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Resumo

Doencas cardiovasculares sdo a principal causa de morte no Brasil e no mundo. Séo
patologias de alta mortalidade e morbidade, e a condicdo dos pacientes se agrava
rapidamente. Um diagndstico rapido, confiavel e barato € necessario para reduzir a
mortalidade e a probabilidade de sequelas cardiacas a longo prazo. Ensaios de fluxo lateral,
popularmente conhecidos como testes rapidos, sdo uma tecnologia barata e adaptavel que
permite o diagnostico de doencas cardiacas através da deteccdo de biomarcadores. Esta
revisdo tem por objetivo trazer uma visdo do estado da arte dessa tecnologia e discutir suas
perspectivas futuras, demonstrando seu potencial para reduzir a mortalidade por doencas
cardiacas através do diagnostico precoce e de facil acesso, especialmente em um pais
heterogéneo como o Brasil. Para a coleta de dados, foram utilizadas as bases de dados Scopus,
PubMed e ScienceDirect e as palavras-chaves ““lateral flow” AND “cardiac™” e semelhantes.
Dezessete artigos, publicados nos altimos cinco anos, foram incluidos neste estudo.

Palavras-chave: Teste Rapido; Biomarcadores Cardiacos; Point-of-care; Diagnostico.
Area Tematica: Temas livres
Modalidade: Resumo expandido

1 INTRODUCAO

Ensaios de fluxo lateral, popularmente conhecidos como testes rapidos, sdo
biosensores baseados em papel amplamente utilizados, capazes de detectar analitos em
amostras bioldgicas complexas (KOCZULA e GALOTTA, 2016).

Sua operacdo se baseia em um elemento de bioreconhecimento conjugado a uma
particula que possa ser observada ou quantificada e um elemento de captura que fica
imobilizado na linha de teste. Tipicamente, o elemento de bioreconhecimento tende a ser um
anticorpo conjugado a uma particula de ouro coloidal e o elemento de captura também um
anticorpo imobilizado em uma linha de teste em uma membrana de nitrocelulose. Ambos

formam um imunoensaio sanduiche na presenca do alvo e a acumulacdo das particulas de
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ouro na linha de teste permite a visualizacdo do resultado positivo. Contudo, existem diversos

formatos de testes rapidos, com diferentes elementos de deteccdo, de captura, sistemas de
deteccdo, etc. Esses dispositivos funcionam devido ao fluxo capilar passivo, portanto nédo
necessitam de subpartes eletromecanicas para funcionar. Essa operacdo facil e praticamente
automatica torna esses dispositivos user-friendly capazes de serem utilizados por pessoas ndo-
capacitadas (ZHAO et al., 2018).

Por serem baseados em papel, sdo baratos e faceis de produzir. Além disso, séo faceis
de usar, pois ndo demandam equipamentos laboratoriais, sdo eficientes e tem longa data de
validade, podendo ser armazenados sem refrigeracdo. Essas caracteristicas cumprem o critério
ASSURED (Affordable, Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid and robust, Equipment-free,
and Delivered to the end-users), estabelecido pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) para
dispositivos de aplicacao point-of-care (NGUYEN et al., 2020).

Dadas essas caracteristicas, e por ser adaptavel para deteccdo de qualquer alvo de
interesse, é ideal para o diagnostico de patologias cardiacas, como infarto agudo do
miocardio, insuficiéncia cardiaca e outras cardiopatias. Doencas cardiovasculares (DCV)
atualmente sdo a principal causa de morte no Brasil e no mundo. A OMS estima que até 2030
serd a causa de morte de 22,2 milhdes de pessoas anualmente. S&o condigBes de alta
mortalidade, morbidade e indice de re-hospitalizacdo e a condi¢do dos pacientes tendem a
deteriorar rapidamente (WANG et al., 2020). Posto isso, € imprescindivel um método de
diagnostico rapido, capaz de estratificar risco, para providenciar manejo eficaz do paciente e
atencdo médica rapida e precisa. O diagndstico precoce é fundamental para minimizar a
mortalidade e reduzir a probabilidade de sequelas cardiacas a longo prazo (SAVONNET et
al., 2021).

Estudos feitos no Brasil e no Reino Unido mostram que, por conta da pandemia de
COVID-19, a mortalidade por doencas cardiovasculares aumentou. Os motivos vao desde
pessoas evitando procurar atendimento médico por conta do distanciamento social, o que
levou a um aumentou de mortes em casa por DCV, até o colapso do sistema de salde pela
sobrecarga de casos de COVID-19 (WATKINS et al., 2020). Nesse cenario, um método
diagnostico barato, rapido e portatil, que descentralize o acesso ao sistema de salde, poderia
ter um papel fundamental na reducdo da mortalidade por doencas cardiovasculares.

