800,0 pg/mL como evidenciado na figura 19.
A coloracdo rosa, mostra a conjugacdo satisfatoria (formacdo do conjugado) de
AUNPs/Anti-IL-6 e a coloracédo cinzenta, para as concentragdes de 20,0 pg/mL, 5,0 pg/mL, 1,0

pg/mL e 0, na presenca de NaCl a 10%, caracteriza a agregacao.

Figura 19. Teste de agregacéo de AuNPs nas concentragdes de 800,0 pg/mL; 600,0 pg/mL; 400,0 pg/mL; 200,0
pg/mL; 20,0 pg/mL; 5,0 ug/mL; 1,0 pg/mL e 0 pg/mL de Anti-1L-6, na presenca e na auséncia de cloreto de sodio
a 10%.

AuNPs + Anti IL-6 (ug/mL)

800 600 400 200 20 5 1 0 0

Fonte: autoriapropria, 2018

5.2.3. Interpretacgdo da curva padréo para IL-6 recombinante

Considerou-se as curvas padrdes nas concentragdes (400,0 ug/mL; 600,0 pg/mL e 800,0
pg/mL) de anti-IL-6 no conjugado, uma vez que foram quantificadas amostras reais nestas
condicBes. A curva padréo referenciada foi a de 800,0 pg/mL, com maior nimero de amostras
quantificadas.

As diluicdes seriadas utilizadas para construcdo da curva padrdo com a proteina IL-6
recombinante, seguiu um padréo de intensidade de cor linear e progressivo, ou seja, de acordo
com as diluigdes, houve uma aumento progressivo intensidade de cor, como evidencias na

figura 20.
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Figura 20. Curva padrdo de IL-6 de acordo com a intensidade de cor, utilizando tiras do teste rapido LFA, para as
concentragdes 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

e

Fonte: Autoria proépria, 2018

Utilizando um editor e quantificador de imagem ImageJ, que atua na imagem pela
intensidade ou nivel de cinza dos pixels, realizamos a transformacdo das cores para a escala
cinza, Figura 21, onde as medidas geradas foram transformadas em valores médios,
correspondente a quantidade de proteina IL-6 depositada na fita como demonstrado na tabela
5.

Figura 21. Imagem das tiras de curva padrdo transformada para a escala de cinza, nas concentragdes 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 areas de teste e controle para quantificacdo pelo programa ImageJ.
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Tabela 5 — Distribuicdo da area em nm? correspondente aos pixels contados de acordo com a coloracédo das
imagens.

Concentracao de IL-6 ) Pixels
(ng/mL) Area 100-x 133,500 Média SD

0 132.739 0.761
132.881 0.619 0.690 0.100

10 129.722 3.778
130.318 3.182 3.480 0.422

100 128.989 4511
129.557 3.943 4.227 0.402

500 124.443 9.057
124.841 8.659 8.858 0.281

1.000 122.165 11.335
122.529 10.972 11.153 0.257

2 500 113.142 20.358
113.477 20.023 20.190 0.237

5.000 98.892 34.608
100.324 33.176 33.892 1.012

10.000 76.028 57.472
76.654 56.847 57.159 0.442

A figura 22, representa o percentual de intensidade de cor para padronizagdo da curva
padréo pelo programa ImageJ. A marcacdo pontual com a concentracdo de 0 ng/mL de IL-6,
apresentou uma intensidade média de cor de 0,6% a concentracdo de 10 ng/mL, uma intensidade
média de cor de 3,4% a concentracdo de 100 ng/mL, uma intensidade média de cor de 4,2% a
concentracdo de 500 ng/mL, uma intensidade média de cor de 8,85%, a concentracdo de 1.000
ng/mL, uma intensidade meédia de cor de 11,1% a concentracdo 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. Distribuicdo da quantidade de pixels na area medida (nm?) pela intensidade de cor, de acordo com os
ng/mL de IL-6.
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O indice de inclinacdo da reta usada para estimar a eficiéncia da curva apresentou um
coeficiente angular de 0,005 x 4,42. O coeficiente de correlacdo, que avalia a precisdo da curva
padréo, foi de 0,987, figura 23.

Figura 23. Representacdo grafica linear da porcentagem de cor de acordo com a concentragéo de IL-6.
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O limite de deteccdo (LD) foi calculado & 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 padronizacdo da curva padrédo em pg/mL néo foi satisfatoria linearmente para todos
0s pontos testados. Desta forma, buscamos verificar quais parametros poderiam influenciar na

melhoria dos resultados. Foram testadas duas diferentes concentracdes de Tween 20® no
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tampéo 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 parametros. A tentativa de construgio da curva no foi bem sucedida
e houve marcacdo dos pontos de 10, 1.000 pg/mL e das concentracbes mais elevadas com

correspondentes valores as curvas em ng/mL.
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Secéo Il

5.3. Caracterizacdo dos grupos de estudo para validacao 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 quantificacdes foram realizadas para solugdo de conjugado AuNPs
nas concentracdes de 400,0; 600,0 e 800,0 pg/mL de anticorpo anti-1L-6, Tabela 6.

Os testes preliminares ndo se mostraram satisfatorios para a montagem da curva padréo
com a proteina IL-6 recombinante. Porém as amostras de plasma quantificadas nestes testes,
para as concentracfes de 400,0 pg/mL e 600,0 pg/mL, 22 (19,5%) apresentaram a marcacao
pontual em 50% das amostras, sendo 6 (27,2%) com marcacdo visual correspondente aos niveis
de IL-6 medidos por citometria de fluxo, comparativo as curvas padrdo montadas
subsequentemente para a escala de cor.

Em um segundo momento, na tentativa de padronizacdo da curva padrdo, duas
concentracdes de anti-IL-6 foram testadas: 400,0 e 600,0 pug/mL. O padrdo mostrou-se
satisfatorio, apresentando intensidade de sinal crescente quando a concentragdo de anti-1L-6 no
conjugado foi de 600,0 pg/mL. Novas amostras bioldgicas foram testadas, 24 (21,4%) e 12
(50%) apresentaram sinal colorimétrico onde 11 (45,8%) estdo visualmente pareados com a
intensidade de cor pela curva padrao, na inspecao visual.

A maior intensidade de cor na linha de teste, foi obtida com as concentra¢des de 600,0
e 800,0 pg/mL de anti-IL-6 na solugéo de preparo do conjugado com AuNPs. A comparacgao
da intensidade de sinal para ambas as concentra¢cGes mostraram-se satisfatorias, porém as tiras
preparadas com a concentracdo de 800,0 pg/mL apresentou intensidade de sinal mais
homogénea do que as realizadas com as concentracdes anteriores. Sessenta e seis (58,9%) das
amostras bioldgicas de pacientes com LV foram mensuradas com este novo padrdo de
conjugado e 60 amostras (90,9%) apresentaram sinal colorimétrico, sendo 46 (69,6 %)
correspondentes visualmente com a intensidade de cor baseado na curva padrao.

Cento e trinta e seis quantificagOes 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 concentracdes de Abs no conjugado.

O grupo de pacientes com sepse (8), quando testados para o sensor apresentaram

marcacdo pontual para IL-6, porém ndo compativeis com a intensidade de cor, baseados nas
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medidas de citometria de fluxo e percentual de intensidade de cor da curva padrdo. Estas

amostras foram testadas em triplicata (24 testes).

Tabela 6. Caracterizacdo das amostras de plasma dos pacientes com LV testadas para as concentracfes de anti-

IL-6 estudadas no sensor LFA, baseadas na avaliacdo 6ptica.

Etapa Conc. de anti- N°. de testes NC. de testes com N°. de testes
IL-6 (ug/mL) (%) sinal colorimétrico pareados com

curva padréo

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. Validagao do ensaio LFA para IL-6 — Quick-IL test (IL-6)
5.4.1 Validagdo do ensaio LFA pela curva padrao colorimétrica

Os teste realizados com as curvas padrbes colorimétricas foram realizados em
duplicatas.

As tiras testadas com tampéo de lavagem, PBS independente das concentragOes de
Tween 20®, apresentaram resultados negativos em 100% das tiras.

A reprodutibilidade do padréo foi avaliado entre as duplicatas apds a quantificacdo com
ImageJ. Foram feitas 100 medidas de area para cada tira nas diferentes concentracGes de IL-6
e o Standard deviation (SD) e Standard error (SE) calculado foi baseado nas médias das
diferentes concentracdes de anti-IL-6 no conjugado. Assim, para a concentracdo de 400,0
pg/mL (SD =0,27; SE = 0,09); 600,0 pg/mL (SD =0,21; SE = 0,10); 800,0 pg/mL (SD = 0,16;
SE =0,08).

O coeficiente de repetitividade (coeficiente de variagéo) entre as duplicatas foi de 70,2%
para tiras com 400,0 pg/mL de anti-IL-6; 74,9% para as tiras com 600,0 pg/mL de anti-1L-6 e
para 76,8% para as tiras com 800,0 pg/mL de anti-1L-6.
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A melhor precisdo entre as curvas padrdo foram para os testes realizados com as tiras
contendo 800,0 pug/mL de anti-1L-6. A boa precisdo foi avaliada através da menor varia¢éo ou
distanciamento em que o valor indicado se deu do alvo, ou seja, 0s valores menor de SD e SE.

Foram realizados testes de seletividade com as citocinas IL-8, IL-10 e IL-12 e ndo houve

marcagdo em nenhuma das tiras testadas.
5.4.2 Validagéo do ensaio LFA com o grupo LV

A avaliacdo do fluxo da amostra mostrou-se satisfatorio 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%) ndo fluiram para a membrana do conjugado por apresentarem volume
reduzido ou viscosidade aumentada.

Né&o foram realizadas duplicatas das amostras reais do grupo de pacientes com LV por
insuficiéncia de material, desta forma ndo foram calculados os indices de repetitividade e
reprodutibilidade.

Sabendo que IL-6 é mensurado quantitativamente, para validacdo do teste LFA foi
necessario considerar um padréo ouro de mensuracdo, no caso, a medida realizada por CBA
(varidvel dependente) e o novo teste a varidvel independente, o qual foi considerado o
parametro de percentual de intensidade de cor. A exatidao e validagio do teste foi dada por uma
regressao linear positiva entre os testes (r = 0,2218; p = 0,0159) figura 24.

