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RESUMO

A maléria é uma doenca infecto-parasitaria de grande relevancia na salde publica global,
relacionada a altas taxas de morbidade e mortalidade, principalmente em regides tropicais e
subtropicais. No Brasil, a regido Amazoénica é a mais atingida, com a prevaléncia de infeccoes
causadas pelas espécies Plasmodium vivax, que é responsavel por 85% dos casos no pais, e P.
falciparum. O desenvolvimento de novos métodos diagnosticos continua sendo de grande
importancia para o enfrentamento desta doenca em busca de sua erradicagcdo. No primeiro
capitulo desta dissertacdo apresentamos um artigo de revisdo, no qual evidenciamos as
principais aplicacdes dos testes de citometria de fluxo baseada em microesferas para a deteccao
de doengas infecciosas e ndo-infecciosas. No segundo capitulo foi elaborado um artigo original
no formato de short communication, a partir do desenvolvimento de um teste de citometria de
fluxo utilizando microesferas de latex, visando a deteccdo do antigeno lactato desidrogenase de
P. vivax (PvLDH). Os testes de citometria foram realizados em 50 amostras de pacientes
diagnosticados com malaria causada por P. vivax e 40 amostras de individuos sadios. Ao ser
analisado pela porcentagem de marcacéo de fluorescéncia, 0 ensaio apresentou sensibilidade de
64%, especificidade de 97%, valor preditivo positivo de 97% e o valor preditivo negativo de
57%. Pela anélise da média de intensidade de fluorescéncia (MFI), a sensibilidade foi de 53%,
especificidade de 89%, valor preditivo positivo de 95% e o valor preditivo negativo de 33%.
Nos dois métodos de andlise foi evidenciada diferenca estatistica significativa entre os grupos
analisados (valor-p < 0,0001). Foi observada uma alta correlacdo (0,60) entre os dois métodos
e uma baixa correlacdo entre a concentracdo de PvLDH e a densidade parasitaria. O teste
apresentou resultados mais promissores quando analisado pela porcentagem de marcacao de
fluorescéncia, sendo capaz de detectar a proteina PvLDH com alta especificidade. No entanto,
a sensibilidade ainda deve ser otimizada, o que possibilitaria, entre outras aplicacdes, a
utilizacdo do teste em ensaios soroldgicos visando a deteccdo de pacientes assintomaticos e

para confirmac&o de resultados de testes imunocromatrogréaficos.

Palavras chaves: malaria, imunodiagnoéstico, citometria de fluxo, microesferas, anticorpos

policlonais.



ABSTRACT

Malaria is an infectious-parasitic disease of great importance in global public health, related to
high rates of morbidity and mortality, especially in tropical and subtropical regions. In Brazil,
the Amazon region is the most affected, with the prevalence of infections caused by the species
Plasmodium vivax, which is responsible for 85% of cases in the country, and Plasmodium
falciparum. The development of new diagnostic methods continues to be of great importance
for fighting this disease in search of its eradication. In the first chapter of this dissertation we
present a review article, in which we highlight the main applications of flow cytometry tests
based on microspheres for the detection of infectious and non-infectious diseases. In the second
chapter, an original article was prepared in the format of a short communication, based on the
development of a flow cytometry test using latex microspheres, aiming at the detection of the
P. vivax lactate dehydrogenase antigen (PvLDH). Cytometry tests were performed on 50
samples from patients diagnosed with malaria caused by P. vivax and 40 samples from healthy
individuals. When analyzed by the percentage of fluorescence labeling, the assay had a
sensitivity of 64%, specificity of 97%, positive predictive value of 97%, and negative predictive
value of 57%. By analyzing the mean fluorescence intensity (MFI), the assay sensitivity was
53%, specificity 89%, positive predictive value 95% and negative predictive value 33%. In both
methods of analysis, there was a statistically significant difference between the groups analyzed
(p-value < 0.0001). A high correlation (0.60) between the two methods and a low correlation
between PVLDH concentration and parasite density were observed. The test showed more
promising results when analyzed by the percentage of fluorescence labeling, being able to detect
the PvLDH protein with high specificity. However, sensitivity still needs to be optimized, which
would make it possible, among other applications, to use the test in serological assays to detect

asymptomatic patients and to confirm the results of immunochromatographic tests.

Key words: malaria, immunodiagnosis, flow cytometry, microspheres, polyclonal antibody.
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INTRODUCAO

A malaria é uma patologia considerada de grande relevancia no cenario da saude publica
mundial, pois apesar dos importantes avangos no controle das infecgdes parasitarias, ainda ha
grande incidéncia em todo o mundo, predominando em paises de clima tropical e subtropical
(WHO, 2021). Essa enfermidade é causada por parasitos do género Plasmodium spp, que sdo
inoculados durante repasto sanguineo das fémeas do mosquito do género Anopheles (MILLER
etal., 2002).

Sdo seis espécies que podem causar maldria em humanos: Plasmodium ovale,
Plasmodium knowlesi, Plasmodium cynomolgi, Plasmodium malariae, Plasmodium
falciparum, Plasmodium vivax ((IMWONG et al., 2019; TA et al., 2014; WHO, 2016). Destas,
as duas Ultimas sdo as maiores responsaveis pelos casos de malaria no mundo, sendo o P.
falciparum o responsavel também pelo maior nimero de 6bitos, principalmente no continente
africano (WHO, 2021). No Brasil, estdo presentes as espécies P. malariae, P. vivaxe P.
falciparum, sendo que as duas ultimas espécies mencionadas sdo responsaveis por 99% dos
casos nacionais (BRASIL, 2021).

Em 2016, a Organizagdo Mundial da Saude divulgou uma iniciativa com o objetivo de
impulsionar o controle e a eliminacdo da malaria no mundo até 2030. O diagndéstico e o
tratamento preciso e adequado na fase inicial da doenca sdo componentes essenciais na
estratégia para o controle da maléaria no mundo, pois propicia a interrup¢do na cadeia de
transmissao e a consequente diminui¢do do nimero de casos e 6bitos (WHO, 2016). Um dos
objetivos do desenvolvimento de novos imunoensaios é superar as deficiéncias na deteccao

precoce e precisa da doenca.

Apesar de a microscopia ser considerada o padrdo-ouro para o diagndstico e
monitoramento do tratamento da maléria, essa técnica exige pessoal treinado e experiente no
exame de distensdes sanguineas e, em muitos locais, sobretudo em areas de dificil acesso, ndo

existem equipamentos para a realizacdo do exame (JAIN et al.,2014; REIS et al., 2018).

Diversas frentes de pesquisa buscam novos métodos de diagnostico para maléaria com
alta sensibilidade e especificidade, a fim de introduzir métodos mais eficazes e com a
capacidade de diagnosticar pacientes semi-imunes e com baixa parasitemia (WHO, 2020). Na
ultima década, estudos direcionados a sorologia da malaria ganharam importancia e ensaios de
citometria de fluxo multiplexados combinados as esferas mostraram-se como um método

promissor para o diagnéstico da malaria (ROGIER et al., 2019). Estes apresentam vantagens
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especificas que incluem a deteccdo de analitos em niveis minimos de concentragdo, a
capacidade de detectar varios alvos em um Unico teste, a reducdo no tempo de processamento
da amostra devido a cinética do ensaio e a diminuicdo dos custos envolvidos (SHAPIRO;
ULRICH, 2010; ONDIGO et al., 2019).

A obtencdo de anticorpos contra antigenos malaricos para o desenvolvimento de testes
soroldgicos é de grande interesse para a comunidade cientifica, uma vez que esses podem ser
aplicados em diversas abordagens diagnosticas (PLUCINSKI; AIDOO; ROGIER, 2021). Parte
dos estudos realizados pela nossa equipe concentraram esforcos no desenvolvimento e na
producdo local de anticorpos aplicaveis a diversos tipos de imunodiagndsticos.

Neste estudo desenvolvimento de um método diagnostico para a malaria utilizando a
citometria de fluxo baseada em microesferas de latex para deteccdo da proteina PvLDH,

empregando anticorpos policlonais obtidos de coelhos e camundongos.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ASPECTOS GERAIS DA MALARIA

A malaria é uma doenca infecciosa febril aguda, causada por parasitos apicomplexos
do género Plasmodium ssp. e apresenta-se de forma sistémica e ndo contagiosa (MENDIS et
al., 2001). Foram identificadas cinco espécies de Plasmodium como patogénicas para 0 homem
e que causam diferentes tipos de maléria: P. ovale (com duas subespécies P. ovale Curtisi e P.
ovale Wallikeri), P. knowlesi, P. malariae, P. vivax e P. falciparum, sendo as duas ultimas
espécies responsaveis pela maioria dos casos clinicos e mortes no mundo (CALDERARO et
al., 2013; ZHOU et al., 2019). Além destes, nos ultimos anos a transmissdo natural de malaria
causada pelo Plasmodium cynomolgi a humanos ja foi demonstrada em alguns estudos
(IMWONG etal., 2019; TA et al., 2014).

A maléaria é transmitida ao homem principalmente por via vetorial, pela picada de
fémeas infectadas de mosquitos do género Anopheles (KHAN; WATERS, 2004). Apesar de
ocorrer com menos frequéncia, a doenca pode ser transmitida por meio do contato direto com
0 sangue de uma pessoa infectada, por meio de transfusGes sanguineas, transplante de 6rgaos
ou ainda pelo compartilhamento de seringas (AHMADPOUR et al., 2019; MANGANO et al.,
2019). Outra forma de transmissdo, mais rara, € a congénita, passada da mée para o filho (JAIN
et al., 2005). Os individuos infectados, mesmo que ndo apresentem sintomas (assintomaticos),
podem abrigar formas sexuais dos parasitos, tornando-se reservatérios para infeccdo de
mosquitos (CHEAVEAU et al., 2019).

As manifestacdes clinicas que definem um evento de malaria sdo febres intermitentes
(até 40° ou mais), calafrios com tremores e sudorese excessiva generalizada (FERREIRA,
2004). Estes episodios febris se apresentam em intervalos de 48 horas (febre tercd) ou 72 horas
(febre quartd): Os parasitos P. vivax e P. ovale causam a febre tercd benigna e os parasitos P.
falciparum causam a febre terca maligna. Ja o parasito P. malariae é o causador da febre quarta
(SIROMA; FERRANI; RIGO, 2016).

Outros sintomas da infeccdo malarica podem incluir nauseas, vomitos, cefaléia e
mialgia (HENRY, 2008). A intensidade dos sintomas varia de acordo com fatores como a
espécie do parasito causador da infeccdo, os niveis de parasitemia e a imunidade da pessoa
infectada. Individuos em condicGes especificas, como gravidas, lactantes e criangas podem ser
particularmente vulneraveis (LAISHRAN et al., 2012; MILNER et al., 2018).
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As formas mais graves de malaria, que podem ser fatais, sdo causadas pelo parasito
Plasmodium falciparum (DE SOUZA; RILEY, 2002). Este possui a capacidade de infectar as
hemacias em qualquer estagio de maturacdo, elevando assim a carga parasitaria e causando
manifestacdes clinicas mais agudas (GREENHALGH; CHANDWANI, 2020; WHITE, 2018).
Além disso, esta espécie de Plasmodium é capaz de provocar complicagdes graves durante a
infeccdo, como maléria cerebral, sindrome do desconforto respiratorio agudo, presséo arterial
baixa, lesdo renal aguda, hipoglicemia e anemia grave (GREENHALGH; CHANDWANI,
2020).

O P. vivax e o P. ovale tem afinidade por eritrocitos jovens, os reticuldcitos, fato que
explica a carga parasitaria menor e os sintomas clinicos geralmente mais brandos (MILLER,
2002). No entanto, alguns casos relacionados a malaria vivax apresentam sintomas mais graves,
como anemia grave e plaquetopenia, resultando em taxas de morbidade e de mortalidade
elevadas (ANTONELLI et al.,2020). Outras manifestagdes clinicas graves decorrentes da
malaria causada pelo P. vivax, menos frequentes, sdo a ocorréncia de malaria cerebral, sindrome
nefrotica, edema agudo de pulmédo e coma (MILNER, 2018). Diferentemente das outras
espécies, o P. Malariae causa a chamada malaria benigna, pois apresenta afinidade por

hemacias maduras, com manifestacOes clinicas leves (SUTHERLAND, 2016).

O impacto que a malaria exerce sobre a populacgdo de areas endémicas, além dos males
causados a saude das pessoas, pode ser verificado nos quadros socioecondmicos das regides
afetadas (WHO, 2016). Sintomas e sequelas debilitantes que podem se manifestar por longos
periodos, impedindo os individuos de atuarem normalmente nas dindmicas de trabalho, e o alto
custo de assisténcia a saude, indispensavel nas areas em situacéo mais critica, podem aprofundar
instabilidades sociais e dificuldades econémicas (DUNKEL; ALEXANDER, 2020).

Como forma de concretizar os objetivos relacionados ao combate da maléria, ainda em
2016 a WHO estabeleceu acdes para a prevencao e tratamento da doenca. Foi recomendada a
adocdo de diversas medidas em areas endémicas, como 0 uso de inseticidas; aplicagcdo de
medicamentos antimalaricos em criancas e mulheres gravidas, utilizacdo de mosquiteiros
tratados com inseticida (MT]I); diagndstico na fase inicial de casos suspeitos por meio de
microscopia e/ou teste de diagndéstico rapido (TDR) e celeridade no tratamento com as drogas

corretas para a espécie de parasito causadora da infecgéo.
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1.2 CICLO DE VIDA DO Plasmodium sp.

O Plasmodium apresenta um ciclo evolutivo complexo, passando por uma série de ciclos
celulares em diferentes tipos de células hospedeiras e por duracdes variadas (COWMAN et al.,
2016). Em relacéo a reproducao do parasito, sdo identificadas duas fases: Fase assexuada, que
ocorre em humanos ou em outros animais vertebrados, considerados os hospedeiros
intermediéarios, e fase sexuada, que ocorre nas fémeas do mosquito Anopheles, considerado o
hospedeiro definitivo (BRUCE et al., 1990) (Figura 1).

Figura 1- Ciclo de vida do Plasmodium vivax.
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No momento do repasto sanguineo das fémeas infectadas do mosquito Anopheles, sdo
inoculados no hospedeiro intermediario os esporozoitos, presentes nas glandulas salivares,
dando inicio a reproducéo assexuada (MILLER et al., 2002). Ap06s permanecer um curto periodo
na derme, 0s esporozoitos alcancam a corrente sanguinea e sdo conduzidos até o figado, onde
infectam exclusivamente os hepatocitos, células hepaticas pelas quais o parasito apresenta



20

tropismo (COWMAN, 2016; DUNDAS, 2019). Este processo € rapido e, em torno de 30
minutos apo6s a infeccdo, jA ndo h&d mais esporozoitos na corrente sanguinea. (FRANCA;
SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Nos hepatocitos ocorre a fase de esquizogonia pré-eritrocitica, que pode durar de 9 a 16
dias, dependendo da espécie de plasmodio (ANTONELLI et al., 2020). Os esporozoitos
transformam-se em esquizontes e estes multiplicam-se. Apos a completa maturagdo, promovem
0 rompimento dos hepatdcitos, liberando numerosos merozoitos na corrente sanguinea que, por
sua vez, irdo infectar os eritrécitos em um processo rapido, dindmico e com varias etapas.
(MILLER et al., 2002). Existem esporozoitos que podem permanecer em condi¢des de laténcia
como hipnozoitos por varios meses ou, em alguns casos, por anos. Estes sdo caracteristicos de
P. vivax e ovale e possuem a capacidade de voltar ao estado de esquizontes, despertando
novamente os sintomas da doenca (MILLER et al., 2013; CAPUTO et al., 2016).

A esquizogonia eritrocitica comeca quando 0s merozoitos que infectaram as hemacias
multiplicam-se em seu interior utilizando a hemoglobina para obtencéo de energia, gerando
trofozoitos que, em seguida, transformam-se em esquizontes (DUNDAS, 2019). Estes, por sua
vez, passam por processos de divisdo e ddo origem entre 16 a 32 merozoitos, provocando a
ruptura sincronica de eritrocitos, o que ocasiona o surgimento das manifestacfes clinicas, e
libera os parasitos para infectarem novas hemécias, iniciando um novo ciclo eritrocitico
(COWMAN, 2012). Este momento ¢ ideal para a realizacdo do diagndstico, pois os antigenos
parasitarios estdo em maior quantidade na corrente sanguinea. Nesta fase também ocorre a
formacdo de precursores sexuais, com a diferenciacdo de alguns trofozoitos em gametocitos
masculinos e femininos, que serdo infectantes no vetor para 0 momento do repasto sanguineo
(BAKER, 2010; BRUCE et al., 1990).

A duracdo do ciclo eritrocitico varia de acordo com a espécie de Plasmodium e
determina a periodicidade das manifestacdes clinicas da malaria. Para as espécies P. vivax e P.
falciparum essa duragdo é de 48 horas. Para a espécie P. malariae a duragédo é de 72 horas
(MILLER et al., 2002).

O ciclo de vida do parasito da malaria também compreende uma fase de reproducéo
sexual que ocorre no mosquito, mas a mudanga real para o desenvolvimento sexual ocorre no
hospedeiro vertebrado, com a formacéo de precursores de gametas masculinos e femininos

(gametdcitos), e € um pré-requisito para transmissdo de doencas (BAKER, 2010).
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Quando as hemacias contendo os gametdcitos sdo ingeridas pelo vetor no momento do
repasto sanguineo e alcangam o trato digestivo do inseto, inicia-se a reproducéo sexuada. Os
gametdcitos masculinos sofrem exflagelacdo e originam 8 microgametas (MEIBALAN;
MARTI, 2017). Estes fecundam os gametdcitos femininos (macrogametocitos), formando
assim o oocineto que, apos atravessar as células epiteliais do intestino, transforma-se em oocisto
(HALDAR et al., 2007). Durante sua maturacdo, este fixa-se no intestino, passando por
modificacdes e multiplicacdes de numerosos esporozoitos até provocar a ruptura e liberacao
dos mesmos na hemolinfa. Logo apos, 0s esporozoitos migram para as glandulas salivares do
mosquito e sdo inoculados em outro hospedeiro intermediario durante o repasto sanguineo
(MEIBALAN; MARTI, 2017).

1.3 EPIDEMIOLOGIA

A maléria é prevalente em paises de clima tropical e subtropical. Em 2020, foram
registrados aproximadamente 241 milhdes de casos de malaria e cerca de 627 mil mortes
relacionadas a doenca em todo o mundo (WHO, 2021) (Figura 2). Estima-se que houve mais
de 14 milhGes de casos e 47.000 mortes a mais em 2020 em comparacdo com 2019, devido a
interrupcdo de agOes relacionadas ao controle e prevencdo da doenca durante a pandemia
(WHO,2021). A maioria dos casos, 95% dos registros, ocorreu na Africa, continente que

também é o mais afetado por casos fatais, com 96% das mortes.