A avaliacdo de biomarcadores cardiacos é fundamental para estabelecer o diagndstico
preciso de doencas cardiovasculares. Os mais utilizados sdo a troponina cardiaca |,
considerada padrdo-ouro para infarto agudo do miocéardio, peptideos natriuréticos, para o

diagndstico de insuficiéncia cardiaca, creatina-kinase MB, proteina C reativa, entre outros.
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Além desses, outros biomarcadores promissores estdo emergindo, como 0os miRNAs (WANG
et al, 2020).

Posto o potencial dessa tecnologia em reduzir a mortalidade e morbidade em doencas

cardiovasculares atraves do diagnostico rapido e acessivel, esta revisdo tem por objetivo
integrar os testes rapidos para deteccdo de biomarcadores cardiacos descritos em artigos de
pesquisa na literatura cientifica nos ultimos cinco anos e, além disso, fornecer sugestfes de
abordagens para investigacfes na area com base nas perspectivas futuras de evolugdo dessa

tecnologia.

2 METODO

Foram realizadas buscas nas bases de dados PubMed, Scopus e ScienceDirect para
coleta de dados. Foram aplicados os termos ““lateral flow” AND cardiac”, ““lateral flow”
AND NT-proBNp”, ““lateral flow” AND “CK-MB”” e ““lateral flow” AND myoglobin”. Os
critérios de inclusdo utilizados foram artigos de pesquisa relevantes ao tema publicados nos
ultimos cinco anos (2017-2021) e em inglés, sendo excluido qualquer outro tipo de
documento e qualquer artigo que ndo se tratasse do tema abordado. Foram selecionados para

este estudo dezessete artigos que atenderam aos critérios.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de fluxo lateral tipicamente contém quatro estruturas basicas: um pad de
amostra; um pad de conjugacdo, onde estdo depositados os elementos de deteccdo e de
bioreconhecimento; uma membrana de nitrocelulose, onde estdo imobilizados os elementos de
captura; e um pad absorvente, cuja funcdo é estimular o fluxo capilar dentro do dispositivo.
Esse formato pode ser adaptado para cada aplicacdo. Esses testes podem ser usados para o
diagndstico de doencas cardiacas através da deteccdo de biomarcadores.

Biomarcadores sdo indicadores de processos bioldgicos, patologicos ou fisioldgicos,
gue podem ser quantificados e avaliados dentro de um organismo para prover diagnostico e
estratificacdo de risco em pacientes (SARHENE et al., 2019). Portanto, quando ha alguma
desregulacdo no sistema cardiovascular que resulta em dano ao miocardio e potencialmente
morte celular, ha a liberacdo de diversos fatores, proteinas e hormoénios que podem ser usados
como biomarcadores (WANG et al. 2020).

Entre os biomarcadores cardiacos, a troponina cardiaca | (cTnl) é considerada padréo-
ouro no diagnostico do infarto agudo do miocardio (IAM), por ser altamente especifica ao

miocardio. Peptideos natriuréticos tipo-B (BNP) sdo o biomarcador cardiaco considerado
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padrao para o diagnostico de insuficiéncia cardiaca. A enzima Creatina kinase-MB (CK-MB),

a proteina C-reativa, a mioglobina e a hFABP (do inglés, Heart Fatty Acid Binding Protein)
também séo biomarcadores utilizados para o diagnostico de 1AM, porém menos especificos
que acTnl.

Atualmente, a maioria dos testes diagndsticos com biomarcadores cardiacos é feito em
laboratorios centralizados, onde multiplos passos sdo necessarios e a carga de trabalho é alta,
atrasando o diagnostico do infarto, o que pode acarretar em sérias consequéncias (HAN et al.,
2020a). Outro problema frequente sdo os testes diagnosticos meramente qualitativos, o que
tende a ser uma desvantagem j& que a quantificacdo dos biomarcadores cardiacos é necessaria
para determinar progndstico e estratificacéo de risco.

Muitos estudos descritos na literatura procuram desenvolver testes rapidos com
abordagens quantitativas, usando diferentes elementos de bioreconhecimento e de deteccéo.
Entre os métodos de deteccdo, destacam-se: quimioluminescéncia, fluorescéncia,
espectroscopia Raman amplificada por superficie e outras técnicas com nanoparticulas
metalicas, imunocromatografia magnética e reacGes enzimaticas. Contudo, a maioria das
abordagens relatadas necessita de um leitor dedicado de bancada, dificultando, portanto, a
aplicacdo point-of-care em locais com poucos recursos. Uma das solucgdes para esse obstaculo
€ 0 uso de leitores baseados em smartphones. Como exemplo, Han et al. (2020b)
desenvolveram um leitor baseado em smartphone fabricado por impresséo 3D, aplicado em
um teste rapido para quantificar cTnl em amostras clinicas de soro. Os autores reportaram um
Limite de Detecc¢édo de 0,00092 ng/mL.