Figura 24. Regresséo linear simples entre a concentracdo 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 correlagdo, r = 0,2218.
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Os valores preditivo positivo, preditivo negativos e acuracia dos testes ndo foram

calculados pela auséncia de mensuracgdo das amostras do grupo controle saudaveis.
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Secéo 1V
5.4 Aplicativo de leitura para dispositivos mdveis

Os testes iniciais, com as tiras ja secas de curva padrdo mostraram-se satisfatorios,
porém a intensidade de sinal fraca, limitou a preciséo da associacdo do sinal colorimétrico com
o0 valor absoluto estimado. As diferencgas de posicionamento das marcagdes de teste e controle
limitaram a precisdo da interpretacao.

Imagens de arquivo, originadas por camera 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 interpretagdo mais precisa.

Apos a implementacéo de captura da imagem utilizando a cAmera nativa do dispositivo
e em seguida com a foto ja adquirida e exibido na tela do celular pelo App, foi possivel
segmentar e selecionar na imagem, manualmente com o intuito de limitar a imagem no circulo,
area de teste. Esse processo do aplicativo, detectou a cor indicada na imagem, no entanto a
tentativa de classificagdo de acordo com a escala padrdo ndo foi satisfatoria.

O layout do dispositivo esté ilustrado na figura 25.

Figura 25. Esquema representativo do aplicativo de leitura colorimétrica para o Quick IL test (IL-6). (A) llustragdo
da tela de captura de imagem do dispositivo, ressaltando a area de teste; (B) llustracdo do processamento de leitura
guantitativa de acordo com a curva padrao colorimétrica.
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6 DISCUSSAO
6.1. Desenvolvimento do prototipo

A escolha dos materiais e suas caracteristicas sdo fundamentais para o processo de
padronizacdo 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 consideragdo varias caracteristicas sendo o tempo de fluxo da amostra a principal
delas (MILLIPORE, 2013).

A membrana receptora de amostra levou em conta parametros que influenciam na taxa
de liberacdo da amostra, principalmente a espessura e gramatura e a presséo exercida dentro da
tira. Entre filtros de celulose ou malhas de algod&o a opg¢éo por utilizar a membrana de celulose
ocorreu devido a sua capacidade de receber volumes maiores de amostra sem prejudicar a
uniformidade de dispersdo, apresentar capacidade de pré-tratamento permitindo regulacdo do
pH, modulacéo da for¢a ibnica, manutencdo da viscosidade e bloqueio de ligagdes inespecificas
na reacdo e transporte para a membrana do conjugado. Os filtros de celulose apresentam um
baixo custo, sdo faceis de manusear, praticos, suas caracteristicas de corte sdo simples,
permitindo o corte em diametros variados. Tais caracteristicas 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
qgue imunoglobulinas da amostra fiqguem retidas no filtro. Apesar de menos importante, a
capacidade de absorcdo de variadas quantidades de solucdo tampéo suficientes para diluir e
carrear a amostra deve ser garantida. Outra caracteristica importante a ser considerada por esta
fibra, é sua capacidade de bloquear ligacGes inespecificas entre Ags e Abs, preservando a
qualidade do teste, caracteristicas que fazem desta fibra a mais utilizada entre as de celulose e
poliéster de superficie 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 rapidos para diagndsticos
em humanos (CHEN et al., 2014; JIANG et al., 2015; LIN et al., 2015; DONG et al., 2017). A

classificagao “HF” - High flow - alto fluxo, ocorre em virtude do fluxo de corrida, 180 segundos
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por 6 centimetros de membrana. A deteccdo pontual do teste e controle na membrana séo
requisitos absolutos do bom desempenho do sistema. Levou-se em consideragdes parametros
que respeitassem o fluxo lateral dinamico, uma vez que os constituintes quimicos envolvidos
estdo constantemente se movendo atraveés de materiais para alcancar um equilibrio,
possibilitando a formagao de imunocomplexos (teste e controle) em um periodo de tempo pré
estabelecido (20 minutos). Assim, foram considerados os padrdes de fluxo na membrana
(viscosidade vs porosidade), tempo de reacdo molecular entre Abs-Ags, comprimento do
percurso na tira LFA para considerar a eficacia 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 aplicacdo dos reagentes de captura (Abs primario e Abs secundario) sobre a
membrana de nitrocelulose e o suporte do conjugado, além da largura no corte das tiras,
permitindo a precisdo do tamanho do filtro e montagem no cartdo suporte sdo passos que
requerem uma uniformidade muito grande visando garantir a reprodutibilidade do teste, uma
vez que € possivel controlar a quantidade exata de reagentes que entram no teste (150,0 uL).
Estes passos ndo foram rigorosamente seguidos nas etapas iniciais de padronizacdo, uma vez
que ndo se sabia o tamanho de tira ideal para o volume de amostra testado inicialmente. Desta
forma, a padronizacdo da curva de calibracdo inicial, com 600,0 pg/mL de anti-1L-6, resultou
em uma coloracdo gradual ascendente, mas ndo perfeitamente crescente de forma linear na
intensidade de cor para todas as concentracdes e ndo muito consistente entre as duplicatas. Estes
fatores foram corrigidos quando utilizamos 800,0 pg/mL de anti-IL-6 no conjugado. Desta
forma, as curvas de calibragdo tiveram mais pontos de diluicGes para a proteina IL-6 pura
inclusos, melhorando o indice de inclinacdo da reta e com um menor SD entre as duplicatas, de
acordo com experimentos de validacdo (CLEOPHAS; DROOGENDIJK; VAN
OUWERKERK, 2008).

A posicéo dos pontos de teste e controle nos testes preliminares, passou por alteracées
de posicionamento para melhorar a intensidade dos sinais, ndo permitindo a competitividade
entre os reagentes. A padronizacgdo estabelecida (25mm e 35mm) para os pontos de controle e
teste, respectivamente, a partir da regido distal da tira, resultou em uma linearidade de leitura e
interpretacdo na quantificacdo dos resultados, estando de acordo com alguns autores (PAEK et
al, 2007; POSTHUMA-TRUMPIE; KORF, AMEROGEN, 2009; MILLIPORE, 2013).

Sabe-se que a automatizagdo contando com uma plataforma computadorizada calibrada
e precisa, resultaria em uma melhor padronizacdo das marcagdes dos Abs teste e controle,

porém, além do investimento no equipamento, o sistema exigiria um volume maior destes
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anticorpos aumentando o custo de producdo (TANAKA et al., 2006; XU et al., 2009; CHOI et
al., 2010).

A opcéo por utilizar ouro coloidal, reagente atoxico, de preparo simples e reprodutivel,
com padrdo de coloracdo estavel cuja revelacdo permite a visualizacdo Optica, justificou a
escolha do nanocomposto como marcador com Anti-IL-6 para conjugacgéo no teste. Utilizou-se
o citrato de s6dio como agente redutor, pois de acordo com a literatura, através do método de
Turkevich, teriamos AuNPs com didmetro 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 agregacdo das nanoparticulas em solucdo de NaCl a 10% evidenciou que as
concentracdes de 200,0 pg/mL; 400,0 pg/mL; 600,0 pg/mL e 800,0 pug/mL de anti-IL-6 no
conjugado sdo satisfatorios para a montagem do teste LFA. A opcdo por utilizar as
concentracfes mais altas ocorreu em virtude da maior intensidade de sinal colorimétrico e de
maior homogeneidade entre as duplicatas (PAROLO; ESCOUSA-MUNIZ; MERCOCI, 2013;
ALDEWACHI et al., 2017).

Foram realizadas combinagdes de AuNPs/Anti-1L-6 nas concentragfes de 200,0 pg/mL;
400,0 pg/mL; 600,0 pg/mL e 800,0 pg/mL, pois iniciamos os testes preliminares baseados em
experimentos LFA com outras proteinas e ndo tinhamos parametros de funcionalidade para a
proteina proposta (BUHRER-SEKULA et al., 2003; CHOI et al., 2004; CHOI et al., 2010;
DONG et al., 2017). As tiras com 400,0 pg/mL; 600,0 pg/mL e 800,0 pg/mL de anti IL-6 no
conjugado, tiveram marcacao pontual satisfatoria, linear, e apresentaram um menor SD e SE
em relacgdo as tiras de teste com concentracdo de 800,0 pg/mL.

O protétipo do teste rapido para deteccdo de IL-6 foi satisfatorio, uma vez que foi obtida
uma intensidade de coloracéo crescente, de acordo com o aumento da concentracdo da proteina
pura, para a curva padrdo em ng/mL, evidenciado pela eficiéncia da curva de 98,7%. Os testes
considerados semi-quantitativo, isto €, que geram intervalos para as diferentes concentracdes
permitindo uma alteracdo de cor, com caracteristicas para visualizagdo dptica e de acordo com
as diluicdes seriadas realizadas, houve um aumento crescente. Neste estudo, foi realizado
dilui¢bes para as concentragdes 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 satisfatério grau de deteccdo (NAGATAMI et al., 2006;
TANAKA et al., 2006; POSTHUMA-TRUMPIE; KORF, AMEROGEN, 2009; CHOI et al.,
2010; WANG et al., 2011). A tentativa de obtencdo da curva padrdo em pg/mL ndo foi

satisfatoria pois, obtivemos sinal, porém com um menor percentual de linearidade e
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repetitividade dos niveis intensidade de cor, também de acordo com outros estudos que para
obtencdo da curva padrao satisfatoria e melhores LD utilizaram outras estratégias de conjugado
como a dupla conjugacdo de AuNPs, de distintos tamanhos para amplificacdo do sinal (CHOI
et al., 2010); alteracdo do didametro 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 parametros testados para se obter a linearidade dos pontos da curva
padrdo em pg/mL foram alteragBes nas concentragdes de Tween 20® no tampao de corrida e
membrana receptora de amostra, mas na tentativa de construgéo da curva os pontos de dilui¢cdo
com concentragfes mais elevadas marcaram satisfatoriamente e os com concentragdes
inferiores a 1.000 pg/mL quando marcaram, ndo houve linearidade, fazendo-se necessario mais
testes e ajustes de parametros para melhor calibracdo da curva padrdo para estas concentracoes.

O processo completo de validacdo do teste rapido utilizando amostras reais, grupo de
pacientes LV, ndo foi possivel, uma vez que o volume de plasma para as tiras eram insuficientes
para realizacdo dos mesmos em duplicatas, como sugerido no processo de validacdo
(CLEOPHAS; DROOGENDIJK; VAN OUWERKERK, 2008). Assim, o processo de validacao
do teste, para alguns pardmetros, deu-se pela curva padrdo de 800,0 pg/mL de anti-IL-6,
evidenciado através dos valores de (SD = 0,16; SE = 0,08), que de acordo com CLEOPHAS;
DROOGENDIK; VAN OUWERKERK, 2008, os indices de SD ideais devem estar entre 10 —
20% e os valores de SE inferiores a 10%, caracterizando bons niveis de reprodutibilidade,
repetitividade e precisao.