As criangas com menos de cinco anos sdo o grupo mais vulneravel a doenca (ASHLEY
POESPOPRODJO, 2020, FORGIE et al., 2022): em 2020, representaram 77% (482.000) de

todas as mortes por malaria em todo o mundo. Destas, 80% ocorreram na regido africana.
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Figura 2- Mapa de risco de infec¢do por malaria no Mundo em 2020.
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Fonte: Adaptado de WHO, 2021.

A espécie de P. falciparum é responsavel pela vasta maioria dos casos de Malaria no
mundo (VARO; CHACCOUR; BASSAT, 2020), em 2020, por quase 100% dos casos de
malaria na regido africana, por 74% dos casos na regidao do Mediterraneo Oriental, 60% no
sudeste da Asia e 70% na regido do Pacifico Ocidental (WHO, 2020). A segunda espécie mais
prevalente € a P. vivax, sendo predominante na regido das Américas (ASHLEY; PYAE-PHYO;
WOODROW, 2018), onde representa 75% dos casos, e no sudeste asiatico, representando 39%
dos casos (WHO, 2020).

A taxa de incidéncia da malaria no mundo declinou entre 2000 e 2015, de 81 para 59
casos para cada 1000 individuos de populagdes em risco. Em 2019 esta taxa baixou para
56/1000 hab., e aumentou novamente para 59/1000 hab. em 2020, um aumento de 5% em
relacdo ao ano anterior. Entre 2000 e 2015 a taxa de mortalidade por malaria no mundo caiu
pela metade, de cerca de 30/1000 hab. em 2000 para 15/1000 hab. em 2015, caindo para
13/1000 hab. em 2019. Em 2020, como consequéncia da pandemia de COVID-19, a taxa de
mortalidade aumentou para 15/1000 habitantes. (WHO, 2020).
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Nas regides das Américas o combate e controle da malaria foram afetados nos Gltimos
anos devido ao grande aumento do nimero de casos na Venezuela, que apresentou cerca de
35.500 casos em 2000, subindo para mais de 467.000 em 2019. (GABALDON-FIGUEIRA et
al., 2020). Em 2020, no entanto, o pais apresentou menos da metade de casos em relacdo ao ano
anterior, 232 mil, em parte devido as restri¢fes de circulacdo durante a pandemia de COVID-
19 (WHO, 2021). Essas restricdes também podem ter afetado o acesso aos servicos de saude,

reduzindo o nimero de casos notificados.

Dezoito paises da Regido das Américas da OMS estdo em risco de transmissao de
malaria. Em 2020, a regiéo registrou 602.476 casos da doenca e 108 mortes — quedas de 11% e
43% em relacdo a 2010, respectivamente. Trés paises responderam por 77% de todos os casos

estimados: a Republica Bolivariana da Venezuela (35%), Brasil (26%) e Colémbia (16).

Em 2016 a World Health Organization (WHO) lancou uma estratégia para acelerar o
progresso no controle e eliminagdo da maléria no mundo. Esta iniciativa é composta por trés marcos
interligados e com prazos determinados para o alcance das metas estabelecidas: Global technical
strategy for malaria 2016—-2030 (GTS), Action and investment to defeat malaria 2016-2030 (AIM)
e Sustainable Development Goals (SDGs). As metas estabelecidas, além da erradicacdo da doenca
em pelo menos 35 paises, visam a reducdo no nimero de casos de maléria, em relacdo aos nimeros
de 2015, em pelo menos 40% até 2020, 75% até 2025 e 90% até 2030 (WHO, 2017).

Apesar do avanco mundial consideravel nas a¢6es de controle e eliminacéo da doenca,
alguns paises endémicos, em 2020, ndo alcancaram a meta estabelecida para morbidade e
mortalidade. A incidéncia esperada para 1000 habitantes em risco em 2020 est4 40% maior do
que o previsto para este ano. Embora a taxa de mortalidade tenha tido um progresso superior
aos casos de incidéncia, a meta também ndo foi alcancada, com 42% além do proposto pela
estratégia. Em muitos paises a pandemia dificultou o alcance da meta, pois afetou diretamente
0s servicos de saude direcionados a malaria. Em muitos casos, a falta de financiamento foi o
fator que limitou a implementacdo dos planos estratégicos, assim como o envolvimento

insuficiente da comunidade e a falta de sistemas de vigilancia aprimorados.

Dos dezenove paises endémicos da regido das Américas classificados para participar
da iniciativa global da WHO, doze registraram aumento na incidéncia de malaria em 2020 em
comparacdo com 2015: Brasil, Venezuela, Colémbia, Costa Rica, Republica Dominicana,
Equador, Guiana, Haiti, Nicaragua, Panama, Bolivia e Suriname. A incidéncia de casos de
maldria nesta regido esta atualmente 42% maior do que esperado, com um aumento de 3% na

incidéncia de casos em 2020 em relagéo a 2015.
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1.3.1 Maléria no Brasil

A maléria é considerada a infeccdo parasitaria mais prevalente no Brasil, constituindo
dois quadros epidemioldgicos: baixa endemicidade na regido extra-amazénica e alta
endemicidade na regido Amazonica, que concentra 99,9% dos casos registrados (BRASIL,
2021) (Figura 3). Em 2020, a maléria foi responsavel por 44 ébitos no pais e o numero de casos
registrados foi de aproximadamente 145 mil. O P. vivax foi responséavel por cerca de 85% do
total de casos, seguido das infecgdes por P. falciparum, com 15%, e infec¢bes por P. malariae,
com 0,01% dos casos (SIVEP-MALARIA, 2021).

Figura 3- Mapa de risco de infecgdo por maléria no Brasil em 2020, por municipio.
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Fonte: BRASIL, 2021.

O estado do Amazonas concentra a maior ocorréncia da doenca, mantendo-se lider no
numero de casos por 9 anos. Em 2020, aproximadamente 80% dos casos de malaria ocorreram
em 41 municipios: 16 no Amazonas (41,1%), 8 no Para (17,1%), 7 em Roraima (20,5%), 4
no Amapa (2,3%), 3 no Acre (8,1%), 2 em Rondénia (8,2%) e 1 no Mato Grosso (2,5%)
(BRASIL, 2021).

Os mosquitos do género Anopheles sdo os principais vetores da malaria no Brasil. Das

54 espécies conhecidas do mosquito no pais, a Anopheles darling é a maior responsavel pela

transmissdo da doenca. (BAIA-DA-SILVA et al., 2019). As caracteristicas geogréficas e
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ecoldgicas da regido Amazodnica contribuem para a proliferagdo dos vetores o ano todo, pois
oferecem condigdes substanciais para sua reproducdo, como temperatura, umidade e vegetacdo
local (WOLFARTH-COUTO; SILVA; FILIZOLA, 2019). Aléem disso, a ocupacao de areas
urbanas em regides que sdo habitat natural do mosquito transmissor e 0s aspectos
socioecondmicos, epidemioldgicos e ambientais da regido favorecem a alta transmissibilidade
da doenca (FERREIRA; CASTRO, 2019).

As variacBes no nimero de casos de malaria no Brasil ao longo dos anos sao atribuidas,
principalmente, a ondas de desenvolvimento econémico; construcao de ferrovias, rodovias e
barragens hidrelétricas; atividades relacionadas ao garimpo; politicas de deslocamento de
populacéo e ocupacao do solo (BAIA-DA-SILVA, et al., 2019) (Figura4).

Figura 4- Historico de casos de malaria notificados no Brasil, 1959 a 2020.
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Fonte: BRASIL, 2021.

No Brasil, o Programa Nacional de Controle da Malaria (PNCM) lancou, em 2016, o
Plano de Eliminacdo da Malaria no Brasil, visando alcancar a meta estabelecida pela World
Health Organization (WHO). Este plano propde estratégias para o controle da transmissdo da
doenca, como: controle de vetores, investigagdo epidemiologica, tratamento adequado,

conscientizacdo e mobilizacdo social (BRASIL, 2017). Além destes, o diagnostico sensivel e
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especifico nos estagios iniciais da doenca figura como uma medida necessaria, pois contribui
para a interrupgédo da cadeia de transmissao. Quanto mais cedo o paciente for tratado, menor
sera a disseminacdo da doenca. (BRASIL, 2020) (TABELA 1).

Tabela 1- Plano de Eliminacéo da Maléria no Brasil — Diagnostico.

Alta e média
transmissao

Pontos de diagndstico
préximos as
comunidades afetadas.

Oferta de diagnostico de
malaria no pré-natal.

Envolvimento dos
Agentes comunitarios
de Saude na deteccéo e
acompanhamento  de
casos no seu territério
de atuacao.

Pré-eliminacao

Pontos de diagndstico
préximos as
comunidades afetadas.

Oferta de diagnostico
de maléria no pré-natal.

Envolvimento dos
Agentes comunitérios
de Salde na deteccédo e
acompanhamento  de
casos no seu territorio
de atuacéo.

Eliminacéo

Definicdo de unidade
de referéncia
municipal.

Prevencao a
reintroducéo

Definicéo de
unidade de
referéncia estadual.

™)

Fonte: BRASIL, 2016.

Apesar dos esforcos ja mencionados para o combate a doenca, a erradicacao e controle
da maléria no Brasil ainda permanecem como um desafio devido a falta de controle do vetor e
aimigracao de populagdes de paises de fronteira (BRASIL, 2020). O relatério de 2021 da World
Health Organization mostra 0 aumento dos casos de malaria no pais em relacdo a 2015,

evidenciando que a meta estabelecida ndo foi alcancgada.

A pandemia de COVID-19 interrompeu o0s servicos de diagnéstico, levando a
diminuigdo de 32% no registro de casos suspeitos de malaria em 2020 em comparacdo com
2019. Em seis paises (Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Guiana, México e Panama), embora o
namero de testes positivos para a doencga tenha aumentado em 2020 em comparagdo com 2019,

0 nimero de pessoas testadas diminuiu em pelo menos 25%.

Além disso, o diagndstico tardio ou erroneo, a resisténcia crescente dos parasitos aos
antimalaricos, regides de garimpo e o turismo em regides endémicas contribuem para a
dificuldade na eliminacdo desta doenca (BRASIL, 2020). Mesmo que seja alcangada a

erradicacdo da malaria pelo bloqueio da transmisséo vetorial e com a redugéo da incidéncia de
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infeccOes a zero, ainda serdo necessérias, por tempo indefinido, acBes de combate e controle o
para evitar novos contagios (BRASIL, 2017).

1.4 DIAGNOSTICO DE MALARIA

O diagndstico e o tratamento adequado na fase inicial da doenca sdo componentes
essenciais na estratégia para o controle da malaria no mundo, pois impedem que as infeccdes
progridam para casos mais graves, possibilitam a interrupcdo da cadeia de transmisséo e a
consequente diminui¢do do nimero de casos e Obitos (WHO, 2017). Um dos objetivos do
desenvolvimento de novos imunoensaios é superar as deficiéncias na detecgdo precoce e precisa

da doenca.

Em 2017 foi preconizada pela OMS que, antes da administracdo de antimalaricos, seja
realizada a confirmacdo de todos os casos suspeitos de malaria por meio da microscopia ou
testes de diagndstico rapido (TDR). Tal recomendacdo visa a administracdo correta da
medicacdo a cada espécie de Plasmodium, permitindo a reducdo de possiveis erros no

tratamento e a diminuicédo de resisténcia a antimalaricos (WHO, 2017).

O método diagndstico mais utilizado para a verificacdo de infecgdes maléricas é a
microscopia (MURPHY et al., 2013). No entanto, existem varios outros métodos de detecgao
que podem ser aplicados, como: diagnosticos moleculares, testes soroldgicos, testes

imunocromatrograficos de fluxo, biossensores e outros.

1.4.1 Diagnostico por Microscopia

A microscopia apresenta algumas vantagens relacionadas ao seu uso para diagnostico
de maléria, como a diferenciacao de espécies, seu baixo custo e alta sensibilidade. Deste modo,
ela continua sendo o padrdo-ouro para deteccdo de malaria e a referéncia para o
desenvolvimento de quaisquer outras metodologias de diagnoéstico de malaria (BATWALA;
MAGNUSSEN; NUWAHA, 2011).

Para realizacdo deste tipo de diagnostico, € executada a técnica do esfregaco delgado
ou gota espessa (FIGURA 7), primeiramente descrita por Ross em 1903 (GONTIO, 1995).
Entre as duas abordagens, a gota espessa € mais comumente empregada, pois a concentracao

do sangue torna mais facil a visualiza¢do de parasitos (BRASIL, 2009).
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Tal metodologia consiste na coleta de sangue periférico de individuos com suspeitas
de malaria para o preparo de laminas coradas com Giemsa (entre outros corantes) seguida de
analise ao microscopio 6ptico, pela qual € possivel diferenciar as espécies de parasitos e também
quantificar a parasitemia, possuindo assim a carateristica de ser quantitativo e qualitativo
(BRASIL, 2009).

Figura 5- Diagndstico de malaria por microscopia.

A) Puncdo digital; B) Preparagdo de laminas; C1) Gota espessa e C2) Esfregago sanguineo.

Fonte: www.rph.wa.gov.au/malaria/diagnosis.

A microscopia pode captar de 5-10 parasitos/pL, entretanto, isso pode variar de acordo
com a experiéncia do responsavel pela execucdo do teste. Em condi¢des menos controladas,
como a aplicacdo dessa metodologia em campo, esse nimero sobe para 100 parasitos/ uL. Em
média, este teste leva um total de 60 minutos para ser realizado (BRASIL, 2005).

Em contrapartida aos pontos positivos apresentados, se faz necessario uma atencéo
maior em relacdo a execucdo da metodologia e a capacitacdo dos técnicos envolvidos na analise.
Muitas variaveis podem atrapalhar o sucesso deste método, como preparo inadequado das
laminas, erros na identificacdo das espécies, lise de hemacias, entre outros (HANSCHEID,
2003; PROUX et al., 2011).

Em 2018, Diallo e colaboradores avaliaram a eficacia de diagndstico de maléaria por
microscopia no Senegal e constatou que, apesar das performances terem sido, no geral, boas,
ainda had uma necessidade de melhorar as habilidades técnicas na deteccdo de infeccdes

causadas por outros parasitos além do P. falciparum.
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Com isso, temos claro que este método de diagnostico exige méo de obra qualificada
para execucdo e interpretacdo dos exames, além de uma infraestrutura que garanta a as melhores
condicdes para realizacdo do teste (MANGOLD et al., 2005).

1.4.2 Biossensores

Para atingir maiores sensibilidades e estabilidades em condic¢des de campo, tem se
buscado o desenvolvimento de novas tecnologias point-of-care. Os sensores eletroquimicos sao
uma alternativa para criacao de novas metodologias que podem ser aplicadas em campo. Estes
sensores baseiam-se na transferéncia de carga de um eletrodo para outra fase, podendo ser
solida ou liquida, e essa variacdo de comportamento de elétrons pode ser medida pelo
dispositivo. No caso dos biosensores, o elemento de reconhecimento utilizado tem natureza
bioldgica, podendo ser anticorpos, DNA, metabolitos, entre outros (JANATA, 2009; WANG
et al., 2008; YOON, 2013).

A alta sensibilidade dos biossensores abre espaco para utilizagdo de amostras
provenientes de coletas menos invasivas, como a saliva de pacientes, uma vez que ja foram
reportadas baixas concentracdes de antigenos de malaria (GBOTOSHO et al., 2010). Ainda
assim, ha um longo caminho até que os biossensores alcancem as caracteristicas ideais para sua
aplicagéo rotineira e point-of-care, uma vez que ainda necessitam de estudos que os adaptem

para sua utilizacdo fora do ambiente laboratorial.

1.4.3 Diagnostico Molecular

Ao longo dos anos, o diagnostico molecular tem sido uma ferramenta poderosa na
deteccdo de doencas infecciosas (MESSACAR et al., 2017). Waters & McCutchan, em 1989,
foram os primeiros a descrever a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para diagndstico de
maléria, utilizando a subunidade menor de RNA ribossomal (18S rRNA) de plasmddio como

alvo para amplificacéo.

Desde entdo, outras metodologias com outros alvos foram elaboradas, como
demonstrado por Cunha e colaboradores (2009), que usaram o DNA mitocondrial como alvo

para detecgdo de P. vivax e P. falciparum.

Em uma variagdo mais sensivel e especifica, a PCR em tempo real, ainda permanece

como 0 método consolidado para deteccdo de infeccBes assintomaticas, onde os niveis de
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parasitemia sdo muito baixos para serem detectaveis por outras metodologias. Por se mostrar
tdo sensivel e também fazer a diferenciacdo de espécies de plasmodio, a PCR em tempo real é
a metodologia empregada para screening em bancos de sangue (AL et al., 2005; ALMEIDA-
DE-OLIVEIRA et al., 2019).

Mesmo com todas as vantagens apresentadas pelo diagnostico molecular, ainda néo
foi possivel a sua adaptacdo para ser empregado de maneira eficaz fora de laboratorios, uma

vez que possui alto custo, requer infraestrutura adequada e profissionais qualificados.

1.4.4 Diagnostico Soroldgico

Testes sorolégicos se caracterizam pela deteccdo de anticorpos a partir do
reconhecimento de antigenos do parasito em sangue de pacientes. Apesar de serem
metodologias no geral eficazes para deteccdo de malaria, ndo sdo recomendadas para aplicacao
em rotina, sendo utilizados para avaliacdo de pacientes febris que viajaram para areas
endémicas e para segunda confirmagcdo em casos onde os pacientes com febre recorrente
apresentam resultados negativos no diagnostico por microscopia (MATHISON; PRITT, 2017;
WILKINS; NUTMAN, 2016).

As proteinas produzidas durante a infeccdo humana causada por Plasmodium podem
ser identificadas, caracterizadas e aplicadas em diversos métodos nas areas de pesquisa e
diagnostico e em investigacdes epidemioldgicas da malaria. Métodos soroldgicos que foram
desenvolvidos visando a deteccdo dessas proteinas forneceram novas ferramentas que auxiliam

no controle e eliminacgdo dessa patologia (PLUCINSKI et al., 2021).