Quanto aos elementos de bioreconhecimento, os mais utilizados sdo anticorpos. Porém
aptameros, pequenos oligonucleotideos de RNA ou DNA fita simples selecionados através de
Evolucdo Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial (SELEX), também sao
utilizados, com diversas vantagens em relacdo aos anticorpos. Anticorpos, por serem gerados
in vivo, podem ter diferenca entre diferentes lotes, sdo mais instaveis a temperatura e
dificultam modifica¢des quimicas, o que pode limitar as possibilidades de métodos analiticos
(ZHAO et al., 2018). Aptameros foram empregados por Zhang et al. (2018), conjugados a
microesferas fluorescentes, para deteccdo de CK-MB em soro, com um leitor de fluorescéncia
dedicado para fitas de teste, obtendo um limite de deteccéo de 0,63 ng/mL.

Além disso, é possivel adaptar a base do teste substituindo a mais convencional
membrana de nitrocelulose por uma membrana Fusion 5, como demonstrado por Lee et al.
(2020) em um teste de fluxo lateral para deteccdo de cTnl em soro, com Limite de Detecgdo

de 0,097 ng/mL. A principal vantagem reportada para o uso da Fusion 5 ¢ a dispensabilidade



ICONAIS

SOCEPIS
doity.com.br/conais2021

de matrizes adicionais, que normalmente serviriam como pad de conjugacéo e pad absorvente,
de forma que todas as rea¢Ges ocorrem na mesma membrana, tornando a producgéo do teste
mais simples e custo-efetiva.

Ensaios multiplex, onde multiplos biomarcadores podem ser avaliados em uma Unica
fita, também sdo uma tendéncia no desenvolvimento de testes rapidos por sua capacidade de
fornecer um resultado mais confiavel e especifico e com melhor predi¢do do prognéstico. Um
exemplo disso é o dispositivo desenvolvido por Hong et al. (2018), um teste baseado em
nanoparticulas magnéticas para deteccdo de cTnl, mioglobina e CK-MB. A mioglobina é
liberada uma hora ap6s o IAM, mas ndo € especifica para o miocérdio, diferentemente da
cTnl e da CK-MB. Contudo, estas sio detectaveis no sangue apenas dentro de quatro horas. E
possivel, portanto, a partir da avaliagdo mdaltipla desses biomarcadores, determinar um

diagnostico precoce e especifico dessa patologia, dentro de treze minutos.

4 CONCLUSAO

Testes rapidos sdo 0s biosensores mais utilizados atualmente, dadas as suas inimeras
vantagens como portabilidade, custo-beneficio e facilidade de uso. Essas caracteristicas e
outras tornam essa tecnologia ideal para a aplicacdo point-of-care no diagnostico de doencas
cardiacas, que demandam rapidez dada a progressao veloz da patologia.

Os testes rapidos meramente qualitativos, tradicionalmente fabricados com
nanoparticulas de ouro, possuem sensibilidade e aplicabilidade limitada, visto que a
quantificacdo dos biomarcadores permite a estratificacdo de risco e avaliacdo do prognéstico
dos pacientes. Por isso, novos métodos de deteccdo, como o uso de particulas fluorescentes,
por exemplo, estdo surgindo para permitir a quantificacdo dos analitos. Contudo, a maior
desvantagem atrelada a esses novos métodos é a necessidade de leitores de bancada, o que
limita a aplicacdo point-of-care. Para superar essa deficiéncia, leitores baseados em
smartphones estdo sendo desenvolvidos para viabilizar o diagnéstico sem a necessidade de
equipamentos laboratoriais. Além disso, uma das perspectivas futuras para o diagnéstico com
ensaios de fluxo lateral é a deteccdo simultanea de maltiplos biomarcadores, o0 que permite
superar as limitagdes atreladas a cada um, como baixa especificidade ou liberacdo tardia na
corrente sanguinea.

Posto isso, os proximos desafios a serem superados para facilitar o diagnéstico rapido,
confiavel e acessivel de doengas cardiacas € a deteccdo em sangue total, para dispensar a

necessidade de preparagdo prévia das amostras, e a deteccdo de biomarcadores de &cidos
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' nucleicos, como miRNA, que sdo altamente especificos, mas demandam de reacdes de

amplificacdo para serem detectaveis.
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