As analises comparativas entre as quantidades de IL-6 mensurada por CBA quando
comparados com as quantificacbes realizadas no sensor LFA, cujos valores foram
transformados em percentual de intensidade de cor apresentaram uma correlacdo linear positiva
leve (r = 0,2218; p = 0,0159). Tal fato pode ser explicado pela dificuldade de interpolacdo dos
percentuais de intensidade de cor das tiras teste com amostras reais, com as concentragdes
compativeis referenciadas pela curva padrdo. O programa ImageJ transforma qualquer
coloragdo, 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 razoavel percentual de amostras reais mostraram-se compativeis com a curva padrdo na
inspecéo optica (63,3%).

Os fatores que nos impediram de realizar outras analise estatisticas entre os teste LFA e
a CBA foram: 1. Interferentes na coloracéo do plasma (proteinas, bilirrubinas e hemécias), que

consequentemente influenciaram na coloracgéo pontual; 2. Viscosidade aumentada, impedindo
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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 habil 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, nao
apresentaram compatibilidade na marcagéo pontual, uma vez que as amostras de plasma eram
muito amareladas e apresentavam um aspecto muito fluido, parecendo néo permitir a ligacéo
da proteina 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 deteccdo sem configurar ligacdo Ags-Abs na marcagdo pontual, nem t&o pouco para
o controle. Assim, para estas amostras o teste foi insatisfatorio. Tal fato ocorreu para 6/8
pacientes testados. Tal fato parece acontecer porque os pacientes em UTI apresentam-se
ictéricos e a coloracdo do plasma pareceu influenciar e ser um confundidor na tonalidade de
cor, assim como outros fatores que podem influenciar a alteragéo de coloragdo em testes rpidos
(YU et al., 2018). A influéncia da fluidez deve ocorre por haver um excesso de hidratagéo
venosa destes pacientes (POSTHUMA-TRUMPIE; KORF, AMEROGEN, 2009).

O aumento da viscosidade e fluidez neste estudo influenciaram por utilizarmos amostra
de plasma congelada e ndo fresca. E provavel que a utilizagdo de amostras de sangue fresco,
onde adaptariamos uma membrana especifica para receber sangue, a qual faria a separacao de
plasma das hemaécias, muito provavelmente resolveriamos este fator de influéncia
(ALSHTROM, 2010; MILLIPORE, 2013; PAROLO; MERCOCI, 2013).

As tiras testadas para os pacientes com sepse apresentaram coloracdo amarelada, ndo
correspondendo com as concentragfes do padrdo ouro, CBA, com o percentual de coloragéo
estabelecido pelo programa ImagelJ.

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, ndo apareceu tdo aumentada, como esperado. Tal fato
também pode ser justificado pela meia vida de IL-6, que embora permaneca circulante por até
10 dias, sua meia vida é diferente para as vias de producéo de gp80 e gp130 e a obtengdo das
amostras de plasma destes pacientes foi entre 2 a 7 dias apds o diagndstico clinico de sepse, que
muitas vezes tambeém ndo € coincidente com o apice de producdo, baseado no grau da
inflamacéo sistémica (GERHARTZ et al., 1994; NAPOLITANO, 2018).

A quantificagdo dos niveis de IL-6 por CBA apresenta custo elevado e a técnica ainda é
pouco aplicada na rotina diagndstica devido a complexidade dos kits disponiveis no mercado.

Neste estudo a utilizagdo da técnica, considerada padrdo ouro, foi utilizada para realizar
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associaces com fatores clinicos da LV grave e seus valores foram considerados de referéncia
para validacdo do teste rapido LFA, ja relatados anteriormente, com uma correlagéo positiva
fraca, devido aos interferentes mencionados.

O desenvolvimento do App para dispositivos moveis vem se mostrando eficaz nas
etapas as quais, nos propomos a desenvolver, no entanto, fatores ambientais intermediarios ao
teste e aquisicdo da imagem pelo dispositivo parecem requerer alguns algoritmos para ajustes
de funcionalidade do App. A literatura relata o desenvolvimento de softwares para dispositivos
moveis permitindo a leitura de valores absolutos para estes tipos de testes rapidos, com boa
aceitacéo, padronizacao 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 niveis basais das citocinas mensuradas em pacientes assintomaticos e
sadios (WONG et al., 2008; HOSNIJEH et al., 2010; HUNTER; JONES, 2015).

Os fatores prognosticos utilizados para avaliar a gravidade clinica da LV s&o muitos
(WERNECK et al., 2003; COSTA, 2009; COSTA et al., 2010; SAMPAIOQ et al., 2010: COSTA
et al.,, 2013; SENE, 2103; ZACARIAS et al., 2017). Neste estudo, além das variaveis
demogréficas (idade e sexo) e estados nutricionais (relato de perda de peso, percentual de peso
perdido), foram avaliados: relato de febre, febre > 39 °C, palidez, tamanho do baco,
irritabilidade, fadiga, vomito, sonoléncia, falta de apetite, diarreia, dor abdominal, tosse, falta
de ar, oliguria, edema, sangramentos, ictericia, dispneia, raio-x de pulmdo normal,
esplenomegalia, hepatoesplenomegalia, infeccdo do trato urinario, insuficiéncia renal cronica,
pneumonia, sepse e coinfec¢do HIV-1/Leishmania.

Niveis mais elevados de IL-6 foram observados nas pessoas com febre, fadiga, perda de
peso, presenca de petéquias, vomito, epistaxe e ictericia, mesmo que os niveis ndo 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 prognostico de morte
(COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2016). Peruhype-Magalh&es et al. (2006) relataram o
aumento desta citocina em pacientes com LV classica. Em nosso estudo, esta citocina
apresentou-se aumentada quando correlacionada com os fatores: hemorragia, sepse e 6bito,

também de acordo com os relatos sobre doenca 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 doenca ativa.
Acredita-se que esta citocina exerca papel modulador de diferenciacdo de células T CD4+ em
Thl ou Th2 (KEMP et al.,, 1994; KAMANAKA et al., 1996). Acredita-se que este
direcionamento para Th2 é o responsavel pela producdo de IL-4 e inibicdo de INF-y. E
importante considerarmos também que estudos da fase aguda de sepse, malaria e dengue
identificaram IL-6 e TNF-a aumentados como verificamos neste estudo (CLARK et al., 2004;
DEVIGNOT et al., 2010; SKIRECKI et al., 2012).

Diante do numero de estudos que relacionam niveis 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 niveis 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 estdo alocados os pacientes com coinfeccdo HIV-
1/Leishmania, uma vez que a PM foi superior neste grupo de pacientes. A relagdo da LV com
HIV-1 ja é bastante conhecida. Trata-se de uma doenca oportunista comum entre pacientes
imunosuprimidos (CRUZ et al., 2006). Neste estudo, pacientes coinfectados com HIV-
1/Leishmania apresentaram niveis mais elevados de IL-6, como ja relatado em outro estudo,
que comparou o papel das interleucinas tanto na medula 6ssea como no sangue periférico
(BRAZ, 2016). E possivel que a diferenca 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 infeccdo e desenvolvimento da doenca (ASHFORD, 2000; MORENO et
al., 2000; CHAPPUIS et al., 2007). Pacientes imunosuprimidos apresentam resposta imune-
celular comprometida. Além disto, alteracBes imunoldgicas causadas pelo HIV-1 sdo
particularmente favoraveis a multiplicacdo exacerbada do parasito (EZRA; OCHOA; CRAFT,
2010). AssociagBes com resposta imune de pacientes coinfectados, HIV-1/Leishmania, também
estdo associadas com aumento da quantidade de parasitas no sangue periférico e medula éssea
(SENE, 2013; ZACARIAS et al., 2017).

IL-6 ndo esta restrita a resposta imune, uma vez que a mesma atua na hematopoiese,
trombopoiese, formacdo de osteoclastos, resposta hepéatica de fase aguda, resultando na
elevacdo da CRP (RAMAMOORTHY et al., 2012; TULEK et al., 2013). Neste estudo a
correlacdo de IL-6 com CRP foi positiva, mostrando que o processo inflamatorio na LV é
caracterizado por elevacdo do VHS, enzimas hepéticas, CRP, hipoalbuminemia, presenca de

edema, ictericia, pancitopenia, elevacao nos niveis de algumas citocinas, entre elas a IL-6. Essas
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alteracbes podem anteceder o desequilibrio da coagulacdo sanguinea, resultando em
sangramento (COSTA et al., 2103). Desta forma, como verificamos em nosso estudo,
sangramento e obito também estédo correlacionados com niveis elevados de CRP.

A CRP ¢ considerada fator estimulatorio da producédo do fator tissular em monadcitos,
contribuindo para o desenvolvimento da coagulagéo intravascular disseminada e trombose em
estados de inflamacdo (CERMAK et al., 1993). Assim, diante de um quadro inflamatério
crénico, em pacientes com LV, pode predispor distarbios na coagulacdo sanguinea, que sao
intensificados em casos de infec¢Bes bacterianas. Kao et al. (2015) observaram que pacientes
com cirrose hepética grave, apresentaram sangramento de varizes associados a cultura
bacteriana positiva e estes estavam associados ao desfecho letal e a niveis elevados CRP. Este
estudo também observou niveis elevados de IL-6 com a via STATS3.

O estudo de associages clinicas com IL-6 e CRP mostraram-se semelhantes para ambas
as caracteristicas de gravidade da LV (sepse, hemorragias e ébito), com excec¢do da coinfeccao
HIV-1/Leishmania, que mostrou-se associada apenas com IL-6.

A andlise dos nimeros (niveis de IL-6 e CRP) frente as variaveis estudadas nos sinaliza
que niveis de IL-6 estdo em propor¢des de aumento muito superiores em relacdo aos niveis de
CRP, talvez este fato justifique que maior nimero de estudos que associem niveis de citocinas
com doenca grave (SENE, 2013; COSTA et al., 2013; COSTA et al., 2016; DOS SANTOS et
al., 2016, ZACARIAS et al, 2017) as comparacbes de estudos realizados com CRP
(WASUNNA et al., 1995; SINGH et al., 1999; GASIM; THEANDER; ELHASSAN, 2000).
Um estudo de revisdo, onde é relatado IL-6 como marcador para varias patologias, identificou
a citocina um marcador mais fidedigno que CRP, quando comparados ambas (HUNTER;
JONES, 2015), pois nédo se sabe, exatamente se todas as vias de estimulo para a producao de
IL-6 estdo correlacionadas ao aumento de CRP.