1.4.4.1 Biomarcadores de infeccdo malarica aplicados em testes soroldgicos

Os biomarcadores maléricos podem se apresentar conservados em todas as espécies do
parasito, considerados marcadores pan-especificos, ou podem ser especificos para uma
determinada espécie (JAIN et al., 2014). A maioria dos métodos soroldgicos que objetivam a
de deteccdo de antigenos especificos utilizam como biomarcadores as seguintes proteinas:
aldolases do plasmadio, lactato desidrogenase de plasmodio (pLDH), Glutamato desidrogenase
de plasmddio (pGDH) para a deteccdo pan-especifica ou especifica de P. falciparum ou P.
vivax; e a proteina 2 rica em histidina (HRP-2) para diagnostico especifico para P. falciparum
(ESCALANTE; PACHECO, 2019; KRAMPA et al., 2020; KORI; VALECHA; ANVICAR,
2019).
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As aldolases sdo enzimas que atuam diretamente no ciclo glicolitico do Plasmodium e
sdo liberadas no sangue durante a infecgdo malarica ou podem ser encontrada no citoplasma do
parasito em formas soltveis (DZAKAH et al., 2013; SRIVASTAVA et al., 1990). A reacédo
reversivel de catdlise da clivagem de frutose -1,6-bifosfato em gliceraldeido-3-fosfato e
dihidroxiacetona fosfatada é realizada por essas enzimas (SRIVASTAVA et al., 1990). Os
parasitos do género Plasmodium s6 expressam um tipo de aldolase, que apresentam uma alta
proporcéo das sequéncias de aminoacidos conservadas em todas as espécies, tornando-a um
antigeno alvo pan-especifico para detec¢édo da infeccdo (DZAKAH et al., 2013; DOBELI et al.,
1990).

As HRPs, do inglés Histidine-rich proteins, sdo proteinas produzidas durante o estagio
do parasito e apresentam em sua composicdo 73% de histidina. A HRP2 é considerada um
biomarcador exclusivo do P. falciparum e pode ser encontrada no soro, fluido cerebrospinal e
na urina de pacientes infetados com este parasito (GENTON et al., 1998; KIFUDE et al., 2008).
Em testes soroldgicos e de diagndstico rapido, a HRP2 é o marcador mais empregado para P.
falciparum, pois apresenta uma alta sensibilidade (HOUZE et al., 2009; JAIN et al., 2014).
Entretanto, esta proteina pode persistir em pacientes por varias semanas apos a resolucao da
infeccdo, podendo causar resultados falsos positivos, afetando assim, a especificidade do teste.
Em alguns isolados de P. falciparum foram reportadas delecbes no gene, podendo gerar
resultados falsos negativos, fato que compromete a eficacia dos testes (AGABA et al., 2019;
BHARTI et al., 2016).

As enzimas glutamato desidrogenases (pGDHSs) fazem parte do metabolismo redox do
parasito da malaria e estdo nas rotas do carbono e nitrogénio. Sugere-se que elas séo fonte de
NADPH no parasito e, geralmente, envolvem a assimilacdo de amoénia (GDHs dependente do
NADP) ou catabolismo do glutamato (GDHs dependente do NAD) (WAGNER et al., 1998). O
potencial desta enzima como biomarcador esta ligado a caracteristicas estruturais das GDHs de
plasmodio que ndo s&o encontradas em enzimas humanas, como o fato desta possuir um residuo
que estende a regido N-terminal. Além disso, enzimas GDHs ndo sdo encontradas em hemacias

de hospedeiros, o que as torna bons marcadores de infecgdo (WAGNER et al., 1998).

A LDH de plasmédio (pLDH) € uma proteina tetramérica (com quatro subunidades) e
é composta por 316 aminoacidos (MOODY, 2002). Esta enzima esta presente em todas as fases
do ciclo do Plasmodium e expressa em todas as especies. A pLDH realiza a mesma fungéo
bioldgica que a LDH humana, porém apresenta propriedades estruturais, imunoldgicas e niveis
de expressao diferentes em cada organismo (WIWANITKIT, 2007).
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Esta enzima é responsavel por catalisar a via glicolitica e durante as fases intra-
eritrociticas permite que os eritrécitos aumentem o consumo de glicose em até 100 vezes em
relacdo a hemécias ndo infectadas (PREUSS; JORTZIK; BECKER, 2012; PODLASEK;
MCPHERSON, 1989; WALLQVIST et al., 2016). Durante a glicolise anaerobica, a LDH
converte piruvato a lactato, e novamente em piruvato, formando NAD+ .(FIGURA 6). Como a
glicdlise anaerdbica do Plasmodium ocorre dentro das hemacias, este mecanismo fornece a

energia necessaria para o crescimento intracelular dos parasitos (BERWAL et al., 2006).

Figura 6- Reacéo catalisada pela enzima LDH
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Fonte: OLIVEIRA e FRANCA, 2016.

A pLDH apresenta vérias vantagens para o uso como biomarcador de infecdo malarica
pois, além de ser uma enzima chave do metabolismo do parasito (sendo assim essencial), no
caso da LDH de P. falciparum, sua concentracdo no sangue de paciente pode ser relacionada
ao nivel de parasitemia (MAKLER; HINRICHS, 1993; VAN GENDEREN et al., 2005).

As proteinas pLDH das diferentes espécies possuem sequéncias de aminoacidos
conservadas, possibilitando a criacdo de marcadores que detectem varias espécies a0 mesmo
tempo. Outra vantagem é o fato de ndo haver deteccdo dessas enzimas uma semana ap0s a cura
da doenca (HOUZE et al., 2009; MBABAZI et al., 2015).

1.4.4.2 Ensaio de imunoabsorc¢éo ligado a Enzima (ELISA)

O ELISA, do inglés Enzyme-linked Immunosorbent Assay), é o diagnostico sorolégico
mais utilizado em laboratério de pesquisa cientifica. O ELISA do tipo indireto se baseia na
fixacdo de antigenos em superficie sélida para captura de anticorpos especificos, 0s quais irdo
se ligar a anticorpos (conjugados a enzima peroxidase) contra a espécie de origem dos
anticorpos a serem capturados. Caso, depois das devidas etapas de lavagens e incubagdes, tenha
ocorrido ligacdo dos anticorpos ao antigeno impregnado na superficie sélida, ao ser adicionada

a substancia cromatogénica adequada e o substrato da enzima, havera mudanca de cor nas
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amostras testadas, podendo entdo ser medida a quantidade de anticorpos através de
espectrofotometria (FIGURA 8A). Este tipo de teste é frequentemente utilizado em estudos soro
epidemioldgicos (DRAME et al., 2010; POINSIGNON et al., 2008).

Ja no ELISA sanduiche sdo utilizados anticorpos, chamados de anticorpos de captura,
que tem a capacidade de se ligar a antigenos em determinadas amostras, seguidos de incubacao
com anticorpos que também se ligam ao antigeno alvo, formando o “sanduiche”
(KONSTANTINOQU, 2017). As reacdes subsequentes acontecem como o descrito abaixo
(FIGURA 8B).

Figura 7- Principios basicos do ELISA.
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A) ELISA indireto. B) ELISA sanduiche.

Fonte: Adaptado de KONSTANTINOU, 2017.
1.4.4.3 Testes de Diagndstico Rapido

A microscopia € uma técnica que exige tempo de execucdo, alta qualidade de materiais,
alto nivel de qualificacdo dos profissionais envolvidos e infraestrutura adequada,
principalmente energia elétrica. Por essas caracteristicas, € uma técnica dificil de ser executada
em determinadas regides. Nestes casos, os testes de diagndstico rapido sdo uma alternativa com
execucdo relativamente simples e fornecem resultados precisos em menos de 30 minutos
(MOODY, 2002; WHO, 2016).

Os TDRs sdo ensaios imunocromatograficos que combinam propriedades
imunoldgicas com base no reconhecimento do antigeno-anticorpo e cromatografia em um teste
diagnostico (figura 9). Os TDRs séo direcionados para a deteccéo de trés antigenos, dependendo
de sua finalidade: proteina 2 rica em histidina do Plasmodio (PfHRP2), lactato desidrogenase
do plasmodio (pLDH) e aldolase (MOUATCHO; GOLDRING, 2013). Sua execucao deve ser
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acompanhada por um sistema de controle de qualidade, pois o0s testes rapidos sdo sensiveis a
altas temperaturas e a umidade, e sua especificidade e sensibilidade variam (HOUZE, 2017).

A WHO estabeleceu, em 2000, que a eficacia dos testes na deteccdo de P. falciparum
e de P. vivax deve ser maior ou igual a 50% para uma densidade de 200 parasitos/pL e,
idealmente, deve ser maior em areas de baixa transmissdo. A taxa de falso positivo deve ser
menor que 10% e, a taxa de testes invalidos, menor que 5%. Em 2012, esses critérios se
tornaram mais rigidos, devendo ser maior ou igual a 75% em testes com densidade parasitaria
de 200 parasitos/pL para as duas espécies de plasmodio e em todas as areas de transmissédo
(WHO, 2013). Além disso, os testes ndo devem reagir a produtos antigénicos do parasito em
infeccOes ndo ativas e, preferencialmente, devem ser capazes de monitorar a resposta de

pacientes a antimalaricos (WHO, 2013).

Figura 8- Componentes e interpretacdes para ensaio imunocromatografico para maléria.
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Apesar de auxiliarem no diagnostico célere em regifes onde a microscopia nao é
acessivel, estes testes ainda apresentam baixa sensibilidade e especificidade em comparagéo
com os métodos moleculares e a prépria microscopia, ndo podendo ser utilizado para detecgdo
de infeccGes assintomaticas e nem triagem de bancos de sangue (MALTHA; GILLET;
JACOBS, 2013), como €é o caso de algumas técnicas que estdo sendo desenvolvidas para o

diagnostico de maléria, dentre as quais podemos citar a citometria de fluxo, discutida a seguir.
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1.4.4.4 Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo tornou-se um método amplamente empregado para diagnéstico
clinico e pesquisa basica. Além da capacidade de realizar a caracterizacdo celular, os citbmetros
também podem detectar microesferas de acordo com seus tamanhos, formas, estabilidade e
capacidade de absorver e reter corantes fluorescentes. Isso permitiu o desenvolvimento de
diversos tipos de ensaios citométricos de fluxo, simples ou multiplex (PARSA et al.,2018;
KELLAR; IANNONE, 2002, MORGAN et al., 2004).

Desde a década de 1970, a citometria vem sendo aplicada para analises relacionadas a
maléria (SHAPIRO; ULRICH, 2010). Nos ultimos dez anos varios estudos foram direcionados
para 0 desenvolvimento de imunoensaios, principalmente para ensaios multiplexados
combinados a esferas, com a finalidade de fornecer uma alternativa confiavel para o diagnostico
da doenca (ONDIGO et al., 2019). Um dos principios de deteccdo de ensaios baseados em
esferas mais empregados em métodos soroldgicos € o ensaio tipo sanduiche, que pode atingir o
mais alto nivel de sensibilidade (KINGSMORE, 2006). Uma vez que o ensaio sanduiche
envolve a ligacdo de dois anticorpos especificos a deteccdo do antigeno, este teste € mais
sensivel e especifico do que os ensaio indiretos. Por esse motivo, 0 ensaio em sanduiche é uma
das técnicas mais sensiveis e populares no diagnostico precoce de diversas patologias (PARSA
etal., 2018).

Figura 9- Principio do Ensaio de Citometria de fluxo com base em esfera.
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Em 2012, Ondigo et al. padronizaram e validaram um ensaio de “Cytometry beads
assay” (CBA) de anticorpos para antigenos de P. falciparum, visando estabelecer os parametros
adequados para um teste multiplex e comparar os resultados com os do método ELISA. Os
resultados evidenciaram as vantagens associadas ao CBA quando comparado ao ELISA, que
incluem a conservagdo da amostra, a deteccéo de varios analitos em um Unico teste, a reducdo

no tempo de processamento da amostra devido a cinética do método e custos menores.

Por fornecer evidéncias de infeccdo ativa ou recente de malaria causada por P.
falciparum, a deteccdo da HRP2 é amplamente utilizada para fins de diagndstico e estudos
epidemioldgicos. No entanto, o aprimoramento dos ensaios soroldgicos disponiveis ainda
enfrenta algumas dificuldades, como a baixa sensibilidade dos testes e altos custos. Visando a
deteccdo de HRP2 em niveis de sub-picogramas, Rogier et. al (2017) desenvolveram um novo
imunoensaio de citometria de fluxo baseada em esferas. O método foi aplicado para avaliar 0s
resultados dos testes de diagndstico rapido para HRP2 em diversas circunstancias de
transmissédo de P. falciparum e em diferentes paises endémicos para a doenca. O teste forneceu
a verdadeira estimativa do desempenho em campo dos testes rapidos, apresentando alta

sensibilidade e especificidade.

A metodologia adotada por este imunoensaio foi utilizada em outros trabalhos, como: a
avaliacdo dos niveis de HRP2 em pacientes ao término do tratamento (PLUCINSKI et al.,
2018), deteccdo em individuos que ndo apresentavam sintomas da doenca (PLUCINSKI et
al.2019), associagdo de febre a malaria (PLUCINSKI et al., 2019), verificacdo da delecdo de
genes de Pfhrp2 e Pfhrp3 (HERMAM et al., 2019) e pesquisa de sorovigilancia (ROGIER et
al., 2019).

Um alvo especifico de Plasmodium vivax, a lactato desidrogenase do Plasmodium vivax
(PvLDH), foi intregado a um teste multiplex ja existente para detec¢do de antigenos de malaria
na plataforma Luminex (ROGIER et al., 2020). O imunoensaio ja incluia alvos pan-especificos,
a aldolase e a lactato desidrogenase do Plasmodium (LDH), e também a HRP2 para o
Plasmodium falciparum. A sensibilidade do teste foi de 91,7% em amostras positivas
confirmadas previamente por PCR, a especificidade contra um painel de pessoas sadias foi de
100%, e a especificidade contra um painel de infeccGes por P. falciparum, Plasmodium
malariae ou Plasmodium ovale foi de 90,2%. A adicdo deste marcador no painel multiplex para
a deteccdo de antigenos da malaria permitiu uma triagem sensivel para identificacdo de espécies

de P. falciparum e P. vivax.
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A citometria de fluxo, por ser um método de alta sensibilidade e especificidade, mostra-
se como uma alternativa confidvel para anélises soroldgicas e com potencial para ser aplicada,
como uma ferramenta auxiliar no diagnostico, em bancos de sangue, tendo em vista que 0s
citbmetros sdo equipamentos necessarios para as analises de imunofenotipagem celular. Além
disso, como o valor deste aparelho representa a maior parcela dos custos envolvidos na
utilizacdo do método diagnostico em questdo, este se torna financeiramente viavel para ser

empregado em bancos de sangue.

1.5 UTILIZACAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS PARA O DIAGNOSTICO DE
MALARIA

Anticorpos monoclonais (mADbs) e policlonais (pAbs) sdo amplamente empregados em
aplicacdes terapéuticas, em diagnostico clinico e em pesquisa (Figura 10). Nos diagnosticos
soroldgicos sdo comumente utilizados em ensaios, como citometria, biossensores, ELISA e
RTDs (ASCOLI;AGGELER, 2018). Para o diagnostico de malaria, apresentam-se como um
recurso auxiliar ao PCR e a microscopia (LINH et al., 2017). Apesar dos anticorpos
monoclonais serem considerados mais especificos, os policlonais apresentam especificidade
aceitavel e seu processo de produgdo é muito mais simples e econdmico. Dessa forma, tem se
tornado uma abordagem vantajosa em testes diagnosticos para diversas doencas (LIPMAN et
al, 2005; ASCOLI;AGGELER, 2018).

Todos os animais que apresentam uma resposta imune podem produzir anticorpos
policlonais. A escolha do animal hospedeiro € baseada em vérios fatores, sendo o mais
importante a quantidade pretendida de anticorpos. Para a maioria dos trabalhos, os quais
necessitam de uma quantidade inferior a 100 mL, o coelho é a espécie mais comumente

utilizada para a producéo de anticorpos policlonais (NAKAZAWA et al., 2016).
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Figura 10 - Anticorpo policlonal e monoclonal.
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A) Os anticorpos policlonais (pAb) exibem propriedades de ligagdo de multiplos epitopos que tornam esses
reagentes idealmente adequados para muitas aplicacfes. A diversidade clonal e biofisica de pAbs permite maior
sensibilidade e utilidade em certos tipos de aplicagdes. B) Os anticorpos monoclonais baseados em hibridoma
(mADb) sdo o produto de fusdes de esplendcitos e células de mieloma, que sdo produzidos usando protocolos
convencionais. Embora os mAbs exibam propriedades de ligacdo precisas e reproduziveis de lote a lote, é
necessario tempo, custo e expertise consideraveis para produzi-los. Os mAbs sdo frequentemente preferidos em
aplicacdes que requerem aprovacao regulamentar. Fonte: adaptado de ASCOLI;AGGELER, 2018.

Em um trabalho anterior, realizado pelo nosso grupo, Sousa et al. (2014) desenvolveu
um novo teste ELISA sanduiche aplicando anticorpos policlonais contra PvLDH. O
imunoensaio apresentou a capacidade de detectar amostras infectadas com P. vivax e ndo foi
observada reacdo cruzada com P. falciparum. O teste apresenta-se com uma estratégia viavel e
com uma relacdo custo-beneficio interessante para o diagnéstico e pesquisas relacionados ao P.
vivax. A pesquisa destaca que mais estudos devem ser realizados para verificar a aplicabilidade
desses anticorpos para o diagnostico da malaria. O teste de citometria de fluxo que estamos
propondo utilizou os anticorpos policlonais produzidos neste trabalho, obtidos a partir de

coelhos e camundongo.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e avaliar um teste de diagnostico para malaria causada por Plasmodium

vivax utilizando a citometria de fluxo baseada em microesferas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar levantamento bibliografico sobre a técnica de citometria utilizando
microesferas para diagnéstico de doencas;

e Padronizar ensaios de citometria de fluxo utilizando microesferas e anticorpos contra
lactato desidrogenase de Plasmodium vivax;

e Realizar os testes de citometria em amostras de sangue de pacientes;

e Determinar a sensibilidade e especificidade dos testes desenvolvidos.
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3. METODOLOGIA

3.1 LOCAL E POPULACAO DE ESTUDO

Neste estudo foi realizada a coleta de amostras de sangue provenientes de pacientes do
Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM/ SESAU), Porto Velho - RO. Foram aceitos
pacientes com idade entre 0 anos e 70 anos, com diagndstico confirmado de monoinfecgéo por

Plasmodium vivax e sem complicacdes.

Aos pacientes que preencheram os critérios de inclusdo abaixo especificados e
concordarem participar do estudo, foi solicitado a assinatura do termo de consentimento livre e

esclarecido (TCLE) ou do termo de assentimento por seu responsavel, caso seja menor de idade.

3.1.1 Critérios de inclusdo e exclusao

Inclusdo: Pacientes de ambos os sexos; Idade a partir de 0 anos a 70 anos; Auséncia de sinais
de maléria grave; Temperatura axilar > 37,5 °C ou historia de febre nas ultimas 48 horas; Exame
da gota espessa positivo para P. vivax, com parasitemia > 100 e <100.00 parasitos

assexuados/puL; Possibilidade de ser acompanhado durante o periodo de seguimento clinico

parasitolégico.