Este estudo vem reforcar estudos anteriores e suas associa¢fes com os fatores que levam
ao agravo da LV e consequentemente a morte (SENE, 2013; COSTA et al., 2013; DOS
SANTOS et al.,, 2016). Concentraces de IL-6 acima de 200,0 pg/mL associam-se
significativamente a probabilidade de morte (DOS SANTOS et al., 2016). Enquanto individuos
saudaveis ndo apresentam IL-6 em niveis detectaveis (0 a 5 pg/mL) e aqueles com LV
apresentaram variacdo de 2,0 a 103,0 pg/mL (VAN DER POLL; ZIJLSTRA; MEVISSEN,
1995) porém em nossos grupo de estudo, obtivemos pacientes com niveis de IL-6 superior a
8.000,0 pg/mL evidenciando o intenso grau de inflamagdo. Considerando que pacientes com

LV, mesmo que em estagios iniciais da doencga ja apresentam niveis elevados de IL-6, a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Theander%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10708005
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deteccdo desta interleucina como fator de pré disposicdo de morte pode antecipar terapias
intervindo no néo agravamento da doenga.

Diante destas perspectivas, a nova tecnologia descreve um novo e inventivo sensor de
fluxo lateral para deteccdo de interleucina 6 utilizando nanoparticulas de ouro e marcacgéo
pontual na linha de teste para visualizagdo dptica. O sistema é sensivel, especifico, seletivo,
pratico, portatil, rapido de fécil reprodutibilidade e de baixo custo para producéo.
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7 CONCLUSOES

10.
11.

Um dispositivo simples para deteccdo rapida da interleucina 6 foi caracterizado
utilizando um teste rapido, baseado nos principios imunocromatogréaficos, que utiliza
nanoparticulas de ouro para visualizacdo Optica e marcagdo pontual na linha de teste,
resultando um dispositivo de baixo custo para producéo.

O teste LFA com 4 membranas distintas e AUNPs/Anti-1L-6, como reagente cromdgeno
no conjugado, na concentracdo de 800,0 pg/mL, foi o melhor modelo padronizado.

A padronizagdo da curva padrdo a partir da proteina recombinante IL-6 (0 — 10.000,0
ng/mL) mostrou-se satisfatoria seguindo padrdo de intensidade de cor, permitindo a
criacdo de intervalos de coloracdo correspondentes com a quantidade da proteina
utilizada, caracterizando o teste como quantitativo.

O modelo de regresséo linear simples correlacionou fracamente a citometria de fluxo
om a nova tecnologia, o LFA.

O dispositivo LFA foi caracterizado como teste rapido por apresentar resultado em 20
minutos, simples, por ser de visualizacdo dptica e ndo necessitar de profissional
habilitado para interpretacao.

O processo de validacdo caracterizou o produto como reprodutivel, preciso e seletivo,
com satisfatorio fluxo de migracdo e bom coeficiente de repetitividade.

O software para dispositivos moveis realiza a captura da imagem, processa e transforma
algoritmos de cor, com baixa correspondéncia com a curva padréo.

A 1L-6 mostrou-se associada a sepse, sangramentos e 6bito nos pacientes com LV.
Pacientes graves, com PM moderada apresentaram elevados niveis de IL-6 e CRP.

O aumento de IL-6 esté substancialmente correlacionado com CRP.

Pacientes com coinfec¢cdo HIV-1/Leishmania apresentaram maior PM e niveis elevados
de IL-6 e CRP.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Este estudo reforca a IL-6 como caracteristica pré-dispositora de morte em pacientes
com LV.

O teste rapido podera antecipar o diagnéstico dos pacientes que estdo suscetiveis a
desenvolver a LV de forma grave e atraves de terapias Anti-IL-6, evitarem o desenvolvimento
do quadro imunoldgico agudo.

O desenvolvimento da tecnologia deste estudo resultou em um novo e inventivo
dispositivo para deteccdo rapida ndo apenas da IL-6 e sim protétipo molde para varias proteinas.

O desenvolvimento do Kit Quick-IL test (IL-6), composto por: dispositivo teste (20
unidades) embaladas individualmente, frasco de solucdo de corrida 5,0 mL, pipeta soroldgica
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 moveis, em fase de aprimoramento e teste.

Figura 26. llustracdo dos elementos que compdem o Kit Quick-IL test (IL-6). 1. Frasco de solucdo de corrida 5,0
mL; 2. Dispositivo teste, pronto para uso; 3. Pipeta sorolégica graduada.
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SENSOR DE FLUXO LATERAL PARA DETECCAO DE INTERLEUCINAS
As interleucinas sdo proteinas envolvidas na resposta imune inata frente a infecgdes,
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utilizando nanoparticulas de ouro, e marcacdo pontual na linha de teste para visualizagdo sensor
de fluxo lateral para deteccdo quantitativa de interleucinas utilizando nanoparticulas de ouro, e
marcacdo pontual na linha de teste para visualizacdo Optica. O sistema é portatil, sensivel,

especifico, seletivo, préatico, rapido de facil reprodutibilidade e de baixo custo para producéo.

REIVINDICACOES

1. Sensor de fluxo lateral para deteccédo de interleucinas caracterizado por detectar e
mensurar interleucinas utilizando em sua arquitetura nanomateriais e disposi¢do pontual na
linha de teste para visualizacéo Optica.

2. Sensor de fluxo lateral para deteccdo de interleucinas de acordo com a
reinvindicacdo 1, caracterizado por ser um teste de tira com montagem em papel e/ou
membranas flexiveis de fontes variaveis.

3. Sensor de fluxo lateral para deteccdo de interleucinas de acordo com a
reinvindicagdo 1 e 2, caracterizado por apresentar como método de revelacdo a
imunocromatografia do tipo quali/quantitativa.

4. Sensor de fluxo lateral para deteccdo de interleucinas caracterizado por utilizar
nanoparticulas de ouro em seu conjugado como fonte geradora de sinal optico.

5. Sensor de fluxo lateral para detecgdo de interleucinas caracterizado por ser um teste
unico ou multiplo, permitindo deteccdo e quantificacdo de uma ou mais proteinas
simultaneamente.

6. Sensor de fluxo lateral para detec¢do de interleucinas caracterizado por ser um teste
rapido, portatil, de facil reprodutibilidade a um baixo custo, alé, de sensivel, especifico e

seletivo.
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Main techniques used to measure IL-6: Lateral Flow Assay (LFA)

-Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA);
-Cytometric bead array (CBA) methods; Colorimetric detection
-Electrochemical experiments;

control | ©

l Proposed strategy:
) ,\ ) Test .

Need laboratory ' |- \
equipments More practical for
clinical applications

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 I1L-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.

Positive for IL-6

Concentration of IL-6

Keywords: Lateral Flow Assay; IL-6; Diagnosis.



138

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 (1L-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 (USPTQO) 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.

29 (13

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
Lateral flow assay AND Interleukin 6

Lateral flow immunoassay AND Interleukin

Lateral flow immunoassays AND Interleukin

O O O o o o

0 0
0 0
Lateral flow immunoassay AND Interleukin 6 0 0
0 0
0 0

Lateral flow immunoassays AND Interleukin 6

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).

2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

Figurel—-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 24" 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.
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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).

@ Chemistry i Biochemistry molecular biology

| Science technology other topics ® Biotechnology applied microbiology
® Food science technology ® Microbiology

 Infectious diseases u Immunology

M Material science ® Electrochemistry

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 12 2 4 0
Interleukin
Lateral flow assay AND 9 1 4 0
Interleukin 6
Lateral flow immunoassay 13 0 3 0
AND Interleukin
Lateral Flow Immunoassay 12 0 3 0
AND Interleukin 6
Lateral Flow Immunoassays 2 0 3 0
AND Interleukin
Lateral Flow Immunoassays 2 0 0 0

AND Interleukin 6

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.
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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 67, 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 t0100 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-o 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
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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.

ACKNOWLEDGEMENTS

This work was supported by CNPqg and CAPES. We thank Emanuel Airton de Oliveira Faria,
Paulo Ronaldo Sousa Teixeira and Ana Siqueira do Nascimento Teixeira.



147

REFERENCES

[1] SINGER JM, PLOTZ CM. The latex fixation test. I. Application to the serologic diagnosis
of rheumatoid arthritis. Am J Med. 1956; 21(6): 888-892.

[2] ELLERBEE AK, PHILLIPS ST, SIEGEL AC, et al. Quantifying colorimetric assays in
paper-based microfluidic devices by measuring the transmission of light through paper. Anal
Chem. 2009; 81(20): 447-52.

[3] HOLZINGER M, LE GOFF A, COSNIER S. Nanomaterials for biosensing applications: a
review. Front Chem. 2014; 2(63): 1-10.

[4] DIAS JT, SVEDBERG G, NYSTRAND M, ANDERSSON-SVAHN H, GANTELIUS J.
Rapid signal enhancement method for nanoprobe-based biosensing. Sci Rep. 2017; 7(1):
6837.

[5] SHARMA S, ZAPATERO-RODRIGUEZ J, ESTRELA P, O'KENNEDY R. Point-of-
Care Diagnostics in Low Resource Settings: Present Status and Future Role of Microfluidics.
Biosensors (Basel). 2015; 5(3): 577-601.

[6] POSTHUMA-TRUMPIE GA, KORF J, VAN AMERONGEN A. Lateral flow
(immuno)assay: Its strengths, weaknesses, opportunities and threats. A literature survey. Anal
Bioanal Chem. 2009; 393(2): 569-82.

[7] SONG S, QIN Y, HE Y, HUANG Q, FAN C, CHEN HY. Functional nanoprobes for
ultrasensitive detection of biomolecules. Chem Soc Rev. 2010; 39(11): 4234-43.

[8] PAROLO C, MERKOCI A. Paper-based nanobiosensors for diagnostics. Chem Soc Rev.
2013; 42(2): 450-7.

[9] PAROLO C, DE LA ESCOSURA-MUNIZ A.; MERKOCI A. Enhanced lateral flow
immunoassay using gold nanoparticles loaded with enzymes. Biosens Bioelectron. 2013;
40(1): 412-6.

[10] QUESADA-GONZALEZ D, MERKOCI A. Nanoparticle-based lateral flow biosensors.
Biosens Bioelectron. 2015; 73:47-63.

[11] WANG S, QUAN Y, LEE N, KENNEDY IR. Rapid determination of fumonisin B1 in
food samples by enzyme-linked immunosorbent assay and colloidal gold immunoassay. J
Agric Food Chem. 2006; 54(7): 2491-5.

[12] KOETS M, SANDER I, BOGDANOVIC J, DOEKES G, VAN AMERONGEN A. A
rapid lateral flow immunoassay for the detection of fungal alpha-amylase at the workplace. J
Environ Monit. 2006; 8(9): 942-6.