Exclusdo: Infeccdo maléarica mista; antecedente de malaria nos Gltimos 06 meses; Gravidez;
Histdrico de hipersensibilidade aos antimalaricos ou aos medicamentos do mesmo grupo
quimico do estudo; antecedente do uso de medicamentos com potencial acdo antimalarica nos

ultimos 60 dias.

3.2 ASPECTOS ETICOS

As amostras de sangue utilizadas foram provenientes de coletas, sob o comité de ética
de nimero CAAE: 28823719.4.1001.0005.

3.3 PROCEDIMENTOS

3.3.1 Obtencéo de Anticorpos policlonais Anti-PvLDH de coelho e camundongo

Os anticorpos policlonais anti-PvLDH de coelho e camundongo utilizados neste estudo
foram obtidos pelo nosso grupo em um trabalho anterior realizado por Sousa e colaboradores
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(2014). Sendo assim, neste estudo, empregamos os PAbs anti-PvLDH de coelho como
anticorpos de captura para o reconhecimento de um fragmento (PvLDH 1-43 aa). Como
anticorpos primarios foram usados os PAbs anti-LDH de camundongo para o reconhecimento

da LDH de Plasmodium em sua quase totalidade (fragmento PvLDH 35-305aa).

3.3.2 Citometria de fluxo
3.3.2.1 Ativacao das beads

As beads de latex foram ativadas com a adigdo de 1 pL de beads de latex em 0,57pg/uL
de EDAC [Cloreto de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida] e 2 mM/ulL de NHS (N-
hidroxissuccinimida), diluidas em 1/100 em PBS1x filtrado, e incubadas por 3 horas a 22 °C
sob agitacdo de 950 RPM.

3.3.2.2 Acoplamento ao anticorpo de captura

Apbs a ativacdo, foram adicionados os anticorpos policlonais anti- PvLDH 1-43aa na
concentragdo de 1 ug de anticorpo para 1 puL de beads, diluidas 1/1000 em PBS1x, em seguida
foram incubadas nas especificagdes descritas anteriormente por 16 horas para possibilitar a

ligacdo covalente as beads.

3.3.2.3 Bloqueio

Para realizar o bloqueio as beads foram centrifugadas a 2500 RPM a 15 °C por 7
minutos. Descartou-se 0s sobrenadantes e as beads de latex foram lavadas uma vez com PBS-
1x filtrado + BSA 0,5% por centrifugacdo de 2500 RPM, ressuspendidas em tampéo de
blogueio (PBS1x filtrado + BSA 5%) e incubadas nas mesmas condicdes ja descritas por 2
horas. Em seguida foi executado 1 ciclo de lavagem adicionando 500 pL PBS-1x filtrado +
BSA 0,5% em centrifugacdo de 2500 RPM e posteriormente foi distribuido em 100 pL de

solucgéo de beads em cada tubo.

3.3.2.4 Testes com amostra de sangue dos pacientes utilizando anti-PvLDH de coelho como

captura e anti-PvLDH de camundongo como primario

Ap0s a realizacdo das etapas descritas acima, as amostras foram preparadas adicionando
100 pL das hemécias + 100 puL de PBS1x pH 7,4 + Triton 0,1%, seguido de incubacdo de 10
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minutos. Logo apds foram distribuidas em seus respectivos tubos contendo 100 pL beads. O
controle negativo foi feito utilizando amostras de sangue (hemécias) de pacientes sadios € 0
controle positivo foi feito utilizando 1 g de proteina recombinante PvLDH. Em seguida, foi
incubado por overnight, em agitacdo de 950 RPM, a 4 °C. Seguidamente, foi realizado um ciclo

de lavagem, conforme anteriormente descrito.

Logo apos, realizou-se adicdo de 100pL do anticorpo primario proveniente de
camundongo na concentragdo de 1 pg de anticorpo para 1 uL. de beads, seguida de incubacéo
por 1 hora, conforme ja descrito e 1 ciclo de lavagem. A etapa seguinte foi a incubacéo por 1
hora com 100 uL de anticorpo secundério anti-mouse fluorescente Alexa 488 (Thermo Fisher
Scientific) diluido 1/2000. Logo depois foi realizado 1 ciclo de lavagem, seguido pela
ressuspencdo em PBS1x filtrado e pela leitura em citdmetro de fluxo FACSCanto 11 (BD

Biosciences ™),

3.3.2.5 Analise de sensibilidade e especificidade do teste

Os dados de sensibilidade e especificidade do teste foram obtidos por meio das

seguintes formulas:

Sensibilidade = a/(a+c)
Especificidade = d/(b+d)
Valor preditivo positivo = a/(a+b)

Valor preditivo negativo = d/(c+d)

Onde,
Positivo verdadeiro Negativo verdadeiro
Teste positivo A B
Teste negativo C D

Para as demais analises dos resultados da citometria de fluxo e analises estatisticas,

foram utilizados os programas FlowJo® e R studio versao 1.1.4.
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RESUMO

A citometria de fluxo baseada em microesferas € uma tecnologia emergente para a
deteccdo sensivel e especifica de antigenos, anticorpos e acidos nucléicos de interesse para
analises clinicas. Nesta revisao foram analisados estudos voltados para a aplicacéo da citometria
de fluxo como alternativa viavel para a investigacdo de doencas infeciosas, destacando
pesquisas voltadas para vigilancia epidemioldgica, candidatos vacinais e diagnéstico precoce,
e para doencas ndo infecciosas, especificamente o cancer, enfatizando a deteccao simultanea de
biomarcadores para diagndstico precoce, com resultados precisos e de forma ndo invasiva. A
possibilidade de realizacdo de ensaios multiplexados confere a esta técnica alta versatilidade e
rendimento, evidenciados em uma série de estudos clinicos que verificaram a capacidade de
deteccdo de diversas moléculas em baixas concentracdes e com volume minimo de amostras.
Com isso, demonstramos que a citometria de fluxo baseada em microesferas apresenta-se como
uma técnica promissora, podendo ser adotada como elemento fundamental no desenvolvimento
de novos métodos de diagndstico para doencas de importancia médica.

ABSTRACT

Bead-based flow cytometry is an emerging technology for sensitive and specific
detection of antigens, antibodies and nucleic acids of interest for clinical analysis. In this review,
studies focused on the application of flow cytometry as a viable alternative for the investigation
of infectious diseases were analyzed, highlighting research aimed at epidemiological
surveillance, vaccine candidates and early diagnosis, and for non-infectious diseases,
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specifically cancer, emphasizing simultaneous detection of biomarkers for early diagnosis, with
accurate results in a non-invasive approach. The possibility of carrying out multiplexed assays
gives this technique high versatility and performance, evidenced in a series of clinical studies
that verified the ability to detect several molecules in low concentrations and with minimum
sample volume. In this way, we demonstrate that bead-based flow cytometry presents itself as
a promising technique, which can be adopted as a fundamental element in the development of
new diagnostic methods for diseases of medical importance.

INTRODUCAO

A citometria de fluxo é uma técnica amplamente difundida e consolidada para
diagnéstico clinico, além de ser empregada em estudos de hemovigilancia, analises ambientais,
desenvolvimento de vacinas, padronizacdo de testes clinicos, entre outros. Inicialmente foi
desenvolvida para a caracterizacdo celular, no entanto a capacidade do método em detectar

microesferas de acordo com suas propriedades propiciou a expansdo de sua area de aplicacio.l”
4

O desenvolvimento de ensaios de citometria de fluxo utilizando microesferas ganhou
notoriedade por apresentar caracteristicas valiosas, como a alta sensibilidade, especificidade,
precisdo, produtividade, alto rendimento e por possibilitar triagem simultanea de multiplos
analitos em uma unica amostra. O teste pode ser executado com um baixo volume de amostra,
utilizando reagentes que séo facilmente produzidos em laboratério. Além disso, o painel de

analitos pode ser alterado com facilidade, conferindo uma grande flexibilidade ao teste.3®

As microesferas possuem uma série de propriedades, como variedade de tamanhos e
formas, estabilidade e capacidade de absorver e reter corantes fluorescentes, que sdo Uteis em
diversos tipos de analises citométricas de fluxo, simples ou multiplex. Outra caracteristica
importante para o diagnostico é a presenca de grupos funcionais (amino ou carboxila) nas
microesferas, que permitem ligacdes ndo-covalentes e covalentes em suas superficies por meio
das interacdes moleculares, possibilitando o acoplamento quimico ou adsorcéo de proteinas,

oligonucleotideos, polissacarideos, lipidios ou peptideos.?*

Ao longo dos ultimos vinte e cinco anos diversos tipos de microesferas foram
desenvolvidos para a aplicacdo em métodos diagndsticos que utilizam a citometria de fluxo.
Podem ser customizados facilmente pelos pesquisadores de acordo com o objetivo da pesquisa
ou estes podem optar pelo uso de microesferas previamente desenvolvidas ja disponiveis

comercialmente.®
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Nesta revisdo, objetivamos apresentar o panorama atual da aplicagcdo das microesferas
em citometria de fluxo para a deteccdo de doengas, como doencas infecciosas (bacterianas,
virais e parasitarias) e ndo-infecciosas, dando énfase as diferentes metodologias utilizadas e a

eficacia da citometria de fluxo em diagndsticos sensiveis e especificos.

PRINCIPIO E MECANISMO DE ENSAIOS DE CITOMETRIA BASEADOS EM
MICROESFERAS

O citdbmetro de fluxo pode analisar simultaneamente varios parametros de particulas
bioldgicas e ndo bioldgicas em suspensdo. Em seu funcionamento, o sistema de fluxo alinha as
particulas para que sejam interceptadas uma a uma por lasers. Em seguida, a emisséo de luz e
fluorescéncia dessas particulas é detectada pelo sistema 6tico formado por filtros e espelhos.
Os dados obtidos sdo interpretados pelo sistema eletrénico para que possam ser analisados

graficamente (Figura 1).13

Figura 1- Funcionamento da técnica de Citometria de Fluxo.

ANALISE DA AMOSTRA AQUISICAO E ANALISE DE DADOS

Detector de luz
fluorescente

Fluorescéncia emitida
da molécula da amostra
_Detector de luz

. difundida

Luz de espelhamento
== frontal e lateral emitida
através da amostra

Fonte de emisséo
do laser

Camara de fluxo para onde a suspensdo ¢ aspirada para sistema de espelhos e fotossensores e direcionada a um
sistema de captacdo de luz, onde posteriormente o sistema computacional converte em dados digitais para analises.
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A maioria das aplicacGes de microesferas em citometria de fluxo ocorre na forma de
imunoensaios para determinacdo de proteinas, principalmente ensaios sanduiche e
competitivos, nos quais 0 anticorpo de captura acoplado as microesferas permite a ligacdo do
antigeno e este possibilita a ligacdo do anticorpo de deteccdo marcado com um repdrter
fluorescente (Figura 2(a)). A deteccdo de anticorpos também é possivel usando microesferas
com um antigeno especifico acoplado, e também permite a ligacdo de anticorpos de detecgédo

que sdo marcados com um reporter fluorescente (Figura 2(b)).%”

As microesferas também sdo utilizadas em ensaios receptor-ligante, método ja
consolidado, e as microesferas acopladas a molécula receptora permitem interacGes com
moléculas ligantes associadas ao repdrter fluorescente. Aliada a técnica de citometria de fluxo
de alto rendimento, a aplicacdo de microesferas para a deteccdo de &cidos nucléicos ganhou
destaque nos ultimos anos devido a sua capacidade de identificar diferentes tipos de
microrganismos em nivel molecular. Para a deteccéo de &cidos nucleicos, uma sonda de captura
imobilizada na superficie de uma populacdo de microesferas se liga a um produto amplificado

que possui sequéncias complementares a sonda (Figuras 2(c) e 2(d)).>’
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Figura 2- Principios de aplicacdo da citometria de fluxo baseada em esferas

PRINCIPIOS DE APLICACAO DA CITOMETRIA DE FLUXO BASEADA EM ESFERAS

Sanduiche para Detecgdo de Antigeno
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arranjo a andlise de citometria de fluxo identifica a populacio das microesferas e o sinal da molécula fluorescente.
A) Deteccdo de antigeno pelo método sanduiche, onde o anticorpo de captura acoplado a microesfera permite a
ligacdo do antigeno e este possibilita a ligacdo do anticorpo de deteccdo marcado com um rep6rter fluorescente.
B) Deteccdo de anticorpos utilizando microesferascom um antigeno especifico acoplado,permitindo assim a
ligacdo de anticorpos de deteccdo marcados com um reporter fluorescente. C) Na detecgdo de &cidos nucleicos
uma sonda de captura imobilizada na superficie de uma populacdo de microesferas liga-se a um produto
amplificadoque possui sequéncias complementares a sonda. D) As microesferas acopladas a molécula receptora

permitem a interagdo com moléculas ligantes associadas ao reporter fluorescente.
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Doencas infecciosas
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As doencas bacterianas, virais e parasitarias sdo graves problemas de salde publica e

demandam acgdes constantes para sua prevencao, diagnostico e tratamento. A deteccdo de

microrganismos e seus biomarcadores de forma répida, precisa e econémica ainda € um desafio

para centros de pesquisa e iniciativas de vigilancia epidemioldgica.! A aplicagdo da citometria

de fluxo baseada em esferas para a deteccdo e identificacdo de doencas infeciosas tem sido

utilizada em imunoensaios promissores, sendo a andlise simultanea de patdgenos diversos

objeto de desenvolvimento de novos métodos diagndsticos.® Varios exemplos sdo mostrados na

tabela 1.

Tabela 1- Ensaios Multiplexados para agentes infecciosos

Microrganismos detectados simultaneamente

Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes,
Haemophilus influenza, Mycoplasma pneumoniae,
Legionella spp., Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella

pneumoniae

Mycobacterium tuberculosis, Cryptococcus neoformans,
Streptococcus pneumoniag, eherpes simplex virus types 1
and 2

Adenovirus, rotavirus, norovirus, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Shigella spp., Clostridium difficile,
Escherichia coli, Yersinia enterocolitica, Vibrio cholerae,
Giardia lamblia, Entamoeba histolytica e
Cryptosporidium spp.

Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio cholerae,
Legionella pneumophila, e Clostridium botulinum
Papilomavirus humano, Helicobacter pylori, virus da
hepatite C e Poliomavirus JC
Norovirus Gl e GlI, rotavirus, astrovirus, sapovirus e

adenovirus

Principio do Teste Autor/Ano

Método multiplex de
PCR-Luminex

JIANG et al 8

Método multiplex de
PCR-Luminex

ZHOU et al.®

Método multiplex de
PCR-Luminex

CLAUSS et al.1®

Método multiplex de

) ZHAO et al.t?
PCR-Luminex
_ _ WATERBOER et
Imunoensaio Luminex
al.?
Método multiplex de
LIU etal.®®

PCR-Luminex
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Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba

histolytica, Ancylostoma duodenale, Ascaris lumbricoides, ~ Método multiplex de
. . . . TANIUCHI et al.24
Necator americanus eStrongyloides stercoralis PCR-Luminex

Toxoplasma gondii, rubella e cytomegalovirus Imunoensaio Luminex ~ BINNICKER et al.*®

InfecgOes Bacterianas

O desenvolvimento de métodos precisos, sensiveis e confiaveis para identificacdo de
bactérias, antigenos e anticorpos relacionados, € uma das estratégias mais vantajosas nas areas
de pesquisa, diagnostico e vigilancia epidemioldgica de infeccdes bacterianas.

Dentre os métodos modernos de grande uso na atualidade, a citometria de fluxo se
destaca como uma técnica confiavel para tornar possivel a analise de células bacterianas em
condicdes individuais e populacionais. A evolucdo dos processos e dos aparelhos utilizados
permitiu o aperfeicoamento da contagem de células bacterianas viaveis e inviaveis, com o
fornecimento de informac@es celulares multiparamétricas que seriam impossiveis de serem
obtidas com o método tradicional de contagem em placas. 618

Diferentes estudos demonstram a possibilidade de aplicacdo da citometria de fluxo para
testes bacterianos, sendo o uso de esferas e a multiplexacdo de ensaios formas de ampliar o
espectro de utilizacdo desta técnica. Além das interagdes antigenos- anticorpo e deteccdo de
bactérias, existem variacdes da técnica que sdo voltadas para o estudo de interagdes com
receptor-ligante, interacdes enzima-substrato, assim como detec¢do de acidos nucleicos com
sondas de hibridizacdo especiais.’ Como exemplo dessa abordagem pode ser citado o estudo
de Zeng et al.,*® que combinou um sistema de citometria de fluxo com esferas e sondas
oligonucleotidicas direcionadas ao RNA bacteriano.

No estudo de Ou et al.,** um método de citometria de fluxo baseado em esferas foi
avaliado e otimizado para quantificar proporcgdes variaveis de Escherichia coli vivas e mortas,
em citdmetros de fluxo basicos. Métodos de contagem de placas foram realizados
simultaneamente com medicOes de citometria de fluxo para obter a concentracdo de bacterias
vivas nas amostras finais. Os resultados obtidos foram significativos e evidenciaram uma
relacdo linear entre os dois métodos de contagem de bactérias vivas e mortas, com resultados
variando de 108 a 10* bactérias por mililitro. Além disso, o estudo demonstrou que a citometria

de fluxo pode ser aplicada na analise de outras espécies bacterianas.
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A detecgdo de células bacterianas também pode ser realizada utilizando-se a citometria
de fluxo com base em esferas combinada com técnicas de biologia molecular. Um exemplo que
pode ser citado é adeteccdo de Neisseria meningitidis no liquido cefalorraquidiano utilizando
um sistema de PCR Multiplex e a Tecnologia de detecgdo Luminex.? Outro exemplo é um
método inovador de detec¢do de Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa que foi desenvolvido empregando uma combinacdo de sondas oligonucleotidicas
direcionadas ao rRNA 16S e um sistema de citometria de fluxo com uso de esferas. O RNA
total foi extraido e transcrito em cDNA e, em seguida, foi amplificado com o objetivo de gerar
DNA alvo de fita simples. Uma parte do DNA alvo foi capturada por uma sonda de captura
imobilizada em microesferas magnéticas e a outra parte foi hibridizada com uma sonda sinal
marcada com fluorescéncia. O complexo formado foi entdo analisado por citometria de fluxo.
O limite de deteccdo alcancado pelo teste foi de 180 UFC/mI e mostrou grande potencial para
a andlise simultanea de mais de uma espécie bacteriana.®

Uma parcela dos estudos sobre infeccdes bacterianas focou seus esforgos na
identificacdo e na quantificacdo de antigenos estafilococicos e anticorpos IgG, IgM e IgA contra
estes antigenos, com o objetivo de elaborar novos métodos de diagnostico e de
soroepidemiologia.?!??

Verkaik, et al.?! caracterizaram a heterogeneidade da resposta imune humoral por S.
aureus e, com o objetivo de detectar um antigeno com o potencial para atuar em vacinas,
desenvolveram um ensaio multiplexado de citometria com base em esferas com 19 antigenos
estafilococicos simultaneamente, para detectar os niveis de IgG, IgA e IgM. Os resultados
mostraram que cada paciente apresentou uma resposta imune Unica e, portanto, vacinas com
multiplos componentes s&o as mais indicadas. Den Reijer et al.,?2 com a mesma metodologia
do estudo anterior, caracterizaram os niveis séricos de anticorpos 1gG e IgA contra 56 antigenos
estafilocdcicos. Seus resultados apontaram uma heterogeneidade na resposta imune para 0s
antigenos estafilocdcicos testados.

Para a identificagdo de antigenos estafilococos, Simonova et al.? desenvolveram um
ensaio multiplex com microesferas para deteccéo de trés toxinas estafilococicas - enterotoxinas
A e B e toxina da sindrome do choque toxico — obtidas de sobrenadantes de culturas de
diferentes cepas de S. aureus. Os limites de deteccdo foram 10, 1000 e 5 pg/mL,
respectivamente. A alta eficacia do teste evidenciou que o mesmo pode ser utilizado para
diagndstico clinico e na analise ambiental e de alimentos. Sharma et al.?* apresentaram um
ensaio de citometria de fluxo multiplex de duas cores com base em esferas, usando dominios

proteicos unicos da cadeia beta de receptores de células T com alta afinidade para trés toxinas
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estafilococicas e duas estreptocdcicas. As sensibilidades alcancadas pelos testes foram de 4 a
80 vezes maiores quando comparados ao ELISA, com a vantagem de utilizar menos reagentes
e um volume menor da amostra.

Estudos experimentais envolvendo antigenos pneumococicos também foram objetos de
andlise de diversos grupos de pesquisa, principalmente com o objetivo de determinar 0s
antigenos que poderiam ser candidatos vacinais contra pneumococos e para monitorar sua
eficacia. Alguns estudos aplicaram imunoensaios de citometria de fluxo multiplex com base em
esferas contra antigenos pneumocdécicos.?>’ A mesma tecnologia Multiplex para a deteccéo
de anticorpos contra as proteinas Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae e
Moraxella catarrhalis foi utilizada para 0 acompanhamento de respostas humorais em pacientes
infantis com até 13 anos de vida?’ e em criangas com pneumonia adquirida na comunidade.?®
Um ensaio automatizado com uma combinacdo de testes multiplex baseados em anticorpos
monoclonais e em PCR foi desenvolvido usando a tecnologia de Citometria de fluxo com base

em esferas da Luminex para realizagio da sorotipagem de isolados pneumocdécicos.?®

Infeccbes Virais

As infecgdes virais sdo um grave problema de salde publica, afetando milhdes de
pessoas em todo o mundo. Novos métodos de diagnosticos sensiveis e especificos sdo
ferramentas indispensaveis para reduzir o nimero de casos. Nas Ultimas décadas os ensaios de
citometria de fluxo baseados em esferas emergiram como uma alternativa viavel para o
diagnéstico de diversas doencas virais.'?°

Recentemente, houve um aumento significativo no nimero de estudos relacionados a
virometria, uma tecnologia promissora e altamente sensivel, capaz de detectar e classificar
particulas virais com auxilio de anticorpos especificos fluorescentes acoplados a esferas. Este
complexo é analisado por citbmetros de fluxo, permitindo assim a quantificacdo e a
caracterizacdo fenotipica de particulas virais Unicas em sobrenadantes, fluidos corporais ou
tecidos.3%32 A deteccdo de virus por citometria de fluxo é possivel devido a otimizagdo dos
citbmetros de fluxo comerciais, que possuem lasers avancados e um sistema de foco digital e
oOptica aperfeicoados, fornecendo a classificagdo com base nos arranjos entre os parametros de
dispersdo da luz e os canais fluorescentes. 33

Para o diagnostico de Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), diversas abordagens
utilizando a citometria de fluxo estdo sendo desenvolvidas.®?> Um novo método de diagndstico
com potencial para simplificar o monitoramento do HIV foi desenvolvido por Yufenyuy e

Parekh?® a partir de um ensaio multiplex com granulos acoplados a uma proteina de fusio p24-
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gp4l do HIV-1 e peptideo do HIV-2 da regido imunodominante da glicoproteina gp36 para
detectar a sorotipagem de HIV e HIV-2, respectivamente. Os resultados mostraram alta
reprodutibilidade e capacidade de diagnosticar a infeccdo pelo HIV, realizar a sorotipagem,
detectar e distinguir entre infecgdes recentes e de longa duragio em um Unico teste.*® Também
foram desenvolvidos testes para a detecgdo da proteina p24 em varios subtipos de HIV-1.3738
Os resultados mostraram que 0 método é 91% mais sensivel que o teste ELISA padrdo e também

tem um custo menor.%’

Fonseca et al.,*® desenvolveu um novo imunoensaio multiplex baseado em esferas para
deteccdo da Hepatite C (HCV), empregando individualmente no ensaio simplex os antigenos
recombinantes NS3, NS4 E NS5 do HCV e a combinacdo dos mesmos no ensaio multiplex.
Neste, o estudo apresentou 100% de sensibilidade e especificidade, tendo o potencial de se
tornar uma alternativa possivel para o diagnostico de HCV e com um custo de 2 a 4 vezes menor
do que os testes usualmente empregados. Podemos citar também o trabalho de Neves et al.,*
que realizou um teste de citometria de fluxo utilizando esferas magnéticas com capacidade de
detectar IgG humana contra proteinas do Core e NSb5a do HCV. A sensibilidade deste
imunoensaio foi de 93,3% quando empregadas esferas com as proteinas recombinante do
CORE e NSba, e apresentou especificidade de 100% e 96,67% para a deteccdo de anti- rCore
e anti- rctNS5a, respectivamente.Outra alternativa de utilizacdo de citometria de fluxo para
diagndstico de HCV foi desenvolvida por Yang et al.,** com a realizagdo do ensaio de
genotipagem multiplex para determinar os seis tipos de genétipos de HCV. Foi utilizada uma
matriz de esferas em suspensdo analisadas por citometria de fluxo, evidenciando a
confiabilidade, rapidez e eficiéncia da analise. A principal vantagem demostrada foi o baixo

volume de amostra necessario para a sua execucao.

Com base nas vantagens da analise multiplexada, foi desenvolvido um novo teste para
a subtipagem do virus da influenza aviaria (AlIV). Este novo método pode ser explorado para a
determinacdo rapida de respostas imunes ao AlV em uma variedade de sistemas complexos. A
sensibilidade do teste permite a detec¢do de &cidos nucleicos das cepas AIV H5N1 e HON2 em

um limiar de 74 e 1 pg, respectivamente.*?

InfecgBes parasitarias
Apesar dos importantes avangos no controle das infecgdes parasitarias, ainda ha um
grande nimero de casos em todo o0 mundo. Diante desse cenério, diversas frentes de pesquisa

buscam novos métodos de diagnostico, com alta sensibilidade e especificidade, a fim de
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diagnosticar, principalmente, pacientes semi-imunes e com baixa parasitemia.** A citometria
de fluxo tem sido amplamente utilizada para estudos relacionados a malaria,** mas apenas nos
ultimos 10 anos ganharam forca estudos voltados para o diagnostico etioldgico e, com isso, 0s
ensaios multiplexados combinados com esferas surgiram como uma alternativa confiavel para
a sorologia da malaria.*®

A padronizagéo e validacéo de um CBA de anticorpos para antigenos de P. falciparum,
mostrou-se um teste com potencial para diagnostico de malaria e fornece vantagens especificas
qguando comparado ao ELISA, gue incluem a conservacao da amostra, a capacidade de detectar
varios analitos em um Unico teste, a diminui¢do no tempo de processamento da amostra devido
a cinética do ensaio e a diminuicéo de custos.*®

Em um estudo realizado em regides endémicas do Brasil e Papua Nova Guiné, que tinha
como objetivo avaliar respostas humorais adquiridas naturalmente, foi validado o ensaio
multiplex para quantificar anticorpos IgG contra a proteina 1 de superficie de merozoito de P.
vivax.*’ Para a detecgdo de anticorpos de cinco candidatos a vacina para P. falciparum, foi
realizado um CBA comparativo com esferas magnéticas e ndo-magnéticas, mostrando que o
ensaio com esferas magnéticas sdo uma alternativa vidvel na sorologia de anticorpos da
malaria.*

Um novo imunoensaio capaz de detectar a proteina 2 rica em histidina (HRP2), um
importante marcador de infeccBes por Plasmodium falciparum, em niveis de sub-picogramas,
foi desenvolvido com o uso de um sistema de citometria de fluxo baseada em esferas. O ensaio
apresentado € altamente especifico e econémico, permitindo o processamento e a triagem de
expressiva quantidade de amostras.*® O sistema foi utilizado para avaliar os resultados dos testes
de diagnéstico rapido para HRP2 em diferentes condi¢Bes de transmissdo de P. falciparum,
gerando estimativas para o verdadeiro desempenho em campo.* Também foi adotado este
sistema para avaliar a concentracdo de HRP2 em pacientes ap6s o tratamento,*® em individuos
assintomaticos com malaria,*® para atribuir febre a malaria,>! para pesquisa de delecdo de genes
de Pfhrp2 e Pfhrp3° e em estudo para sorovigilancia.>

Um teste inovador foi proposto por Lloyd et al.,>* um ensaio citométrico simples e de
alto fluxo, que realiza a leitura em um citdmetro de fluxo de células THP-1 e esferas
fluorescentes acopladas covalentemente ao antigeno da malaria VAR2CSA, que fornece a
porcentagem total de fagocitose mediada por anticorpo e semi-quantifica 0 nimero de esferas
acopladas ao antigeno internalizadas. Apresenta grandes vantagens devido a estabilidade das
esferas por longos periodos, necessidade de pouco antigeno acoplado e pelo fato de nao requerer

culturas de parasitos.
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Demais aplicacdes de CBA para outras infec¢bes parasitarias também foram
encontradas, como o ensaio multiplex para a identificagdo de anticorpos IgM e IgG para
Toxaplasma gondii. O teste mostrou-se de alto rendimento e eficiéncia para a andlise, no
entanto, indicava que mais estudos precisavam ser realizados para validar os resultados.’® O
desempenho deste imunoensaio foi avaliado em casos criticos de sorodiagnostico de
toxoplasmose, por Guigue et al.,> e demonstraram que o método é suficientemente sensivel
(97,8%) e especifico (91,3%) para deteccdo de 1gG e altamente especifico (97,4%) para
anticorpos IgM contra T. gondii.

Os parasitos intestinais também sdo objeto de muitas pesquisas, principalmente sobre
novas abordagens diagndsticas. E comum que parasitoses intestinais sejam causadas por mais
de uma espécie de parasito, portanto, ensaios multiplex com a finalidade de detectar mais de
um patdbgeno em um Unico teste sdo importantes para estudos epidemioldgicos e de
sorovigilancia.’* Um estudo utilizando a combinacdo de PCR multiplex e a detecgdo baseada
em sonda com esferas Luminex foi desenvolvido para identificagdo de sete parasitos intestinais:
Cryptosporidium spp., Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Ancylostoma
duodenale, Ascaris lumbricoides, Necator americanus e Strongyloides stercoralis. Os
resultados apresentaram alta sensibilidade e especificidade, garantindo ao teste um alto

rendimento para deteccao de varios parasitos intestinais.*

Cancer

Nesse tdpico abordaremos o uso da citometria de fluxo baseada em esferas para a
deteccdo e identificacdo de doencas ndo infecciosas. Essa tecnologia tem sido amplamente
aplicada para o diagnostico de doencas graves, como: 0 cancer, doencas imunoldgicas e
cerobrovasculares. Permitindo a detec¢do em estagios iniciais de desenvolvimento, além de ser
mais interessante economicamente quando comparada aos métodos tradicionais de diagndstico.
Além disso, os processos envolvidos sdo pouco invasivos e tem a vantagem de ndo necessitarem

de uma grande quantidade de amostra para sua realizagao.

O céncer € uma doenca que apresenta altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. A andlise de biomarcadores diagnosticos ou prognosticos € objeto de diversas frentes
de pesquisa, que buscam estabelecer métodos eficazes para a identificagdo da doenca em seus
estagios iniciais, aumentando a probabilidade de sucesso do tratamento. Os ensaios

multiplexados com base em esferas sdo considerados uma ferramenta valiosa a para
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identificagéo precoce e simultanea de diferentes tipos de biomarcadores de tumores: colorretais,

de mama, ovario, pulméo, pancreas e melanomas.3

Céancer de Mama

O sucesso no tratamento do cancer de mama esta relacionado ao diagnéstico precoce da
doenca, pois possibilita que a resseccdo cirdrgica ocorra em uma fase inicial, quando a chance
de sobrevivéncia dos pacientes & maior. O cancer de mama possui um comportamento

heterogéneo e a utilizacio de mais de um biomarcador é apropriada para a sua identificagdo.?

O desempenho diagnoéstico de um painel de teste de cancer multiplex foi avaliado por
Hermann et al.>” Vinte e quatro parametros associados ao tumor foram analisados em soros de
pacientes com cancer de mama e controles saudaveis. Os autores relataram uma sensibilidade
de 33,8% com especificidade de 95% para a discriminagéo entre tumores de cancer de mama
benignos e malignos. O antigeno de cancer 15-3 foi o mais relevante para o diagndstico

diferencial.

Opstal-van Winden et al.®® desenvolveram um imunoensaio multiplex baseado em
esferas para avaliar simultaneamente 10 biomarcadores séricos de cancer de mama nos estagios
iniciais de desenvolvimento. Os resultados deste estudo mostraram que o painel de
biomarcadores utilizado nédo teve valor para o diagnostico precoce; entretanto, recomendava-se

que combinacdes de outras proteinas pudessem apresentar resultados mais satisfatorios.

Markou et al.°® desenvolveram um arranjo de esferas liquidas acoplado a PCR
multiplexado, que foi realizado usando CTC-mRNA. Produtos de PCR biotinilados foram
hibridados contra microesferas fluorescentes modificadas com sondas de captura gene-
especificas e desenvolvidas com estreptavidina-ficoeritrina, que foram analisadas por
citometria de fluxo Luminex. Esse ensaio molecular mostrou-se especifico para cada gene e
proporcionou a deteccdo molecular simultanea de seis genes CTC em um volume amostral
limitado, 0 que diminuiu o custo e o tempo de execu¢do quando comparado ao RT-qPCR. O
teste pode ser otimizado para a deteccdo simultanea de até 100 genes.

Cancer de Pancreas

Foram propostos ensaios com alta sensibilidade e precisdo para o diagndstico de cancer

de pancreas, um dos mais agressivos, com altas taxas de mortalidade e o qual ndo possui testes
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aceitos para deteccdo precoce com base na analise de amostras de sangue.®® Um dos estudos
realizados para o diagnostico inicial do cancer pancreético foi elaborado por Li et al.,%! que
executaram um ensaio multiplex sanduiche para determinar os padrdes de glicosilacdo de
lecitinas no soro de pacientes com esse tipo de tumor, identificando um biomarcador capaz de

distinguir pacientes com pancreatite cronica daqueles com cancer de pancreas.

Usando uma abordagem diferente, Lux et al.®® visaram identificacio de exossomos
liberados por carcinomas pancreaticos que expressam C-met e PD-L1 em suas membranas. Os
exossomos foram isolados de culturas, acoplados a esferas, corados com anticorpos especificos
e analisados por citometria de fluxo. Foi evidenciado neste estudo que PD-L1 n&o possui valor
diagnostico para tumores pancreaticos, no entanto C-met obteve a sensibilidade de 70% e
especificidade de 85%. Sugeriu-se para um estudo futuro, visando melhorar a especificidade, a
combinacdo do teste com um antigeno especifico estabelecido e pesquisas com um maior

namero de pacientes.

Céancer de Pulmao

Em 2018, o cancer de pulmao foi responsavel por 1,7 milhdo de mortes em todo mundo.
Considerado o cancer mais comum, seu diagnostico em fase inicial é crucial, porém a maioria
dos pacientes ¢ diagnosticada tardiamente.®? Visando a deteccio precoce do tipo mais comum
de cancer de pulméo, o de células ndo pequenas, um novo imunoensaio citométrico baseado em
esferas multiplex foi desenvolvido por Lee et al.%® para a caracterizacio de biomarcadores
séricos relacionados a doenca. A partir da analise de uma matriz multiplex de 30 marcadores
séricos e, com a utilizacdo de um algoritmo de classificacdo, foi estabelecido que a detec¢édo de
5 biomarcadores (ALAT, CYFRA 21-1, IGF-1, RANTES, AFP) permitia a realizacdo de
diagndstico com alta precisao, possibilitando a distincdo entre pacientes saudaveis e pacientes

com cancer pulmonar.

Outro estudo, realizado por Goebel et al.,** aplicou a mesma metodologia para o
diagnostico de pacientes com cancer assintomaticos, porém a analise foi realizada com 82
biomarcadores e, destes, 33 apresentaram valor diagnostico para o estdgio inicial da doenca. A
precisdo do método foi de 90%, a sensibilidade de 80% e a especificidade de 95%. Como
continuacdo deste estudo, com o objetivo de reduzir o nimero de biomarcadores utilizados e
ainda assim manter a alta sensibilidade, precisdo e especificidade do teste, foi realizada a
validacdo de 21 biomarcadores com um modelo estatistico (Lung Cancer Detector Test 1),
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apresentando 95,6% de precisdo, 89,1% de sensibilidade e 97,7% de especificidade. Além de

aperfeicoar a analise, alcangaram também a diminuicdo no custo do procedimento.®

Sindrome inflamatoria

Os ensaios de citometria de fluxo baseados em microesferas foram aplicados ao
diagndstico de muitas outras doencas. Von Bahr Greenwood et al.66 aplicaram essa técnica
para deteccdo de CD25 em amostras de soro de pacientes e associaram altos niveis da molécula

e ferritina com linfohistiocitose hemofagocitica (LHF) secundaria (adquirida).

De maneira semelhante, usando CBA, Maruoka et al.67 identificaram a proteina 10
induzida por interferon (IP-10)/CXCL10 e a monocina induzida por interferon gama
(MIG)/CXCL9 como marcadores Uteis para o diagnostico de sindrome hemofagocitica
associada a linfoma. Os autores também sugeriram o uso desse método para fins terapéuticos,

gravidade da LAHS e diferenciagédo de sepse.