[13] NIELSEN K, YU WL, KELLY L. Development of a lateral flow assay for rapid
detection of bovine antibody to Anaplasma marginale. J Immunoassay Immunochem. 2008;
29(1):10-8.

[14] HUANG X, AGUILAR ZP, XU H, LAI W, XIONG Y. Membrane-based lateral flow


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25221775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25221775
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dias%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28754966
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rapid+signal+enhancement+method+for+nanoprobe-based+biosensing
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26287254
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sharma%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26287254
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Estrela%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26287254
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Kennedy%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26287254
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26287254
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lateral+flow+(immuno)assay%3A+Its+strengths%2C+weaknesses%2C+opportunities+and+threats.+A+literature+survey.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lateral+flow+(immuno)assay%3A+Its+strengths%2C+weaknesses%2C+opportunities+and+threats.+A+literature+survey.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Song%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20871878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Qin%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20871878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20871878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20871878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fan%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20871878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chen%20HY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20871878
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paper-based+nanobiosensors+for+diagnostics.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Enhanced+lateral+flow+immunoassay+using+gold+nanoparticles+loaded+with+enzymes
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26043315
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rapid+Determination+of+Fumonisin+B1+in+Food+Samples+by+Enzyme-Linked+Immunosorbent+Assay+and+Colloidal+Gold+Immunoassay
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rapid+Determination+of+Fumonisin+B1+in+Food+Samples+by+Enzyme-Linked+Immunosorbent+Assay+and+Colloidal+Gold+Immunoassay
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Koets%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16951754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sander%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16951754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bogdanovic%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16951754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Doekes%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16951754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Amerongen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16951754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16951754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16951754
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18080877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kelly%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18080877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18080877
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20X%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26318786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aguilar%20ZP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26318786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26318786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lai%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26318786
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xiong%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26318786

148

immunochromatographic strip with nanoparticles as reporters for detection: A review.
Biosens Bioelectron. 2016; 75:166-80.

[15] KALLEMPUDI SS, ALTINTAS Z, NIAZI JH, GURBUZ Z. A new microfluidics
system with a hand-operated, on-chip actuator for immunosensor applications. Sens Actuators
B Chem. 2012; 163(1): 194-201.

[16] AHN S, FREEDMAN DS, MASSARI P, CABODI M, UNLU MS. A mass-tagging
approach for enhanced sensitivity of dynamic cytokine detection using a label-free biosensor.
Langmuir. 2013; 29(17): 5369-76.

[17] HUANG J, HARVEY J, DERRICK FAM WH, NIMMO MA, ALFRED TOK.IY.
Novel biosensor for interleukin-6 detection. Procedia Eng. 2013; 60: 195-200.

[18] TSUNEYASU M, SASAKAWA C, NARUISHI N, TANAKAY, YOSHIDA Y, TAWA
K. Sensitive detection of interleukin-6 on a plasmonic chip by grating coupled surface
plasmon field enhanced fluorescence imaging by grating-coupled surface plasmon field
enhanced fluorescence imaging. Jpn. J. Appl. Phys. 2014; 53(6S): 2-7.

[19] LOU Y, HE T, JIANG F, SHI JJ, ZHU JJ. A competitive electrochemical immunosensor
for the detection of human interleukin-6 based on the electrically heated carbon electrode and
silver nanoparticles functionalized labels. Talanta. 2014; 122:135-9.

[20] OJEDA I, MORENO-GUZMAN M, GONZALEZ-CORTES A, YANEZ-SEDENO P,
PINGARRON JM. Electrochemical magnetoimmunosensor for the ultrasensitive
determination of interleukin-6 in saliva and urine using poly-HRP streptavidin conjugates as
labels for signal amplification. Anal Bioanal Chem. 2014; 406(25): 6363-71

[21] LAU UY, SAXER SS, LEE J, BAT E, MAYNARD HD. Direct Write Protein Patterns
for Multiplexed Cytokine Detection from Live Cells Using Electron Beam Lithography. ACS
Nano. 2016; 10(1): 723-9.

[22] CHEN H, CHOO TK, HUANG J. et al.. Label-free electronic detection of interleukin-6
using horizontally aligned carbon nanotubes. Mater Des. 2016; 90: 852—857.

[23] HIRANO T. Reuvisiting the 1986 molecular cloning of interleukin 6. Front Immunol.
2014; 5: 456.

[24] HUNTER CA, JONES SA. IL-6 as a keystone cytokine in health and disease. Nat
Immunol. 2015;16(5): 448-5.

[24] SCHETT G, ELEWAUT D, MCINNES IB, DAYER JM, NEURATH MF. How
cytokine networks fuel inflammation: Toward a cytokine-based disease taxonomy. Nat Med.
2013; 19(7): 822-4.

[25] LIPPITZ BE. Cytokine patterns in patients with cancer: A systematic review. Lancet
Oncol. 2013;14(6):e218-28.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Membrane-based+lateral+flow+immunochromatographic+strip+with+nanoparticles+as+reporters+for+detection%3A+A+review.
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400512000573#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400512000573#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400512000573#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925400512000573#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ahn%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23547938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Freedman%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23547938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Massari%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23547938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cabodi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23547938
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=%C3%9Cnl%C3%BC%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23547938
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187770581301093X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187770581301093X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187770581301093X#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S187770581301093X#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lou%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24720974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=He%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24720974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Jiang%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24720974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Shi%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24720974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24720974
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moreno-Guzm%C3%A1n%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25081015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonz%C3%A1lez-Cort%C3%A9s%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25081015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Y%C3%A1%C3%B1ez-Sede%C3%B1o%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25081015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pingarr%C3%B3n%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25081015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25081015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lau%20UY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26679368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saxer%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26679368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lee%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26679368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bat%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26679368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Maynard%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26679368
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25295040
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23836224
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23836224
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23639322
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23639322

149

[26] DI CARO G, CARVELLO M, PESCE S, et al. Circulating Inflammatory Mediators as
Potential Prognostic Markers of Human Colorectal Cancer. PLoS One. 2016; 11(2);
€0148186. doi: 10.1371/journal.pone. 0148186. eCollection.

[27] LIPPITZ BE, HARRIS RA. Cytokine patterns in cancer patients: A review of the
correlation between interleukin 6 and prognosis. Oncoimmunology. 2016; 5(5): €1093722.

[28] LIU CY, XIE WG, WU S, TIAN JW, LI J. A comparative study on inflammatory factors
and immune functions of lung cancer and pulmonary ground-glass attenuation. Eur Rev Med
Pharmacol Sci. 2017; 21(18): 4098-4103.

[29] MARTINS MB, MARCELLO MA, BATISTA FA, et al. Serum interleukin measurement
may help identify thyroid cancer patients with active disease. Clin Biochem. 2017;pii: S0009-
9120(17): 30909-8.

[30] COSTA DL, ROCHA RL, CARVALHO RM, et al. Serum cytokines associated with
severity and complications of kala-azar. Pathog Glob Health. 2013; 107(2): 78-87.

[31] DI CESARE PE, CHANG E, PRESTON CF, LIU CJ. Serum interleukin-6 as a marker of
periprosthetic infection following total hip and knee arthroplasty. J Bone Joint Surg Am.
2005; 87(9): 1921-7.

[32] RANDAU TM, FRIEDRICH MJ, WIMMER MD, et al. Interleukin-6 in serum and in
synovial fluid enhances the differentiation between periprosthetic joint infection and aseptic
loosening. PLoS ONE. 2014;9(2): e89045.

[33] CHAVES YO, DA COSTA AG, PEREIRA ML, et al. Immune response pattern in
recurrent Plasmodium vivax malaria. Malar J. 2016; 15(1): 445.

[34] COSTA DL, ROCHA RL, CHAVES EB, BATISTA VG, COSTA HL, COSTA CH.
Predicting death from kala-azar: construction, development, and validation of a score set and
accompanying software. Rev Soc Bras Med Trop. 2016; 49(6): 728-740

[35] RAMOS PK, CARVALHO KI, ROSA DS, et al. Serum Cytokine Responses over the
Entire Clinical-Immunological Spectrum of Human Leishmania (L.) infantum chagasi
Infection. Biomed Res Int. 2016; 2016:693798.

[36] SCHERER EF, CANTARINI DG, SIQUEIRA R, et al. Cytokine modulation of human
blood viscosity from vivax malaria patients. Acta Trop. 2016; 158:139-47.

[37] HERGENROEDER GW, MOORE AN, MCCOY JP JR, et al. Serum IL-6: a candidate
biomarker for intracranial pressure elevation following isolated traumatic brain injury. J
neuroinflammation. 2010;7:19.

[38] TURNER CK, BLIEDEN TM, SMITH TJ, et al. A novel ELISpot method for adherent
cells. J Immunol Methods. 2004; 291(1-2): 63-70.

[39] STELMASZCZYK-EMMEL A, KOPATYS A, GORSKA E, GEODKOWSKA-
MROWKA E, DEMKOW U. The usefulness of flow cytometric analysis of cytokines in
peripheral blood and bone marrow plasma. Postepy Hig Med Dosw (Online). 2013; 67: 879-
86.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Di%20Caro%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26859579
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvello%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26859579
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pesce%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26859579
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26859579
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20CY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29028090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Xie%20WG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29028090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29028090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tian%20JW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29028090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=29028090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29028090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/29028090
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Martins%20MB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marcello%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Batista%20FA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28987791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/28987791
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23683334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23683334
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Friedrich%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24586496
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wimmer%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24586496
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=da%20Costa%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27581163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27581163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27581163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27581163
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28001220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rocha%20RL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28001220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaves%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28001220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Batista%20VG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28001220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28001220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28001220
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Carvalho%20KI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27051668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rosa%20DS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27051668
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Serum+Cytokine+Responses+over+the+Entire+Clinical-Immunological+Spectrum+of+Human+Leishmania+(L.)+infantum+chagasi+Infection
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cantarini%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26948901
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Siqueira%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26948901
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Moore%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20222971
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=McCoy%20JP%20Jr%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20222971
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blieden%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15345305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20TJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15345305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15345305
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kopatys%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24018453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C3%B3rska%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24018453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C5%82odkowska-Mr%C3%B3wka%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24018453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=G%C5%82odkowska-Mr%C3%B3wka%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24018453
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Demkow%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24018453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24018453
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24018453

150

[40] LIANG K, MU W, HUANG M, YU Z, LAI Q. Simultaneous detection of five indices of
hepatitis B based on an integrated automatic microfluidic device. Biomed Microdevices.
2007; 9(3): 325-33.