Com técnicas de ensaio citométrico de microesferas, Chen et al.68 analisaram se o perfil
de citocinas Th1/Th2 poderia ser usado para distinguir HLH priméria de secundéria. Os autores
relataram que niveis mais baixos de IL-4 e IFN-y em pacientes com HLH estdo associados com
HLH primaria, demonstrando assim que o CBA pode ser usado como ferramenta adicional para

o diagnostico diferencial de HLH.

A medicdo do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) usando CBA foi
realizada por Maier et al.69 em diabéticos e ndo diabéticos, com relatos de elevacdo desse
marcador in vitro. Essa técnica poderia ser aplicada para a sindrome de polineuropatia,
organomegalia, endocrinopatia, gamopatia monoclonal e anormalidades cutaneas (POEMS),
gue € uma doenca paraneoplasica multissistémica rara com discrasia de células plasmaticas70,
uma vez que o aumento dos niveis circulantes de VEGF foi relatado em pacientes com
POEMS.71,72,73 Provavelmente também poderia ser Gtil no acompanhamento de pacientes

com sindrome POEMS como um biomarcador de resposta ao tratamento.73,74,75

A medicdo da relagéo IL-10 e IL-10:IL-6 usando CBA também tem sido util para os
valores diagnosticos e prognosticos do liquido cefalorraquidiano (LCR) em pacientes com
linfoma primario difuso de grandes células B do sistema nervoso central (PCNSL).76 Da
mesma forma, esta técnica tem sido utilizada para monitorar a curva de variagdo de mdaltiplas

citocinas em amostras de sangue periférico de pacientes com sindrome de liberacéo de citocinas
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(SRC) apds terapia com células T quimericas de receptores de antigenos (CAR-T). Nguyen-
Them et al.77 relataram que a detec¢do do nivel de IL-10 é uma ferramenta Util para o
diagnostico de PCNSL.

Reac0es alérgicas

As alergias representam as doengas ndo infecciosas mais prevalentes em todo o mundo,
destacando-se as alergias alimentares, que vém aumentando nas dltimas décadas. Assim, 0
desenvolvimento de ferramentas de monitoramento de alérgenos alimentares é necessario para
garantir a seguranca do consumidor. Varios estudos tém verificado a eficiéncia do uso de
microesferas acopladas a antigenos para verificar a presenca do alérgeno ou para a deteccao de
anticorpos IgE. Uma vez que a disponibilidade de moléculas alergénicas e microtecnologias de
alto rendimento permitem a coleta de um grande namero de resultados IgE, podendo assim ser
realizada e aplicada na rotina diagndstica.’®"® Este tipo de abordagem € possivel gracas ao uso
de componentes naturais ou recombinantes, seja utilizando um Unico reagente para cada
espécime (singleplex) ou através de um painel mais complexo de moléculas a serem testadas

no mesmo teste, podendo ser reveladas por citometria de fluxo.

A capacidade de detectar multiplos alérgenos alimentares em diferentes tipos de
alimentos tem sido avaliada ao longo do tempo, resultando na implementacao de métodos mais
sensiveis, rapidos e de menor custo, como o uso de microesferas e a citometria. Gomaa &
Boye® compararam ELISA, cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas e
métodos de citometria de fluxo multiplex para a deteccdo de multiplos alérgenos incorridos
simultaneamente em um sistema alimentar modelo onde a citometria de fluxo foi realizada de
forma semelhante aos testes ELISA. Além disso, Pomponi et al.® relataram caracteristicas para
a implementacdo de imunoensaios baseados em microesferas e citometria, sendo possivel
observar boa reprodutibilidade da sensibilidade em um ensaio para detec¢do de IgE em sistema
multiplex utilizando moléculas alergénicas e microesferas fluorescentes analisadas por

citometria de fluxo.8?

A deteccéo simultanea em diferentes fontes alimentares foi demonstrada por Otto et al.®
que relataram a deteccéo de cinco alérgenos com concentracées inibitérias medianas (1Cso) que
variaram de 2,5 a 15 mg/kg de acordo com o alérgeno a ser detectado. Maeimaridou et al.®
desenvolveram um imunoensaio baseado em citometria de fluxo usando tecnologia de
microesferas codificadas por cores para detectar benzo[a]pireno e outros hidrocarbonetos

aromaticos policiclicos em tampdes e extratos de alimentos, enquanto Zhou et al.® observaram
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hipersensibilidade mediada por IgE ao polietileno glicol e o risco de anafilaxia pelo consumo
deste produto. Esses resultados reforgam a importancia dos sistemas de triagem e identificagdo

para alérgenos alimentares emergentes conhecidos ou mesmo desconhecidos.

Reac0es clinicas de hipersensibilidade contra L-asparaginase foram relatadas durante o
tratamento de leucemia linfobléstica aguda em até 70% dos pacientes. Usando CBA, Rathod et
al.% relataram a deteccdo de anticorpos anti-asparaginase 1gGl e IgE em camundongos
imunizados com asparaginase, que apresentaram reacdes graves de hipersensibilidade apds
contato com asparaginase. Os autores destacam a importancia de monitorar esses anticorpos em

pacientes e que 0s ensaios baseados em microesferas sao uma alternativa viavel para isso.

CONCLUSAO

Nos Ultimos anos a citometria de fluxo foi potencializada com a aplicacdo de
microesferas codificadas e com o aperfeicoamento dos equipamentos utilizados, possibilitando
a realizacdo de imunoensaios multiplexados voltados para a deteccao de infecgdes bacterianas,
virais e parasitérias, além do diagndstico de doengas ndo-infecciosas. Tendo em vista 0s
resultados majoritariamente positivos levantados por esta revisdo, que demostraram a alta
sensibilidade e especificidade da técnica, a citometria de fluxo baseada em microesferas tem o
potencial de figurar como eixo central de novas abordagens para pesquisa e diagnostico. Esta
tecnologia apresenta-se como uma alternativa viavel e promissora que, apesar de ainda ndo ter
sido aplicada em larga escala, possui as caracteristicas necessarias para tal, principalmente em

centros de pesquisa e diagnostico que ja trabalham com citdmetros.
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RESUMO

A maléaria é uma doenca parasitaria de grande relevancia na saide publica mundial. O
desenvolvimento de novos métodos de diagndstico de alto rendimento, sensiveis e especificos
continua sendo um desafio para auxiliar na erradicacdo da doenga. Neste estudo,
desenvolvemos um teste de citometria de fluxo utilizando microesferas de latex e anticorpos
policlonais obtidos de coelhos e camundongos, visando a deteccdo do antigeno lactato
desidrogenase de P. vivax (PvLDH). Foram processadas 50 amostras de pacientes
diagnosticados com malaria causada por P. vivax e 40 amostras de individuos sadios. O ensaio
apresentou sensibilidade de 64%, especificidade de 97%, valor preditivo positivo de 97% e o
valor preditivo negativo de 57% quando analisado pelo método de porcentagem da marcagéo
de fluorescéncia. Sob o método de anélise pela média de intensidade de fluorescéncia (MFI), a
sensibilidade foi de 53%, especificidade de 89%, valor preditivo positivo de 95% e o valor
preditivo negativo de 33%. Em ambos os métodos de analise observamos diferenca estatistica
significativa entre os grupos analisados (valor-p < 0,0001). Foi observada uma alta correlacéo
(0,60) entre os dois métodos e uma baixa correlacdo entre a concentracdo de PvLDH e a
densidade parasitaria. O teste foi capaz de detectar a proteina PvLDH com alta especificidade,
no entanto, a sensibilidade ainda deve ser otimizada. Resultados mais promissores foram
observados quando analisados pela porcentagem de marcacdo de fluorescéncia. O



68

aprimoramento do ensaio possibilitaria a sua aplicacdo como teste sorologico para a detecgédo
de pacientes assintomaticos e para validacao de testes de diagnostico rapido.

INTRODUCAO

A maléria continua sendo um sério problema da saude publica mundial, apresentando
elevados nimeros de casos e alta taxa de mortalidade. Em 2020, foram registrados
aproximadamente 241 milhdes de casos de malaria e cerca de 627 mil mortes relacionadas a
doenca em todo 0 mundo?. O diagndstico precoce é uma das medidas de controle para diminuir
o0 impacto da doenga, o que leva a necessidade continua de aprimoramento e desenvolvimento

de imunoensaios para a sua correta detecgao?.

Em areas onde a malaria é endémica, o diagnostico de infec¢des parasitarias de pacientes
assintomaticos ainda € um desafio para acelerar e medir o progresso da eliminacdo da doenca,
uma vez que estes individuos contribuem para a perpetuagdo da cadeia de transmissdo®. Logo,
o desenvolvimento de novos métodos de diagndstico, com alta sensibilidade e especificidade,

torna-se crucial na eliminacéo desta patologia.

Imunoensaios em citometria de fluxo baseada em esferas, simplex ou multiplex,
apresentam propriedades valiosas em relagdo ao custo, reprodutibilidade, sensibilidade e
especificidade dos testes sorolégicos, principalmente em ensaios para a deteccao simultanea de
diferentes antigenos*®. Esta alternativa de diagndstico tem sido empregada para a identificacéo
e confirmagc&o de antigenos maléricos, como demonstrou Rogier et al." ao desenvolverem um
teste em citometria de fluxo baseada em microesferas de poliestireno e magnéticas utilizando
anticorpos monoclonais comerciais para detec¢do da proteina HRP2 de Plasmodium falciparum
e LDH de P. vivax usando a plataforma Luminex®.

Neste estudo propomos o desenvolvimento de um método diagnostico para a malaria
utilizando a citometria de fluxo baseada em esferas de latex para detecgéo da proteina pLDH,
empregando anticorpos policlonais anti-PvLDH obtidos de coelhos e camundongos produzidos
contra proteinas recombinantes desse marcador de infeccdo malédrica.  Desta forma,
desenvolvemos uma abordagem alternativa de diagnostico para maldria causada por P. vivax,
com o potencial para ser aprimorada de maneira a possibilitar o diagnostico sensivel e

especifico utilizando anticorpos policlonais.
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METODOLOGIA
Coleta de amostras

A coleta das amostras foi realizada no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical
(CEPEM/ SESAU), Porto Velho - RO, sob o comité de ética de nimero CAAE:
28823719.4.1001.0005. Os pacientes com o diagnostico por microscopia positivo para maléria
causada por Plasmodium vivax foram convidados a participar do estudo mediante assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do projeto aprovado. Foram incluidos ambos 0s
sexos, com idades entre 18 e 70 anos, com auséncia de sinais de maléria grave; com exame da
gota espessa positivo para P. vivax, com parasitemia > 100 e <100.00 parasitos assexuados/uL.
Né&o foram incluidas amostras de pacientes com infeccdo malarica mista; antecedente de malaria
nos ultimos 06 meses; gravidez; com hipersensibilidade aos antimalaricos e uso de
antimalaricos nos altimos 60 dias. O grupo controle incluiu amostras de individuos que ndo
residiam em areas de risco e ndo apresentavam sintomas de malaria nos Gltimos 6 meses, as
quais foram coletadas no Instituto Lednidas e Maria Deane (ILMD - FIOCRUZ AMAZONIA).
Os testes de citometria foram realizados em 50 amostras de malaria vivax positivas e 40

amostras de individuos sadios.
Obtencéao de anticorpos policlonais

Os anticorpos policlonais anti-PvLDH de coelho e camundongo utilizados neste estudo
foram obtidos pelo nosso grupo em um trabalho anterior realizado por Sousa et al.® Sendo
assim, neste estudo, empregamos os PAbs anti-PvLDH de coelho como anticorpos de captura
para o reconhecimento de um fragmento PvLDH 1-43 aa). Como anticorpos primarios foram
usados os PAbs PvLDH 35-305aa obtidos em camundongo para o reconhecimento da LDH de

Plasmodium vivax em sua quase totalidade.
Preparo das beads

A ativacdo das beads de latex (CML Latex Beads, 4% wi/v, 4 um — Invitrogen®) foi
realizada quando colocadas na presenca de 0,57ug/ul de EDAC [1-Ethyl-3-(3'-
dimethylaminopropyl) carbodiimide] e de 2 mM/uL deSulfo-NHS  [N-hydro-
xysulfosuccinimide] diluidas em PBS-1x e incubadas por 3 horas a 22 °C sob agitacdo de 950
RPM. Logo em seguida foram adicionados os anticorpos policlonais anti- PvLDH 1-43aa,
seguindo a concentragdo de 1 pg de anticorpo para 1 puL de beads, e deixados sob agitacéo leve
por 16 horas para possibilitar a ligacdo covalente as beads.
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As beads acopladas foram blogueadas com o tampéo de bloqueio (PBS-1x com 5% de
BSA) sob agitacdo leve por 2 horas, para evitar a ligacdo de proteinas ndo especificas. Apds o
periodo de bloqueio, a solucdo foi lavada duas vezes com tampédo de lavagem de PBS-1x

filtrado + BSA 0,5% e armazenada a 4 °C até o seu uso.

Testes de Citometria

As amostras de sangue foram preparadas diluindo 100 pL em 100 pL de PBS-1x pH 7,4
+ Triton 0,1% e incubadas por 10 minutos. Logo em seguida foram incubadas overnight em
100 pL de beads acopladas sob agitacdo de 950 RPM, a 4 °C. A seguir, foi realizado um ciclo
de lavagem, conforme anteriormente descrito. Logo apos, realizou-se adicdo de 100uL do
anticorpo primario anti-PvLDH 35-305aa proveniente de camundongo, na mesma concentracao
do anticorpo de captura. Incubou-se por 1 hora, sob agitacéo leve, a 22 °C, seguido de 1 ciclo
de lavagem. A etapa seguinte foi a incubacdo por 30 minutos com 100 uL de anticorpo
secundario anti-mouse Alexa 488 (Thermo Fisher Scientific) diluido 1/2000. Logo depois foi
realizado 1 ciclo de lavagem, seguido pela ressuspensdo em PBS-1x filtrado e realizada leitura
em citémetro de fluxo FACSCanto II"™ (BD Biosciences ™), para analises dos dados foram
obtidos 50.000 eventos.

Os dados foram analisados utilizando o programa Flow-Jo versdo 10 e levados em
consideracao os parametros de tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) além de analises de
porcentagem de fluorescéncia e a Média de Intensidade de Fluorescéncia (MFI), para
determinagdo de eventos positivos nas amostras que ficaram acima do “cut off” em relagao as

amostras controle negativo.
Analise Estatistica

Todas as analises foram realizadas com o software R versdo 4.0.2 e R studio verséo
1.1.4 e GraphicPad Prism Versdo 9. O ponto de corte (cut off) foi calculado com a média dos
controles negativos mais duas vezes do seu desvio padrdo. O teste de Mann-Whitney foi

realizado nos parametros de medida com p <0,0001 em ambos.

RESULTADOS

A avaliacdo da imobilizacdo dos anticorpos foi obtida através da anélise de porcentagem

de acoplamento em latex. Nossos resultados demonstraram uma média de 96% de microesferas
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acopladas (Figura 1a). Diferentes populagdes de microesferas foram observadas apresentando
entre elas tamanho e complexidade distintos, sendo todas estas selecionadas para as analises de

single-cells e deteccao de fluorescéncia (figura 1a, b e ¢).
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Figura 1. Determinagdo do acoplamento de anticorpos em latex por citometria de fluxo (a) Anélise
morfométrica de tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) de particulas de latex, (b) analise de célula
Unica, (c) gréfico de pontos de particulas de latex com anticorpos acoplados.

Apos a padronizacdo de acoplamento de anticorpos em latex, foi realizada a determinagéo da
sensibilidade de reconhecimento de anti-PvLDH em amostras bioldgicas, onde foi possivel
distinguir a diferenca entre as amostras com a presenca de niveis plasmaticos da proteina

PvLDH e as sem a presenca de niveis plasmaticos de PvLDH nos sistemas de deteccao (figura
2a,b,c,d).
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Figura 2. Determinacéo da sensibilidade de reconhecimento de anti-PvLDH por citometria de fluxo (a)
Anélise morfométrica de tamanho (FSC-A) e complexidade (SSC-A) de particulas de latex, (b) analise
de célula unica, (c) gréafico de pontos de anti-PvLDH IgG em particulas de latex, (d) determinagdo da
média de intensidade de fluorescéncia entre o grupo controle e pacientes.

Para determinar qual melhor parametro determina melhor sensibilidade e
especificidade, foi realizada a analise por porcentagem e média de intensidade de fluorescéncia,
onde a analise das amostras testadas por porcentagem de marcacao de fluorescéncia dos eventos
detectados apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos analisados (valor-
p < 0,0001, gréafico 1), sensibilidade de 64%, especificidade de 97%, valor preditivo positivo

97% e o valor preditivo negativo 57%, sendo considerados positivos valores acima de 7%.

De maneira similar, a analise pela média de intensidade de fluorescéncia (MFI)
apresentou diferenga estatistica significativa entre os grupos analisados (valor-p < 0,0001,
grafico 2), sensibilidade do ensaio foi de 53%, especificidade de 89%, valor preditivo positivo
95% e o valor preditivo negativo 33%, sendo considerados positivos valores de MFI acima de
659. Além disso, foi observada uma alta correlacdo (0,60) entre os dois métodos de analise
(gréafico 3), ndo havendo correlagdo destes com a densidade parasitaria presente nas amostras

testadas.
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Graéfico 1. Grafico de Raincloud para andlise de porcentagem de fluorescéncia de eventos

contabilizados de anti-PvLDH. Os resultados observados no gréfico sdo referentes & porcentagem de
eventos identificados da ligacdo do anticorpo anti-PvLDH acoplado a microesferas de latex para o reconhecimento
do antigeno LDH presente nas amostras de sangue. No eixo Y estdo separados os dois grupos de amostras (positiva
n=50; negativa n=40), no eixo X a porcentagem de marcacdo de fluorescéncia. A linha vermelha vertical em 7%
de marcagdo de fluorescéncia representa a linha de corte. O MFI das amostras esta separado em quartis,
representados em dots na cor vermelha MFI de < 275, a cor verde de 275 a 429, a cor azul de 430 a 619 ¢ a cor

lilas de > 620. Quando comparados, 0s dois grupos apresentaram diferenca estatistica de valor-p <0,0001.
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Gréfico 2. Gréfico de Raincloud para andlise da Média de Intensidade de Fluorescéncia.
Os resultados observados no gréafico séo referentes a média de intensidade de fluorescéncia identificada da ligagao
do anticorpo anti-PvLDH acoplado as microesferas de latex para o reconhecimento do antigeno LDH presente nas
amostras de sangue. No eixo Y estdo separados os dois grupos de amostras (positiva n=50; negativa n=40), no
eixo X a Média de Intensidade de fluorescéncia. A linha vermelha vertical em 659 de MFI representa a linha de
corte. A porcentagem de marcacdo de fluorescéncia (PMF) das amostras esta separada em quartis, representados
em dots na cor vermelha de < 3.3%, a cor verde de 3,3 a 4,6%, a cor azul de 4,61 a 10,1% e a cor lilas de > 10,1%.

Quando comparados, os dois grupos apresentaram diferenca estatistica de valor-p <0,0001.
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Gréfico 3. Representagdo grafica dos valores esperados para a relacdo entre a MFI e a porcentagem de
marcacao da fluorescéncia. No eixo Y estdo representados os dados em MFI e no eixo X a porcentagem de
marcacdo de fluorescéncia. Os pontos na cor preta estdo representando as amostras. A banda em cinza representa

0 erro padrdo e a linha azul o valor esperado.

DISCUSSAO

Os imunoensaios em citometria de fluxo baseada em esferas sdo utilizados com sucesso
nas mais variadas aplicacdes, como a deteccio precoce do SARS-CoV-2,° detecgéo precoce de
biomarcadores simultaneos para varios tipos de canceres®!! e identificacdo de vesiculas

extracelulares.'? Para os diagnosticos de antigenos malaricos mostrou-se como uma ferramenta
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promissora por apresentar alta sensibilidade e especificidade, sendo aplicado com sucesso para
a validagdo de testes rapidos, comumente empregados em areas remotas de dificil acesso e para

estudos epidemioldgicos pelo mundo.*®

No presente estudo, a utilizacdo dos anticorpos policlonais de captura e deteccdo
mostrou-se apropriada para testes soroldgicos, assim como demonstrado por Souza et al.® ao
utilizar os mesmos anticorpos policlonais em um teste de ELISA para a detec¢do de maléria
vivax. Neste ensaio, foi alcancado o valor preditivo positivo (VPP) de 99% e o valor preditivo
negativo (VPN) de 45%. No presente estudo, foram obtidos valores superiores para o VPN

(64%) e um resultado aproximado para VPP (97%).

Jang et al.1* desenvolveu um teste multiplex para a detecgdo de 4 antigenos malaricos
(especificos e pan-especifico) simultaneamente: HRP2, Pf LDH, PvLDH, e o pLDH. O ensaio
apresentou especificidade de 99% e sensibilidade reduzida em todos os antigenos avaliados,
alcancando o valor mais baixo para PvLDH de 46,1%. Nosso teste apresentou da mesma forma
uma alta especificidade (97%) e uma sensibilidade ainda maior que a relatada por Jang et al.**
(64%) quando analisada pela porcentagem de fluorescéncia. A baixa sensibilidade para este
antigeno também é relatada em testes diagnostico rapido voltados para a identificacdo de P.
vivax'®, tornando-se um desafio para novas abordagens diagndsticas o aumento da sensibilidade
deste biomarcador. Rogier et al.” relatou uma alta especificidade (100%) e sensibilidade
(91,7%) alcangadas na deteccdo de PvLDH de um teste multiplex de citometria de fluxo,
entretanto foi observada uma reatividade cruzada em algumas amostras de pacientes com
malaria causada por P. falciparum. Martiafiez-Vendrell et al.'® descreveu outro ensaio de CBA
direcionado para detectar o antigeno pLDH, um biomarcador pan-especifico, apresentando alta
especificidade e sensibilidade. No entanto, os ensaios alcancaram resultados inferiores de
sensibilidade ao serem aplicados em amostras de P. vivax, reportando maior sensibilidade para
a deteccdo em pacientes com P. falciparum e demonstrando mais uma vez a grande dificuldade

na deteccéo especifica da PvLDH.

A baixa correlagdo entre a concentracdo de PvLDH e a densidade parasitaria observada
neste estudo ja foi relatada por Warkwalter et al.1” ao avaliar um ensaio para detecgéo de pLDH
utilizando ELISA associada a microesferas. Acredita-se que fatores bioldgicos, como o estagio
do ciclo de vida do parasita, possam afetar potencialmente a expressdo do antigeno,
ocasionando a baixa forca da correlagio observada.'® A correlagio positiva observada entre 0s
valores obtidos pela MFI e a porcentagem de marcacdo de fluorescéncia era esperada, e

provavelmente se deve ao fato destas possuirem a mesma origem de deteccdo. No entanto, ao
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analisarmos as amostras individualmente, se observa uma dispersédo na distribuicdo destas, visto
que ha a presenca de amostras com alta porcentagem de marcacgdo de fluorescéncia e baixo
MIF, vice-versa. Trabalhos posteriores buscardo aprimorar o método visando o aumento das

correlacdes descritas.

Apesar da alta especificidade observada no teste aqui descrito, estudos futuros buscaréo
elevar a sensibilidade do ensaio. Acreditamos que a alta presenca de impurezas nas amostras
mesmo apos longos processos de lavagem interferiu na obtencdo de melhores resultados. A
avaliacdo futura do uso de outros tipos de microesferas como poliestireno, poliacrilamida,
vidro, magnetizadas ou néo, pode ser um caminho para esta melhora de performance do ensaio.
Tais modificagOes podem levar ao aumento da pureza da amostra a ser analisada; obtencdo de
populacdes unicas de microesferas para analise; e influenciar positivamente na correlacao das

analises de fluorescéncia com a densidade parasitaria presente nos pacientes.

Logo, o protdtipo de ensaio de citometria de fluxo utilizando microesferas de latex
desenvolvido neste estudo mostrou-se promissor para a deteccdo de malaria causada por P.
vivax. Ensaios futuros poderao ser realizados buscando melhora de sensibilidade do ensaio ou
mesmo aplicar o0 método aqui descrito para a deteccdo de outras doengas. Futuramente, estes
ensaios poderdo compor um teste multiplex visando o diagnostico simultaneo de diversas

doengas.
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4. DISCUSSAO GERAL

Nas Gltimas décadas, progressos importantes no controle da maléaria foram obtidos,
destacando-se o importante papel da OMS no avan¢o mundial das metas estabelecidas para o
combate a doenca (WHO, 2021). No entanto, a reducdo do numero de casos e mortes
relacionadas a doenca continua sendo um grande desafio, que em decorréncia da pandemia de
COVID-19, apresentou um aumento consideravelmente.

Em areas onde a malaria é endémica, o diagnostico de infeccdes parasitarias de pacientes
assintomaticos ainda é um desafio para acelerar e medir o progresso da eliminacdo da doenca,
uma vez que estes individuos contribuem para a perpetuacdo da cadeia de transmisséo. Logo, 0
desenvolvimento de novos métodos de diagndstico, com alta sensibilidade e especificidade,

torna-se crucial na eliminacdo desta patologia.

No primeiro capitulo desta dissertacdo apresentamos um artigo de revisao, no qual
evidenciamos as principais aplicacbes dos testes de citometria de fluxo baseada em
microesferas para a deteccdo de doencas infecciosas bacterianas, virais e parasitérias, e para o

diagnostico de diferentes tipos de cancer.

O desenvolvimento deste artigo de revisdo foi importante para o levantamento do estado
da arte desta técnica, possibilitando a andlise de performance de um amplo panorama de
métodos, avaliacdo de novidade e seu potencial uso para maléria. Foi observado que a
citometria de fluxo permite a aplicacdo de microesferas em diversos métodos de diagnostico
sensiveis e especificos, seja em ensaios de detec¢do de antigenos ou anticorpos, bem como em

testes mais elaborados, multiplexados e até mesmo utilizando a biologia molecular com sondas.

No segundo capitulo desta dissertacdo, foi elaborado um artigo original no formato de
short communication, onde apresentamos e discutimos os principais dados obtidos a partir dos
ensaios laboratoriais realizados para a detec¢do de PvLDH. Para a obtencao destes resultados,
inicialmente nossos testes foram padronizados visando a aplicacéo de anticorpos obtidos a partir
da tecnologia IgY. Para a padronizacdo do metodo realizamos a curva de concentracdo de
anticorpos de captura, a verificagdo do sistema sanduiche e a padronizagdo do tampéo de
lavagem. Né&o alcancamos reprodutibilidade aplicando os anticorpos IgY, no entanto,
obtivemos as condi¢des de padronizacdo do imunoensaio. Em testes posteriores, optamos pela
utilizacdo de anticorpos policlonais obtidos de coelhos e camundongos, validados em um
trabalho anterior do nosso grupo (SOUSA et al., 2014) e utilizamos as melhores condigdes ja

verificadas nos testes iniciais.
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Nos testes realizados utilizamos o tampéo de lavagem com PBS1x, que possui pH 7,4 e
com BSA 0,5%, que apresentou uma intensidade média de fluorescéncia maior quando
comparado aos demais tampdes. Os tampdes PBS1x pH 7,4 e PBS1x pH 7,4 com BSA 0,5%,
Tween 0,1% e inibidores de proteases (EDTA e PMSF) apresentaram MFI aproximadas. De
uma forma geral, foi possivel notar que os tampdes com pH 7,4 apresentaram maior
fluorescéncia frente aos tampdes com pH 8,0, evidenciando a influéncia do pH na ligagéo do

antigeno ao anticorpo.

Apesar do tampéo escolhido ter apresentado o melhor resultado, a presenca de grandes
quantidades de impurezas foi observada em quase todas as amostras. Novos testes devem ser
realizados para a verificagdo da interferéncia destes debris nos resultados, principalmente em
amostras de pacientes com baixa densidade parasitaria. Antal-Szalmas et al., 2013, destaca a
importancia de otimizar as condi¢des envolvidas em ensaios CBA, como o tampdo de lavagem,
pH e forca ibnica, garantindo um meio adequado para a ligacdo entre antigeno-anticorpo. A
maioria dos ensaios sorolégicos utilizam tampdes de PBS1x com pH entre 7,2 a 7,4 e
acrescentam BSA, Tween, inibidores de proteases e outros componentes em concentracfes

especificas, afim de atingir as condic¢des ideias do meio.

A sensibilidade apresentada em nosso ensaio foi de 64% ao ser analisado pela
porcentagem de marcacao de fluorescéncia e de 53% ao ser analisada pela MFI. Outros estudos
também obtiveram sensibilidade reduzida para a deteccdo de PvLDH, apresentando os valores
de 48,9% (JANG et al., 2019) e 46,1% (JANG et al., 2020) em imunoensaios de
quimioluminescéncia. A sensibilidade para este biomarcador em CBA é considerada mais baixa
quando comparada a outros antigenos malaricos, como HRP2 e pan-LDH (ROGIER et al.,
2020). A baixa sensibilidade para este antigeno também é observada em TDRs para P. vivax,
sendo provavelmente o resultado composto de reagentes de ensaio pobres, baixas densidades
de parasitas durante a infeccdo e disponibilidade relativamente baixa de antigeno por parasita
(JANG et al., 2019).

Analises simultaneas de antigenos malaricos ja foram realizadas em testes multiplex de
citometria de fluxo baseada em esferas em trabalhos anteriores (ROGIER et al., 2020). Devido
ao alto rendimento, estes imunoensaios estdo sendo utilizados como uma ferramenta adicional
para a validacdo do desempenho em campo de TDRs de nova geracdo para deteccdo de
antigenos de plasmodio, além de auxiliar na vigilancia da doenca e ainda fornecer uma melhor

compreenséo sobre a cinética dos antigenos.
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Nosso grupo de pesquisa vem trabalhando no desenvolvimento de kits de testes
diagndstico répidos para a malaria com producédo nacional, o que possibilitaria a diminui¢do do
custo de distribuicdo destes em larga escala. Além da producdo de anticorpos recombinantes
visando sua aplicacdo como anticorpos de captura e de deteccdo em diversos metodos
diagndsticos, buscamos também desenvolver meios para validagdo de tais anticorpos e sua

aplicabilidade em TDRs, citometria de fluxo, ELISA.

Com os resultados positivos que obtivemos nos testes iniciais da citometria baseada em
esferas para deteccdo de antigenos malaricos, acreditamos que o método proposto poder ser
aperfeicoado para futuramente ser aplicado na detecgao “high throughput” de amostras como
bancos de sangue, grandes levantamentos epidemioldgicos visando deteccdo de pacientes
assintomaticos, em clinicas em areas ndo endémicas, ou até mesmo como uma abordagem

adicional para a avaliacdo de desempenho de RTDs sem o uso de testes moleculares.

Uma possibilidade para o aprimoramento do ensaio é a alteragdo do tipo de microesfera
utilizada. Em nossos testes aplicamos beads de latex e, ao analisar os resultados, identificamos
a formacéo de trés populacdes com diferentes tamanhos e uma grande quantidade de particulas
de restos celulares. O uso de beads magnéticas pode ser uma alternativa para diminuir a
quantidade de debris em ensaios futuros e analise de uma Unica populacao de microesferas, uma
vez que estudos mostram que estas possibilitam a otimizacdo de CBAs (MANASKOVA et
al.,2016).

Os resultados iniciais demonstram que o teste desenvolvido apresenta especificidade e
sensibilidade inicialmente satisfatdria para a deteccdo de PvLDH, com o potencial para ser mais
uma alternativa para auxiliar no diagnostico de malaria causada por P. vivax. A otimizacdo do
teste podera viabilizad-lo como uma ferramenta para identificar infeccdes de baixa densidade
parasitaria, que sdo prevalentes em ambientes que demandam o controle e eliminacdo e tém

grande potencial de transmisséo.

Em uma perspectiva de desenvolvimento futuro, o teste elaborado neste estudo pode ser
otimizado e adaptado visando a composi¢do de um sistema comercial para diagnéstico de
doencas febris, como ensaios multiplex para deteccdo simultdnea de biomarcadores de
diferentes patologias endémicas da regido amazoOnica, como a dengue, zika e malaria.
Poderiamos oferecer ferramentas ja validadas, como anticorpos monoclonais ou policlonais, e

contribuir para estudos, pesquisas e iniciativas comerciais.
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5. CONCLUSAO

Um artigo de reviséo foi produzido destacando as técnicas de citometria de fluxo com a

utilizacdo de microesferas para diagnostico de doencas infecciosas e ndo-infecciosas.

A padronizagdo dos ensaios de citometria de fluxo foi obtida com sucesso utilizando
microesferas de latex e anticorpos policlonais de coelhos e camundongos, sendo empregados

nos testes de amostras de sanguineas positivas e negativas para malaria causada pelo P. vivax.

Utilizando o método de andlise da porcentagem de marcacdo de fluorescéncia, nosso
teste apresentou resultados mais promissores em relacdo ao método de analise da média de

intensidade de fluorescéncia.

O teste aqui proposto apresentou alta especificidade para deteccdo da lactato
desidrogenase de Plasmodium vivax, havendo ainda a necessidade de otimizagdo de sua

sensibilidade em trabalhos futuros.
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FUNDACAQ DE MEDICINA

TROPICAL "DOUTOR HEITOR W

VIEIRA DOURADO"

FPARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP

DaDos DA EMENMDA

Titulo da Pesquisa: Avallagio de metodos para diagnasticos de Malana.

Peaquisador: Luks André Morals Marloa

Lrea Tematica:

WVergdo: 3

CAAE: ZBE23719.4.1001.000%

Institulgde Proponents: CENTRO DE PESQUISAS LEOMIDAS E MARIA DEAME - FUNDACAD

Patrocinador Principal: CENTRO DE PESQUISAS LEONIDAS E MARLA DEAME - FUNDACAD
OEWALDO CRUZ

Fundagdo de Ampan 3 Pesquiza do Estado do Amazonas - FAPEAM
DADDS D PARECER

Homere do Parecsr: 4.337.7.24

apresentagdo oo Projato:

Vide Promcolp CAAE 28823719.4.1001 0003

Objstivo da Pesquisa:

O objetivo da EMENDA & a Inclus3o de centro colaborador, pols am viriude da pandemia causada pelo novo
coronavines, 35 coletas em Manaus, junio 3 Fundagdo de Medicing Tropical Dr. HeRor Wigira Dourado [FMT-
HWVD], foram Infterrompidas. Em virude disto, buscamos colaboragdes em outros Instiutos que dessjassem
participar deste projeto, obtendo resposta posiiva da Dra. Carciina Blonl, servidora da FICCRUZ localizada
em Porto Velho - RO.

O acalte dessa solicRagdo, além de pemmifir a continuagdo do estudo progosto, posslbiitara ampllamos 3
regio de analise das ferramentas moleculares para diagnastico das cepas de Plasmodiem falcipanm & P.
vivax circulanies na Amazdnia.

Ressaltamos que os objetivos previsios ndo serdo modficados. A sollditagdo & restita 3 adligio de mals um
ponioode coleta, locallzado no estado de Ronddnla. LMizaremos a5 mesmas metodologlas & "n™ amostral |4
aplicadas & acsitas pelo Comite de Eca em Pesguisa (CEP) 2m s2r2s humanos.

Refteramas anda que nao haverd akeragdo nos critérios de Inclus3o e exciusan, NEM NO CroNograma de
excugdn do refeddo projeto, Ansxamos no sistema da “Platatma Srasil” versdes

Emdiiefn: Ay Fedie Teiseirg, 75

Badige 0. Pedis | CEF 50 040000
LiF: Al Mumesipin:  RASLALE
Talelone: (02273572 Fam: [S2p27-3572 E-mall:  cenddrml ain gov br
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g0 TCLE, do fermo de assentimenio @ "TCLE para 0 responsdvel do paclenta® a ssrem aplicados em Poro

Velho-RO,

Avallagio dos Riscos 8 Benaliclos:
Vide Protocoln CAAE 28523719.4.1001.0005

Comentarios 8 Conslderagdes sobre a Pesqulzac
“Ayallagdo d= mélodos para dagnisticos de Malada™ CAAE ZES33718.4,1001.0005.

Consideragies sobre o8 Termos oe apressntagae obrigataria:

“Avallagdo ge menadns para Sagnisticas de Malana” CAAE 2BS23719.4.1001.0005.

Recomendagies:
NEMNHUMA

Conclu=tes ou Pandénclas & Lista de Inadaquagtes:
A presente EMEMDA obedeceu 30s objetivos, estutos @ procedimentos aprovados no protocoko Inlclal; os
temmaos de consentimenta foram readequados com a5 Infmagdes do novo centro de Apoio;
A Ins2rpda do nows apolo, permiiird 3 contiruagdo do estudo proposio, possibllitando ampliagdo da regldo
g2 anadllse das fzmamenias modeculares para diagnastico 435 cepas de Plasmodivem falzlparum e P owivax
srzuanies na Amazinla

Desta forma que ndo vislumbno empecliho para a INSERCAD do novo ponto de coleta na FIDCRUZ
lpzallzada em Poro Welho — RO

Consideragies Finals a critério do CEP:
O presante projeto esta APROVADC e os Interessados ficam Informados de apresentar a esie CEP os
relatarios, pandals e o Inal, do estudo confoeme presve 3 Resolucdo CHS n® 45572012, utliizanda o Tormulkana
= Rotelrs para Relaitno Parcial’Final ¢e estudos clinlcos Unicéntricas e Mwticentricos, progosio pela
COMEP 2m nossa homs page.