[41] LUO L,ZHANG Z, HOU L, WANG J, TIAN W. The study of a chemiluminescence
Immunoassay using the peroxyoxalate chemiluminescent reaction and its application. Talanta.
2007; 72(4): 1293-7.

[42] KAPOOR R, WANG CW. Highly specific detection of interleukin-6 (IL-6) protein using
combination tapered fiber-optic biosensor dip-probe. Biosens Bioelectron. 2009; 24(8): 2696-
701.

[43] WANG CW, KAPOOR R. Dissociation constant measurement using combination
tapered fiber-optic biosensor (CTFOB) dip-probes. Proc SPIE Int Soc Opt Eng. 2010; 7559
(75590A).

[44] ARBIX G, SALERMO MS, DE NEGRI JA. O impacto da internacionalizacdo com foco
na inovagdo tecnoldgica sobre as exportagdes das firmas brasileiras. Dados, Rio de Janeiro,
Instituto Universitario de Pesquisas do Rio de Janeiro (luperj). 2005; 48(2): 395-442.

[45] DENGLER J, SCHEFOLD JC, GRAETZ D. Point-of-care testing for interleukin-6 in
cerebro spinal fluid (CSF) after subarachnoid haemorrhage. Med Sci Monit. 2008; 14(12):
BR265-8.

[46] CHAEMSAITHONG P, ROMERO R, KORZENIEWSKI SJ, et al. A point of care test
for the determination of amniotic fluid interleukin-6 and the chemokine CXCL-10/1P-10. J
Matern Fetal Neonatal Med. 2015; 28(13): 1510-9.

[47] CHAEMSAITHONG P, ROMERO R, KORZENIEWSKI SJ, et al. A rapid interleukin-6
bedside test for the identification of intra-amniotic inflammation in preterm labor with intact
membranes. J Matern Fetal Neonatal Med. 2016; 29(3): 349-59.

[48] CHAEMSAITHONG P, ROMERO R, KORZENIEWSKI SJ, et al. A point of care test
for interleukin-6 in amniotic fluid in preterm prelabor rupture of membranes: a step toward

the early treatment of acute intra-amniotic inflammation/infection. J Matern Fetal Neonatal

Med. 2016; 29(3): 360-7.

[49] MUSILOVA I, KUTOVA R, PLISKOVA L, et al. Intraamniotic inflammation in women
with preterm prelabor rupture of membranes. PLoS ONE, 2015; 10(7): e0133929.

[50] MUSILOVA |, BESTVINA T, HUDECKOVA M, et al. VVaginal fluid interleukin-6
concentrations as a point-of-care test is of value in women with preterm prelabor rupture of
membranes. Am J Obstet Gynecol. 2016; 215(5): 619.e1-619.e1.

[51] KACEROVSKY M, VRBACKY F,KUTOVA R, et al. Cervical microbiota in women
with preterm prelabor rupture of membranes. PLoS ONE, 2015; 10(5): e0126884.

[52] KUNZE M, KLAR M, MORFELD CA, et al. Cytokines in noninvasively obtained
amniotic fluid as predictors of fetal inflammatory response syndrome. Am J Obstet Gynecol.
2016; 215(1): 96.e1-8.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mu%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17195106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Huang%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17195106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yu%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17195106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lai%20Q%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17195106
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Simultaneous+detection+of+five+indices+of+hepatitis+B+based+on+an+integrated+automatic+microfluidic+device
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19071759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hou%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19071759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19071759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tian%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19071759
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Highly+specific+detection+of+interleukin-6+(IL-6)+protein+using+combination+tapered+fiber-optic+biosensor+dip-probe
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21785530
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=Dissociation+constant+measurement+using+combination+tapered+fiber-optic+biosensor+(CTFOB)+dip-probes.
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schefold%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19043359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Graetz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19043359
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Point-of-care+testing+for+interleukin-6+in+cerebro+spinal+fluid+(CSF)+after+subarachnoid+haemorrhage
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romero%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25182862
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korzeniewski%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25182862
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+point+of+care+test+for+the+determination+of+amniotic+fluid+interleukin-6+and+the+chemokine+CXCL-10%2FIP-10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+point+of+care+test+for+the+determination+of+amniotic+fluid+interleukin-6+and+the+chemokine+CXCL-10%2FIP-10
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romero%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25758618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korzeniewski%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25758618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+point+of+care+test+for+interleukin-6+in+amniotic+fluid+in+preterm+prelabor+rupture+of+membranes%3A+a+step+toward+the+early+treatment+of+acute+intra-amniotic+inflammation%2Finfection
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Romero%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25758618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Korzeniewski%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25758618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+point+of+care+test+for+interleukin-6+in+amniotic+fluid+in+preterm+prelabor+rupture+of+membranes%3A+a+step+toward+the+early+treatment+of+acute+intra-amniotic+inflammation%2Finfection
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+point+of+care+test+for+interleukin-6+in+amniotic+fluid+in+preterm+prelabor+rupture+of+membranes%3A+a+step+toward+the+early+treatment+of+acute+intra-amniotic+inflammation%2Finfection
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kutov%C3%A1%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26208287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pliskova%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26208287
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Musilova%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27402051
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bestvina%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27402051
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hudeckova%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=27402051
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/27402051
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vrbacky%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25993616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kutova%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25993616
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klar%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26829512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Morfeld%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26829512
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cytokines+in+noninvasively+obtained+amniotic+fluid+as+predictors+of+fetal+inflammatory+response+syndrome

151

[53] PRIETO B, MIGUEL D,COSTA M, COTO D, ALVAREZ FV. New quantitative
electrochemiluminescence method (ECLIA) for interleukin-6 (IL-6) measurement. Clin Chem
Lab Med. 2010; 48(6): 835-8.

[54] SWANSON C, D’ANDREA A. Lateral flow assay with near-infrared dye for multiplex
detection. Clin Chem. 2013; 59(4): 641-8.

[55] WORSLEY GJ, ATTREE SL, NOBLE JE, HORGAN AM. Rapid duplex immunoassay
for wound biomarkers at the point-of-care. Biosens Bioelectron. 2012; 34(1): 215-2.

[56] WORSLEY GJ, KUMARSWAMI N, MINELLI C, NOBLE JE. Characterisation of
antibody conjugated particles and their influence on diagnostic assay response. Anal.
Methods. 2015; 7: 9596-9603.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Miguel%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20298137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Costa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20298137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coto%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20298137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alvarez%20FV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20298137
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=New+quantitative+electrochemiluminescence+method+(ECLIA)+for+interleukin-6+(IL-6)+measurement
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=New+quantitative+electrochemiluminescence+method+(ECLIA)+for+interleukin-6+(IL-6)+measurement
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lateral+Flow+Assay+with+Near-Infrared+Dye+for+Multiplex+Detection
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Attree%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22386484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Noble%20JE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22386484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Horgan%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22386484
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rapid+duplex+immunoassay+for+wound+biomarkers+at+the+point-of-care
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ANeelam%20Kumarswami
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3ACaterina%20Minelli
http://pubs.rsc.org/en/results?searchtext=Author%3AJames%20E.%20Noble

152

APENDICE 6. Termos de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Criancas, Adolescentes e Pessoas
Incapacitadas de Decidir.

Ao assinar este documento, vocé estara concordando em participar de uma pesquisa médica. Chamada:
“Deteccio rapida da citocina IL-6 para identificacido da LV grave”. Este estudo esta sendo realizado
neste hospital como parte de uma pesquisa.

1. Objetivo: O objetivo deste estudo é conseguir detectar previamente as razdes do sangramento que
muitos pacientes com calazar apresentam. Os médicos sabem bem que pessoas com calazar podem
apresentar sangramentos no nariz, na boca, no estdmago, no intestino, na pele, enfim em varios locais.
Estes sangramentos podem ser muito graves e muitas vezes o tratamento ndo tem bons resultados. Se os
médicos conseguirem entender melhor porque acontecem estes sangramentos eles poderdo encontrar
tratamentos mais eficazes e assim salvar mais vidas e diminuir mais o sofrimento das pessoas com esta
doenca.

Explicacio do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”.
2. Titulo do estudo: “Detecgao rapida da citocina IL-6 para identificacdo da LV grave.”

Investigadores responsaveis: Dr. Carlos Henrique Nery Costa, Dra. Dorcas Lamounier Costa e Ingridi
de Souza Sene.

Informacdo sobre a participagdo: O recebeu o
diagndstico de leishmaniose visceral (Calazar). O calazar é causado por micrébios que sdo transmitidos
por picadas de um pequeno inseto conhecido como "asa de palha", “mosquito palha” ou "cangalinha".
Os microbios, chamados leishmanias, invadem o figado, baco 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 a morte se ndo for tratado. E, infelizmente, mesmo com os remédios que dispomos hoje, algumas
pessoas ndo se recuperam. Nesta situacao triste, quase sempre a morte acontece porque a pessoa tem

infeccOes graves ou porque tem sangramentos incontrolaveis.

0 foi convidado a participar de uma
pesquisa médica para podermos detectar as pessoas que poderao ter sangramento e desenvolver a forma
grave do calazar. E importante que se entenda que: (1) Esta participacio é totalmente voluntaria. (2) A
participacdo poderd ser interrompida a qualquer momento. A recusa em participar ndo implicara em
nenhum prejuizo e o tratamento continuara da melhor forma possivel. (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) sera internado no hospital, onde uma histéria médica e um exame fisico
serdo realizados. No primeiro dia do estudo serdo colhidos os exames de sangue, necessarios para
orientar o tratamento. Pequenas quantidades de sangue a mais serdo necessarias para realizar a detecgdo
da citocina IL-6 e outros possiveis marcadores para identificacdo do sangramento e gravidade do calazar.
Em caso de aparecer sangramento depois da internacdo, uma nova amostra de sangue sera necessaria.
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As quantidades de sangue sdo muito pequenas e so serdo colhidas no momento da internacdo ou do
aparecimento de sangramento. Contudo, exames periddicos poderdo ser necessarios para o0
acompanhamento do tratamento, independente da pesquisa. A sua participagao terd uma duracdo média
20 a 30 dias, apenas o tempo necessario para se tratar o calazar.

3.a. Armazenamento de material bioldgico. Uma amostra pequena do sangue e da medula dssea sera
armazenada para a necessidade de estudos futuros.

4. Riscos, danos e desconforto. A participagdo de uma pessoa neste trabalho praticamente ndo envolve
risco. A maior parte dos exames que serdo 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 necessaria para
os testes. E importante que vocé saiba que ha riscos envolvendo o tratamento do calazar, independentes
da pesquisa. O calazar € quase sempre fatal quando ndo tratado e o tratamento, embora quase sempre
seja eficaz, ocasionalmente pode falhar.