Ezts parecer fod slaborade bazeado nos documentos abalzs relaclonades:

Tipo Documento Arquivo Faostagem Aufor SHuagdo
Imformagdies Baskcas FE_IHFDHHAGI:IEG_B.I‘SID.ASJ??EES 16062021 Asaito
0 Pryeta 2 Efipdl 12:5854
TCLE { Termos de | TERMODECOMSENTIMENTOLNREEE| 18062021 |Luls Andre Moralks Anaiio
sssantimeanio / SCLARECIDOPVH.O0CX 125706  |Mardoa
Emdaiegn: Ay Fedie Teseinas, 75
Bl [0 Posdis | CEPF:  e0 080000
LF: A Mufbsipes:  NMARALES
Talslong: (00 HIT-E67Z Fax [S2p27-3572 E-maill:  copddrml am g Br
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Conbrumcin Sio Pamosr 4557, 76
Justificallva de TERMODECOMSENTIMENTOLNREEE| 18062021 |Luls André Mo@ks Apatio
Ausencia SCLARECIDORVH.B0CX 125706 |Mandoa
TCLE / Termas de | TERMODEASSENTIMENTOPVH.OOCX 1662021 |Luls André Morals Acaiio
Azzamtimanio | 125628 |Mardoa
Justificalva de
Ausencia
TCLE | Termas de | TCLEResponsawve|PVH docx 1BM0E2021 |Luls André Morals Apatio
Azzamimsanio | 122557  |Manloa
Justificallva de
| AUBENCIS
Dedda de AnuenslaDheloCEPEM. pd 1662021 |Luls André Morals Acaiio
Insttulcdo & 125400 |Mardoa
Infraestniura
Decia de AnuenclafloonizRO. pdf 18062021 | Luls Andre Moralks Ao
Insttuicdo & 125322 |Mandoa
Jinfreestnirs
Canros ApendoincilusaoPyvH pdf 18062021 | Luls Andre Moralks Ao
125104  |Mandoa
Recurss Anaxado Folharesposta.pdf 16032020 |Luls André Morals Acaiio
P2l Pesquisamar 131501 |Maidoa
Foiha de Rosio folhaderosta. por 131272019 |Luls André Morals Acaiio
125557 |Mandoa
Ounros Queestionano_epldemiologico.docx 11122019 |Luls André Morals Apatio
23:10:04 | Mandoa
Dedda de Cana_n37_2019_Anuencla_Andre FIC | 111272019 |Luls Andre Moraks Acaiio
Insttulgdo & CRLZ pdf 230854 |Mardoa
Jinireesiniurs
Dedda de ANUENCLA_FUNDACAD MEDICINA_T| 111272019 |Luls Andre Moraks Acatio
Insttulgdo & ROPICAL pE 230740 |Maridoa
Infraestniura
TCLE { Termas de | TCLE_Responsayed Soox 111272019 |Luls Andre Moralks Ao
Azzamtimanio | 230714 |Mardoa
Justificallva de
Ausencla
TCLE { Termas de | TERMO _DE_ASSENTIMENTO.doCK 111272019 |Luls André Morals Acaiio
Aszantimanio / 2308 |Mardoa
Justificalva de
L AUSENCIS
TCLE { Termas de | TERMO_DE_COMSENTIMENTO _LIVR | 11122019 |Luws André Moraks Anattn
Azzamimsanio | E_E ESCLARECIDC. docx 222933 |Mandoa
Justificalva de
AUsENCla
Projeto Deaihato | | projelo_avalacad_de_metodos_para_d | 117122019 |Luls Andre Morak | Aceio
Erochura agnosttos_de_malana.socy 225745 |Maria
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7.2 TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Duas vias deste documento serdo impressas, sendo uma via do participante da pesquisa.

Projeto: “Avaliacdo de métodos para diagnodsticos de Malaria”

Investigadores: Adélia Marques de Figueiredo, Juliane Correa Gldria, Daniele Soares
Mota, Dr. Luis André Morais Mariuba, Dr. Marcus Vinicius Guimar&es de Lacerda, Dr.
Wouelton Marcelo Monteiro, Dra. Gisely Cardoso de Melo, Carolina Bioni Garcia Teles e

Dhelio Batista Pereira

A proposta deste TCLE é explicar todas as informacdes sobre o estudo e solicitar a sua
permissdo para participar do mesmo.
Convite: Por ter visitado o Ambulatério de Referéncia em Malaria para o tratamento de maléria
vocé estd sendo convidado a participar de uma pesquisa “Avaliacdo de métodos para
diagnosticos de Malaria” no Centro de Pesquisa em Medicina Tropical (CEPEM/ SESAU),
Porto Velho - RO, Brasil, sob a responsabilidade dos pesquisadores Adélia Marques de
Figueiredo, Juliane Correa Gloria, Daniele Soares Mota e Luis André Morais Marilba da
ILMD/FIOCRUZ — MANAUS. A qualquer momento vocé pode desistir de participar e retirar

seu consentimento.

Objetivo do estudo: Desenvolver novos métodos de diagnostico de maléria por meio da
deteccdo de marcadores de infeccdo proteicos ou material genético. E a pesquisa podera ser

usada no futuro para ajudar no desenvolvimento de outros testes.

Procedimento do estudo: Apo6s o0 seu aceite, nds faremos um questionario sobre nome,
endereco, idade, historia de malaria anterior, sintomas, e o resultado do exame de malaria. Com
seu consentimento, faremos a coleta de 10 ml de sangue que equivale a uma colher de sopa,
coletaremos pela veia do antebraco e isto sera realizado por uma técnica de salde capacitada e
treinada.

Informacbes técnicas: O sangue sera utilizado em experimentos para elaboracdo de testes
diagnostico para malaria vivax e falciparum. Realizaremos testes utilizando as metodologias de
citometria de fluxo, fitas imunocromatogréficas, eletroquimica, rea¢fes de polimerase em
cadeia para deteccdo de DNA/RNA, comparando e confirmando a eficiéncia dos novos métodos

Propostos.
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Beneficios para o participante: Ndo ha um beneficio direto a vocé, participante, porém
indiretamente vocé ajudard no desenvolvimento e padronizagdo de um novo teste para o
diagnostico da Malaria vivax e falciparum, melhorando a chance de diagnostico e tratamento
correto. No entanto, sera beneficiado por contribuir para o avanco cientifico da doenca.
Participacdo voluntaria/desisténcia do estudo: A participagdo é totalmente voluntéria, onde
vocé sO participa se quiser. Vocé ndo precisa fazer qualquer esforco especial para participar
desse projeto, e receberd 0 mesmo tratamento e acompanhamento estabelecido pelo Ministério
da Saude. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relacdo com a equipe médica, ou com
0 tratamento, ou com o pesquisador. Ou seja, 0 acompanhamento e o tratamento da sua doenca
serdo iguais, participando ou ndo na pesquisa. A qualquer momento vocé pode desistir e retirar
seu consentimento do estudo se assim desejar, também sem qualquer prejuizo no tratamento e
acompanhamento realizado pela instituicao.

Riscos ou danos relacionados a Pesquisa: Como parte desse estudo nds coletaremos uma
amostra de sangue, cerca de 10 ml que equivale a uma colher de sopa. Coletaremos pela veia
do antebraco e isto sera realizado por uma técnica de satde muito bem treinada da gerencia de
maldria. Vocé pode sentir alguma dor ou desconforto por causa da coleta. Depois pode doer um
pouco na regido da picada da agulha e pode ficar com uma mancha roxa. Mas qualquer dor
deve durar poucos segundos. A amostra de sangue coletada é muito pequena e ndo representa
nenhum risco a satde. Todos 0s cuidados serdo tomados para minimizar esses riscos. A coleta
sera feita com material esterilizado e descartavel sem risco algum para os pacientes.

Como a sua participacao no estudo se dard uma Unica vez na ocasido em gque VOCE procurou o
atendimento nesta unidade de saude, consideramos que esta participacao nao ira gerar nenhum
gasto, mas caso ocorra, estes gastos Ihe serdo ressarcidos. Caso a participa¢ao no estudo traga
alguma lesdo ou dano, vocé tera todos os direitos a indenizacdo diante de eventuais danos
decorrentes a pesquisa, conforme a RESOLUCAO N°466/2012, CNS/MS.

Registros Médicos e confidencialidade: Todas as informacdes coletadas serdo confidenciais,
usadas somente no estudo em carater cientifico. Nés ndo compartilharemos suas informacoes e
ndo tornaremos publico qualquer detalhe sobre vocé. Os registros médicos que trazem a sua
identificacdo e esse termo de consentimento assinado poderédo ser inspecionados por agéncias
reguladoras e pelo CEP.

Os resultados desta pesquisa poderao ser apresentados em reunides ou publicacées, contudo sua
identidade ndo serd revelada em nenhuma hipotese nessas apresentacdes.

CEP/FMT-HVD: O Comité de Etica da Fundac&o de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (CEP/FMT-HVD) localiza na Av. Pedro Teixeira, n° 25 - Bairro Dom Pedro, CEP
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69.040-000 - Manaus - Amazonas — Brasil. Contatos via telefone (92) 2127-3572 e pelo e-mail
cep@fmt.am.gov.br. Horario de funcionamento, de 22 a 62 feira das 8:00 as 12:00 horas.
Contatos ou davidas: Se vocé tiver qualquer pergunta ou preocupacdo sobre o estudo, por
favor, vamos esclarecer isso agora. Mesmo assim se vocé desejar esclarecer duvidas sobre a
pesquisa sinta-se a vontade para contatar os pesquisadores do projeto. 1) Pesquisador principal
Dr. Luis André Morais Mariuba, laboratdrio DCDIA, e os demais alunos, Juliana Correa Gloria,
Daniele Soares Mota, poderéo ser encontrados no Centro de pesquisas Lednidas e Maria Deane-
FIOCRUZ, das 08:00 as 17:00 horas, de segunda-feira a sexta-feira, situado no endereco Rua
Teresina, n° 476 Adriandpolis - Manaus, AM — Brasil. Telefone: (92) 36212323. 2) A estudante
pesquisadora Adélia Marques de Figueiredo que podera ser encontrada na Geréncia de Maléria
da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, das 08:00 as 12:00 horas, de
segunda-feira a quinta-feira situado no endereco Rua Av. Pedro Teixeira, n° 25 - Bairro Dom
Pedro — Manaus, AM-Brasil. Telefone: (92) 21273443.

Declaracdo de consentimento: Declaro que li e recebi a explicagdo do consentimento e
objetivo do estudo, sendo esclarecidas todas as minhas ddvidas e estou concordando em
participar do estudo. Se eu ndo souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confianca lera este
documento para mim e depois escrevera nesta pagina o0 meu nome e a data do preenchimento.
E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o contetdo deste termo, livremente, sem
qualquer pressao por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento para minha incluséo
nesta pesquisa.

O sangue colhido que sobrar podera ser guardada no Freezer -80°C do Lab. DCDIA localizado
Centro de pesquisas Lednidas e Maria Deane-FIOCRUZ adequando a RESOLUGAO CNS N°
441, de 12 de maio de 2011. Perguntamos se sr. (a) consente que esta amostra possa ser utilizada
no futuro para outras pesquisas? Nés garantimos que estas pesquisas serdo sobre 0 mesmo tema
desta pesquisa e para elas sera elaborado um novo projeto que sera submetido a aprovacao pelo

sistema CEP/CONEP e vocé sera procurado para assinar um novo TCLE. VVocé consente?

Sim () Nao ()

Assinatura

Datiloscopica.



Nome e assinatura do participante da pesquisa

Nome e assinatura do entrevistador

Luis André Morais Maritba, Pesquisador
Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ
Manaus-AM, Tel.: 92 36212323

Data

Data

Data
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7.3 TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE ASSENTIMENTO
TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E ESCLARECIDO
Duas vias deste documento serdo impressas, sendo uma via do participante da pesquisa.

(Adolescentes maiores de 12 anos e menores de 18 anos)

Informacdo geral: O assentimento informado para crianga/adolescente ndo substitui a
necessidade de consentimento informado dos pais ou guardids. O assentimento assinado pela

crianca demonstra a sua cooperacao na pesquisa.

Titulo do projeto: Avaliacdo de métodos para diagndsticos de Malaria

Investigadores: Adélia Marques de Figueiredo, Juliane Correa Gldria, Daniele Soares
Mota, Dr. Luis André Morais Mariuba, Dr. Marcus Vinicius Guimardaes de Lacerda, Dr.
Wouelton Marcelo Monteiro, Dra. Gisely Cardoso de Melo, Carolina Bioni Garcia Teles e

Dhelio Batista Pereira
Local da pesquisa: FIOCRUZ-MANAUS, FMT-HVD e Centro de Pesquisa em Medicina

Tropical (CEPEM/ SESAU).
Endereco: Rua Teresina, n°476 Adriandpolis — Manaus, AM- Brasil. Telefone: (92) 36212323.

O que significa assentimento?

O assentimento significa que vocé concorda em fazer parte de um grupo de adolescentes, da
sua faixa de idade, para participar de uma pesquisa. Serdo respeitados seus direitos e vocé
receberd todas as informagdes por mais simples que possam parecer.

Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO contenha palavras que vocé ndo entenda. Por favor, peca ao responsavel pela
pesquisa ou a equipe do estudo para explicar qualquer palavra ou informacdo que vocé ndo
entenda claramente.

Informacéo ao participante da pesquisa:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa.

Qual o objetivo? Desenvolver novos métodos de diagnostico de malaria por meio da deteccao
de marcadores de infeccao proteicos ou material genético.

Para que fazer a pesquisa? Para ajudar no desenvolvimento de novos testes de identificacdo da
Maléria. E esta pesquisa podera ser usado no futuro para o desenvolvimento de outros testes.
Como sera feita? Faremos um questionario sobre vocé, seus dados pessoais como nome,

endereco, idade, historia de malaria anterior, sintomas, e o resultado do exame de malaria. Com
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seu consentimento faremos a coleta de 10 ml de sangue que equivale a uma colher de sopa,
coletaremos pela veia do antebraco e isto sera realizado por uma técnica de salde capacitada e
treinada da gerencia de malaria.

Beneficio esperados como a pesquisa? N&o ha nenhum beneficio para que vocé, porém
indiretamente vocé ajudard no desenvolvimento e padronizacdo de novos testes para o
diagndstico da Maléria vivax e falciparum, melhorando a chance de diagnostico e tratamento
correto. No entanto, sera beneficiado por contribuir para o avanco cientifico da doenca.

Caso vocé aceite participar, os procedimentos sdo: Com 0 sangue nos vamos realizar
experimentos para elaboracao de testes diagndstico para maléria vivax e falciparum.

Quais os riscos? Vocé pode sentir alguma dor, no local da coleta de sangue pode ficar roxo,
ou desconforto por causa da picada da agulha. Mas qualquer dor deve durar poucos segundos.
A gquantidade de sangue é muito pequena e nao representa nenhum risco a saude. Todos 0s
cuidados serdo tomados para diminuir esses riscos. A participacdo é voluntaria, isso quer dizer
que, para que a gente possa fazer isso, vocé de concordar voluntariamente em participar da
pesquisa, assinando o seu nome. Se vocé ndo quiser participar ndo tera nenhum prejuizo para o
seu tratamento.

CEP/FMT-HVD: O Comité de Etica da Fundacio de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira
Dourado (CEP/FMT-HVD) localiza na Av. Pedro Teixeira, n° 25 - Bairro Dom Pedro, CEP
69.040-000 - Manaus - Amazonas — Brasil. Contatos via telefone (92) 2127-3572 e pelo e-mail
cep@fmt.am.gov.br. Horario de funcionamento, de 22 a 62 feira das 8:00 as 12:00 horas.
Contatos ou davidas: Se vocé tiver qualquer pergunta ou preocupacdo sobre o estudo, por
favor, vamos esclarecer isso agora. Mesmo assim se vocé desejar esclarecer suas duvidas sobre
a pesquisa sinta-se a vontade para contatar os pesquisadores do projeto. 1) Pesquisador principal
Dr. Luis André Morais Maritba, laboratério DCDIA, e os demais alunos, Juliana Correa Gloria,
Daniele Soares Mota, poderdo ser encontrados no Centro de pesquisas Lebnidas e Maria
Deane-FIOCRUZ, das 08:00 &s 17:00 horas, de segunda-feira a sexta-feira, situado no enderecgo
Rua Teresina, n® 476 Adriandpolis - Manaus, AM — Brasil. Telefone: (92) 36212323. 2) A
estudante pesquisadora Adélia Marques de Figueiredo que podera ser encontrada na Geréncia
de Maléria da Fundacdo de Medicina Tropical Doutor Heitor Vieira Dourado, das 08:00 as
12:00 horas, de segunda-feira a quinta-feira situado no endereco Rua Av. Pedro Teixeira, n°
25 - Bairro Dom Pedro — Manaus, AM-Brasil. Telefone: (92) 21273443.

Declaracdo de consentimento: Declaro que li e recebi a explicagdo do consentimento e
objetivo do estudo, sendo esclarecidas todas as minhas ddvidas e estou concordando em

participar do estudo. Se eu ndo souber ler ou escrever, uma pessoa de minha confianca lera este
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documento para mim e depois escrevera nesta pagina o meu nome e a data do preenchimento.
E por estar devidamente informado e esclarecido sobre o contetdo deste termo, livremente, sem
qualquer pressao por parte dos pesquisadores, expresso meu consentimento para minha inclusédo
nesta pesquisa.

O sangue colhido que sobrar podera ser guardado no Freezer -80°C do Lab. DCDIA localizado
Centro de pesquisas Lednidas e Maria Deane-FIOCRUZ adequando a RESOLUGAO CNS N°
441, de 12 de maio de 2011. Perguntamos se sr. (a) consente que esta amostra possa ser utilizada
no futuro para outras pesquisas? NOs garantimos que estas pesquisas serdo sobre 0 mesmo tema
desta pesquisa e para elas sera elaborado um novo projeto que sera submetido a aprovacéo pelo
sistema CEP/CONEP e vocé sera procurado para assinar um novo TCLE. VVocé consente?

Sim ()Néo ()

Assinatura Datiloscopica
/ /
Nome e assinatura do participante da pesquisa Data

Assinatura Datiloscopica

Nome e assinatura dos pais / responsaveis Data

Nome e assinatura do entrevistador Data

Luis André Morais Maritba, Pesquisador
Instituto Lednidas e Maria Deane — FIOCRUZ Data
Manaus-AM, Tel.: 92 36212323