5. Beneficios. A pessoa que participar deste estudo ndo tera nenhum prejuizo, mas também nao terd um
beneficio pessoal imediato. No entanto, ela estard colaborando em um estudo cientifico que podera
beneficiar outras pessoas que porventura tenham a mesma doenca. Ninguém receberd auxilio financeiro
pela participacéo neste estudo, mas também ndo teré gastos decorrentes da participacdo. O atendimento
médico e o tratamento estdo assegurados pelo Servico Unico de Salide —SUS e obedecerdo as melhores
recomendacdes do pais.

6. Compromisso de confidencialidade da identidade do voluntério. Os registros desta participagdo
serdo mantidos confidenciais. Entretanto, estes registros poderdo ser analisados por representantes da
Universidade Federal do Piaui. Isto faz parte da responsabilidade destes 6rgdos em acompanhar a
pesquisa. Seu nome nunca sera divulgado em nenhum relatério deste estudo.

7. Novos achados significativos. Qualquer informacdo importante que surgir durante sua participagdo
no estudo e que possa afetar a sua saude sera levada ao seu conhecimento, através dos médicos
responsaveis (Dra. Dorcas e Dr. Carlos Henrique). Eles entrardo em contato com o Sr (a Sra) através de
carta, telegrama ou telefone, no endereco indicado por voce.

8. Indenizagbes e  ressarcimentos. Caso  fiqgue comprovado que o (a)
foi prejudicado devido a sua participacdo no
estudo, haverd direito a tratamento médico integral e & indenizacdo conforme previsto no item V.6 da
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saiude do Ministério da Salde sobre pesquisas médicas
envolvendo seres humanos, que estabelece: “Os sujeitos da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo
de dano previsto ou ndo no termo de consentimento e resultante de sua participacéo, além do direito a
assisténcia integral, tem direito a indenizagdo”. “O Sr (A Sra) tera conhecimento de qualquer
informacdo nova descoberta durante o estudo que possa fazer com que vocé mude de ideia quanto a
permanecer no mesmo’.

9. Pessoas e locais para respostas, perguntas e informagcdes relacionadas ao estudo. Por favor, entre
em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé 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) NAO ENTENDEU ALGUMA PARTE DESTE DOCUMENTO, PERGUNTE AO
INVESTIGADOR ANTES DE ASSINAR. UMA COPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO
LHE SERA ENTREGUE EM SEGUIDA.

FORMULARIO DE CONTATO COM O PACIENTE

N° do paciente em estudo: Registro do IDTNP
Nome do paciente:
Data de nascimento: / / Sexo:
Nome da mae:

Nome do pai:
Informante/ Acompanhante:
Parentesco: Telefone:

Tel. residencial: ( ) Tel. comercial: () Tel. publico: ()
Enderego para correspondéncia:

Ponto de referéncia:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para criangas, adolescentes e pessoas
incapacitadas de decidir: declaragdo do responsavel

Eu, , com 18 anos de idade ou mais,
detentor de (nome do  responsdvel) integral  competéncia  para  decidir  por
torna-o um menor (nome do paciente menor)
voluntario para participar do estudo denominado “Deteccio rapida da citocina IL-6 para
identificagdo da LV grave.” As implicacdes desta participacdo voluntaria, incluindo a natureza,
duracdo e objetivo do estudo, os métodos e meios através dos quais ele serd conduzido, assim como as
inconveniéncias e riscos esperados foram explicados a mim. Tive a oportunidade de esclarecer todas as
duvidas 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 participacéo neste estudo sem que este individuo
sofra nenhuma punigdo ou perda de seus direitos. Eu recebi uma copia deste termo de consentimento.

Nome do responsével Assinatura ou impresséo digital do responsavel

Data / / as horas

Declaragéo da testemunha:

Eu presenciei a explicacdo acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao responsavel
pelo paciente de fazer perguntas neste documento e testemunhar a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impresséo digital da testemunha

Data / / as horas

Declaracéo do investigador:

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento, ele entendeu o
objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também que o responsavel paciente
recebeu uma cépia do termo de consentimento.

Nome do investigador Assinatura do investigador

Data / / as horas.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Adultos

Ao assinar este documento, vocé estara concordando em participar de uma pesquisa médica. Chamada:
“Deteccao rapida da citocina IL-6 para identificacido da LV grave”. Este estudo esta sendo realizado
neste hospital como parte de uma pesquisa.

1. Objetivo: O objetivo deste estudo é conseguir detectar previamente as razdes do sangramento que
muitos pacientes com calazar apresentam. Os médicos sabem bem que pessoas com calazar podem
apresentar sangramentos no nariz, na boca, no estdmago, no intestino, na pele, enfim em vérios locais.
Estes sangramentos podem ser muito graves e muitas vezes o tratamento ndo tem bons resultados. Se os
médicos conseguirem entender melhor porque acontecem estes sangramentos eles poderdo encontrar
tratamentos mais eficazes e assim salvar mais vidas e diminuir mais o sofrimento das pessoas com esta
doenca.

Explicacio do “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido”.
2. Titulo do estudo: “Detecgao rapida da citocina IL-6 para identificacdo da LV grave.”

Investigadores responsaveis: Dr. Carlos Henrique Nery Costa, Dra. Dorcas Lamounier Costa e Ingridi
de Souza Sene.

Informacdo sobre a participagdo: O recebeu o
diagnostico de leishmaniose visceral (Calazar). O calazar é causado por micrébios que sdo transmitidos
por picadas de um pequeno inseto conhecido como "asa de palha", “mosquito palha” ou "cangalinha".
Os microbios, chamados leishmanias, invadem o figado, baco 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 a morte se ndo for tratado. E, infelizmente, mesmo com os remédios que dispomos hoje, algumas
pessoas ndo se recuperam. Nesta situagao triste, quase sempre a morte acontece porque a pessoa tem

infeccBes graves ou porque tem sangramentos incontrolaveis.

0 foi convidado a participar de uma
pesquisa médica para podermos detectar as pessoas que poderdo ter sangramento e desenvolver a forma
grave do calazar. E importante que se entenda que: (1) Esta participacio é totalmente voluntaria. (2) A
participacdo podera ser interrompida a qualquer momento. A recusa em participar ndo implicara em
nenhum prejuizo e o tratamento continuara da melhor forma possivel. (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) sera internado no hospital, onde uma histéria médica e um exame fisico
serdo realizados. No primeiro dia do estudo serdo colhidos os exames de sangue, necessarios para
orientar o tratamento. Pequenas quantidades de sangue a mais serdo necessarias para realizar a detec¢éo
da citocina IL-6 e outros possiveis marcadores para identificacdo do sangramento e gravidade do calazar.
Em caso de aparecer sangramento depois da interna¢do, uma nova amostra de sangue sera necessaria.
As quantidades de sangue sdo muito pequenas e s6 serdo colhidas no momento da internagdo ou do
aparecimento de sangramento. Contudo, exames periddicos poderdo ser necessarios para 0
acompanhamento do tratamento, independente da pesquisa. A sua participacao ter4 uma duragcdo média
20 a 30 dias, apenas 0 tempo necessario para se tratar o calazar.
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3.a. Armazenamento de material bioldgico. Uma amostra pequena do sangue e da medula dssea sera
armazenada para a necessidade de estudos futuros.

4. Riscos, danos e desconforto. A participacdo de uma pessoa neste trabalho praticamente ndo envolve
risco. A maior parte dos exames que serdo 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 necessaria para
os testes. E importante que vocé saiba que ha riscos envolvendo o tratamento do calazar, independentes
da pesquisa. O calazar € quase sempre fatal quando ndo tratado e o tratamento, embora quase sempre
seja eficaz, ocasionalmente pode falhar.

5. Beneficios. A pessoa que participar deste estudo ndo terd nenhum prejuizo, mas também n&o ter4 um
beneficio pessoal imediato. No entanto, ela estard colaborando em um estudo cientifico que podera
beneficiar outras pessoas que porventura tenham a mesma doenca. Ninguém receberd auxilio financeiro
pela participacéo neste estudo, mas também ndo teré gastos decorrentes da participacdo. O atendimento
médico e o tratamento estdo assegurados pelo Servico Unico de Satide —SUS e obedecero as melhores
recomendacdes do pais.

6. Compromisso de confidencialidade da identidade do voluntério. Os registros desta participagdo
serdo mantidos confidenciais. Entretanto, estes registros poderdo ser analisados por representantes da
Universidade Federal do Piaui. Isto faz parte da responsabilidade destes 6rgdos em acompanhar a
pesquisa. Seu nome nunca sera divulgado em nenhum relatério deste estudo.

7. Novos achados significativos. Qualquer informacdo importante que surgir durante sua participagdo
no estudo e que possa afetar a sua saude serd levada ao seu conhecimento, através dos médicos
responsaveis (Dra. Dorcas e Dr. Carlos Henrique). Eles entrardo em contato com o Sr (a Sra) através de
carta, telegrama ou telefone, no endereco indicado por voce.

8. Indenizagbes e  ressarcimentos. Caso  fiqgue comprovado que o (a)
foi prejudicado devido a sua participacdo no
estudo, haverd direito a tratamento médico integral e & indenizacdo conforme previsto no item V.6 da
Resolucdo 196/96 do Conselho Nacional de Saude do Ministério da Salde sobre pesquisas médicas
envolvendo seres humanos, que estabelece: “Os sujeitos da pesquisa que vierem a sofrer qualquer tipo
de dano previsto ou ndo no termo de consentimento e resultante de sua participagao, além do direito a
assisténcia integral, tem direito a indenizagdo”. “O Sr (A Sra) terd conhecimento de qualquer
informacdo nova descoberta durante o estudo que possa fazer com que vocé mude de ideia quanto a
permanecer no mesmo’.

9. Pessoas e locais para respostas, perguntas e informacoes relacionadas ao estudo. Por favor, entre
em contato com uma das pessoas abaixo caso vocé 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) NAO ENTENDEU ALGUMA PARTE DESTE DOCUMENTO, PERGUNTE AO
INVESTIGADOR ANTES DE ASSINAR. UMA COPIA DESTE TERMO DE CONSENTIMENTO
LHE SERA ENTREGUE EM SEGUIDA.



FORMULARIO DE CONTATO COM O PACIENTE

N° do paciente em estudo: Registro do IDTNP

Nome do paciente:

Data de nascimento: / / Sexo:

Nome da mae:

Nome do pai:

Informante/ Acompanhante:

Parentesco: Telefone:

Tel. residencial: () Tel. comercial: () Tel. publico: ()
Endereco para correspondéncia:
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Ponto de referéncia:
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Adultos: declaracéo do paciente

Eu, , com 18 anos de idade ou mais,
em pleno gozo (nome do voluntario) das minhas faculdades mentais, concordo em participar como
voluntario no estudo denominado “Detec¢ido rapida da citocina IL-6 para identificacdo da LV
grave”.

As implicages de minha participacdo voluntaria, incluindo a natureza, duracéo e objetivo do estudo, os
métodos e meios através dos quais ele serd conduzido, assim como as inconveniéncias e riscos esperados
foram explicados a mim. Tive a oportunidade de esclarecer todas as davidas que eu tinha a respeito do
estudo. Estou de acordo de que uma amostra do meu sangue e da minha medula Gssea sejam
armazenados para pesquisas futuras. Entendo que em qualquer momento posso desistir de participar do
estudo sem sofrer nenhuma puni¢do ou perda de meus direitos. Eu recebi uma cépia deste termo de
consentimento.

Nome do voluntario Assinatura ou impressdo digital do voluntario

Data / / as horas

Declaragéo da testemunha:

Eu presenciei a explicagdo acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao voluntério de
fazer perguntas e a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impressdo digital da testemunha

Data / / as horas

Declaracéo do investigador:

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento, ele entendeu o
objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também que o responsavel paciente
recebeu uma cépia do termo de consentimento.

Nome do investigador Assinatura do investigador

Data / / as horas.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Inclusdo pos-morten em Projeto de Pesquisa

Declaracéo do responsavel

Eu, , com 18 anos de idade ou mais, em pleno
gozo das minhas faculdades mentais, autorizo a inclusdo pos morten do paciente
na pesquisa “Detecciio rapida da citocina

IL-6 para identificacido da LV grave”.

As implicagdes desta participacdo, incluindo a natureza, duracdo e objetivo do estudo, os métodos e
meios através dos quais ele sera conduzido foram explicados a mim. Tive a oportunidade de esclarecer
todas as dlvidas 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 bago seja colhida agora para
exames. Entendo que em qualquer momento posso retirar essa participacdo no estudo sem sofrer
nenhuma punicao ou perda de meus direitos. Eu recebi uma cdpia deste termo de consentimento.

Nome do paciente Assinatura ou impressdo digital do responsavel

Data / / as horas

Declaragéo da testemunha:

Eu presenciei a explicagdo acima descrita, posso confirmar a oportunidade concedida ao voluntério de
fazer perguntas e a assinatura do mesmo.

Nome da testemunha Assinatura ou impressdo digital da testemunha

Data / / as horas

Declaracéo do investigador:

Eu expliquei o objetivo deste estudo ao voluntario. No melhor do meu conhecimento, ele entendeu o
objetivo, procedimentos, riscos e beneficios deste estudo. Declaro também que o responsavel paciente
recebeu uma cépia do termo de consentimento.

Nome do investigador Assinatura do investigador

Data / / as horas.




APENDICE 7: Questionario estruturado para enformacdes clinicas

“Detecc¢ao rapida da citocina IL-6 para identificacdo da LV grave”.

1. IDENTIFICAGAO
N°- do paciente no estudo: DLC-

Nome:

. NUmero do prontuario no IDTNP:

Data do nascimento: /[ Data da admissdo: [
Procedéncia (UF) :

Municipio :

2. HISTORIA CLINICA
Tempo de doenca: dias
Perda de PeSO0........cciriiriiiee e

Se sim, quantificar: g

Se sim duragdo da febre: dias
CalafTioS.......cviveceere e

PalidEZ.....oeeiieeeee s

INAPELENCIAL .. ..vveiieice e
Aumento do volume abdominal............cccccooeniniiiicinnne,
DIAITEIA. ...ttt
Constipacdo INtestinal...........ccoeevverniineircees

Dor abdominal........c..oooveiiiiieieee e

DISPNEIA.....ei v
Alteracdo da cor da Urina.........ccoceveeercenieene e

OlGUIIA. ...c.vciveceieee et

PEtEQUIAS. ...c. ettt

EQUIMOSES. ...t
EPIStAXE. ... e
Sangramento gengival..........cccocoiiiiiiiiniii
Sangramento em locais de punGao..........ccceeeveerererieieennn

Sangramento digestiVo.........covererirene e

Sexo: __ M __F
Datadaalta: /[
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1.Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
( ) 1Sim 2.
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. Ignorado

. Ignorado

. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado
. Ignorado

. Ignorado
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Hematdria MacroSCOPICA. .......vveveerirerieieereresieieie e () 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
3. EXAME FISICO
Peso: |, kg Estatura:_ cm PA:_ x  mmHg FC:__ bpm FR:_____ irpm
Temperatura axilar maxima durante a internacdo _ °C

Estado geral ( ) 1.Bom 2. Regular 3. Comprometido

Consciente () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Cordas mucosas () 1. Normocoradas 2. Palidez leve/moderada 3. Palidez acentuada
Ictericia ( ) 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado

Perfusdo periférica ( ) 1. Boa 2. Cianose de extremidades 3. Cianose generalizada
Lesdes de pele / Especificar () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado

Se sim, especificar (tipo da lesdo, localizagdo, tamanho, forma, contornos, ulceracdo, elevacéo, secrecéo)

Alopecia () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado
Linfonodomegalia ( ) 1. Ausente 2. Em 1-2 cadeias 3. Em mais de 3 cadeias
Hidratacdo ( ) 1. Hidratado 2. Desidratado| 3. Desidratado Il 4. Desidratado Il 9. Ignorado
Edema ( ) 1. Ausente 2. Edemade MMII 3. Edema generalizado
Estado nutricional: () 1. Eutréfico 2. Desnutrido | 3. Desnutrido 11 4. Desnutrido 111 9. Ignorado
Dispnéia () 1.Sim 2. Nao 9. Ignorado
Se sim, retragdes intercostais ou subdiafragmaticas ( ) 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado
Ausculta pulmonar ( ) Normal () Estertores crepitantes () Estertores bolhosos
() Sibilos () Roncos

Qutras:

Ausculta cardiaca () Normal ( ) Sopro ( )Arritmia ( ) Ritmo de galope ( ) Frémito
() Atrito pericardico ( ) Abafamento de bulhas

() Outras:
Esplenomegalia () 1.Sim 2. Nao 9. Ignorado

Se sim, baco a cm do BCE, na linha hemiclavicular, em dire¢do a ponta
Hepatomegalia () 1.Sim 2. N&o 9. Ignorado
Se sim, figado a cmdoBCD e cm do apéndice xiféide

Diagnostico anterior de LV: () 1.Sim 2.N&o 9.Ignorado Data:__ [/ /

4. TERAPEUTICA UTILIZADA 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado

Terapia de suporte: Terapia especifica

() Antibioticos () Antimonial de N metil glucamina  Data: /[
() Concentrado de heméacias

() Concentrado de plaquetas () Desoxicolato de anfotericina B Data:. /| [
() Plasma

() Vitamina K () Anfotericina B lipossomal Data: _ [/ |

() Complexo protrombinico () Miltefosina



() AAS ou terapia anticoagulante Data: __ /

() Outras:
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COMPLICAGCOES 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
) Infeccéo urinaria

) Insuficiéncia renal

) Pneumonia

) Infeccdo cutanea ou do tecido celular subcutaneo
) Sepse

) Hemorragia

) Convulstes

) Outra:

e N T T e N N e N NS 1 |

CO-MORBIDADES 1.Sim 2.N&o 9. Ignorado
) HIV / aids
) Uso de drogas imunossupressoras

) Céncer. Especificar:

) Transplante. Especificar:

~ N N N ~ O

) Doenca renal cronica
() Doenca hepética cronica
() Outra:

7. EVOLUCAO CLINICA

Numero de dias de febre apds o inicio da terapia especifica:
Tamanho do baco a saida do hospital: ___ cm do RCE
Tamanho do figado a saida do hospital: _ cm do RCD
() Alta hospitalar com melhora

() Alta hospitalar sem melhora

() Transferéncia para UTI

() Transferéncia para outro servico

() Obito

Em caso de oObito, data do ébito: __/ /  Causa mortis:

Comentarios:

dias




Data

Hemaécias
Hemoglobina
Hematocrito

VCM
HCM
CHCM

Leucécitos

Pro, meta e miel6citos
Bastonetes

Segmentadados
Eosindfilos

Basofilos
Linfocitos
Mondcitos

Plaquetas

VHS
AST (TGO)

ALT (TGP)
Fosfatase alcalina

Bil. Direta

Bil. Indireta
Creatinina

Uréia

Leishmania na MO
Sorologia p/ Leishmania
Cultura p/ Leishmania
Teste HIV
Proteinas Totais
Albumina
Globulinas
Coagulograma
Tempo sangramento
Tempo coagulacéo
TAP

INR

Exame de Urina
Proteinas
Hg/hemaécias
Cilindros

Pibcitos

Exame de fezes
Parasitolégico
Radiologia

Rx Térax

Culturas

Valores normais

Homens: 4,3 a5,7 x 10°

Mulheres e criangas: 3,9 a5,3 x 10°
Homens: 13,50 a 18,00g/dL

Mulheres e criangas: 12,00 a 16,40/dL
Homens: 40 a 54 %

Mulheres e criangas: 36 a 47 %

Normal: 76,0 — 96,0 [1 2
Normal: 27,0 — 32,0

Normal: 32,0 — 36,0 %

Crianga: 4.000 a 10.000/mm3
Adultos: 4.000 a 9.000/mm?

0\%

1-5\%

Crianga: 30 a 55\%

Adultos: 50 a 70\%

Crianga: 1 a 5\%

Adultos: 1a 4

0-1\%

Crianga: 30 a 45\%

Adultos: 20 a 45\%

0\-2 %

Crianga: 150.000 a 430.000/mm?
Adultos: 150.000 a 400.000/mm?

<10

Homens: <37U/I
Mulheres: <31U/I
Homens: < 40U/1
Mulheres: <31U/I
Criangas: 27 a 215 U/dL
Adultos: 27 a 100 U/dL

Até 0,4 mg/dL
Até 0,8 mg/dL
0,4-1,3 mg/dL
15 a 45 mg/dL
Ausente

Néo reagente
Sem crescimento
Nao reagente
6,028,0g/dL
3,5a5,5 g/dL
2,0a3,2g/dL

1-4 min
Até 12 min
70-100%
0,91-1,25

Ausente
Ausente
Ausente

Até 5 por campo-

Negativo
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